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OZET

Glioblastoma multiforme (GBM) yetiskinlerde en yaygin goriilen, agresif 6zellikli
bir beyin tiimoriidiir. GBM hastalarinin tani sonrasi ortalama yasam siiresi 1 yildan azdir.
GBM tiimdrlerinin yapisinda kanser kok hiicrelerinin varligi, hastalarin uygulanan
tedavilere direng gostermesine ve tiimoriin niiksetmesine sebep olmaktadir. Bu nedenle
GBM tedavisi icin daha etkin yoOntemlerin gelistirilmesine ihtiya¢ duyulmaktadir.
Gliniimiizde pek c¢ok kanser tiirii i¢in tedavi ydntemlerinin olusturulmasinda terapdtik
bitkilerden siklikla yararlanilmaktadir.

Gergeklestirilen ¢alismada, Viscum album (6kse otu) oziiti (VA), Vitis vinifera
(liziim) ¢ekirdegi oziitli (GSE), Olea europaea (zeytin) yapragi oziitii (OLE) ve Ficus
carica (incir) siitii (FCL)’niin iic GBM hiicre hattindaki ve GBM kok hiicre (GSC) (+)
primer tiimor hiicrelerindeki anti-kanser etkisinin hiicre proliferasyonu, invazyonu ve
Olimii agisindan arastirilarak bu oOziitlerin GBM’de molekiiler etki mekanizmasinin
aciklanabilmesi hedeflenmistir. Elde edilen verilere gére, VA’ ’nin hiicre canliliginda yol
actig1 degisimin doza bagli olarak artan ya da azalan bir degisim olmadig1 belirlenmistir.
GSE’nin ise ex-vivo kosullarda timor invazyonunu arttirici yonde etki gosterdigi ortaya
konmustur. OLE’nin apoptoz ve nekroz yoluyla GBM hiicre hatlarinda hiicre 6liimiine yol
actigr ve miR-137, miR-145 ve miR-153 ekspresyonlarini etkileyerek GSC (+) tiimorlerde
temozolomid (TMZ)’in etkinligini arttirdigi  gosterilmistir. FCL’nin ise let-7d
ekspresyonunu diizenleyerek GBM hiicre hatlarinda invazyonun kontroliinde rol oynadig,
GSC (+) hiicrelerde ise TMZ direncinin azalmasina yol agtig1 gézlenmistir.

Mevcut c¢alisma, OLE’nin miRNA regiilasyonu yoluyla GSC(+) hiicrelerde
puluripotentligi azalttigin1 ortaya koyan ilk ¢alismadir. Ayrica, gergeklestirilen ¢alismada
FCL’nin GBM hiicre hatlarindaki anti-invazif etkisi ve GSC (+) hiicrelerde TMZ direncini
azaltic1 etkisi ilk kez gosterilmistir. Ileri arastirmalar gerekmekle birlikte, mevcut bulgular
OLE ve FCL’nin GBM tedavisi ile ilgili ila¢ arastirmalar i¢in potansiyel birer aday oziit

olabileceklerini desteklemektedir.

Anahtar kelimeler: GBM, Viscum album (6kse otu), Vitis vinifera (iizim) ¢ekirdegi

oziitli, Olea europaea (zeytin) yapragi oziitii, Ficus carica (incir) siitii, miRNA, ilag direnci

\



SUMMARY

Investigation of Anti-Tumoral Properties of Plant Extracts

in Glioblastoma Stem Cells

Glioblastoma multiforme (GBM) is the most common and lethal form of brain
tumors. Overall survival time of GBM patients is less than 1 year. The presence of cancer
stem cells in GBM tumors (GSC) causes recurrence and drug resistance of these patients.
Thus, there is an increasing need for the development of more efficient therapeutic
approaches. Induction of tumor cell death by medicinal herbs has become a new frontier
for cancer therapy research.

The aims of the current study were to evaluate the anticancer effect of Viscum
album (VA), Vitis vinifera seed extact (GSE), Olea europaea leaf extract (OLE) and Ficus
carica latex (FCL) on three individual GBM cell lines, and GSCs in the aspects of cell
proliferation, invasion and death at molecular level. According to obtained data, a dose
dependent anti-cancer effect of VA wasn’t determined. GSE increased angiogenesis in ex-
vivo analysis. OLE caused apoptosis and necrosis in the GBM cell lines and increased the
temozolomide (TMZ) response of GSC (+) tumors via regulation of mir-137, miR-145 and
miR-153. In addition, FCL relieved invasion on GBM cells by modulating let-7d
expression and reduced TMZ resistance in GSC (+) tumors.

This is the first study to indicate that OLE may interfere with the pluripotency of
GSC by modulating miRNA expression and the anti-invasive effect of FCL in GBM cell
lines and drug resistance modulating ability in GSC (+) tumors. Further studies are
required, but we suggest that OLE and FCL may have potentials for advanced therapeutic

cancer drug studies in GBM.

Key words: GBM, Viscum albiim (mistletoe), Vitis vinifera (grape) seed extract, Olea

europaea (olive) leaf extract, Ficus carica (fig) latex, miRNA, drug resistance
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1. GIRIS

Beyin tiimorleri Tiirkiye’de en sik gozlenen 10 malignansi igerisinde yer almaktadir
(1). Glioblastoma (GBM), grade IV astrositoma olarak tanimlanan, nekroz ve vaskiiler
cogalma ile karakterize olan ve yetiskinlerde en yaygin goriilen primer beyin timoriidiir (2).
GBM hastalarinda tani1 sonrasi ortalama yasam siiresi 12 — 15 ayla sinirli durumdadir (3).
Uygulanan cerrahi teknikler, adjuvan radyoterapi ve kemoterapi ile ilgili son 30 yil igerisinde
kaydedilen tiim gelismelere ragmen, hastalarin tedaviye yanitinin iyilesmesi ile ilgili ¢cok az
ilerleme kaydedilmistir (4 — 7). Bu nedenle bu hastaligin tedavisi énemli bir sorun olmaya
devam etmektedir.

GBM tiimorleri heterojen bir yapida olup, bazi GBM tiimorleri, digerlerinden daha
kiigiik bir popiilasyona sahip, tiimor olusumunu baslatan hiicreler olduklar1 bilinen beyin
timori kok hiicrelerini icermektedirler (7 — 10). Beyin tiimorlerinin ortaya ¢ikis ve
yayiliminda, kanser kok hiicreler etkili olmaktadir (11 — 17). Bu nedenle, GBM kok
hiicrelerinin (GSC) ortadan kaldirilmasi ya da kontrol altina alinmasi, saptanan timoriin
oldiriilmesinde ve niiksetmeyi Onlemede basariyr arttiracaktir.  Giiniimiizde uygulanan
standart GBM tedavisi Oncelikli olarak kok hiicre ozelligi gostermeyen timor hiicrelerini
oldiirmekte ve GSC’ler iizerine de ¢ok az etki gostermektedir (16, 18). Bu nedenle, GSC’leri
hedef alan tedavi yontemlerinin gelistirilmesi GBM tedavisi i¢in dnem tagimaktadir.

Bir¢ok kanser tiiriinde oldugu gibi, GBM tedavisinde de, kemoterapdtik ilaglarin
kullanilmast hastaligin seyrini hafifletebildigi gibi, bazi durumlarda tiimor lizerinde etkisiz
kalabilmekte veya hastalar iizerinde farkli yan etkilere sebep olabilmektedir. Bu nedenle, pek
¢cok kanser tiirii i¢in tedavi yoOntemlerinin olusturulmasinda bitkilerden de siklikla
yararlanilmaktadir. Giiniimiize kadar yapilan ¢alismalar sonucunda vinblastine, vincristin,
camptotethecin tiirevleri, topotecan, irinotecan, etoposide ve pacitaxel gibi bitkisel kokenli
terapotik ajanlar gelistirilmis ve tedavi prosediirlerinde uygulanmaya baslanmistir (19).
Ayrica, bazi terapoOtik Ozelligi belirlenen bitkilerin kemoterapdtik ajanlarla  birlikte
kullaniminin, kematerapdtik ajanin etkin dozunu disiiriirerek, yol acabilecegi yan etkilerin
azalmasini sagladigini ifade eden ¢aligmalar mevcuttur (20).

Tiirkiye 9000’in iizerinde bitki tiirii ile diinyanin en zengin florasina sahip iilkelerden
biridir (21). Bu bitkilerin birgogu terapotik ozellikler tasimaktadir (22). Bu durum kanser
tedavisinde s6z konusu bitkilerin de kemoterapétik ajanlar olarak veya kemoterapotik ajanlara

yardimc1 maddeler olarak kullanimina olanak saglamaktadir. Bu bitkilerin bircogunun heniiz
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tibbi 6nemi ispatlanmamis olmasina ragmen halk arasinda ¢ok sayida hastaligin tedavisinde
kullanilmaktadirlar (22).

Gergeklestirilen ¢alismada, Viscum albiim (6kse otu), Vitis vinifera (iiztim) ¢ekirdegi
ve Olea europeae (zeytin) yapragi ozitleri ile Ficus carica (incir) siitii’niin Temozolomid
(TMZ) direngliligi agisindan farklilik gosteren {ic GBM hiicre hattinda ve GBM kok
hiicrelerindeki anti-kanserojen etkileri ve bu etkilerin molekiiler mekanizmasinin in vitro ve
ex Vivo yontemlerden yararlanilarak arastirilmasi ve ilag arastirilma potansiyellerinin ortaya

¢ikarilmasi amag¢lanmustir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. GBM’in Olusumu, Toplumdaki insidansi ve Klasik Tedavi Yaklasim

Merkezi sinir sistemi tiimorleri, lenfomalar ve noroblastomdan sonra en sik goriilen
dordiincii solid timorlerdir. Bu tiimorler arasinda en yaygin olarak goriilenler gliomalardir.
Diinya Saglhk Orgiitii (World Health Organization, WHO) gliomalari, mitoz, hiicresel ve
niiklear atipi, ve vaskiiler ¢cogalma ve pseudopalisading nekroz gibi patolojik 6zelliklerden
yararlanarak 4 farkli evrede siniflandirmaktadir (23, 24). Baskin astrositik farklilagma ile
karakterize, tiim beyin tiimdrlerinin yaklasik %12-15’ini ve astrositik tiimorlerin % 60-75’ini
olusturan 4. evre olarak siniflandirilan Glioblastoma multiforme (GBM) tiimérleri gliomalarin
en malign tipi olarak tanimlanmaktadir (25). Amerika Birlesik Devletlerinde her y1l yaklagik
51.000 primer beyin tiimorii tanist konulmaktadir. Bu tiimdrlerin %36’sin1 gliomalar
olusturmakta olup, teshis edilen gliomalarin %50’si GBM’dir (2). Tiirkiye’de ise kesin bir
rakam verilememekle birlikte oranin benzer oldugu sanilmaktadir (26).

Yiiksek evreli gliomalarin tedavisinde kullanilan standart yontem tiimoriin cerrahi
olarak uzaklastirilmasi, radyasyon tedavisi (radyoterapi) ve kemoterapidir (27). Ancak, GBM
tiimdrleri beyin dokusuna infiltrasyon gosterdiginden cerrahi operasyon sirasinda goriilen
tliimoriin tamami cerrahi mikroskop yardimu ile ¢ikartilsa bile belirlenemeyen tiimoér hiicreleri
beyin dokusu igerisinde kalabilmektedir (28). Bu nedenle GBM tedavisinde istenilen basariya
heniiz ulasilamamistir. Bu hastalarda, ¢ogunlukla ameliyattan sonra beyin dokusunda kalan
tiimor hiicrelerinin tedavisi i¢in radyoterapi kullanilmaktadir (28). Ancak, radyoterapi goren
GBM hastalarinin  genel sagkalim siireleri ortalama 12 aydir. Bu sagkalim siiresinin
carmustin polifeprosan ile gergeklestirilen lokal kemoterapi ile 13.9 aya kadar uzatilabildigi
ortaya konulmustur (27). Son dénemde radyasyon tedavisi ile birlikte giinlilk Temozlomid
(TMZ) kullanan hastalarin, tek basina radyasyon tedavisi goren hastalara gore ortalama sag
kalim oraninda %10-%26 oraninda artis oldugu belirtilmektedir (29). Bununla birlikte, GBM
tedavisi ile ilgili tlim ileri arastirmalara ragmen, halen 36 ay ve iizerinde sag kalim gdsteren
hastalar uzun sag kalimli olarak nitelendirilmektedir (30). Giiniimiizde GBM tedavisine
yonelik arastirmalar devam etmekle birlikte tiimor dokularinin karsilastirmali genetik
taramalar1 ve iligkili sinyal yolaklarmin belirlenmesi sonucu, molekiiler tabanli tedavi

protokolleri olusturulmaya baslanmistir (31).



2.2.GBM Olusumunda Rol Oynayan Genetik ve Epigenetik Faktorler

GBM olusumunda, EGFR / RAS/ NF1/PTEN / PI3K, TP53 /MDM2MDM4/ pI4ARF
ve pl6INK4a /CDK4 / RB1 gibi sinyal yolaklari, IDH1 mutasyonlari, heterozigotlugun kaybi
gibi genetik faktorler ve gen metilasyonlart ve mikroRNA (miRNA) ekspresyonlarinin

diizenlenmesinde degisimler gibi epigenetik faktorler rol oynamaktadir.

2.2.1.Genetik Faktorler

Timor baskilayict genler ve onkogenler kanser gelisiminde anahtar rol oynarlar. Bu
genler saglikli hiicrelerde hiicre biiyiimesinde ve c¢ogalmasinda gorev alan proteinlerin
sentezinde is goriirler. Bu genlerde meydana gelen mutasyonlar kanser gelisimine yol agarlar
(32).

Timor baskilayict genler genellikle hiicre gogalmasini baskilayict yonde islev goren
proteinleri kodlarlar. Tiimor baskilayici genler tarafindan kodlanan proteinler bes genis
sinifta toplanabilmektedir (32).

Bu proteinler;

- Hiicre dongiisiinii diizenleyen veya spesifik bir evrede durdurabilen intraselliiler
proteinler,

- Hiicre dongiisiinii durdurmakta is goren hormon reseptorleri,

- DNA’da bir hasar ya da kromozomal bir anomali durumunda hiicre dongiisiinii
durduran hiicre dongiisii kontrol proteinleri,

- Apoptozisi tetikleyen proteinler,

- DNA tamirinde islev goren enzimlerdir.

Bu genlerin inaktiflestirici mutasyonlar ya da metilasyon yoluyla susturulmasi bir¢ok kanser

tiirliniin gelismesine yol acabilmektedir (32).

Hiicrelerin biliylime, ¢ogalma, farklilasma ve apoptoz i¢in aldiklari iletileri, hiicre zarindan

baslamak iizere ¢ekirdege kadar siirdiirdiikleri sinyal ileti mekanizmasinda islev goren birgok

proteinin ekspresyonundan sorumlu olan genlere proto-onkogen denir. Hiicrelerin normal



biiylime ve farklilagmasini destekleyen genler olan proto-onkogenler herhangi bir nedenle

mutasyona ugradiklarinda onkogenlere doniislirler. Onkogenler hiicrelerin kanserlesmesine

neden olurlar (32). Proto-onkogenler 3 farkli mekanizma ile onkogenlere doniisebilmektedir.

Bunlar;

- Proto-onkogenlerden kodlanan proteinlere etki eden nokta mutasyonlari,

- Proto-onkogenin ya da proto-onkogeni i¢eren gen segmentinin amplifikasyonu sonucu
kodlanan proteinin asir1 ekspresyonu,

- Kromozomal translokasyon sonucu biiylimeyi diizenleyici bir genin, farkli bir genin
promotor bdlgesinin kontroliine geg¢mesi sonucu fonksiyon kazanarak anormal
ekspresyonu’dur.

Gen amplifikasyonu sonucu olusan onkogenlerin protein iriinleri ile iligkili proto-
onkogenin iriinii arasinda farklilik bulunmamaktadir. Bu proteinlerin onkogenik etkisi
normalden daha yliksek seviyede ekspresyon gostermelerinden kaynaklanmaktadir. Ancak,
fonksiyon kazanimi mutasyonlar1 baskin karakterdedir. Bu nedenle proto-onkogenlerin iki
allelinden birinin fonksiyon kazanimi mutasyonuna ugramasi kanser olusumu i¢in yeterlidir
(32).

Glinlimiize kadar yapilan arastirmalarda GBM hastalarinda cesitli hiicresel sinyal
yolaklarda gorev alan tiimor baskilayict genler ve proto-onkogenlerde c¢esitli genetik
degisimler saptanmistir. Bu degisimler GBM’in molekiiler tiplendirilmesine, hastaligin dogru
tanimlanmasi ve tiimor dokusunun yapisi hakkinda etkin ve giivenilir veriler elde edilmesine
katki saglamaktadirlar (33, 34).

GBM tlimorleri, mutasyona ugrayan timor baskilayici genlerine ve onkogenlerine
gore primer ve sekonder olmak iizere iki grupta simiflandirilmaktadirlar (35, 36). Primer
GBM tiimorleri de novo olarak olusmaktadir ve baskin karakterlidirler. Bu tiimdrlerde
cogunlukla epidermal biiyiime faktorii (EGFR) sinyal yolaginda EGFR geni amplifikasyonu
ve tensin homolog tiimor baskilayici geninde (PTEN) delesyon ya da mutasyon
gorilmektedir. Sekonder GBM ise diisiik evreli tiimorlerden tiirevlenmekte ve ¢ogunlukla
p53 sinyal yolaginda rol oynayan genlerde mutasyonlar belirlenmektedir. Bu tiimorlerde
EGFR amplifikasyonu ise nadiren goriilmektedir (35 — 37). Ayrica bir¢ok primer ve sekonder
GBM hastasinda, Retinoblastoma 1 (RB1) ve izositrat dehidrojenaz 1 (IDH1) genlerinde ve
iligkili sinyal yolaklarinda mutasyonlar gézlenmekte, cesitli kromozomal bolgelerde yer alan

timor baskilayici genlerde heterozigotinin kaybi (LOH) gozlenmektedir (Sekil-1).
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Sekil-1 Primer ve Sekonder GBM gelisiminde meydana gelen degisimler (36)

2.2.1.1. GBM Olusumunda EGFR/RAS/NF1/PTEN/PI3K Sinyal Yolagimin Etkisi

EGFR, PDGFRA gibi biiyiime faktori reseptorleri, ilgili ligandin hiicre disindaki
bolgesine baglanarak aktiflesmekte, boylece, fosfotidil-3 kinaz (PI3K) kompleksi hiicre zarina
gecerek fosfotidilinositol-4,5- bifosfat (PIP2)’a bir fosfor eklemekte ve fosfotidilinositol-4,5-
trifosfat (PIP3) olusumunu saglamaktadir. PIP3, AKT ve mTOR gibi molekiilleri aktifleyerek
hiicre ¢ogalmasiin artmasina ve apoptozisin baskilanmasina yol a¢gmaktadir. PTEN geni
tarafindan kodlanan protein, PIP3 sinyal yolagin1i ve dolayisiyla hiicre ¢ogalmasini
baskilamaktadir (Sekil-2 ) (33). Ayrica, NF1 tiimor baskilayici geni tarafindan kodlanan
neurofibromin, RAS’1n negatif diizenleyicisidir ve adenilat siklaz ve AKT-mTOR bagiml
yolakta da is gérmektedir (Sekil-2) (34).

EGFR amplifikasyonu primer GBM’lerin yaklasik %40’ inda goriiliirken bu degisime
sekonder GBM’lerde olduk¢a nadir rastlanir (35, 36, 38). Yiiksek EGFR ekspresyonu
gozlenen primer GBM tlimorlerinin %70-90’1nda, bu gendeki yiiksek ekspresyon seviyesi,
amplifikasyon yoluyla gerceklesmektedir (37, 39). Bununla birlikte bir¢ok primer GBM
hastasinda EGFR amplifikasyonu c¢ogunlukla vIII varyanti (exon 7-9’un delesyonu) ile
birlikte gézlenmektedir. PTEN geni, primer GBM hastalarinin %15-40’1nda mutasyona
ugramakta iken sekonder GBM hastalarinda PTEN mutasyonlarina sik rastlanmamaktadir (37,

38, 40). PIK3CA mutasyonlar1 ve amplifikasyonu ise hem primer hem de sekonder GBM’de



olduke¢a nadir olarak gozlenmektedir (41). Primer GBM’lerin %63’1i ve sekonder GBM’lerin
ticte biri EGFR, PTEN veya PIK3CA genlerinden en az birinde mutasyon tasimaktadirlar
(Sekil-2) (41).
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Sekil-2 Primer ve sekonder GBM tiimérlerinde siklikla olusan genetik mutasyonlar (36)



2.2.1.2. GBM Olusumunda TP53/MDM2MDM4/ pI14ARF Sinyal Yolaginin Etkisi

TP53 geni tarafindan kodlanan p53 proteini, hiicre dongiisii, DNA tamiri, hiicre 6liimii
ve hiicre farklilasmasi gibi bir¢ok hiicresel siiregte rol oynamaktadir (42). DNA’da
hasarlanma gergeklestiginde TP53 aktiflesmekte ve p21Wafl / Cipl genlerinin
transkripsiyonunu indiiklemektedir (43, 44). TP53’liin regiilasyonu MDM2, MDM4 ve
pl4ARF tarafindan saglanmaktadir (45 — 48). MDM2 ve MDM4, TP53’¢ baglanarak p53
proteininin degredasyonunu gerceklestirerek (45, 46) pl4ARF ise MDM?2 bagimli TP53
parcalanmasint  ve  TP53  sessizlesmesini  baskilayarak  TP53  ekspresyonunu
diizenlemektedirler (44, 47). Bundan dolayi, TP53 fonksiyonunun kaybi TP53, MDMZ2,
MDM4  veya pl4ARF  genlerinden  birisinde meydana gelen  degisimden
kaynaklanabilmektedir. TP53 mutasyonlar1 sekonder GBM’lerde yaklasik %65 oraninda
gozlenirken primer GBM’lerde %25 gibi daha diisiik siklikla gozlenmektedir (37, 38).

2.2.1.3. GBM Olusumunda p16INK4a/CDK4/RB1 Sinyal Yolaginin Etkisi

RBI1 proteini hiicrenin G1 fazindan S fazina gegisini kontrol etmekle gorevlidir.
CDKa4/ siklin D1 kompleksi RB1 proteinini fosforilleyerek, E2F transkrisiyon faktoriiniin
salmmmina yol agmakta ve Glfazindan S fazina geciste rol oynayan genleri aktif hale
getirmektedir (43). pl6INK4a proteini ise CDK4’e baglanarak, CDK4/siklin D1 kompleksini
baskilamak ve hiicrenin Glfazindan S fazina gegisini durdurmakla gorevlidir (Sekil 2).
Bundan dolay1, RB1 genindeki fonksiyon kayb1 p16INK4a, CDK4, veya RB1 proteinlerinden
herhangi birinde ekspresyon degisimine neden olabilmektedir. Bunun yanisira, p16INK4a
geninin  homozigot delesyonu, CDK4 geni amplifikasyonu ve RB1’in kaybi GBM
tiimorlerinde 6nem tasimaktadir. Bu degisimler, primer GBM’lerde %50, sekonder

GBM’lerde ise %40 oraninda gézlenmektedirler (49).



2.2.1.4.GBM Olusumunda IDH1 Mutasyonlarinin Rolii

IDH1 geni tarafindan kodlanan IDH1 proteini izositrat’in ketogluterata oksidatif
karboksilasyonunu Kkatalizleyerek NADPH iretimini saglamaktadir (Sekil-3) (50, 51).
Mitokondride yer alan diger IDH proteinlerinin aksine IDHI1 sitozolde yer almaktadir. IDH1
geni mutasyonlar1, ilgili enzimin substratina olan afinitesinin bozulmasina ve enzim
aktivitesinde diisiise yol agmaktadir (52). Hiicre kiiltiir ortaminda mutant IDH1’in
ekspresyonu gerceklestirildiginde a-ketoglutarat enzim iirliniinde azalmaya ve timor
biiyiimesini tetikleyen bir transkripsiyon faktorii olan Hipoksia tetikleyici faktor-la (HIF-
la)’nin ekspresyon seviyesinde artisa yol agtigi belirlenmistir (Sekil-3) (53). IDH1geni
mutasyonlar1 sekonder GBM’de yliksek siklikla (>%80) gozlenirken primer GBM’de nadiren

goriilmektedir (<%5).
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2.2.1.5. GBM Olusumunda Heterozigotlugun Kaybi

Somatik hiicrelerde biri anne digeri babadan gelmek {izere genom iki kopya halinde
bulunmaktadir.  Iki kopyadan herbiri yaklasik 3 milyon baz igermekte olup, bu 3 milyon
bazin biiyilk bir c¢ogunlugu genomun her iki kopyasinda benzerlik gostermektedir.
Knudson’un iki vurus hipotezine gore, bir tiimdr baskilayici genin iki allelinden birisinde bir
nokta mutasyon gerceklestiginde, bu allel tiimor baskilayic1 fonksiyonunu yitirmekte, ancak
ikinci allel hala fonksiyon gostermeye devam ettiginden, hiicre bu mutasyon agisindan
heterozigot duruma gelmekte ve kanser gelisimi gozlenmemektedir. Ancak, ikinci allelde de
bir mutasyon ger¢eklestiginde, hiicre heterozigotlugunu kaybetmekte ve timor baskilayici gen
islevini tamamen kaybettiginden, hiicrede kanser gelisimi gozlenmektedir. Bu durum
heterozigotlugun kaybi1 (LOH) olarak tanimlanmaktadir (54). GBM tiimérlerinde siklikla
LOH gozlenen kromozom bolgeleri asagida belirtilmektedir:

- 10. kromozom: Primer GBM’de en sik rastlanilan genetik degisimlerden birisi
kromozom 10’da heretozigotinin kaybidir, bu durum cogunlukla 10p ya da 10q
allellerinden birinin tamaminin kaybi olarak gerceklesmektedir (38, 55 — 58). 10.
kromozomda en az 3 tane yaygin olarak delesyona ugrayan lokus bulunmaktadir, bu
lokuslar 10p-14-15, 10923-23 (PTEN) ve 10925-qter’dir (55 — 57). Sekonder GBM
hastalarinda LOH 10p’de nadir olarak gdzlenirken, bu degisim hastalarin yaklasik
%70’inde 10q’da goriilmektedir. Ozellikle, 10q25-qter diisiik evreli veya anaplastik
astrositomadan yiiksek evreli anaplastik GBM fenotipine gegiste yaygin olarak ortaya
cikmakta ve histolojik olarak ayirt edilebilmektedir (58).

- 13. kromozom: RB1 lokusunu tasiyan 13q’nun kaybi primer GBM’lerin %12’sinde
sekonder GBM’lerin ise %38’inde goriilmektedir (59).

- 9. kromozom: Tumor baskilayici islev goren bir reseptdr protein tirozin fosfataz olan
PTPRD geninin yer aldigi 9p23-24.1 bolgesi GBM tiimoérlerinde ¢ogunlukla degisime
ugramaktadir.  Hastalarin %6’sinda bu bolge delesyona ugrarken, %37’sinde
metilasyon yoluyla sessizlestirilmistir (60, 61).

- 22. kromozom: Primer GBM tiimorlerinin %41’inde ve sekonder GBM’lerin
%82’sinde ise 22q’da LOH goriilmektedir (33). Primer GBM’de 22q12.3-13.2°de ve
22q13.31°de iki kiiciik bolge delesyonu saptanmistir (33).  Ayrica sekonder
GBM’lerde kromozom 22 ve kromozom 23’te doku inhibitdrii metalloproteinaz-3

(TIMP-3)’lin yer aldig1 bolgenin delesyona ugradigi ortaya konmustur (62).
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2.2.2. Epigenetik Faktorler

DNA dizisinde bir degisime yol agmadan gen ifadesini degistirebilen, geri doniistimli
ve kalitsal kontrol mekanizmalarina epigenetik mekanizmalar denir (63 — 64). Ayn1 DNA’ya
sahip olan organizmalarin birbirinden farkli fenotipik o6zellikler gostermeleri epigenetik
mekanizlar ile agiklanabilmektedir. Beslenme ve gevresel faktorler epigenetik diizenlemenin
diizeyini ve ¢esidini etkileyerek ¢ok sayida hastaliga yol agabilirler (65). Bununla birlikte, gen
ekspresyonunun epigenetik diizenlenmesi ¢ok sayida hastaligin ve kanserin temel sebebini
olusturabilmektedir (66, 67). Bu nedenle, DNA’nin epigenetik modifikasyonlar1 kanserin
erken tanisinda, prognoz ve tedavide belirleyici olabilme potansiyeli tasimaktadir. Ayrica, bu
degisimlerin geri doniisiimlii olmasi, bu degisimleri hedef alan terapotik ajanlarin ve tedavi
yontemlerinin arastirilmasina da olanak saglamaktadir (68).

Bu giine kadar en iyi arastirilmis olan epigenetik mekanizmalar, DNA metilasyonu,
kromatin yapisinda degisime yol acan modifikasyonlar, imprintingin kaybi1 ve protein
kodlamayan RNAlardir (69). Gliomalar {izerinde yapilan arastirmalarda, VHL, p16™K4 E-
kaderin, hMLH1, BRCAl ve LKB1 tiimor baskilayici genlerinin hastalarin biiyiik bir
cogunlugunda hipermetilasyon yoluyla sesizlestigi goézlenmistir (70, 71). Ayrica, timor
patogenezinde, p15™*", p73, ER ve DNA tamir genleri olan MGMT, GSTP1, TIMP3 ve
DAPK1 gibi diizenleyici genlerin biiyilkk bir kisminda da promotdr hipermetilayonu
gozlenmektedir (72 — 74). Gliomalarda hipometilasyon, hipermetilasyon ya da histon

modifikasyonu gibi epigenetik degisimlere ugrayan genler Tablo-1’de belirtilmektedir.
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Tablo-1 Gliomalarda gozlenen epigenetik degisimler (75)

Hiicresel yolak

Epigenetik degisime ugrayan genler

Ras sinyal yolagi

Hiicre gocii ve adherens
Wnt sinyal yolagi
Tirozin kinaz yolagi
Transkripsiyon faktorleri
Homeobox genler

Sonic hedgehog sinyalizasyonu
Notch sinyalizasyonu
BMP gelisim yolag:
Hipermutator yolak
Apoptozis

TP53/ hiicre dongiisii
MikroRNA'lar

RASSF1A, RRP22, DIRAS3

NECL1, E-kaderin, SLIT2, EMP3, TIMP3
WIF1, FZD9, IGFBP-3, SFRP ailesi, PEG3
KIT, SYK, c-ROS

SOX2, KLF4, GATA6, ATOH1

HOXA9, HOXA10, HOXA11

PTCHL1, Cyclin D2, Plakoglobin, PAX6, NKX2.2
NEURL1, HES1, HEY1

BMPR1B

hMLH1, hPMS2, MGMT, WRN

TMS1, DAPK1, CASP8, DR4, DR5

HIC-1, CDKN2A, RB1, p16™K*

miR-124a, miR-21, miR-7, miR-137, miR-128

2.2.2.1. DNA Metilasyonu

DNA metilasyonu, DNA metiltransferazlar tarafindan gergeklestirilen, DNA dizisinde
guaninden once gelen bir sitozine bir metil grubunun baglanmasina yol agan enzimatik bir
modifikasyondur. DNA dizisinde guaninden Once sitozinin yerlesim gosterdigi bolgeler
siklikla genlerin promotdr bolgelerinde, CpG adast denilen bolgede yer almaktadirlar (69).

DNA dizisine metil gruplarinin eklenmesi, baz ¢ifti eslesmelerini etkilememektedir.
Fakat, metil gruplari, daha ¢cok DNA’nin biiylik oluguna yerlesmeye megilli oldugundan
DNA’nin biyofiziksel 6zelliklerinde degisiklige yol agmakta ve DNA-protein etkilesimlerini
etkilemektedir (75). Okaryotlarda islev goren DNA metilasyon enzimleri Dnmt3a, Dnma3b
ve Dnmtl’dir. Dnmt3a ve Dnma3b, de nova reaksiyonlar1 gerceklestirmekte ve
metillenmemis DNA’y1 substrat olarak kullanmaktadir. Dnmtl ise, metile olan bir DNA
kalibinin replikasyonu sonucunda olusan yarimetillenmis DNA kalibin1 metillemekte islev
gormektedir. Bu enzim, kalip DNA iplik¢iginde var olan metilasyon paternini yeni iplige
kopyalamaktadir. Bu nedenle DNA metilasyonu kalitsaldir ve mitotik ve mayotik hiicre

boliinmeleriyle atasal hiicreden yavru hiicreye aktarilmaktadir.
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Genlerin yaklasik %80’inin promotdr bolgeleri fizyolojik kosullar altinda metile
olarak bulunmaktadir. Ancak, fonskiyonel bir proteinin kodlandig1 bolgelerde metilasyonun
azalmas1 (hipometilasyon) goriilmektedir. ~ Bununla birlikte, hipometilasyon mRNA
diizeyinde artisa yol actifindan, bazi kanser vakalarinda da siklikla hipometilasyona
rastlanilmaktadir (76). Hipometilasyon genel olarak tiimor progresyonunu arttirmaktadir
(77).  Arastirmalar, hipometilasyonun bir¢ok kanser tiiriinde mitotik rekombinasyona,
delesyona, translokasyonlara ve kromozamal yeniden diizenlemelere dolayisiyla da genomik
instabiliteye yol a¢tigin1 ortaya koymustur. Ayrica, c-Jun, c-Myc ve c-Ha-Ras gibi
protoonkogenlerin bir¢ok tiimor tipinde hipometilasyon yoluyla aktiflestigi gozlenmektedir
(78).

Bir genin promotdr bdlgesinin asir1 metillenmesi (hipermetilasyonu) de, o genin
transkripsiyonel olarak sessizlesmesine ve dolayisiyla iliskili proteinin kaybina yol
acmaktadir. Hipermetilasyon, X kromozomunun inaktiflesmesi, yaslanma ve tekrarlayan
DNA dizilerinin transkripsiyonel sessizlesmesi gibi normal fiziksel kosullarda
gerceklesmektedir (75). Bununla birlikte, bircok kanser vakasinda da tiimor baskilayici
genlerin hipermetilasyon yoluyla sessizlestigi goriilmektedir (79). Ayrica, hiicre dongiisii,
DNA tamiri, anjiogenez, karsinogenler, apoptozis ve hiicre-hiicre baglantilarinda gergeklesen

hipermetilasyon da karsinogeneze yol agabilmektedir (80).

2.2.2.1.1. MGMT Geni Promotor Bolgesi Metilasyonu

06 Metilguanin-DNA metiltransferaz (MGMT), normal dokularda bulunan hiicresel
bir DNA tamir proteinidir. MGMT geni, erken evreli gliomalarda dahi metilasyona bagl
olarak sessizlesebilmektedir. MGMT hipermetilasyon orani tiimoriin histolojik tipine bagl
olarak yiiksek evreli tiimorlerde daha yiiksektir (81). DNA’nin O6 pozisyonundan
metillenmesi, O6-metilguaninin DNA replikasyonu sirasinda timin ile yanlis eslesmesi
sonucu, guanin-sitozin (G:C) ¢iftlerinin adenin-timin’e (A:T) doniismesine yol acan ve timor
olusumun ilk basamaklarinda gerceklesen bir olaydir. MGMT geni tarafindan kodlanan
protein, DNA nin O6 pozisyonundaki alkil grubunu kendi lizerindeki aktif bir sisteine transfer
ederek hiicreleri bu degisimden korumaktadir (82) (Sekil-4). MGMT nin sessizlestigi kanser
hiicreleri TP53, K-ras gibi genlerde yeni transisyon nokta mutasyonu bdlgeleri olusturarak

mutator bir fenotip kazanmaktadir (83). MGMT hipermetilasyonu c¢ogunlukla TP53
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mutasyonlart ile iligkili olarak sekonder GBM’lerde goriilmektedir. Bu mutasyonlarin hemen

hemen tamami G: C — A: T transisyonu seklindedir ve CpG adasinda bulunmaktadirlar (84).
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Sekil-4 MGMT metilasyonunun alkali ajanlar tizerindeki etkisi (75)

GBM tedavisinde kullanilan Temozolomid (TMZ), Nimustin (ACNU) veya Karmustin
(BCNU) gibi alkali ajanlar, hiicrede G:C—A:T transisyonuna yol agmaktadirlar (82). MGMT
promotdr bolge metilasyonu sonucu genin sessizlesmesi ise, DNA tamir mekanizmasinin
alkali kemoterapotik ajanlara karsi olan etkinligin azalmasina yol agmaktadir. Bu nedenle
MGMT ekspresyonu ya da aktivitesi gosteren hastalarin alkilleyici ajan kemoterapisinden
yarar saglayamadiklart bilinmektedir (84, 85). Bundan dolayr, MGMT promotor bolge
metilasyonu durumunun saptanmasi, yeni tant almis GBM hastalarinin TMZ, ACNU veya

BCNU gibi alkali kemoterap6tik ajanlardan yarar saglama potansiyelinin anlagilmasinda

belirleyicidir (24).

2.2.2.1.2. Metilasyonun Belirlenmesinde Kullanilan Teknikler

DNA’nin stabil olarak kalitilmasi, DNA metilasyonunun belirlemesinde biiyiik avantaj
saglamaktadir. 1990’larin basindan beri DNA’nin metilasyonunun belirlenebilmesi igin
bisiilfid yontemi anahtar yontem olarak kullanilmaktadir. DNA’nin bisiilfit ile muamelesi
unmetile olan sitozinlerin urasile doniismesine yol agmakta, ancak metile olan sitozinlerde

herhangi bir degisiklik olmamaktadir.
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Bisiilfid reaksiyonu ile modifiye edilen DNA ile degistirilmis diziye 6zgili primer seti
kullanilarak metilasyon spesifik bir polimeraz zincir reaksiyonu (MSP) gerceklestirilmektedir.
Bu reaksiyon sirasinda, DNA kalibindaki Urasiller Timin olarak amplifiye olurken, metile
olan sitozinler degismeden kalmaktadir (86). MSP reaksiyonu sonucunda metile olan
sitozinler i¢in pozitif bir goriintii elde edilmesi bu yontemin en 6nemli avantajidir. Ayrica,
son zamanlarda gelistirilen es zamanli kantitatif MSP ile, 6rneklerde metilasyon yiizdesi de

elde edilebilmektedir (80).

2.2.2.2. mikroRNA’lar

1993 yilinda Lee ve caligma arkadaslar1 (87) bir yuvarlak solucan tiirii olan
Caenorhabditis elegans’in genomunu inceledikleri aragtirmalarinda lin-4 isimli genin 22
niikleotit uzunlugunda kiiciik bir RNA transkribe ettigini ancak bu transkriptin protein
karsiliginin olmadigini belirlemislerdir. Bu bulgu, insan genomu da dahil olmak iizere bircok
canl tiiriiniin genomunda var olan kodlanmayan gen bdlgelerinin kesfine onciiliikk etmistir.
Bu boélgelerden kodlanan kiigiik RNA molekiilleri igin ilk olarak 2001 yilinda miRNA ismi
kullanilmistir (88).

miRNA’lar 18-25 niikleotid uzunlugunda olan ve hedef genin 3’ ve 5’ translasyon
olmayan boélgelerine (3° untranslated region, 3° UTR, 5’ untranslated region, 5° UTR) eslenik
olarak baglanan kiiciik, kodlanmayan tek iplik¢ikli RNA molekiilleridir. Bu RNA’lar hedef
genin transkripsiyonel aktivitesinin diizenlenmesinde rol alirlar (89). Giliniimiize kadar
(Haziran 2014) 28500’den fazla miRNA tanimlanmistir ve insan genomunun %60’ 1min bu
miRNA’lar tarafindan diizenlendigi diisiiniilmektedir (90, 91).

Insan genomundaki miRNA’larin yaklasik %401 kodlanmayan transkript {iriinlerinin
intronik bolgelerinde, %10’u kodlanmayan transkript tiriinlerinin eksonik bolgelerinde, %40°1
protein kodlayan genlerin intronik bdlgelerinde, yaklagik %10’u ise diger bolgelerde
bulunmaktadir (92). Bir miRNA’nin intronik mi yoksa eksonik mi oldugu alternatif splicing
mekanzimasi tarafindan belirlenmektedir. miRNA’larin kesim mekanizmast mRNA kesim
mekanzimasi ile benzerlik gostermesine ragmen, Ozellikle intronik bdolgelerde bulunan
miRNA’larin mRNA’dan farkli olarak, olgunlagsma siirecinden oOnce kesime ugradigi

distintilmektedir (93, 94).
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2.2.2.2.1. miRNA’larin Biyogenezi

miRNA’lar ilk olarak hiicre c¢ekirdegi icerisinde RNA polimeraz II veya RNA
polimeraz III tarafindan bir 5° cap (baslik) ve 3’ poli A kuyrugu ile birlikte olusturulmaktadir.
Olusan bu yapiya pri-miRNA adi verilmektedir. Pri-miRNA’nin biiyiikliigii birkag yiiz
niikleotidten birka¢ kilobaza kadar degisebilmektedir. Pri-miRNA molekiilii, niikleusta
bulunan bir Rnaz III endoniikleaz enzimi olan “Drosha” ve bu enzimle kompleks halde
bulunan bir ¢ift iplikcikli RNA baglayic1 protein olan “Pasha” tarafindan kesilerek onciil
molekiil pre-miRNA olusturulmaktadir. Pre-miRNA molekiilii, kesim bdlgesinin 2-3
niikleotid uzagindan, cekirdek zarinda yer alan bir tasiyr protein olan Exportin 5’e
baglanmakta ve Ran-GTP araciligi ile nukleustan sitoplazmaya tasmmaktadir (95, 96).
Sitoplazma da pre-miRNA, transaktivasyondan sorumlu RNA baglayisi protein (TRBR) ve
Dicer tarafindan ikinci bir kesime ugramakta ve ¢ift iplikli bir miRNA molekiili
olusmaktadir. Bu ¢ift iplikten bir tanesi kilavuz miRNAyi, digeri ise eslenik diziyi
barindirmaktadir. Kilavuz zincirin 5° ucu eslenik diziye gore daha kararl yapidadir (97, 98).
TRBP, Argonaute protein (Ago 2)’ye ve Dicer’e baglanarak Tglii bir kompleks
olusturmaktadir. Bu komplekse RNA uyartili susturma kompleksi (RNA-induced silencing
complex, RISC) adi verilmektedir. Cift iplikli miRNA molekiiliiniin kilavuz zinciri RISC’in
yapisinda bulunan Ago2 tarafindan RISC’in igerisine yerlesilerek olgun miRNA haline
getirilirken, eslenik iplik degrede olmaktadir. miRNA, RISC kompleksinin igerisine
yerlestikten sonra, baz c¢ifti eslesmeleri yoluyla kompleksin hedef RNA’nin 3’-UTR bdlgesine
baglanmasini saglamaktadir (Sekil-5). Hedef mRNA’nin kesime ugramasi, degredasyonu ya
da translasyonunun baskilanmasinda miRNA’nin hedef mRNA ile olan esleniklik seviyesi

belirleyici rol oynamaktadir (99, 100).
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Sekil-5 miRNA biyogenezi

2.2.2.2.2. mikroRNA’larin Gorevleri

miRNA’lar hedef mRNA’nin 3 UTR boélgesine veya hedeflenen acik okuma alanina
(open reading frame, ORF) farkli affiniteler ile baglanarak protein translasyonunun
inhibisyonuna ve/veya mRNA’nin yikimina neden olmaktadirlar (101). miRNA, hedef
mRNA’nin OFR bolgesine tam esleniklik ile baglanabilirken, 3’UTR bdlgesine daha diisiik
bir affinite ile baglanabilmektedirler. Bu nedenle miRNA, hedef genin ORF bdlgesine
baglandiginda mRNA’nin RISC kompleksinde yer alan Ago2 enzimi tarafindan yikimi
gerceklesirken, 3’UTR bolgesine baglandiginda mRNA varligin1 korumakta, yalnizca hedef
proteinin translasyonu baskilanmaktadir (102).
miRNAlar, hiicresel gelisim ve farklilasma, hiicre dongiisii, hiicre ¢ogalmasi, hiicre
yaslanmasi, hiicre oliimii, adhezyon ve anjiogenez gibi 6nemli biyolojik fonksiyonlarda
diizenleyici rol oynamaktadirlar (103). Bu nedenle miRNA ekspresyonun diizenlenmesinde
gerceklesen bozukluklar basta kanser olmak iizere cesitli hastaliklara yol agabilmektedir

(104).
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2.2.2.2.3. Kanser Olusumunda miRNA’larin Rolii

Kanser hiicreleri, kendi kendilerine biiylime faktorii salgilamalari, biiylimeyi
durdurucu sinyallere karst duyarsizlasmalari, apoptozisten kagmalari, smirsiz ¢ogalma
potansiyelleri, anjiogenez, doku invazyonu ve metastaz yapmalari ile karakterizedirler (105).
Son 10 yilda elde edilen bulgular miRNA ekspresyonlarinin diizenlenmesinde gerceklesen
bozukluklarin kanser olusum siirecini tetikledigini gostermistir (104). miRNA’larin kanser
olusum siirecine etkisi ile ilgili ilk bulgular 2001 yilinda Dr Croce ve ¢alisma arkadaslarinin
(106) Kronik Lenfositik Losemili (KLL) hastalarinda yaptiklari ¢alisma ile elde edilmistir.
Croce ve calisma arkadaglar1 (106), KLL’de, siklikla delesyona ugrayan 13q14 bolgesinde
miR-15a ve miR-16-1’i kodlayan genlerin bulundugunu ve bu hastalarin %69’unda miR-15a
ve MiR-16-1’in ekspresyonunun azaldigi ya da olmadigi tespit etmislerdir. Ayni arastirma
ekibi daha ileriki donemlerde bir¢ok kanser tiiriinde gergeklestirdigi ¢alismalarda onkogenleri
baskilamakta islev goéren miRNA’larin ¢ogunlukla kromozomlarin frajil bolgelerinde yer
alarak delesyona ugradigini (Sekil-6), timor baskilayici genlerin ekspresyonunu baskilayici
isleve sahip olan miRNA’larin ise kromozomun amplifikasyona ugrayan bdlgelerinde yer
aldigmi gostermislerdir (107). Onkogenleri baskilamakta islev goren miRNA’lara timor
baskilayict miRNA’lar adi verilmektedir. Birgok kanser tiirtinde, timor baskiyici
miRNA’larin  ekspresyonu azalmistir ya da yoktur. Timor baskilayict  genlerin
ekspresyonunu diizenleyen miRNA’lara ise onkomir adi verilmektedir ve bu miRNA’larin
ekspresyonu tiimor baskilayict miRNA’larin  aksine bircok kanser tiiriinde artis
gostermektedir (107).

miRNA ekspresyon diizeylerinin anormal sekilde degiserek kanserlesmeyi
tetiklemesinde bazi genetik ve epigenetik faktorler rol oynamaktadir (104). miRNA
ekspresyon seviyesinin degismesine yol oynayan genetik faktorler, kromozom anomalileri,
polimorfizmler gibi yapisal genetik degisimler (106, 108) ve Drosha ve Dicer gibi miRNA
biyogenezinde islev goren enzimlerin aktivitelerindeki anomalilerdir (109 — 111). Epigenetik
faktorler ise, miRNA’y1 kodlayan genin anormal sekilde metilasyona ugramasi (112 — 115) ve

histon deasetilaz inhibisyonudur (116).
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Sekil-6 Insan genomunda frajil bolgelerde yer alan miRNA’lar (107)

2.2.2.2.3.1. GBM Patogenezinde Rol Oynadig1 Belirlenen miRNA’lar

[k defa Ciafré ve arkadaslar1 (117) GBM tiimér dokulari ile normal beyin dokulari
arasinda ¢ok sayida miRNA’nin ekspresyon diizeylerinin farklilik gosterdigini agikladilar
(117). Daha sonra Chan ve arkadaslar1 (118) GBM’de yiiksek diizeyde ekprese olan miR-
21’in, susturuldugunda hiicrelerin apoptozise gitmesine yol agigin belirlediler ve bu nedenle
bu miR-21’i mikroonkogen olarak tanimladilar. 2005 yilinda elde edilen bu ilk bulgulardan
bu yana GBM patogenezinde rol oynayan miRNA’larin belirlenmesi ve fonksiyonlarinin
arastiritlmasi ile ilgili 250°den fazla ¢alisma gerceklestirilmis olup, bu calismalarin sayisi

artmaya devam etmektedir (119).
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2.2.2.2.3.1.1. GBM’de Ekspresyonu Artan miRNA’lar

Bu giine kadar GBM’de 256 tane miRNA’nin yiiksek ekspresyon gosterdigi
belirlenmistir. Bu miRNA’lardan miR-10b, miR-17~92-kiimesi, miR-21ve miR-93’iin GBM
tiimdrlerinde yiliksek ekspresyon gosterdigi ¢ok sayida arastirma tarafindan dogrulanmistir
(119).

Yiiksek miR-10b ekspresyonunun GBM’in WHO’ya goére derecelendirilmesinde
prognostik bir dneme sahip oldugu belirlenmistir (117, 119 — 126). Yapilan arastirmalara
gore hastaligin siddeti arttikga miR-10b ekspresyonu da artmaktadir (117, 119 — 126). Ayrica
miR-10b’nin GBM patolojisindeki fonksiyonuna yonelik olarak gerceklestirilen arastirmalar,
bu miRNA’nin bir iirokinaz reseptorii olan uPAR ve Ras homolog gen ailesi tliyesi C (Rho
C)’nin translasyonunu diizenleyerek tiimdriin invaziflik kapasitesini arttirdigini géstermistir
(126).

miR-17-3p, miR-17-5p, miR-18a, miR-19a, miR-19b, miR-20a ve miR-92a’dan
olusan miR-17~92-kiimesi GBM tiimdr orneklerinde ve hiicre hatlarinda yiiksek seviyede
ekspresyon gostermektedir (121 — 123, 127 — 131). Bu miRNA’larin TGFBRII, SMAD4 ve
CAMTAL genlerini hedef alarak hiicre ¢cogalmasinin ve CTGF ve POLD2 genlerini hedef
alarak DNA tamir mekanizmasinin diizenlenmesinde rol oynadigi bilinmektedir.  Ayrica,
gerceklestirilen in-vitro g¢aligmalar, GBM tliimoérlerinde miR-17~92-kiimesinde yer alan
miRNA’larin sessizlestirilmesinin, hiicre canliliginin azalmasina ve apoptozise yol agtigini
gostermistir (127, 130, 131).

miR-21 normal ekspresyon diizeylerindeyken MMP lerin seviyesini korumaktadir
(132, 133). Ancak GBM’in siddeti arttikca miR-21’in ekpresyon seviyesi yiikselmektedir
(118 — 125, 127, 128, 134 — 152). Yapilan arastirmalara gore, miR-21 ekspresyonundaki
yiikselme RECK ve TIMP3 gen ekspresyonlarini azalmasina ve invazyon olusumuna yol
acmaktadir (132, 133). GBM tiimori olusturulmus immun yetersiz farelerde miR-21
baskilandiginda NF-xB ve Ras sinyal yolaklarmin sessizlestigi ve hiicre ¢ogalmasinda
azalmaya yol actigi gozlenmistir (134, 140, 148). Ayrica, miR-21 ekspresyonundaki
azalmanin HNRPK, TAp63 ve PDCD4 genlerinin ekspresyonunda artisina yol agarak
apoptozisi tetikledigini ifade eden ¢aligmalar bulunmaktadir (133, 139, 148).

GBM’de yiiksek seviyede eksprese oldugu cok sayida arastirmaci tarafindan gosterilen
diger bir miRNA’da miR-93’tlir (120, 121, 123). Gerek in vitro gerek in vivo arastirmalar,
mMiR-93’lin Integrin-p8’i hedef aldigim1i ve GBM’de gozlenen yiiksek ekspresyonunun
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endotelyal hiicre olusumuna ve damarlanmaya yol agtig1 gosterilmistir (153). Bu nedenle
yiiksek miR-93 ekspresyonunun anjiogenez ile iligkili oldugu diistiniilmektedir (153).

Bahsi gecen miRNAlara ek olarak, en az ii¢ arastirma ekibi tarafindan, yiiksek
ekspresyon gostererek GBM patogenezinde rol oynadigi belirlenmis olan miRNA’lar Tablo-
2’de belirtilmektedir.
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Tablo-2 GBM patogenezinde yiiksek ekspresyon gosterdigi belirlenen miRNA’lar (119, 154 —

156).
miRNA Hedef geni Diisiik eksprese oldugundaki islevi
miR-9* CAMTAL Hiicre ¢ogalmasi|, Kok hiicre potansiyeli|
BCL2L11/Bim, TFAP2C/ Apoptozist, Otofajif,
AP-2g, CDKN1A/ Kemorezistans |, Invazyon/,
p21, CDKN2A/p16, Hiicre ¢ogalmasi |,
miR-10a HOXD10 In-vivo tiimér biiyiimesi|
miR-15b CCNE1 Hiicre ¢cogalmasi|
miR-16
POLD2, TGFB-RII, CTGF,
miR-17 CAMTAL Hiicre canlilig1], Apoptozis?, Hiicre cogalmasi|
miR-18 Smad4, CTGF Hiicre canlilig1], Apoptozist, Hiicre cogalmasi|
miR-20a TGFp-RII, CTGF
miR-23a
miR-24 B-catenin/Tcf-4 Hiicre cogalmas1|, invazyon|
miR-25 Mdm2, TSC1
miR-26a PTEN
miR-27a WEE1
invazyon|, Hiicre cogalmas1|, Anjiogenez|, in vivo tiimor
miR-30e IxBo biiylimesi|
miR-92 CTGF Hiicre canlilig1|, Hiicre ¢ogalmasi|
miR-106b
miR-125b Bmf
miR-133 Kok hiicre potansiyeli|
miR-146a Notchl
miR-155 Hiicre canlilig1], Apoptozist, Kemohassasiyet?
miR-182
miR-183
miR-193
PPP2R1A, AP2A1, SIAH1, HAS2,
ALS2CR2, CCNE1, SESN1, WEEL,
miR-195 RANBP3, VAT1 Kemoresistans |
miR-210
miR-221 P27, Akt, PUMA, P57, PTPu Hiicre gogalmasi|, Apoptozis?, in vivo tiimér biiylimesi|
miR-222 Akt, PUMA, P57, PTPu Hiicre cogalmast|, Apoptozis?, In vivo tiimér biiyiimesi|
miR-296 HGS Anjiogenez)
miR-302-367 kiimesi CXCR4/SDF1 invazyon|, Hiicre cogalmas1|, Kok hiicre potansiyeli
miR-335 Daaml Apoptozis?, Invazyon, In vivo tiimor biiylimesi|
miR-381 LRRC4 Hiicre ¢ogalmasi|
LHX2, ALS2CRS, DIP2A,
DYNLL2, C6orf145, FBXL15,
LTBR, ASB1, PNPLAG, RTN4,
RUSC1, EI24, HSF1, SMAD2,
miR-455-3p GNL1 Kemorezistans|
miR-502-3p
miR-584
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2.2.2.2.3.1.2. GBM’de Ekspresyonu Azalan miRNA’lar

Son dort yil igerisinde miR-7"nin GBM’de diisiik diizeyde eksprese oldugu yedi farkl
arastirma ekibi tarafindan gosterilmistir (122, 124, 128, 157 — 160). Lages ve arkadaslar
miR-7’yi GBM’de 0.11 kat, oligodendriogliomada ise 0.09 kat diisiik eksprese olarak
gozlemlemistir. Bu bulgu miR-7’nin astrositiok orjinli olmayan tiimorlerde de Onemli
oldugunu diisiindiirmektedir (128). 2008 yilinda Kefas ve arkadaslar1 (160), miR-7"nin hedef
geninin IRS-2 oldugunu ve bu miRNA’nin EGFR’den bagimsiz olarak gelisen GBM’lerde,
fosforile Akt’nin ekspresyonunun diizenlenmesinde rol aldigini, yiiksek ekspresyon gosterdigi
durumda ise invazyonda azalmaya yol actigin1 gostermislerdir. Ayrica, 2011 yilinda Wu ve
arkadaslarinin  (158) gerceklestirigi  arastirmanin  bulgulari, MMP-2 ve MMP-9
ekspresyonlarinin da miR-7 tarafindan diizenlendigini ve bu yolla migrasyon ve invazyon da
azalmaya yol agtigini ortaya koymustur.

GBM’de diisiik seviyede ekspresyon gosterdigi cok sayida arastirmaci tarafindan
belirlenen diger bir miRNA’da miR-34a’dir. In vitro kosullarda, miR-34a’nin GBM
hiicrelerindeki ekspresyon seviyesi arttirildiginda, Notch1/2 ve c-Met ekspresyonlarini regiile
ederek timor invazyonunun azalmasina ve p53 sinyal yolagimin diizenlenmesinde rol alarak
apoptoziste artisa yol actigt belirlenmistir (161 — 163). Ayrica, yakin gecmiste
gerceklestirilen ¢aligmalarda, miR-34a’nin PDGFRA ekspresyonunun negatif kontroliinde
islev gordigii ve GBM tiimorlerinde gozlenen diigiik miR-34a seviyesinin PDGF sinyalinin
artisina yol agtig1 saptanmustir (164).

miR-128, GBM hiicre hatlarinda ve tiimor Orneklerinde diisiik ekspresyon
gostermektedir (117, 121 — 123, 128, 134, 136, 149, 152, 165 — 169). Yapilan arastirmalar
miR-128’in kok hiicre yenilenmesinde rol oynayan Bmi-1’in, hiicre dongiisiiniin ve
¢ogalmasinin diizenlenmesinde rol oynayan E2F3a, WEEI ve Msil’nin ve EGFR ve
PDGFRA biiyiime faktorii reseptorlerinin sessizlesmesinde rol oynadigini gostermektedir
(166 — 168).

miR-137’nin GBM’de diisiik seviyede ekspresyon gosterdigi 2008’den bu yana
bilinmektedir.  Ayrica ¢alismalar, bu miRNA’nin miR-124 ile kombinasyon halinde
bulundugunu gostermistir (122 — 124, 134, 142, 149, 165, 170). In vitro kosullarda miR-
137’nin ekspresyon seviyesi arttirildiginda, CDK6, Msil ve Cox-2 ekspresyonlarini

diizenleyerek hiicre ¢ogalmasi ve invazyonu baskiladigi goriilmiistiir (165, 166, 170).
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Bahsi gecen miRNAlara ek olarak, en az ii¢ arastirma ekibi tarafindan, diisiik

ekspresyon gostererek GBM patogenezinde rol oynadigi belirlenmis olan miRNA’lar Tablo-

3’te belirtilmektedir.

Tablo-3 GBM’de diisiik ekspresyon gosteren miRNA’lar ve fonksiyonlari (119)

miRNA

Hedef geni

Yiiksek eksprese oldugundaki iglevi

Let-7 kiimesi

Pan-RAS, N-RAS, K-RAS

Migrasyon |, Hiicre ¢ogalmasi |

miR-29b
miR-32
miR-100
miR-101
miR-124
miR-125a
miR-129
miR-132
miR-135a
miR-138
miR-139-5p
miR-146b-5p
miR-149
miR-153
miR-181a
miR-181b
miR-181d
miR-184
miR-185
miR-218
miR-219
miR-326
miR-483-5p
miR-491-5p

PDPN
Mdm2, TSC1
ATM

EZH2, Msil
SNAI2

STAT6, Smad5, BMPR2
Msil

EGFR

RAPIB, Wnt yolag:
Bcl-2, Mcl-1, Irs-2
Bcl-2

Bcl-2, K-Ras
Akt2

DNMT1

IKK-B

EGFR

Notch-1/2, PKM2
ERK1

MMP9

Invazyon|, Hiicre gogalmas1|, Apoptozist

Invivo tiimér biiyiimesi|

Radyohassasiyet?

Anjiogenez|, Migrasyon|, Hiicre canlilig1|, Hiicre cogalmasi|
Hiicre gogalmasi|, Migrasyon|, invazyon|, K&k hiicre potansiyeli|

Invazyon|

In vivo tiimér biiyiimesi|, Apoptozist

Hiicre ¢ogalmasi|

Invazyon|, Migrasyon |, Hiicre ¢ogalmasi|, In vivo tiimér biiyiimesi|
Hiicre ¢ogalmasi |, Migrasyon |

Hiicre ¢ogalmasi|, Hiicre canliligi|, Apoptozis?

Hiicre gogalmasi|, Apoptozist, invazyon|, Radyohassasiyett

Hiicre gogalmasi |, Apoptozist, invazyon|

Hiicre ¢ogalmast|, Apoptozist, In vivo tiimor biiylimesi|
Apoptozist, invazyon|

DNA metilasyonu |

Invazyon|

Hiicre ¢ogalmas1|, Migrasyon|

Hiicre gogalmasi|, Apoptozist, Hiicre canlilig1], Invazyon/, In vivo tiimér biiyiimesi|
Hiicre ¢ogalmasi|

Invazyon|

GBM’de yiiksek ya da diisiik ekprese oldugu belirlenen miRNA’larin yani sira, farkl

arastirma ekipleri tarafindan farkli ekspresyon seviyelerinde gozlendigi ifade edilen

miRNA’larda bulunmaktadir.

Bu miRNA’larin farkli ekspresyon seviyelerindeki islevleri

halen yeterince agiklanamamis olup arastiritlmaya devam edilmektedir. Bu giine kadar birden

fazla arastirmada farkli ekspresyon seviyelerinde gozlemlenmis miRNA’lar Tablo-4’te

belirtilmektedir.
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Tablo-4 GBM’de farkli ekspresyon seviyelerinde gézlenen miRNA’lar (119)

miRNA Hedef geni Yiiksek eksprese oldugundaki iglevi Diisiik eksprese oldugundaki islevi

Hiicre canliligi|, Apoptozis?, Hiicre
miR-19a CTGF ¢ogalmasi|
miR-26b EphA2 Hiicre cogalmasi|, Invazyon|, Anjiogenez|
miR-27b WEEL1 Hiicre gogalmasi|, Apoptozis?, invazyon|
miR-106a E2F1 Hiicre ¢cogalmasi|, Apoptozist
miR-143 Invazyon|

In vivo tiimér biiyiimesi|, Migrasyon |, Kok

hiicre potansiyeli|, Kemohassasiyetf,
miR-145 Oct4, SOX2 Radrohassasiyetf Invazyon|
miR-205 VEGF-A Hiicre gogalmas1|, Apoptozist, invazyon|

Hiicre gogalmasi|, Invazyon|, Kok hiicre

potansiyeli|, Nérostfer olusumu |, Hiicre

miR-451 PI3K/Akt-yolagi, CAB39 ¢ogalmasi Migrasyon?

2.2.2.2.3.2.miRNA’larin Kanser Progresyonunda Degerlendirilme Yontemleri

Son on yil igerisinde miRNA’lar ile ilgili elde edilen veriler 1s18inda, kanser
arastirmalarinda  miRNA  ekspresyon profillerindeki  degisimlerden yararlanilmaya
baslanmistir (85). Ayrica, yontemsel olarak gen ekspresyon analizi ile karsilastirildiginda,
miRNA’nin mRNA’ya gore daha kararli bir molekiil olmas1 ve parafine gomiilii dokulardan
yapilan analizler sonucunda da giivenilir veriler elde edilebilmesi, bircok kanser tiirii ile
iliskili miRNA’larin kesfini kolaylastirmis, tiimorlerin alt tiplerinin ve bireye 6zgii tedavi
yontemlerinin belirlenmesinde miRNA ekspresyon profillerinin kullanilmasini cazip hale
getirmistir (172, 173).

Insan genomunda bulunan miRNA’larin kesfedilmesi amaciyla klonlama, in situ
hibridizasyon, nothern blot ve yeni nesil sekans analiz teknikleri kullanilmaktadir (174).
Tiimdrlerin miRNA ekspresyon profillerinin ortaya ¢ikarilmas: amaciyla ise Kantitatif Real
Time PCR (RT-qPCR) tekniginden yararlanilarak Super array ve mikroarray yontemleri
gelisgtirilmistir.  Ayrica, son donemde, standart yontemlerle kesfedilen miRNA’larin
genomdaki yerlerinin, yapisal oOzelliklerinin, hedef genlerinin ve fonksiyonlarinin
aragtirilabilmesi amaciyla web tabanli olarak ulasilabilen miRNA kiitliphaneleri

olusturulmaya baglanmistir (104).
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2.2.2.2.3.2.1. Kantitatif Real Time PCR (RT-qPCR) Tekniginden Yararlanilarak
MiRNA Ekspresyon Analizi

miRNA ekspresyon analizi, miRNA izolasyonu, komplementer DNA (cDNA) sentezi
ve RT-pPCR olmak iizere 3 asamada gerceklestirilmektedir.

- cDNA sentezi:
miRNA’lar mRNA’lardan farkli olarak dogal ortamlarinda poliadenilasyon iglemi

gecirmemektedirler. Bu nedenle, miRNA ekspresyon analizi amaciyla revers transkripsion
islemi ile c¢cDNA sentezlenirken olgun miRNA’lar poli (A) polimeraz enzimi ile
poliadenillenir ve oligo-dT primerler kullanilarak c-DNA’ya ¢evrimleri gerceklestirilir (Sekil-
7). Oligo-dT primerlerin bir 3’ ucu ¢apasi ve bir de 5* ucu iiniversal taq dizisi bulunmaktadir.
Boylece olgun miRNA’larin real-time PCR islemi sirasinda amplifikasyonu miimkiin

olmaktadir (175).

5 e 3! miRNA
5 . AAAAA), 3" Paliadenilasyon

S TG TZIITII AAAAAL .
NV TTITT T 5

Qligo-dT primer

ve iniversal Tag
S'TTTT AAAALA] 3
J— ECTTTTT — 5 CDNA

g:||||||||||"|I”I\fITI.WTTITI 5 1. PCR diéngfisii

:

mikNA cDMA sentezi
(ilen primer)

mikNA ¢cDNA sentezi

kL g sonraki PCR
5! = 3 dangiileri
E——
Universal primer
(ger primer)

Sekil-7 miRNA’dan cDNA sentezi
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- RT-gPCR
RT-qPCR yonteminde termal dongii cihaziyla birlestirilmis bir optik okuma sistemi

kullanilmaktadir. Bu teknikte standart PCR tekniginden farkli olarak, kullanilan primerler
anlik goriintiilemeye olanak taniyacak sekilde problar ile isaretlenmektedirler. Problar,
florofor denen ve belirli dalga boyundaki 1sikla uyarildiginda floresan 1s1ma yayabilme
ozelligine sahip sentetik oligoniikleotidlerdir ve PCR reaksiyonu gercgeklesirken, ¢ogaltilmig
olan hedef cDNA zincirlerine baglanarak floresan i1gima olusmasina neden olmaktadirlar.
Prob, tek zincirli hedef cDNA iizerinde eslenik oldugu bolgeye baglandiktan sonra, real-time
PCR cihazmin 151k kaynagi, PCR tiipii i¢ine uyaric1 kisa dalga boylu 1s1k gondermektedir.
Kisa dalga boylu 15181n absorpsiyonu sonrasinda, uzun dalga boylu 1s1k salinimi olusmaktadir.
Boylece gerceklesen floresan 1s1ma, cihaz tarafindan algilanmaktadir. PCR tiipii igerisinde ne
kadar ¢ok hedef cDNA varsa o kadar ¢ok prob baglanacak ve floresan 1s1ma miktar1 da o
derecede fazla olacaktir (176).

Real-time PCR yonteminde kullanilan problar ¢cDNA’ya baglanma 06zgilliigii agisindan
farklilik gostermektedirler. Bu giine kadar miRNA ekspresyon analizlerinin degerlendirildigi
caligmalarda ¢ogunlukla cDNA’nin her iki zincirine de 6zgiil olmadan baglanma 6zelligindeki
problar kullanilmistir (176). Bu amagla en sik kullanilan boya molekiilleri “SYBR Green I”
ve “SYBR Gold”dur. Bu boyalarin ¢ift zincirli DNA arasina girerek baglanmasi sonucunda
20-100 katlik bir floresan 1s1ma artisi olur ve bu isima real-time PCR cihazi tarafindan
algilanir.  Primerlerin baglanmasin1 takiben gerceklestirilen uzama asamasinda hedef
DNA’nin ¢ift sarmal hale gelmesiyle DNA’ya baglanan “SYBR green” miktar1 artar ve buna
bagli olarak yayilan floresan miktarinda artis gézlenir (176). Bu yontemin dezavantaji, probun
DNA’ya 0zgiil olmayan sekilde baglanmasindan dolay1r ortamda hedef DNA bulunmadigi
durumlarda da “SYBR green”, primerlerin kendi aralarinda gergeklesebilecek baglanmalari
sonucunda olusan “primer dimeri” ad1 verilen yapiya da katilarak floresan olusumuna neden
olabilmesidir. Bu durumda gerceklestirilen analizin gilivenilirligini arttirabilmek amaciyla
“melting curve” (erime egrisi) analizi yapilmaktadir. Bu analiz, her bir ¢ift sarman DNA’ nin
%350’sinin tek sarmal hale geg¢mesi i¢in gereken sicakligin hesaplanmasi esasina
dayanmaktadir.  Erime egrisi analizinde, PCR reaksiyonunun amplifikasyon agsamasi
sonrasinda, sicaklik yavas yavas yiikseltilmekte ve belirli araliklarla tiipteki floresan miktari
kaydedilmektedir. Cift sarmal DNA zincirleri birbirlerinden ayrilmaya basladiginda “SYBR
green” boyasi serbest kalmakta ve floresan miktari azalmaya baslamaktadir. Elde edilen

erime egrisinden yararlanilarak Tm derecesi hesaplanmaktadir.  Deney grubundaki
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orneklerden elde edilen Tm dereceleri, ayn1 kosullarda igleme alinan pozitif kontroliin Tm
derecesiyle karsilagtirilarak PCR reaksiyonunun dogruluguna karar verilmektedir (176).

Tiimor dokuda miRNA ekspresyon profillerinin arastirilmasina yonelik ¢alismalarda,
“single assay” ya da “super array” yontemleri kullanilmaktadir. Her iki yontem de ayn1 PCR
kosullarinda gergeklestirilmekle birlikte, single assay yonteminde aragtirilmasi istenen her bir
miRNA icin ayr1 PCR tiliplerinde ayr1 reaksiyonlar olusturulmaktadir.  Super array
yonteminde ise arastirilmak istenen miRNA’lara 6zgiil primerler ¢cDNA ile kolaylikla
hibiridize olma yetenegindedir ve c¢alisma planina uygun sekilde 96 veya 384 kuyulu PCR
kaplarinin her bir kuyusuna ayr1 ayr1 emdirilmis sekilde yer almaktadir. Bu ydntemde, bir
ornek i¢in ¢cok sayida miRNA ekspresyonu ayni anda degerlendirilebilmektedir. Super array
yonteminde analizin gergeklestirilecegi PCR kaplari, bir sinyal yolagina 6zgii ¢ok sayina
miRNA ekspresyonu degerlendirilebilecek sekilde tasarlanabilecegi gibi, ¢alisilmasi
amaglanan farkli sinyal yolaklarinda rol oynayan miRNA’larin analizine olanak taniyacak
sekilde de dizayn edilebilmektedir.

Super array teknigi ile gergeklestirilen ekspresyon analizlerinde kontaminasyon riskini
ortadan kaldirabilmek amaciyla, eksternal, internal ve eksternal kantitasyon kontrolleri
kullanilmaktadir. Eksternal kontroller, hedeflenen dizi ile ayn1 kosullarda amplifiye olan
dizilerdir. Bilinmeyen 6rnegin eklendigi tiipe ek olarak bir baska tiipe 6rnek ile birlikte bu
eksternal kontrol dizileri de eklenmektedir. Aranan hedef dizi ile eksternal kontrol dizilerinin
ayni olmasi durumunda kontaminasyonun farkedilmesi miimkiin degildir. Bu nedenle
eksternal kontroller, aranan hedef dizide insersiyon, delesyon ya da ufak dizi degisiklikleri
olusturularak tasarlanmaktadir.

Internal kontroller, drnegin calisildign reaksiyon tiipiine eklenen, ayni kosullarda
amplifiye olan, fakat aranan hedeften farkli dizilerdir. Amplifikasyondan sonra iki farkli
tirlin, farkli problarla saptanmaktadir. Eksternal kantitasyon kontrolleri ise, kantitasyonun
saglikli yapilabilmesi ve standart egrinin ¢izilebilmesi i¢in gerekmektedir. Bu kontrollerin
dizileri aranan hedef bdlgeyle aym1 olmak durumundadir. Ancak bir kontaminasyon
durumunu aymrabilmek igin Ozellikle probun baglanma bolgesinde kiicik dizi
modifikasyonlar1 yapilabilmektedir (176).

- Veri analizi:
RT-qPCR analizinden elde edilen verilerin degerlendirilebilmesi i¢in en yaygin olarak

kullanilan yontemler mutlak kantifikasyon ve goreli kantifikasyondur. Mutlak kantifikasyon

ile kalip cDNA’dan ¢ogaltilan kopya sayisi, goreceli kantifikasyon ile ise, drneklem grubu ile
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kontrol grubuna ait cDNA’lardan ¢ogaltilan kopya sayilarinin oran1 hesaplanmaktadir. Bu
amagla gelistirilen ve en yaygin olarak kullanilan yontem 22T yontemidir (177).

222CT y 5ntemi:

PCR’nin iistel amplifikasyonu,

n=Xo X (1+Ex)"
esitligi ile tammmlamaktadir. Bu esitlikte, “X;,”, n sayida gerceklesen PCR dongiisii sonucunda
olusan hedef molekiil sayisini, “Xp”, hedef molekiiliin baslangic sayisini, “Ex”, hedef
molekiiliin amplifikasyonunun verimliligini ve “n” de PCR reaksiyonunda gerceklesen dongii
sayisini ifade etmektedir.

RT-q PCR deneylerinde floresan sinyal miktarinin gézlemlenebilmesi ig¢in gereken
minimum degeri (esik degerini) gectigi dongli sayisina, CT (cycle threshold) degeri adi
verilmektedir. Bu nedenle, hedef molekiiliin CT degeri,

X1 = Xo X (1 + Ex)“™* = Ky
esitligi ile agiklanabilmektedir. Bu esitlikte, “X7”" ile hedef molekiiliin CT sayist, “C™*” le
de hedef molekiiliin amplifikasyonu i¢in gergeklesen dongii sayisi tanimlanmaktadir. “Ky” ise
sabit degerdir. internal kontrol i¢in de benzer bir esitlik s6z konusudur. Buna gore,

Rr=Rox (1 + Eg)“"R=KR®

esitliginde, “Ry” ile referans molekiilin CT sayisi, “C™R” ile de referans molekiiliin
amplifikasyonu icin gergeklesen dongii sayis1 tanimlanmaktadir. “Kg” ise sabit degerdir.
Hedef molekiiliin CT sayisinin, referans molekiiliin CT sayisina boliinmesi ile olusan,

ﬁ_XOX(HEx)‘T-X_&_K
Rr RyX(1+ EQFR  Kp

formiiliinden elde edilen sonug ekspresyon degerini yani mutlak kantifikasyon degerini ifade
etmektedir.
Goreli kantifikasyon degerinin hesaplanabilmesi i¢in,

Xy =K x (1 +E)“!
Esitliginden yararlanilmaktadir. Bu esitlikte yer alan “Xy” degeri 6rneklemin normalize
edilmis mutlak kantifikasyon degerini (XT/RT) ifade etmektedir. “ACT” degeri ise hedef
molekiiliin ve referansin esik dongiileri arasindaki farki (CT,X — CT,R) ifade etmektedir.
En son basamakta, “q” adi verilen bir 6rneklemin “Xy” degeri (Xng), “cb” adi verilen bir
kalibratoriin “Xy~» degerine (X cp) boliintir.

Xng _ KX (1 + E)™2rg

= —AAC
Xnw KX (1+ E) At (I + E)~4acT,
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Elde edilen deger, — (4Crgq — A4Ctw)’ye esit olup —4ACT degeri olarak
adlandirlmaktadir. 150b¢’den daha kiigiik olan amplikonlarda ve primer ve Mg
konsantrasyonlar1 optimize edilmis reaksiyonlarda “Ex” degeri 1’e yakindir. Bundan dolayz,
orneklemin miktar1 endojen kontrole ve relatif kalibratore normalize edilmektedir. Bu

nedenle, reaksiyon sonunda elde edilen 6rneklem miktar1 2#/“" olarak hesaplanmaktadir

(177).

2.2.2.2.3.2.2. Web Tabanh miRNA Kiitiiphaneleri

Genomda yer alan miRNA’larin kesfi i¢in kullanilan nothern blot, microarray ve insitu
hibridizasyon gibi teknikler uzun zaman almakta ve yiiksek maliyetler ile
gerceklestirilebilmektedir. Son dénemde gelistirilen yeni nesil sekans analizi teknolojisi, bu
maliyeti bliylik oranda azaltmistir. Ancak bu yontem ile elde edilen verilerin, gerek
miRNA’larin  yapisal Ozellikleri gerekse fonksiyonlarinin belirlenebilmesi amaciyla
kullanilabilmesi igin uygun hesaplama altyapisina sahip, bilgisayar destekli tahmin
algoritmalarinin gelistirilmesi ihtiyact olugsmustur. Bu nedenle web tabanli miRNA
kiitliphaneleri olusturulmaya baslanmistir (178). miRNA’larin genomdaki yerlerinin ve
yapisal Ozelliklerinin belirlenmesine yonelik olarak olusturulan web tabanli  tahmin
algoritmalarinda, niikleotid uzunlugu, tiirler arasinda korunmus niikleotid bolgeleri, sa¢ tokasi
vb. yapisal Ozellikler, serbest enerji gibi miRNA’larin temel karakteristik 6zelliklerinden
yararlanilmaktadir (179). Bu giine kadar yeni miRNA’larin tayininde kullanilmak {izere

olusturulmus olan web tabanli algoritmalar Tablo-5’te belirtilmektedir.
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Web tabanli miRNA kiitliphaneleri ile, kesfedilen miRNA’larin genomdaki yerinin
ve yapisal Ozelliklerinin arastirilmasinin yani sira hedefledikleri genler de tahmin
edilebilmektedir. miRNA’larin hedef genlerinin tahmininde mRNA’nin 3’UTR bolgesi ile
miRNA’nin ¢ekirdek bolgesi arasindaki baz eslesme orani, baglanma bdlgesinin
termodinamik kararliligi, baglanma bdlgesinin evrimsel olarak korunmuslugu, sekonder
yap1 ve hedef genin ekspresyon profili gibi 6zelliklerden yararlanilmaktadir (180 — 184).
Bu giline kadar miRNA’larin potansiyel hedef genlerinin tayininde kullanilmak iizere

olusturulmus olan web tabanli algoritmalar Tablo-6’da belirtilmektedir.

Tablo-6 miRNA’larin hedef genlerinin tahmininde kullanilabilecek web tabanli programlar
(185).

Programin adi Web adresi

TargetScan(S) http://genes.mit.edu/tscan/targetscanS2005.html
miRanda http://www.microrna.org

miRWalk http://www.umm.uni-heidelberg.de/apps/zmf/mirwalk/
RNA-hybrid http://bibiserv.techfak.uni-bielefeld.de/rnahybrid
PicTar http://pictar.mdc-berlin.de

TargetBoost http://www.interagon.com/demo

PITA http://genie.weizmann.ac.il/pubs/mirQ7/index.html
EIMMo http://www.mirz.unibas.ch/EIMMo2/

Singh’s http://www.cdfd.org.in/Img/PDF/imb816.pdf

mirWIP http://ambroslab.org

microCOSM

Targets http://www.ebi.ac.uk/enright-srv/microcosm/htdocs/targets/v5/
DIANA-microT

3.0 http://www.microrna.gr/microT

starBase http://starbase.sysu.edu.cn/clipSegintersection.php
INMIR http://www.plosone.org

miRTar http://mirtar.mbc.nctu.edu.tw/human/
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http://www.interagon.com/demo
http://genie.weizmann.ac.il/pubs/mir07/index.html
http://www.mirz.unibas.ch/ElMMo2/
http://www.cdfd.org.in/lmg/PDF/imb816.pdf
http://ambroslab.org/
http://www.ebi.ac.uk/enright-srv/microcosm/htdocs/targets/v5/
http://www.microrna.gr/microT
http://starbase.sysu.edu.cn/clipSeqIntersection.php
http://www.plosone.org/
http://mirtar.mbc.nctu.edu.tw/human/

2.3.  Kanser gelisiminde Kanser Kok Hiicrelerinin Onemi

Kok hiicreler kendi kendini yenileme ve cesitli hiicre tiplerine farklilasabilme
yetenegine sahip hiicrelerdir. ~ Bu hiicreler, embriyonik gelisim sirasinda doku
farklilagsmasinda, eriskin evrede ise, hasarlanan dokularin yenilenmesi ve tamirinde 6nemli
rol oynamaktadirlar. Ayrica bazi timérlerde, yiikksek ¢ogalma yetenegine sahip, tedavi ile
indiiklenen apoptozise karsi direng gosterebilen hiicreler Dbelirlenmistir  (186).
Gergeklestirilen ¢aligmalar, timoriin diger hiicrelerinden daha farkli 6zelliklere sahip olan
bu hiicrelerin, kanser kok hiicreleri(CSC) oldugunu ortaya koymustur (187). CSC’ler ilk
kez 1994 yilinda akut myeloid 16semi (AML) hastalarinda belirlenmistir. Hem kok hiicre
hem de kanser hiicresi 6zelligi tasiyan bu hiicreler, agir kombine immun yetmezligi
(Severe Combined Immunodeficiency, SCID) olan farelere transplante edildiklerinde
yeniden kanser olusumuna yol actiklar1 gézlenmistir (188). 2003 yilinda bu hiicrelerin
varligt meme ve beyin timorleri basta olmak {iizere kolon, pankreas, akciger, prostat
kanserleri ve melanomada da belirlenmistir (189, 190). Kanser kok hiicre hipotezine gore
timdr olusumu tek bir kanser kok hiicresinden gelismektedir (7). Tiimor doku icerisinde
kiigiik bir hiicre popiilasyonuna sahip olan bu hiicrelerin, tiimorlerin radyoterapi ve pro-
apoptotik kemoterapiye karsi direng gostermelerine neden olduklar belirtilmektedir (191).
CSC’ler, normal doku kok hiicrelerinin transformasyonu ile veya farklilasmis normal
somatik hiicrelerin genetik olarak yeniden programlanmasi ile olusabilmektedirler (Sekil-
8).

Embriyonk Kok Farkhlasmus *csc Titmor
koék hiicre  hiicre somatik hiicre

Sekil-8 Kanser kok hiicre hipotezine gore tiimor olusumu (a) normal doku kdk hiicrelerinin
transformasyonu (b) farklilagsmis normal somatik hiicrelerin genetik olarak yeniden
programlanmasi (192)
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Bu hiicreler, normal kok hiicrelerin  kullandiklar1 sinyal yolaklarmi taklit
ettiklerinden Oliimsiizdiirler. Normal kok hiicrelerin kanser kok hiicresine donilismesine yol
acan birkag sinyal yolagi vardir. Bunlar, Notch, Wnt/B-katenin ve Hedgehog (SHH) sinyal
yolaklaridir. Bu yolaklarda gergeklesen degisimler, kok hiicrelerin kanser kok hiicreye
donlismesinde ve sinirsiz ¢gogalma yetenegi kazanmalarina neden olmaktadir (193, 194)
(Sekil-9).

Notch Sinyal Yolagi: Notch sinyal yolagi evrimsel olarak korunmustur ve hiicrenin
farklilagsmasi ile ilgili kaderini degistirecek gorevleri vardir. NOTCH yolagi kok ve oncii
hiicre katmanlarimi kontrol eder. NOTCH yolaginda hem bozulma hem de asir1 aktivite
kanser gelisimine yol agabilmektedir (195). Memelilerde dort tane Notch reseptorii
(Notchl, Notch2, Notch3 ve Notch4) bulunmaktadir. Bu reseptorler hiicre yiizeyinde
eksprese olurlar ve komsu hiicrelerin yilizeyinde eksprese olan ligandlar tarafindan
aktiflenirler. Insanlarda bu giine kadar Notch reseptorii ligand1 olarak ii¢ tane delta-like
ligand (DLL1, DLL3, DLLA4) ve iki tane jagged-like ligand (JAGI1, JAG2) belirlenmistir.
Hem Notch reseptorleri hem de ligandlar1 transmembran proteinler olduklarindan Notch
sinyali hiicre-hiicre etkilesimi ile olugmaktadir. Ligand Notch reseptoriine baglandiginda
ardisik olarak ADAM proteaz tarafindan disintegrin ve metalloprotease’in proteolitik
kesimi ve y-sekretaz tarafindan hiicre i¢i bolgenin (NICD) salimimi gerceklesmektedir.
Hiicre igine salinan NICD, nukleusa tagmir ve mastermind-like proteinler (MAMLI,
MAML2 ve MAML3) ve CSL (CBF1/Suppressor of Haifless/LAG1)/RBPJ transkripsiyon
faktorleri ile baglanti kurarak Notc sinyal yolaginin hedef genlerini aktifler. Notch
sinyalizasyonu sonucunda daha ileriki siirecte aktiflenen bazi1 genler PI3K, AKT, NF-kB,
PPAR, CyclinD1, p21 ve p27°dir (196). Notch sinyalinin yoklugunda ise, CSL/RBPJ ko-
represoriine baglanir ve transkripsiyon baskilanir (197).

Wnhnt Sinyal Yolagi: Giliniimiize kadar B-katenine bagimli ve B-kateninden bagimsiz olmak
tizere iki farkli Wnt sinyal yolag: tanimlanmistir. B-kateninden bagimsiz yolagin hiicrenin
hareketi ile ilgili fonksiyonlarda rol oynadig: bilinmektedir. Ayrica yakin ge¢miste, bu
sinyal yolaginin embriyogenez i¢in de dnemli rol oynayabilecegi ileri siiriilmiis olmakla
birlikte kanser kok hiicre biyolojisindeki iglevi heniiz yeterince bilinmemektedir (194).
B-katenine bagimli olan Wnt sinyal yolag: ise omurgasizlardan omurgalilara kadar birgok
canl tiirtinde, evrimsel olarak korunmustur. Bu sinyal yolagi, erken embriyonik gelisimin
diizenlenmesinde ve eriskin dokularda apoptoz, anjiogenez, sinaps olusumu gibi hiicrenin

kaderini belirleyecek yasamsal faaliyetlerin diizenlenmesinde 6nemli rol oynamaktadir.
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Bu sinyal yolaginda meydana gelen bozukluklar kok hiicrelerin kanser kok hiicrelere
donitismesine yol acabilmektedir (194).

Wnt/B-katenin sinyali Wnt proteinlerinin hiicre zarindaki reseptorleri olan Frizzled
ve LRP5/6’ya baglanmasi ile aktiflenir. Daha sonra, Dvl proteininin ve LRP5/6
kompleksinin hiicre ici kinaz bolgeleri fosforillenerek sinyalin sitozole aktarimi saglanir.
Hiicre igine aktarilan sinyal, B-katenin’in fosforillenerek yikilmasindan sorumlu olan
“APC- Axin- GSK3B-CKI” kompleksini inaktif hale getirir. Fosforillenemeyen B-katenin
sitoplazmada birikir ve bir kismi hiicre zarlarina tasinarak hiicre baglantilarinda gorev
alirken, diger bir kismu hiicre ¢ekirdegine tasinir ve CCNDI ve MYC gibi genlerin
transkripsiyonunu aktifler (197).

Whnt sinyalinin yoklugunda ise, sitoplazmada serbest halde bulunan DV1 proteini
ve LRP5/6’nin hiicre i¢i kinaz bolgeleri fosforillenemez. Bu nedenle APC- Axin- GSK3p-
CKI yikict kompleksi aktif olarak kalir ve B-katenin yikimina yol acar. Sitoplazmada -
katenin birikemediginden dolayi, Wnt/ B-katenin sinyal yolunun hedefledigi genlerin
transkripsiyonu gergeklesemez ve sinyal yolu baskilanmis olur (197).

Hedgehog (Hh) Sinyal Yolagi: Hh sinyal yolag:i ilk olarak Drosophila’da embriyonik
gelisim sirasinda segment olusumu sirasindaki rolii ile bulunmustur. insanda Hh yolag
derinin, sag¢ folikiillerinin ve yag bezlerinin gelisiminde énemli rol oynamaktadir (198).
Memeli Hh yolaginin bilesenleri, ligands Sonic (SHH), Desert (DHH) ve Indian (IHH) Hh,
membrane receptor Patched (PTCH1/2), G protein coupled receptor, signal transducer
Smoothened (SMO) ve GLI zinc finger transcription faktorlerdir (GLI1, GLI2 ve GLI3).
SHH, hiicre ¢ogalmasinin, go¢iiniin ve farklilasmasinin diizenlenmesinde gorev almaktadir
(199). GLI'ler Hh sinyalinin olmadigi durumda repressor gorevi goriirler. Ligandin
yoklugunda, PTCH1 SMO’yu baskilar ve GLI modiilasyonunu onler. Ligandin PTCH1’e
baglanmasi, SMO {izerindeki represyonu kaldirir ve GLI proteinlerinin  post
transkripsiyonel modifikasyonunu tetikler. Daha sonra GLI1 bir aktivator olarak, GLI2
aktivator veya represor olarak ve GLI3 represor olarak is goriir.  Bundan dolayr Hh
sinyalinin sonuclart ve hedef genlerinin regiilasyonu GLI faktorlerinin etkinligine baghdir

(199). CSC’de Hh sinyalinin siirekli aktif durumda oldugu belirlenmistir (200).
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Sekil-9 (A)Notch,(B) Wnt ve (C) Hh sinyal yolaklar1 (194)

Octomer-binding protein 4 (Oct4), homeoboxtranscription factor Nanog (Nanog),
myc proto-oncogene protein (c-myc), krueppel-like factor (KIf4), transcription factor Sox2
(Sox2), transcription factor E2-alpha (TCF3), high mobility group AT-hook protein 2
(HMGAZ2), polycomb group RING finger protein 4 (BMI1) ve Lin 28 homolog A (LIN28),
tim CSC hiicrelerinin eksprese olan en 6nemli molekiiler belirteclerdir (201). Ayrica bu
hiicreleri diger tiimor hiicrelerinden ayiran hiicre ylizey antijenleri bulunmaktadir. Bu
hiicre ylizey antijenlerinin biiylik cogunlugunu CD markirlar1 olusturmaktadir. Bu
nedenle, CSC’lerin taninarak, diger tiimor hiicre popiilasyonundan ayrilmasi amaciyla
gelistirilen tekniklerin biiyiikk bir ¢ogunlugunda, CD markirlarin olusturdugu bu hiicre
yiizey antijenleri belirteg olarak kullanilmaktadir. Bu hiicre yiizey antijenlerinden en ¢ok
arastirilmis olanlar1 CD133 ve CD44’tiir. CD133 ve CD44 farkl tiimor tiplerine ait bir¢ok
CSC hiicresinde goriilebilmektedir. Bununla birlikte bazi tiimor tiplerine ait CSC’ler

birbirinden farkl: hiicre yiizey antijenleri i¢erebilmektedir (202, 203) (Tablo-7).
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Tablo-7 Insan CSC hiicrelerinde belirteg olarak kullanilan hiicre yiizey antijenleri (203)

Tumor tipi CSC fenotipi

Solid

Mesane CD44+, CK5+, CK20+, CD47+

Meme CD44+, CD24- veya diisiik +, CD133+, ALDH1, ESA+, B1 integrin+, a6 integrin+
Kolon CD133+, CD44+, ALDH1+, ESA+, CD166+

Endometrium CKS8+, B-katenin+, BMI1+, NANOG+, SOX2+

Glioblastoma CD133+

Bobrek CD105+, NANOG+, Musashi+, OCT4+, CD133-, CD24-

Karaciger CD44+, CD90+, CD133+

NSCLC CD133+

Medullablastoma CD133+

Melanoma CD44+, CD133+, CD20+, CD271+, B1 integrint+, ABCBS5+

Ovaryum CD44+, MyoD88+, Lin28+, OCT4+, CD133+, CD117+

Bas ve boyun CD44+, ALDH1+

Pankreas CD44+, CD24+, CD133+, ALDH1+, ESA+

Prostat CD44+, CD133+, ALDH+, o2 integrin+, 1 integrin+, a6 integrin+, CD177+

Hematopoietik

Akut myeloid CD34+, CD38-

Multiple myeloma ALDH1+, CD34+, CD20+, CD138-
B-ALL CD34+,CD10-, CD19-, CD38- veya CD19+
T-ALL CD34+, CD4- veya CD34+, CD7-

2.3.1. GBM Kok Hiicreleri

Gliomalar, CSC’lerin ilk belirlendigi solid tiimorler arasinda yer almaktadir (204).
GBM kok hiicreleri (GSC) tasidigi hiicre yiizey antijenleri agisindan diger GBM
hiicrelerinden farklilik gostermektedir (205 — 208).  Gergeklestirilen arastirmalarda
GSC’lerin olusumunda ve tiimorii olusturmalarinda rol oynayan bircok sinyal yolag:
belirlenmistir (Tablo-8). Ancak, son donemde elde edilen bulgular bu sinyal yolaklarinin
GSC’lerin  mikrocevresinden aldiklar1 sinyaller tarafindan diizenlendigini ortaya
koymaktadir. Bu sinyaller, GSC’nin yakin ve uzak g¢evredeki dokularla baglanti kurarak

farklilasmamis GSC’lerin korunmasinda ve hemostazisinde 6nemli rol oynamaktadir.
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Tablo-8 GSC ile iliskili molekiiller ve sinyal yolaklar1 (209)

Molekiil Hedef molekiilleri GSC hemostazindaki rolii
Ligandlar
BMP4 BMPR1B, SMAD 1/5/8 Hiicre ¢ogalmasinin azalmasi, farklilasmanin indiiklenmesi
PDGF-B Hiicre ¢ogalmasinin indiiklenmesi, kendini yenileme
SHH Gli1, nanog, PI3BK/mTOR Hiicre ¢ogalmasinin indiiklenmesi, kendini yenileme, apoptozisin
baskilanmast
TGFpB 1d-1, 1d-3, Sox/Sox2, SMAD 2/4/LIF/JAK-  Kendini yenileme, tiimorigenez, hiicre ¢ogalmasi ve invazyonun
STAT tetiklenmesi
WNT fB-katenin, DvI2, FoxM1, Evi Hiicre ¢ogalmas ve tiimoigenez,n tetiklenmesi, apoptoz ve
farklilasmanin indiiklenmesi, hiicre gogiiniin diizenlenmesi
Reseptorler
Notch HESI, nestin, SNAIl, WNT/B-katenin Apoptozisin inhibisyonu, hiicre ¢ogalmasinin artisi, kendini yenileme,
sinyalizasyonu invazyon, ilag direnci
c-MET Nanog, Akt, MAPK, STAT3 farklilalsmanin baskilanmasi, hiicre biiyiimesi ve invazyonun
indiiklenmesi
CXCR4 Hiicre ¢ogalmasinin ve anjiogenezin indiikklenmesi
EGFR Akt/SMADS, 1d-3, GRO1, IL-6, IL-8, Hiicre ¢cogalmasinin ve tiimorigenezde artig, apoptozisin inhibisyonu,
Ras/ERK, PI3K/Akt/Chk1, NF-xB, AP-1, anjiogenez ve kok hiicre belirteglerinin diizenlenmesi, oksidatif stres
C/EBP, c-Jun/INK, VEGF, MMP-13 ve iyonize radyasyona karsi direng
EPOR STAT3 Kendini yenilemenin indiiklenmesi
IL6Ra STAT3 Kendini yenilemenin indiiklenmesi

Integrin a6

L1CAM

PDGFRB
VEGFR2

O||g2 p21WAF1/CIP1

STAT3

Hiicre ¢ogalmasi ve tiimérigenezde artis, anjiogenez ve kok hiicre

belirteglerinin diizenlenmesi

Hiicre ¢cogalmasi ve tiimérigenezde artis, apoptozisin inhibisyonu,
anjiogenez ve kok hiicre belirteglerinin diizenlenmesi

Kendini yenilemenin indiiklenmesi

Hiicre canliligiin, kendini yenilemenin ve tiimdrigenezin

indiiklenmesi

Hiicre i¢i molekiiller

A20
TNFAIP3
Akt
BMX
IGFBP-2
mTOR
NOS-2
Racl

NF-xB

STAT3
Akt
Akt, S6
CDA1
Pak

Hiicre bitytimesi ve kendini yenilemenin indiiklenmesi, uzun survi
Apoptoza kars1 direng, timorigenez

Kendini yeinilemenin, hiicre ¢ogalmasinin, invazyonun indiiklenmesi
Kendini yenilemenin indiiklenmesi

Kendini yenilemenin, hiicre ¢ogalmasinin, invazyonun indiiklenmesi
Kendini yenilemenin, hiicre gogalmasinin indiiklenmesi

Kok hiicre bityiimesi ve tiimorigenezin diizenlenmesi

Kok hiicre olusumunun tetiklenmesi, kendini yenileme, hiicre gocii,

invazyon ve radyorezistans olusumunun indiiklenmesi

Transkripsiyon faktorleri

Bmi-1

c-myc

STAT3

Cyclin D1, Bcl-2

Kendini yenilemenin indiiklenmesi, apoptozis ve farklilasmanin
onlenmesi

Kendini yenilemenin, hiicre cogalmasinin, tiimdrigenezin
indiiklenmesi, apoptozis baskilanmasi

Kendini yenilemenin, hiicre cogalmasinin, tiimérigenezin

indiiklenmesi, apoptozis baskilanmasi
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Hipoksik Nis: GBM’in en Onemli 0Ozelliklerinden birisi hipoksidir. Saglikli beyin
hiicrelerinde %7.5 ile %0.5 civarinda oksijen bulunurken GBM tiimérlerinde bu oran
<%0.1’¢ kadar diisebilmektedir (210 — 214). Hipoksi, hypoxia-inducible factor (HIF)
ailesine ait transkripsiyon faktorleri tarafindan diizenlenmektedir (215, 216). GSC’lerde
hipoksinin en Onemli mediatorleri HIF-1 ve HIF-2’nin o alt birimleridir. GBM
biyopsilerinde yapilan arastirmalarda, GSC’lerin oksijenin az oldugu ve HIF-1a ve HIF-2a
ekspresyonunun yiiksek oldugu perinekrotik bolgede yer aldiklar1 belirlenmistir (207).
HIF-10, yalmizca GSC’ler degil, diger GBM hiicre popililasyonunun da biiylimesini
tetiklerken, HIF-2a &zellikle GSC olusumu ve pluripotentlikle ile iliskili olan KLF4,
SOX2, OCT4 ve c-MYC gibi genlerin ekspresyonunu tetiklemektedir (217 — 221). Ayrica,
hipoksi, CXCR4 (38), lysyl oxidase (LOX), hypoxia inducible gene 2 (HIG2) (212) ve
HIF2’nin hedef genlerinden glucose transporter 1 (GLUT1) ve proteinaz baskilayici
SERPIN B9 ekspresyonlarin1 etkileyerek GSC hemostazisinin ve ortam pH’sinin
diizenlenmesinde rol oynamaktadir (218, 223). Asidik ortamdaki GSC’ler de HIF ailesi
tiyelerinin ve VEGF’nin ekspresyonlarmin yiliksek oldugu belirlenmistir (224). Ayrica,
Hipoksi’nin yol actigt GSC artis1 (PI3K)/Akt, ERK1/2 ve Notch sinyal yolaklarma bagl
olup, bu sinyal yolaklarmin inhibisyonu CD133+ hiicre fraksiyonunun azalmasina yol
acmaktadir (222).

Perivaskiiler Nis: Tiim diger fonksiyonlarinin yani sira, hipoksi timor vaskiilarizasyonuna
yol agmaktadir. Bir tiimor bilylimeye bagladiginda, tiimdriin besin ve oksijen ihtiyacinin
karsilanabilmesi i¢in damarlanma ihtiyaci ortaya ¢ikar. Bu durum hipoksi olusumuna yol
acar ve yeni kan damarlarinin olusumu gerceklesir. GSC’ler in vivo da kilcal kan
damarlarina yakin yerlerde, in vitro da ise endotelyal hiicrelere yakin yerlerde yer alirlar
(225). Bu nedenle GSC metabolizmasinin diizenlenmesinde perivaskiiler nis belirleyici
niteliktedir. Bu siiregte 6zellikle Notch sinyal yolagi 6nemli rol oynar. Nestin + olan
GSC’lerde Notchl ve Notch2 reseptorleri yiiksek oranda eksprese olmaktadir (226). Diger
yandan, endotelyal hiicrelerde, membrana bagli Notch ligandlar1 DLL4 ve Jagged-1
eksprese olmaktadir. Beyin mikrovaskiiler endotelyal hiicrelerinde bu ligandlarin yoklugu
tiimdr bilylimesinin yavaslamasina yol agmaktadir (226).

GSC’ler cogunlukla radyoterapi ve kemoterapiye diren¢ gostermektedir. Bu
hiicrelerin,  radyoterapi sonucu olusmasi beklenen oksidatif = DNA hasarlarindan
korunmalari, mikrogevrelerinin hipoksik kosullari ile agiklanabilmektedir. Bu nedenle,
GSC’lerin mikrogevresi, GSC popiilasyonunu hedefleyen terapotik yaklasimlara da yeni
bir bakis agis1 kazandirmistir (209).
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2.3.1.1.GSC Progresyonunda miRNA’larin Rolii

miRNA’lar embriyonik kok hiicrelerin kontroliinde diizenleyici rol oynamakta ve
bu miRNA’larin fonksiyonunda ger¢eklesen bozukluklar tiimorlesmeye yol agmaktadir
(227). Giiniimiize kadar GSC’lerde miRNA ekspresyon profillerin degerlendirildigi
calismalarda yalnizca birkag miRNA CSC olusumu ile iligkilendirilebilmistir.  Bu
caligmalarin bulgularina gore, GSC regiilasyonu ile iliskilendirilen miRNA’lardan biri
miR-34a’dir. Gliomalarda diisiik diizeyde ekspresyon gosteren miR-34a’nin ¢ -Met,
Notch-1, Notch-2 ve DLL-1 ekspresyonlarini baskiladigt ve CD133+ hiicre sayisinin
azalmasina yol agtig1 gosterilmistir (228, 229). GSC’de baskilanmis oldugu belirlenen
diger bir miRNA, miR-128’dir. miR-128 ekspresyonu glioma hiicre ¢ogalmasini
azaltmaktadir. miR-128, BMI1 3’-UTR bdlgesine etki ederek ilgili protein diizeyinde
azalmaya ve dolayistyla histon metilasyonunda, AKT fosforilasyonunda ve p21¢™
seviyesinde azalmaya yol agmaktadir (230, 231). miR-34a ve miR-128’ye ¢k olarak, miR-
326 ve mIiR-199b-5p’nin de GSC’lerde, Notch yolagin1 direk olarak etkiledigi
belirlenmistir. Elde edilen bulgulara gore, bu miRNA’lar GSC’lerde sitotoksik bir etki
yaratarak metabolik aktivitenin azalmasina ve apoptozisin tetiklenmesine yol agmaktadir
(231). Notch sinyal yolagi ile iliskili oldugu belirlenen miRNA’larin yani sira, son
dénemde miR-145’in de GSC’lerde, Oct-4, Sox-2 ve CDI133 ekspresyonlarini
diizenleyerek tlimorlesmeyi onledigi belirlenmistir (232).

GCS’lerdeki miRNA profillerinin belirlenmesine yonelik olarak son donemde
gerceklestirilen birkag c¢alismaya ragmen, GSC’nin diizenlenmesinde rol oynayan
miRNA’lar ve etki mekanizmalar1 halen arastirilmaya acik bir konudur. GSC progresyonu
ile iliskili miRNA’larin tanimlanmasimnin bu miRNA’lar1 hedefleyen yeni tedavi

yontemlerinin gelistirilmesine olanak saglayacag: diistiniilmektedir (192).
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2.3.1.2.GSC’lerin GBM Hiicre Siispansiyonundan Ayriminda Manyetik Ayirim
Yontemi

Magnetik ayrim teknigi, manyetik olarak secilebilen bir maddenin, bir karisimin
icerisinden manyetik ¢ekim giicii kullanilarak ayrilmasina dayanir. GSC’lerin GBM timor
hiicre popiilasyonundan ayrilabilmesi i¢in bu yontem kullanilabilmektedir. Bu teknikte,
GBM hiicre popiilasyonundan farkli olarak, GSC’lerde bulunan hiicre yiizey antijeni
CD133’¢ 6zgl antikorlar manyetik Ozellikli nanopartikiillerle kaplanmaktadir. Hiicre
stispansiyonu kiiltlir kaplarindan kaldirildiktan sonra polystrene 6zellikli bir tiipe konur ve
tizerine manyetik nanopartikiiller ile kapli CD133+ hiicrelere 6zgili antikorlar ilave edilir.
Antikorlar CDI133+ hiicreleri tanir ve baglanir. Daha sonra, hiicre siispansiyonunun
icerisinde bulundugu tlip bir miknatis igerisine alinarak, olusan manyetik ¢ekim giicii
yardimiyla nanopartikiil kapli antikorlarca baglanmis olan CD133+ o&zellikli hiicreler
miknatis tarafindan tutulur. Tilp miknatis igerisindeyken, miknatis ters cevrilerek,
antikorlara tutunmayan hiicreler ortamdan uzaklastirilir, tlipte kalan siipernatan kisim
CD133+ olan hiicreleri igerir (233).

Ayrimi gergeklestirilen CD133+ hiicrelerin saflik derecesinin belirlenebilmesi i¢in
akim sitometri teknigi kullanilmaktadir (50). Bu yontemde, hiicrenin flourasan boya ile
isaretlenmis CD133 antikorlar1 ile muamele edilerek, hiicre zarinin dis yiiziinde yer alan
CD133 antikorlarinin bu antijenlere baglanmasi saglanir. Daha sonra, hiicre slispansiyonu,
bir akim sitometri cihazinda, sivi bir sistem igerisinden tek tek gecirilerek hiicre zari
CD133+ olan hiicrelerin orani analiz edilir. Hiicreler analiz edilirken bilgisayar sisteminde
toplanan veriler farkli grafikler kullanilarak ifade edilirler. FSC/SSC grafiginde analiz
edilmek istenen bolge secilir ve histogram grafiklerinden yararlanilarak hiicrelerde

gbzlenen flourasan yogunluguna gére CD133+’lik orani belirlenir (234).

2.4. Terapétik Ozellikli Bitkiler

Tiimor gelisimi ve yayilimidan sorumlu olan kanser kok hiicreleri (8), glinlimiiz
glioblastom tedavisinde kullanilmakta olan biiylime faktorlerini, intraselliiler sinyal

yolaklarin1 veya invazyon gibi siiregleri inhibe etmeyi hedefleyen ilaglara karsi direng
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gostermektedir (235, 236). Glioblastoma kok hiicrelerinin yok edilebilmesine yonelik ilag
gelistirmeyi amaglayan caligma sayist heniiz ¢ok azdir. Bu ydnde gergeklestirilen
arastirmalardan biri olan Nakano ve arkadaslarinin (8) ¢alismalarinda Sinomycin A isimli
molekiil ile MELK bagimli yolagin baskilanarak beyin timorii kok hiicrelerinin
¢ogalmasmin ve invazyonunun durduruldugu ileri sirilmistir. Ancak, glioblastom
timorlerinin birden fazla biiyiime faktorii ve sinyal yolagimi kullanarak ilerleyislerini
siirdiirebilme yeteneklerinin olmasi, bu tiimorlerin tedavisinde yalnizca bir sinyal yolagini
hedef alan molekiillerin  kullanilmasinin  yeterli  etkinligi  saglayamayacagini
diistindiirmektedir (236).  Ayrica glioblastom tiimoérlerinde giiniimiizde yaygin olarak
kullanilan radyoterapi ile kombine TMZ tedavisi, hasta i¢in oldukca sitotoksik etkilere
sahiptir (237, 238). Bu tiir sitotoksik etkisi fazla olan tedavi yontemleri tiimoriin biiytlik
Olciide yok edilmesinde etkili olsalar da hasta iizerinde ¢ok sayida olumsuz yan etkiye
sebep olabilmektedirler (239). Etkin bir kanser tedavisinde, hasta iizerinde daha az
olumsuz yan etkiye sahip olan (238, 239) ve birden fazla sinyal yolagini hedef alarak
kanser kok hiicrelerinin 6liimiine yol acabilen yontemlerin gelistirilmesi hedeflenmektedir
(235, 236).

Son yillarda ¢esitli kanser tiirlerinde yeni tedavi yontemlerinin olusturulmasinda
siklikla bitkilerden yararlanilmaktadir. Diinya Saghk Orgiitii gelismekte olan iilkelerde
insanlarin %80’inin bu tedavi yontemlerini kullandigini belirtmektedir (240). Halk
arasinda kullanilan bitkisel Ttriinlerin bilimsel calismalar ile etki mekanizmalarinin
degerlendirilmesi sonucu, vinblastin, vinkristin, topotekan, irinotekan, etoposit ve
paklitaksel gibi bitkisel kokenli terapotik ajanlar gelistirilmis ve tedavi protokollerinde
kullanilmaya baslanmistir (19). Ayrica, baz1 terapdtik 6zelligi belirlenen bitkisel 6ziitlerin
kemoterap6tik ajanlarla birlikte kullaniminin, ilgili ajanin daha diisiik dozlarda etkin
olmast sonucu muhtemel sitotoksik yan etkilerde azalmanin saglandigini ifade eden
caligmalar mevcuttur (20). Fakat kanser kok hiicrelerini hedef alarak glioblastomanin
tedavisinde etkin olabilecek bitkisel kokenli oOziitlerin degerlendirildigi herhangi bir
calisma literatiirde yer almamaktadir.

Tiirkiye 9000’1 agkin bitki tiirti ile diinyanin en zengin florasina sahip iilkelerinden
biridir (21, 240). Ulkemizde yetisen bitkilerin bircogunun terapotik ozellikler tasidig
bilinmektedir (22). Bu bitkilerin biiylik ¢cogunlugu, heniiz tibbi énemleri bilimsel olarak
ispatlanmamis olmasma ragmen halk arasinda c¢ok sayida hastaligin tedavisinde
kullanilmaktadir (22). Bu bitkilerin, hastalik gelisimi iizerine olan etki mekanizmalarinin

ve uygun kullanim bigimlerinin modern tekniklerle arastirilmasi gerekmektedir. Ulkemiz
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dogal florasinda bulunan bitkilerin bazilarinin, kanser tedavisinde kullanilabilecek

kemoterapotik molekiil 6zelligindeki etken maddeleri igerdikleri bilinmektedir (241).

2.4.1. Viscum album (Okse otu)

Viscum album L. (Okse otu), Loranthaceae (6kseotugiller) familyasina dahil olup
Avrupa, Akdeniz iilkeleri ve Tiirkiye’de genellikle koknar, ¢cam gibi igne yaprakli agaglar;
ahlat, alic, armut, ayva, elma, kayis1 gibi meyva agaclari; ¢itlembik, giirgen, thlamur,
kavak gibi kisin yapraklarimi doken agaglarin veya c¢alilarin iizerinde yetisen yan-parazit
bir ¢alidir (242). Viscum album (VA)’un yapisinda lektinler, viskotoksinler, aminoasitler,
flavonoidler, fenilpropanoidler, tripertenler, fitosteroller, alkoloidler, polialkoller ve
polisakkaritler bulunmaktadir (243). Lektinler, protein ya da glikoprotein yapisinda olup,
hiicre yiizeyinde bulunan sekerler kalintilarina spesifik olarak baglanabilirler (244). Bu
nedenle VA’nin etken maddesinin lektin oldugu diisliniilmektedir. VA’dan elde edilen
lektinlere, “Okse otu Agliitini” (VAA) ad1 verilmektedir (244). Cesitli calismalarda,
VAA’nin timor hiicreleri tizerindeki etkisi tanimlanmistir (245). Giiniimiize kadar yapilan
calismalarda VAA’nin meme, kolon, karaciger kanserlerinde ve jinekolojik tiimorlerde
apoptozisi tetikledigi gosterilmistir (246 — 248). Ayrica, giinlimiize kadar, Iscador,
Helikxor, Plenosol, Vysorel gibi VAA igeren birgok ticari preparat kanser tedavisi
amactyla bir¢ok iilkede kullanilmistir (249 — 251). Literatiirde bu bitkinin beyin tiimdrleri
tizerinde etkisini arastiran smirli sayida calismaya rastlanmaktadir. Zuzak ve
arkadaglarinin (252) pediatrik beyin tiimorlerinin %20’sini olusturan medulloblastoma
hiicre hatlarinda yaptiklar1 ¢alismada, Viscum album L.’nin lektin igeriginin timor
hiicrelerinde gozlenen mitokondriye bagimli apoptoz 1ile korelasyon gosterdigi
belirtilmistir. Ayrica, Podlech ve arkadaslar1 (253) 2012 yilinda, ISCADOR adi1 verilen,
VA’nin yasadigi konake1 bitkiden elde edilen fermente oziitlerin LNT-229 ve LN-308
GBM hiicre hatlari tizerinde anti-timoral etki gosterdigini ifade etmiglerdir. Ancak, VA
Oziitlinlin ya da VAA’nin tek basina, GBM tiimorleri tizerindeki etkisini arastiran bir

calisma bulunmamaktadir.
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2.4.2. Vitis vinifera (iiziim)

Vitis vinifera (liziim), tilkemizin dogal florasinda bulunan (254, 255) ve anti-
timoral Ozelligi birgok kanserde gosterilmis bir bitki tiridir (256). Vitis vinifera
cekirdegi 0ziitli (Grape seed extract, GSE), viicudu erken yaslanma ve hastaliklardan
koruyan gii¢lii bir anti-oksidandir. GSE’nin yapisinda, %4—5 oraninda floavonoidler
(kaempferol-3-O-glucosides, quercetin-3-O-glucosides, quercetin ve myricetin) ve %70
oraninda polyphenoller ((+)-catechinler, (—)-epicatechinler, (—)-epicatechin-3-O-gallate,
procyanidins dimerleri (B1-B5), procyanidin C1, ve procyanidin B5-3'-gallate) (257, 258)
bulunmaktadir.  Ayrica, 3-glucosides, 3-acetylglucosides, 3-coumaroylglucosides, 3-
caffeoylglucosides,  3,5-  diglucosides,  3-acetyl-5-diglucosides,  3-coumaroyl-5-
diglucosides, cyanidin, delphinidin, peonidin, petunidin ve malvidin’in 3-caffeoyl-5-
diglucosides tiirevleri gibi anthocyanidinlerin (259) ve trans-Resveratrol (trans-3,5,40-
trihydroxystilbene) gibi stilben tiirevlerinin de GSE yapisinda bulundugu cesitli
arastirmacilar tarafindan gosterilmistir (260, 261) (Sekil-10).
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Sekil-10 GSE’nin yapisinda bulunan aktif bilesenler (261)

Uziim gekirdeginin igerdigi fenollerden en énemlisi proanthocyanidin’dir. Bilimsel
caligmalar proanthocyanidinin anti-oksidan O6zelliginin vitamin E’den 20 kat, vitamin
C’den 50 kat fazla oldugunu gostermistir (256). Zhao ve arkadaslar1 (258), fareler ile
yaptiklar1 ¢alismada GSE’den elde ettikleri procyanidinin cilt kanseri lizerindeki anti-
timoral etkisini gbzlemlemislerdir. GSE’nin cilt kanserlerinde in vivo olarak gosterilen
anti-tiimoral etkisi bagka timor tiplerinde de gerek in vitro gerek in vivo kosullarda
arastirilmis ve benzer bulgular elde edilmistir. Kaur ve arkadaslarinin (262) kolon kanseri
hiicre hattinda ve farelerde gergeklestirdikleri ¢alismalarinda GSE’nin hiicre ¢ogalmasini
durdurdugu ve cip/P21 seviyesini diislirerek hiicrelerin apoptozise gitmesine yol agtigi
saptanmistir. Agarwall ve arkadaglar1 (263) da igeriginde ¢ok yogun miktarda procyanidin
bulunduran GSE’nin prostat kanseri hiicre hattinda kaspaz aktivasyonunu ve mitokondri

zarindan sitokrom-c salimimini tetikleyerek apoptotik mekanizmayr aktive ettigini
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aciklamiglardir. Tiim bu bulgularin yani sira literatiirde GSE’nin bagka kematerapotik
ajanlar ile birlikte kullanimindan daha efektif sonuglar elde edildigini belirten makaleler de
mevcuttur. Meme kanseri hiicre hattinda yapilan bir ¢caligmanin bulgular1 bu 6ziitiin doza
bagli olarak doxorubicin ile birlikte kullaniminin hiicre biiylimesini % 16-72 oraninda
baskiladigi, %9-33 oraninda ise hiicre 6liimiiniin gergeklestigini ortaya koymustur (264).
Ancak, GSE’nin tek bagsina, GSC fizerindeki etkisini arastiran bir c¢aligma

bulunmamaktadir.

2.4.3. Olea europaea (Zeytin)

Olea europaea (Zeytin), agacinin yapraklari (Olea europaea leaf extract, OLE),
sahip oldugu anti-oksidan 06zelligi nedeniyle, Avrupa ve Akdeniz iilkelerinde birgok
hastaligin tedavisinde geleneksel bir ilag olarak kullanilmaktadir. OLE, sahip oldugu
fenolik bilesenler nedeniyle, zeytin agacinin diger bolgelerine gore daha yiiksek anti-
oksidan aktiviteye sahiptir.  OLE’nin yapisinda bes farkli grup fenolik bilesen
bulunmaktadir (265, 266). Bunlar oleuropeosidler (oleuropein ve verbascoside), flavonlar
(luteolin-7-glucoside, apigenin-7-glucoside, diosmetin-7- glucoside, luteolin, and
diosmetin), flavonlar (rutin), flavan-3-ols (catechin) ve fenoller (tyrosol, hydroxytyrosol,
vanillin, vanillic acid, and caffeic acid)’tir. OLE’nin yapisinda en bol miktarda bulunan
bilesen Oleuropein’dir (267). Zeytinyagindaki oleuropein miktar1 yaklasik %0.005 ile
9%0.12 arasinda iken, bu oran OLE’de %1 ile %4 arasindadir. Bunu hydroxytyrosol,
luteolin-7-glucoside,  apigenin-7-glucoside  ve  verbascoside takip  etmektedir.
Hydroxytyrosol, oleuropeinin prokiirsoriidiir. Verbascoside ise hydroxytyrosol and
caffeic acid’in glukozidlerine konjuge olmaktadir. Bu bilesenlerin kimyasal yapilar1 Sekil-

11°de gosterilmektedir (268).
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Sekil-11 OLE’ nin yapisinda bulunan fenolik bilesenlerin kimyasal yapilari (268, 269)

OLE ile yapilan arastirmalar, birgok kanserde oleuropeinin anti-proliferatif ve
apoptotik etki gosterdigini ortaya koymustur. Bartoli ve arkadaslar1 (270) siganlarda
yaptiklar1 calismalarinda oleuropeinin kolon tiimorlerini, Stark ve arkadaglari (271) ise
meme kanseri gelisimini baskiladigini gézlemislerdir. Son ¢alismalar, oleuropeinin MCF-
7 insan meme timor hiicre hatlarindaki ¢ogalmayr aktin filamentlerini etkilemeleri
sebebiyle onlediklerini gdstermistir (272, 273). Oleuropein’in yani sira, zeytin yapraginda
bulunan maslinik asit, oleanolik asit gibi pentasiklik tripertenlerin de gii¢lii anti-tlimoral
Ozelliklere sahip oldugunu ortaya koyan caligmalar bulunmaktadir. Reyes ve arkadaslar
(274) OLE’de bulunan maslinik asitin kolon kanseri hiicre hatlar1 olan HT29 ve Caco-2
hiicrelerinde anti-proliferatif ve proapoptotik etkisi oldugunu gostermislerdir. Yapilan
caligmalar, Maslinik asitin kaspaz-3 aktivasyonu ve DNA fragmentasyonu yoluyla
apoptotik hiicre Oliimiinii tetikledigini ortaya koymaktadir (275). Ayrica, Tunca ve
arkadaslarinin (276) gerceklestirdigi calismada OLE’nin  GBM hiicre hatti T98G

tizerindeki anti-kanserojen etkisi belirlenmistir. Ancak, bu etkinin molekiiler mekanizmasi
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ve OLE’nin kok hiicre oOzellikli glioblastom tiimorleri iizerindeki etkinligi heniiz

bilinmemektedir.

2.4.4. Ficus carica (incir)

Ficus carica L. (incir), Moraceae (dutgiller) ailesine ait bir bitkidir (277). Ulkemiz
diinya incir Uretiminin yaklasik % 25’ini karsilamakta ve bu konuda ilk sirada yer
almaktadir (278). ilk olarak 1952 yilinda, meme ve deri tiimérleri iizerinde gerceklestirilen
iki ayr1 ¢alisma ile Ficus carica lateksinin (FCL) anti-tiimoral aktiviteye sahip oldugu
ortaya konmustur (279, 280). 49 yil aradan sonra, 2001 yilinda Rubnow ve arkadaslar
(281) FCL’nin, Burkit B hiicre lenfomasi, T-hiicre l6semisi, prostat kanseri ve meme
kanseri gibi hiicre hatlarinda doza bagli olarak hiicre ¢ogalmasint % 46 ile 66 arasinda
degisen oranlarda baskiladigini aciklamiglardir. 2003 yilinda papillomatdz tipte cilt
timdrli bulunan sigirlarda gerceklestirilen bir calismada, tiimore her 5 glinde bir FCL
uygulanmasi sonucu 30 giin icerisinde tiimdriin tamamen kayboldugu belirlenmistir (282).
2011 yilinda Hashemi ve arkadaslari (283), FCL’nin 72 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda
mide kanseri hiicre hattinda anti-proliferatif etki gosterdigini agiklamiglardir. FCL’den
farkli yontemler ile hazirlanan ekstraktlarda gerceklestirilen HPLC analizleri, FCL nin
yapisinda Caffeic asit, 3.4-Dihydroxybenzoic acid, p-OH-Phenylacetic acid, p-Coumaric
acid, Luteolin, N-argenine ve yiiksek oranda Ferulic acid oldugunu gostermistir (284).
Bunun yam sira, FCL’nin anti-tiimdral etkisinin, yapisinda bulunan 6-O-acyl-p-D-
glucosyl-B-sitositerol etken maddesinden kaynaklandig: diistiniilmekle (281) beraber bu
konuda yapilan ¢alismalar ¢ok yetersizdir. Bu etkinin molekiiler mekanizmasi1 da heniiz
bilinmemektedir. Halk arasinda sigil gibi cilt problemlerinin tedavisinde de yaygin olarak
kullanilan (285) bu lateksin glioblastom tiimorleri iizerindeki etkisini aragtiran herhangi bir

calisma da bulunmamaktadir.
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2.4.5. Bitki Oziitlerinin Etken Maddelerinin Belirlenmesine Yonelik Yontemler

2.4.5.1. Kiitle Spektrometresi (MS)

Kiitle spektrometreleri (MS), yiiklii partikiilleri manyetik ya da elektriksel bir
alandan gecerken kiitle/yiik (m/z) oranlarina gore diger yliklii partikiillerden ayirarak analiz
eden bir cihazdir (286). Normal kosullarda molekiiller nétr halde bulunmaktadirlar ve
stabildirler. Ancak MS analizinde iyonizasyon islemi gerceklestirilerek bu molekiilleri
yiiklii iyonize molekiiller haline dontstiiriirler. Yiikli molekiiller stabil olmadigindan,
diger molekiillerle veya bir yiizey ile temas ettiklerinde fragmentlerine parcalanirlar ve
yiiklerini kaybederler. Olusan her bir fragment spesifik bir molekiiler kiitleye ve yiike
sahiptir. Bu nedenle, MS analizi sonucunda m/z degerine bagl olarak olusan bir spektrum
elde edilir. Her bir iyonun yogunlugu detektére ulasan miktar: ile orantilidir. MS
analizinde her bilesigin olusturdugu spektrum kendine 6zeldir. Bu nedenle, igerigi
yeterince arastirilmamis bitkisel 6ziitlerin yapisinda bulunan molekiiller, MS analizinden
elde edilen spektrumun referans spektrumlar ile Kkarsilastirilmasi  sonucunda

tanimlanabilmektedirler (286 — 288).

2.4.5.2. Yiiksek Performansh Sivi Kromatografisi (HPLC/DAD)

Yiiksek performansli sivi kromatografi (HPLC), en yaygin olarak kullanilan
analitik tekniklerden bir tanesidir. Kromatografik yontemler, durgun ve hareketli fazlar
arasinda kiitle transferini kapsayan ayirma teknikleri olarak tanimlanirlar. HPLC; bir
karisimdaki bilesenlerin ayrilmasinda sivi hareketli faz1 kullanmaktadir. Bu bilesenler ilk
olarak ¢ozgende coziiniirlestirilmekte ve daha sonra yiiksek basing altinda kromatografi
kolonundan gegmeye zorlanmaktadirlar (289). Durgun faz ve ayrima prosesine gore, iyon
degisim kromatografisi, dagilma kromatografisi, affinite kromatografisi ve adsorbsiyon
kromatografisi olmak {iizere dort farkli tipte HPLC yontemi bulunmaktadir. Bu

kromatografi tiplerinden en yaygin kullanilan1 dagilma kromatografisidir. Dagilma
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kromatografisi, sivi-sivi ve bagli-faz kromatografi olmak tizere iki alt sinifa ayrilabilir. Bu
teknikler arasindaki tek fark, destek katisina durgun fazin tutunmasina dayanmaktadir.
Sivi-sivi kromatografide, sivi bir durgun faz dolgu maddesinin yiizeyine fiziksel
absorbsiyonla tutunmustur. Ancak, bu kromatogratide zamanla durgun faz hareketli fazda
coziinerek kayboldugundan destek katisinin periyodik olarak kaplanmasi gerekmektedir.
Bu nedenle bagli-faz kromatografi son donemde daha yaygin kullanilmaya baslanmistir.
HPLC’nin kantitatif analizi, analit pikinin yiiksekliginin ya da alanin bir ya da daha fazla
standardinki ile kiyaslanmasina dayanmaktadir. Diizlemsel kromatografide ayrilmis
maddelerin kapladig1 alan analitik parametre olarak iglev goriir. Kosullar diizglin bir

sekilde kontrol edilebilirse, bu parametreler derisimle dogrusal olarak degismektedir (289).

2.4.6. Bitki Oziitlerinin, Tiimor Hiicrelerinin Canhihg Ve Cogalabilme Yetenekleri
Uzerindeki Etkisini Olgmeye Yonelik Testler

Eriskin bir insan viicudunda bes trilyondan fazla hiicre bulunmaktadir. Cesitli doku
ve organlar1 olusturan bu hiicreler, normalde kararli bir denge igerisindedirler. Ancak
kanser vakalarinda bu denge bozularak hiicre ¢ogalmasinda artis ve hiicre Sliimiinde
azalma gozlenmektedir (290). Apoptosis, otofaji, nekrozis ve mitotik katastrof bu giine
kadar tanimlanmis, morfolojik olarak farkli 6zellikler gdsteren dort ana hiicre 6liim tipidir
(Tablo-9). Ayrica, hiicre biiyiimesinin kalic1 olarak durdurulmasi “senescence” olarak
adlandirilan hiicre yaslanmasi da kanser tedavisinde bir hiicre o6liim yolagi olarak
degerlendirilmektedir (291). Bu hiicre 6liim yolaklardan iki tanesi, apoptoz ve otofaji,
genetik mekanizma ile kontrol edilen programli hiicre 6liim tipleridir (292, 293).
Programlamis hiicre 6liimleri hiicre bilesenlerinin parcalanmasi ve ¢evredeki diger hiicreler
tarafindan yutulmasi ile sonu¢lanmaktadir. Cok hiicreli 6karyotik organizmalarda normal
gelisim siirecindeki doku farklilagsmasi, normal hiicresel dokularin tamiri ve bakimi bu
hiicre oliim tipleri ile gerceklesmektedir. Nekrozis ve mitotik katastrof ise hiicre
intiharinda pasif role sahiptirler. Ancak, son donemde edinilen bulgular bu 6liim tiplerinin
de genetik olarak kontrol edilebilecegini diisiindiirmektedir (294 — 296). Senescence hiicre
yaslanmasindaki en etkin mekanizma olup, telomeraz boyunun kisalmasi ve tiimor
baskilayict sinyal yolaklarin aktiflesmesine sebep olan bir genetik kontrol mekanizmasi ile

gerceklesmektedir (297). Son donemde, apoptozis, otofaji, nekrozis, mitotik katastrof ve
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senescence’e ek olarak bagka Oliim modelleri de tanimlanmistir. Bunlar kaspazdan
bagimsiz apoptozis, nekroptozis, parapitozis ve yavas hiicre oliimiidiir. Bu hiicre 6lim
yollarinin morfolojik ve biyokimyasal 6zellikleri ana hiicre 6liim yollarindan farklilik

gostermektedir (298).

Tablo-9 Hiicre 6liim yolaklarmin morfolojik 6zellikleri (292, 293)

Morfolojik degisimler ~ Apoptozis Otofaji Nekrozis Senescence Mitotik katastrof
. . Hiicre zariim Hiicre zariim
Sisme, Sisme . ?
butiligi bozulur  diizlesmesi,

Hiicre zar1

Hiicre zar biitiinliigi Hiicre boyutunda

korunur biiyiime

. . Sitokinez sirasinda
Kromatin Kismi kromatin Rastgele DNA Heterokromatin
kromozomlarin hatali
kondensasyonu kondensasyonu pargalanmasi bolgelerde artis
ayrimi
Nukleus
DNA fragmentasyonu
DNA fragmentasyonu
goriilmez
Nuklear fragmentasyon
B . Hiicresel
Zarla kapli hiicresel Otofajik vezikiillerde
organellerde Graniillesme ?
. fragmentler artis .

Sitoplazma sisme

Hiicre iskeletinin Golgi, poliribozom ve

depolimerazasyonu ER'nin degredasyonu

Apoptozis, hiicre zarinin kabarmasi (blebing), hiicre biiziigmesi, kromatin
kondensasyonu ve nukleosomal fragmentasyon ile karakterize olan bir programli hiicre
oliim tipidir. Normal kosullarda apoptozis geciren hiicreler, makrofajlarin varligi ile veya
fraksiyonlara ayrilmis kisimlar ile taninmaktadirlar. Kanser hiicrelerinin kemoterapi ile
tedavisinde hedef alinan ana mekanizma apoptozis mekanizmasi ve apoptozisi
diizenlenemede rol oynayan sinyal yolaklaridir (299).

Apoptotik hiicre oOliimiine yol agan birbirinden bagimsiz iki sinyal yolag:
bulunmaktadir. Bunlar, hiicre i¢i sinyal yolagi, diger adiyla mitokondri bagimli sinyal
yolagi ve hiicre dis1 sinyal yolagidir (292, 300, 301). DNA hasari, yiiksek oranda reaktif
oksijen tiirlerinin varligi, viral enfeksiyonlar ve onkogen aktivasyonu gibi hiicre i¢i stres
sinyalleri genelikle hiicre i¢i sinyal yolag: ile hiicre 6liimiine yol agarken, ekstraselliiler
ligandin plazma zarindaki reseptOriine baglanmasi, hiicre disi sinyal yolagim
baslatmaktadir. Hem hiicre i¢i hem de hiicre dis1 sinyal yolaklari, hiicresel organellerin ve
iskeletin parcalanmasina yol acacak olan kaspaz adi verilen proteolitik enzimlerin

aktiflesmesmesinde rol oynarlar. Kaspazlar, aspartik asit iceren motifleri parcalamakta rol
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oynayan niikleik sistein rezidiileri iceren bir protein ailesidir (302). Bu proteinler aktif
prokiirsorler olarak eksprese olurlar ve baslatici kesim isleminden sonra aktif oligomerler
haline dontisiirler. Baslatic1 (kaspaz-8, kaspaz-9 ve kaspaz 10) ve efektor (kaspaz-3,
kaspaz-6 ve kaspaz-7) olmak tiizere 2 grup kaspaz bulunmaktadir. Baslatici kaspazlar
otokatalitik aktivasyon yetenegine sahip iken, efektor kaspazlar bir baglatict kaspas
tarafindan aktiflestirilmeye ihtiyag duymaktadirlar.

Hiicre i¢i 6liim sinyalizasyonunda Bcl-2 gen ailesi diizenleyici rol oynamaktadir.
Bcl-2 ailesi birbirine zit etkileri olan iki grupdan olusmaktadir. Bu gruplardan biri pro-
apoptotik, apoptozisi indiikleyici etkiye sahipken digeri anti-apoptotik, apoptozisi
baskilayict etkiye sahiptir. Bu iki zit etkili grubun isleyisi yapilarinda bulunan hidrofobik
cep ve amfipatik a-heliks yapisina baghdir. Yapilarindaki BH1, BH2 ve BH3 bolgeleri
hidrofobik cebi olusturmaktadir. Amfipatik a-heliks ise BH3 bolgesinde yer almaktadir.
Bcl-2 ailesi iiyeleri, hidrofobik cep sayesinde bir diger bcl-2 ailesi {iyesinin BH3 bolgesine
baglanmaktadirlar. Pro-apoptotik iliyeler, her ii¢ bolgeyi (BH1, BH2, BH3) de igeren
tiyelerden (6r: Bax, Bak) veya sadece BH3 bdlgesini igeren iiyelerden (6r: Bid, Bad, Bim)
olusurken, anti-apoptotik iiyelerde (Bcl-2, Bcl-xL, Mcll, Bcl-w ve Bfl-1/A1) ayrica BH4
bolgesi bulunmaktadir (303, 304).

Hiicre i¢i sinyal yolaginda, Bcl-2 ailesi {iyelerinden Bax ve Bak mitokondrinin dig
zarinda oligomerize olarak mitokondri dis zarmin permeabilizasyonun (MOMP)’u
degistirmekte ve mitokondriden, sitokrom ¢, Smac/DIABLO ve Omi/HtrA2 salinimina yol
acmaktadir. Sitokrom ¢ mitokondriden salindiginda apoptotik proteaz aktiflestirici faktor-
1 (Apaf-1)’e baglanmaktadir.  Apaf-1 de, prokaspaz-9’un aktifleserek kaspaz-9’a
dontismesini  saglamaktadir. Aktiflesmis kaspaz-9 ise sirasiyla kaspaz-3 -kaspaz 7
kaskadini aktiflestirmekte ve hiicre igi substratlarin yikimi gergeklesmektedir (Sekil-12).
IAP ailesi proteinleri olan X-bagimli IAP (XIAP), c-1AP1 ve c-lIAP2, kaspaz-3, kaspaz-7
ve kaspaz-9’un aktivitesini baskilamakta is goriirler. Smac/DIABLO ve Omi/HtrA2 ise

[APlarin kaspaz aktivasyonunu baskilamalarini 6nlemektedirler (305 — 307).
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APOPTOZIS 4/

Sekil-12 Hiicre i¢i sinyal yolagi (308)

Antiapoptotik Bcl-2 proteinleri, Bax ve Bak oligomerizasyonunu ve BH3 igeren
proteinlerle baglantisin1 bloke ederek MOMP’u o6nlerler (301). BH3 igeren protienlerin
Olim sinyalini ortaya ¢ikarabilmeleri i¢in aktiflesmeleri gerekmektedir. Bu durum ya
p53’lin  transkripsiyonel kontrolii ile ya da post transkripsiyonel olaylarla
gerceklesmektedir (309, 310).

Hiicre dis1 sinyal yolagi ise tiimor nekroz faktor (TNF) ve TNF reseptor (TNFR)
ailelerinin iyeleri tarafindan aktiflenmektedir (311).  Birgok TNF ailesi iiyesi,
reseptorlerine baglanarak proinflamator cevapla iliskili sinyallerin olusmasina yol acarlar.
TNF ailesinin apoptozisi indiikleyen ligandlar1 FasL (CD95) ve TNF receptor apoptosis-
inducing ligand (TRAIL veya Apo2L)’dir (312, 313). Hiicre dis1 ligandi, TNFR’nin
sitoplazmik ucuna baglandiginda, baslatici kaspazlar olan kaspaz-8 ve kaspaz 10, Fas-
associating death domain-containing protein (FADD) adaptor proteini ile bir araya gelerek
olim tetikleyici sinyal komplesi (DISC)’ni olusturmaktadir (314, 315). Kaspaz 8 ve
kaspaz 10’un DISC’te yer almasi otoproteolitik kesimin baglamasina yol agmaktadir (316,
317) (Sekil-13). Kaspaz 8/10 aktivitesi yiiksek homoloji gosterdikleri FADD-like

interleukin-1-converting enzyme inhibitory protein (FLIP) ile durdurulabilmektedir.
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Ligand
(FasL, TNF- o , TRAIL)
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Adaptorler
(FADD, TRADD))

Prokaspaz-8
>
B Kaspaz-3, -6, -7'nin
aktiflesmesi "--*
- APOPTOSIS

Aktif kaspaz-8

Sekil-13 Reseptor bagimli kaspaz aktiflesmesi (318)

Baslatic1 kaspazlarin hiicrede apoptozisi baslatma sekline gore hiicreler tip I ve tip
IT olarak siniflandirilmaktadir. Tip I hiicrelerde kaspaz 8/10 tarafindan efektor kaspazlarin
aktivasyonu apoptozisin indiiklenmesi i¢in yeterli iken, tip II hiicrelerde kaspaz 8/10
aktivasyonu mitokondriyal faktorlerinin salinimini etkinlestirmektedir. Bu hiicrelerde dis
sinyal yolag: ile i¢ sinyal yolagi arasinda baglantt BH3 igeren protein Bid tarafindan
saglanmaktadir. Bid’in kaspaz-8 tarafindan kesime ugramasi ve yapisina yeni bir glisin
eklenmesi sonucu tBid olugsmakta ve mitokondri zarinda Bax ve Bak oligomerizasyonunu

tetiklemektedir (319, 320).

2.4.6.1.in-vitro Yontemler

Hiicre canliliginin o6l¢timii, hiicre kiiltiiriinde saglikli hiicrelerin  analizinde
kullanilan en temel yontemdir. Hiicre canlilifini dlgmeye yonelik tripan mavisi analizi,
resazurin temelli teknikler, DNA’da radyoaktif isaretli 3H-timidin Olcimii ve gesitli
tetrazolium tuzlarinin indirgenmesi gibi 10°dan fazla teknik bulunmaktadir (321, 322).
Tripan mavisi ve resazurin temelli metotlar hiicre canliliginin 6l¢timiinde kullanilan en eski
tekniklerdir (323). *H-timidin yontemi ise, radyoaktif madde kullanimina ragmen

kullanilmaya devam edilen diger bir klasik tekniktir. Son dénemde, hiicre canlilik durumu,
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hiicrelere tetrazolium tuzlar1 eklenerek, hiicrelerin mitokondrilerine bagimli metabolik
aktivitelerinin kolorimetrik olarak Olciilmesi ile analiz edilmeye baslanmistir (324). Bu
yontemler, MTT (3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)- 2,5 diphenyltetrazolium bromide), XTT
(2,3-bis(2- methoxy-4-nitro-5-sulphophenyl)-5-carboxanilide- 2H-tetrazolium ), MTS (3-
(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-5-(3-carboxy- methoxyphe nyl)-2-(4-sulfophenyl)-2H-
tetrazolium) ve WST-1 (2-(4-iodophenyl)-3-(4-nitrophenyl)-5-(2,4- disulfophenyl)-2H-
tetrazolium)’dir. MTT analizi, hiicre metabolizmasinin 6l¢iilmesinde en yaygin kullanilan
tekniklerden birisidir. Bu teknikte, MTT muamelesinden sonra, hiicrede suda
¢oziinemeyen yogun renkli formazan kristalleri olusur (325). Ancak, MTT teknigi
hiicrelerin pargcalanmasini ve olugsan formazanin acgiga ¢ikarilmasini gerektirmektedir. Bu
analiz 570nm’de yaklasik 44-52 saat boyunca Ol¢iilmesini gerektirmektedir (326, 327).
MTT den sonra gelistirilen ikinci yontem olan XTT analizinde mitokondri aktivitesine
bagli olarak, tetrazolium tuzlari suda ¢6ziinebilir formazan tiirevlerine doniisiir ve 430-
490nm araliginda absorbe edilir (328). MTS, tetrazolium tuzunun absorbans aralig1
515-580 nm’dir ve bu teknigin renk Ol¢lim hizi XTT’ye gore hizhidir (329). En son
gelistirilen teknik olan WST-1 yonteminde ise, mPMS (1-methoxy-5-methyl-phenazinium
methyl sulfate) gibi elektron akseptorlerinin varliginda, hiicresel dehidrojenazlar aracilig
ile tetrazolium tuzlari, suda yiikksek oranda ¢oziilebilen formazan kristalleri
olusturmaktadirlar (330). WST-1 tarafindan olusturulan formazan iiriinleri XTT ve
MTS’ye gore suda daha fazla ¢6ziiniirler bu da daha genis bir linear aralikta dogruluk orani

daha yiiksek olan veriler elde edilmesini saglamaktadir (331).

2.4.6.1.1. WST-1 Analizi

WST-1, yapisinda agik kirmizi renkli tetrazolium tuzlari bulunduran bir bilesiktir.
Canli hiicrelerde bulunan mitokondriyal dehidrogenaz enzimi tetrazolyum tuzlarini koyu
kirmizi renkteki formazan kristallerine dontistirmektedir. Hiicreler WST-1 ile muamele
edildiginde, canli hiicre sayisindaki artisa bagli olarak hiicrelerde bulunan mitokondriyal
dehidrogenaz aktivitesinde de artis olur ve daha fazla formazan kristali olusur. Koyu
kirmiz1 renkteki formazan kristallerindeki artis, metabolik olarak aktif hiicre sayist ile

dogru orantilidir (Sekil-14).
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Sekil-14 WST-1 reaksiyonunun mekanizmasi (331)

WST-1 analizi 96 kuyulu hiicre kiiltiir kaplarinda gergeklestirilir. Hiicre kiiltiir
kabinin her bir kuyusuna 2x10° hiicre ekilir ve 24 saat sonunda hiicreler, etkisi arastirilan
bitki Oziitliinlin ¢esitli dozlar1 ile muamele edilir. Uygun inkiibasyon siireleri sonunda,
kiiltire edilen hiicrelere WST-1 soliisyonu eklenir. Hiicreler, WST-1 ile muamele
edildikten sonra Eliza cihazinda 420-680nm dalga boylarinda okuma gergeklestirilir.
Analiz sonucunda hiicreler iizerinde etkin olan bitkisel 6ziit dozunun belirlenebilmesi igin
hiicreler iizerinde sitotoksik etki gosterdigi bilinen H,O, vb. madde pozitif kontrol olarak,
hiicrelerin biiyiitiildiigii kiiltir medyumu da negatif kontrol olarak kullanilir. Analiz
sonucunda Orneklerden ve kontrollerden elde edilen absorbans degerleri ile asagidaki
formiilden yararlanilarak bitkisel 6ziitlerin hiicreler iizerinde yol ag¢ti1 % inhibisyon orani

hesaplanir (276).

mhibi %) = (1 ornek absorbansi ) x 100
rbLsyon t56) = pozitif kontrol absorbanst

2.4.6.1.2. Anneksin V Analizi

Apoptozisin en erken belirtilerinden birisi plazma zarinda asitmerinin kaybidir.
Normal hiicrelerde hiicre zarnin i¢ yiizeyinde bulunan fosfotidilserin (PS), apoptozisin
erken evrelerinde hiicre zarmin dis ylizeyine transloke olmaktadir. Bu nedenle apoptotik
hiicrelerde PS, hiicre zarinin dis yiizeyinde yer almaktadir.

Anneksin V, 35-36kDa biiyiikliginde Ca’+ bagiml ve fosfolipid baglama
yetenegine sahip bir protein olup, PS’ye yiiksek affinite gostermektedir (332 — 334).

Apoptotik hiicrelerde Anneksin V, PS’yi tamiyip baglanirken ayni zamanda florasan
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Ozellikli bir antikora da baglanabilmekte, boylece, akim sitometrik yontem ile apoptoz
gecirmekte olan hiicrelerin belirlenmesine olanak saglamaktadir.

Hiicrelerde erken ya da geg¢ apoptotik dliimiin tanimlanabilmesi i¢in Anneksin V,
cogunlukla propidium Iyodur (PI) gibi vital bir boya ile birlikte kullanilmaktadir.  PI,
niiklear materyali boyama yetenegine sahip bir boyadir. Normal ya da erken apoptozisteki
hiicreler, hiicre zari biitlinliikkleri korundugundan PT’yi iglerine almazlar ve boyanma
ger¢eklesmez. Ancak hiicreler ge¢ apoptoziste ise ya da zar biitiinliigli bozulacak sekilde
hasar gorerek nekroz gibi bir yolla 6liim gerceklestiyse hiicreler PI ile boyanirlar. Bu
nedenle, canli hiicreler Anneksin V ve PI’nin her ikisi ile de boyanmazken, erken
apoptozisteki hiicreler yalnizca Anneksin V ile, ge¢ apoptozisteki hiicreler ve nekrotik

hiicreler ise hem Anneksin V hem de PI ile boyanmaktadirlar (332 — 334).

2.4.6.1.3. TUNEL Analizi

Apoptotik hiicrelerin morfolojik olarak ayirdedilebilen diger bir 6zelligi DNA
fragmentasyonudur (335, 336). Erken apoptozis sirasinda endoniikleotik degredasyon
nedeniyle jel elektroforezinde de gozlenebilen, 300kb ve 50 kb’lik genis fragmentler
olugsmaktadir (337 — 339). Daha sonra DNA, nukleosomlar arasindaki baglayici
bolgelerden degredasyona ugrayarak 180bg’lik daha kiiciik fragmentleri olusturmakta ve
jel elektroforezinde DNA markir goriintiisiine yol agmaktadir (340).

Apoptoziste gerceklesen DNA fragmentasyonunu analiz etmenin diger bir yolu da
“terminal deoxynucleotidyl transferase dUTP nick end labeling” (TUNEL) yontemidir
(302). Bu yontemde, endoniikleotik degredasyon sonucu olusan DNA kiriklari,
digoksigenin adi verilen modifiye niikleotidlerle terminal deoxynucleotidyl transferase
(TdT) taratindan enzimatik olarak isaretlenmektedir. Daha sonra, DNA kiriklarina eklenen
digoksigenin niikleotidi, flourasan boya ile isaretlenmis anti-digoksigenin antikoru ile
konjuge edilerek, kirtk DNA uclar1 florasan mikroskopta goriilebilir hale getirilmektedir
(341). Apoptotik hiicrelerin nukleus ve apoptotik cisimlerinde ¢ok sayida DNA 3’-OH
kirik ucu bulundugundan florasan mikroskobunda inceleme yapildiginda, bu hiicreler
florasan isaretli olarak gozlenmektedir, ancak, normal veya prolifere olan hiicrelerin

nukleusunda yeterli sayida 3’-OH ucu bulunmayacagindan TUNEL boyama da

57



gerceklesmemektedir. Bu sayede, apoptotik hiicrelerin toplam hiicre popiilasyonuna orant

hakkinda bilgi edinilebilmektedir (341).

2.4.6.2.Ex-vivo Yontemler

Potansiyel terapOtik ilag olma potansiyeline sahip olan maddelerin in-vivo
deneylerle aragtirilabilmesi amaciyla ¢ogunlukla timor fare modelleri kullaniimaktadir.
Ancak hayvan modelleri ile yapilan deneyler oldukca yiiksek maliyetli olup veri elde
etmesi uzun zaman alan arastirmalardir. In-vivo hayvan modellerine alternatif olan, ex-
vivo bir model olarak embriyolu tavuk yumurtasi korioallantoik zar (CAM) analizi, son
donemde kolon, prostat kanserleri ve beyin tlimorleri gibi bir¢ok kanser tiiriinde daha kisa
sirede ve daha az maliyetli olarak potansiyel ilag adaylarmin timor anjiogenezi ve

invazyonu lizerine etkisinin arastirilmasina olanak saglamaktadir (342).

2.4.6.2.1. Tavuk Korioallantoik Zar (CAM) Analizi

Erken evredeki tavuk yumurtalari, anjiogenez ve tiimor caligmalari i¢in in vitro ve
in vivo arasinda bir ¢alisma ortami saglamaktadir. Tavuk embriyolarinin lenf sistemi 10.
giine kadar yeterince gelismedigi i¢in, immundefisit bir ortama sahiptirler ve insan da dahil
olmak iizere bir cok tlire ait kiiltiire hiicrelerin gelisebilmeleri i¢in iyi bir ortam
olusturmaktadirlar (342).

CAM, gelismekte olan tavuk embriyosunun gaz aligverisini gerceklestirmesini
saglayan ekstraembriyonik bir zardir. Allantoik keseye ait duvarin bir pargasi olan CAM,
allantoik keseden sodyum ve klor’un ve yumurta kabugundan kalsiyumun embriyonik
damarlara aktif olarak tasinmasinda is goren ekstraembriyonik kilcal damarlar
desteklemektedir (343). CAM, tavuk embriyosu gelisiminin 11—12. giinlerine kadar yogun
bir kilcal damar agina sahiptir ve anjiogenek uyarilara hizli cevap vermektedir. Bu nedenle
bir¢ok analizden yalnizca 3 ile 5 giin igerisinde sonug alinabilmektedir. Bu nedenle CAM
analizi, ex-vivo ortamda anjiogenez, madde transportu, gaz degisimi, timdr gelisimi ve

toksisite arastirmalarinin gergeklestirilmesi i¢in kullanish ve hizli bir tekniktir (344).
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Terapotik bitki oziitlerinin CAM analizi ile arastirilabilmesi i¢in, civciv embriyo
gelisiminin 7. giiniinde aseptik kosullarda yumurta kabugu iizerinde kiigiik bir pencere
acilir ve korioallantoik zara ulasilir (345). Zar lizerinde orta biiyiikliikteki damar dallanma
noktasi tizerine, timor hiicre siispansiyonlar1 inokiile edilir. Yumurtalarda agilan pencere
selo bant ile kapatildiktan sonra yine ayni kulugka kosullarinda inkiibasyona birakilir.
Timdr inakiilasyonundan sonra tiimor gelisimine bagli olarak, timor dokusu 10 giin
boyunca terapotik bitki oziitii ile muamele edilir. Deney sonunda tiimor dokusu zarla
beraber uzaklastirilir ve petri kabina yerlestirilir. Daha sonra tiimoér dokusu zardan
dissekte edilip tartilarak bitki Oziitiinlin timdr gelisimi lizerine etkisi degerlendirilir (345,
346). Embriyolu tavuk yumurtasinin kisimlart ve CAM inokulasyonu Sekil-15te

gosterilmektedir.

CAM

Hava kesesi Kabuk
l Amniyotik kavite

Vitellus
kesesi

=1

Albiimin  Aflantoik kavite

Kabuk membrant

Sekil-15 Tavuk yumurtasinin kisimlar1 ve CAM inokulasyonu (347)
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3.GEREC VE YONTEM

3.1. Gerec¢

3.1.1. Kullanilan Aletler

- -86°C derin dondurucu (NUVE)

- -20°C derin dondurucu (BOSCH)

- +4 °C buzdolab1 (ALASKA)

- Swvi nitrojen tanki (THERMO SCIENTIFIC)
- Laminer kabin (SCANLAF)

- Santrijiif (NUVE)

- COy’li inkiibatér (HERAEUS)

- Invert mikroskop (LABOMED)

- Isik mikroskobu (OLYMPUS)

- Floresan mikroskobu (NIKON)

- Tissue lyser (QIAGEN)

- Nano Drop (THERMO)

- Sogutmali santrifiij (HERMLE)

- UV kabin (BIOSAN)

- LC48011-RT-PCR (ROCHE)

- Termal Cycler PCR (TECHNE)

- Yatik jel elektroforezi (BIORAD)

- UV Jel Goriintiileme Sistemi (VILBER LOURMAT)
- Vorteks (VELP SCIENTIFICA)

- Flow Cytometry (BECTON, DICKINSON and COMPANY)
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- ELISA okuyucu (SUNRISE)

- 1200 HPLC (AGILENT)

3.1.2. Kullanilan Kimyasal Malzemeler

- DMEM with 4.5 g/L Glucose, with L-glutamine, without sodium pyruvate (500
mL) (LONZA)

- Research grade fetal bovine serum, South American Origin (500mL) (HYCLONE)

- Antibiyotik-antimitotik solution (100mL) (PAA)

- Trypsin- EDTA Solution (%0,25, sterile filtered, bioreagent, suitable for cell
culture, 2,5gr porcine trypsin and 0,2g EDTA4Na per liter of Hanks’ Balanced Salt
Solution with phenol red (100mL) (LONZA)

- L-Glutamin (200mM) (100mL) (HYCLONE)

- Sodium pyruvate solution (100mM) (100ml) (LONZA)

- PBS (500mL) (HYCLONE)

- Heparin (10mg) (FISHER SCIENTIFIC)

- Recombinant human fibroblast growth factor (50pg) (BIOLOGICAL
INDUSTRIES)

- B27 serum free suplement liquid (50X) (INVITROGEN)

- Human Epidermal Growth Factor (50ng/mL) (BIOLOGICAL INDUSTRIES)

- Leukemia Inhibitor Factor (mouse) 1.000.000 U (MILLIPORE)

- WST_1 (25ml) (ROCHE)

- CD133/2 (293C3)-PE, human (1mL) (MILTENYI)

- Mouse IgG2b-PE (ImL) (MILTENY])

- Mouse (MOPC-21) mAb IgG1 Isotypecontrol (Alexa Fluor® 647Conjugate)
(BECTON, DICKINSON and COMPANY)

- Alexa Fluor® 647 Mouse Anti-Nestin, (50 test) (BECTON, DICKINSON and
COMPANY)

- Human PE, 10e9 cells (EASYSEP)

- Annexin V-FITC Apoptosis Detection Kit | (100 test) (BECTON, DICKINSON
and COMPANY)
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Apoptag Plus Fluorescein Kit (MILLIPORE)

RNA izolasyon kiti (Taze doku ve hiicre hattindan izolasyona uygun) (200
reaksiyon) (ROCHE)

Real time ready catalog assay (100 reaksiyon) (QIAGEN)

PCR Master Mix, 5x1mL (QIAGEN)

MicroRNA Single Assay (200 reaksiyon) (QIAGEN)

Syber Green/ROX gPCR Master Mix (2X) (1000 reaksiyon) (QIAGEN)
PathScan Multiplex Western Coctail Il: Phospho-p90RSK, Phospho-p53, Phospo
p38-MAPK and Phospo-S6 Ribosomal Protein Detection Kit (7110S) (CELL
SIGNALING)

Protease Inhibitor Coctail Kit (20 tablet) (ROCHE)

4-20% Precise Protein Gels, 12-Well, 10gels (BIORAD)

Nitrocellulose Membrane-0,45um, (7x 8,5cm) 20/pack cat: 162-0214 (BIORAD)
CL-Xposure Film 8x10 (20x25 cm) 100 sheets (ROCHE)

M-PER Mammalian Protein Extraction Reagent (25 mL) (P1-78503) (THERMO
SCIENTIFIC)

Metanol %99.9 HPLC grade (2.5L) (MERCK)

Etanol %99.9 HPLC grade (2.5L) (MERCK)

Etil asetat %99.9 HPLC grade (4L) (MERCK)

Kloroform %99.9 HPLC grade (2.5L) (MERCK)

n-hekzan %99.9 HPLC grade (2.5L) (MERCK)

Propan 2-ol %99.9 HPLC grade (2.5L) (MERCK)

101769 Petroleum ether (5L) (MERCK)

Sephadex® LH-20 LH20100 (100gr) (SIGMA)

Silica gel 60 (230-400um) (1kg) (MERCK)

102450 Chloroform-D1 (25mL) (MERCK)

103424 Dimethyle sulfoxide-D6 (25ml) (MERCK)

Catechin Derivatives Kit (EXTSYNTHESE)

Oleuropein (SIGMA)

Temozolomid (SIGMA)
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3.2.Yontem

3.2.1. Tez Projesinde Degerlendirilecek Bitki Oziitlerinin Hazirlanmasi

3.2.1.1. Viscum album (6kse otu) Oziitiiniin (VA) Hazirlanmasi

Viscum Album (VA), stabilitesi ve mikrobiyolojik safligi kontrol edilmis olarak
Kale Naturel (Edremit, Balikesir)’den iicretsiz olarak temin edildi. ilgili firma tarafindan,
Balikesir, Edremit bolgesinde Mese agaci lizerinde biiyiiyen VA yaprak, kok ve meyveleri
subat ayinda topland1 ve kurutuldu. Kuruyan yaprak, kok ve meyveler ezilerek distile suda
yikandi. Yikama isleminden sonra 16 saat boyunca +4°C’de mikserde karigtirilarak
homojen hale getirildi. Daha sonra, elde edilen VA ¢ozeltisi 7500 xg’de 30 dakika
+4°C’de santrifiij edildi. Elde edilen supernatan 0.9 - 0.45 um genisliginde porlara sahip
filtrelerden gecirildi ve metanol igerisinde ¢dozildii. Tez projesi kapsaminda

gerceklestirilen tiim analizlerde VA 6ziitli metanol igerisinde ¢ozilinerek dilue edildi.

3.2.1.2. Vitis vinifera (iiziim) Cekirdegi Oziitiiniin (GSE) Hazirlanmasi

GSE (10-00014-00014-3), 66.7 mg/g proanthocyanidin igerigi, stabilitesi ve
mikrobiyolojik saflig1 kontrol edilerek standart olarak hazirland1 ve Kale Naturel (Edremit,
Balikesir)’den iicretsiz olarak temin edildi. Ilgili firma tarafindan, Vitis vinifera cv,
tiriiniin ¢ekirdekleri Balikesir, Edremit bdlgesinden toplanarak 1 hafta agik havada
kurutuldu ve lipidlerin uzaklastirilabilmesi i¢in partikiil bliylikligii <0.4 mm olacak sekilde
degirmende parcgaland1. Ogiitiilmiis {iziim ¢ekirdekleri dort defa 70°C’de 200mL etil asetat
icerisinde ¢6ziildii. Vitis vinifera’nin etken maddesi olan proanthocyanidin’in bozulmasini
onlemek i¢in etanol ekstresinin etanolii Spray Dryer sisteminde algak basingta ve diistik
1s1da ucgurularak, 6ziit toz haline getirildi. Tez projesi kapsaminda gergeklestirilen tiim
analizlerde liyofilize olarak temin edilen GSE dH,O igerisinde ¢Oziinerek taze olarak

hazirlandi.
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3.2.1.3. Olea europaea (zeytin) Yaprag Oziitiiniin (OLE) Hazirlanmas:

OLE (05.06.2007,10-00014-00015-0), %15 oleuropein igerigi, stabilitesi ve
mikrobiyolojik saflig1 kontrol edilerek standart olarak hazirlandi ve Kale Naturel (Edremit,
Balikesir)’den iicretsiz olarak temin edildi. Ilgili firma tarafindan Olea europaea cv
tiirliniin yapraklari, Balikesir, Edremit bolgesinden budama mevsimi olan Subat ayinda
budanan dallardan toplanip yikanarak, golgede kurutuldu. Bodylece, Olea europaea ilk
filizlerini Subat ayinda verdiginden budanan dallarin pestisit ve herbisit gibi
aragtirmamizin sonuglarimi olumsuz etkileyecek kimyasal maddeler igerme ihtimali ortadan
kaldirildi. Bir ay boyunca karanlikta ve oda sicakliginda kurutulan yapraklar daha sonra
bitki degirmeninde toz edilerek %80 etanolde oda sicakliginda bekletildi. Olea
europaea’nin etken maddesi olan oleouropeininin bozulmasini Snlemek igin, etanol
ekstresinin etanolii Spray Dryer sisteminde algak basingta ve 55°C’yi gegmeyen diisiik
1sida ugurularak, 6ziit toz haline getirildi. Tez projesi kapsaminda gergeklestirilen tim
analizlerde liyofilize olarak temin edilen OLE, dH,0 igerisinde ¢oziinerek taze olarak

hazirlandi.

3.2.1.4. Ficus carica (incir) Siitiiniin (FCL) Hazirlanmasi

Kale Naturel’ den hazir olarak temin edilen FCL’den 60mL alinarak, igeriginde
bulunan organik ¢oziicii 70°C’deki su banyosunda ucuruldu. Kalan madde 3 mL hekzan
igerisinde ultrasonik banyoda ¢éziildii. Ust kisim alind1 ve dipte kalan kisimda bulunan
hekzan 70°C’deki su banyosunda ucuruldu. Uzerine 3mL diklorometan eklenerek
ultrasonik banyoda ¢6ziildii. Diklorometanda ¢oziinen iist kisim alinarak dipte kalan
kisimda kalan ¢oziicii 70°C’deki su banyosunda uguruldu. Kalan pelletin iizerine 3 mL
metanol eklenerek ultrasonik banyoda ¢6ziildii. Metanolde ¢oziine kisim alinarak dipte
kalan kisimda kalan ¢6ziicii 70°C’deki su banyosunda ucuruldu. Kalan pelletin {izerine 3
mL etil alkol eklenerek ultrasonik banyoda ¢oziildii. Boylece FCL’nin igeriginde bulunan
tiim fenolik maddelerin polar yapilarina gore uygun organik ¢oziicii igerisinde ¢dzlinmesi

sagland1 (Sekil-16).
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FCL

Helczan fraksiyonu Gozimmeden kalan FCL
)&rt}metan: SmL
Diklorometan fraksivonu Coziinmeden kalan FCL
Etanol, 5mL

Etanol fraksivomm

Cozimmeden kalan FCL

Hy0, Sml

-

H-0 fraksiyomu

Sekil-16 FCL’nin sulu fraksiyonunun hazirlanisi

3.2.2. Tez Projesinde Degerlendirilecek Bitki Oziitlerinin I¢eriklerinin Belirlenmesi

3.2.2.1. LC/MS

Bitkisel dziitlerin icerigindeki maddelerin tayini TUBITAK-BUTAL’den hizmet
alim1 yapilarak, LC-MS analizi ile gerceklestirildi.

3.2.2.2. HPLC/DAD

Bitkisel dziitlerin igerigindeki fenolik bilesenlerin miktar tayini Uludag Universitesi
Fen Fakiiltesi Kimya AD &gretim iiyeleri Prof.Dr. Cevdet DEMIR ve Dog.Dr. Saliha
SAHIN tarafindan, Analitik Kimya Labotaruvarinda, HPLC-DAD (Agilent 1200 HPLC,
Waldbronn, Almanya) ile yapildi. HPLC ile analizinde her bir bilesigin ayrilmasi, 0-10 dk
% 13B, 10-20 dk % 41.5B, 20-25 dk % 70B, ve 25-35 dk %10B olmak iizere toplam 35

65



dk’lik analiz siiresinde, XBridge C18 (4.6x250 mm, 3.5 um; Elstree, Ingiltere) kolonu ve
%1 suda ¢Oziinmiis formik asit (¢oziicii A) ve asetonitril (¢oziicii B) (Merck, Darmstadt,
Almanya)’den olusan bir hareketli faz kullanilarak gergeklestirildi. Kolonlar her bir
analizden 10 dk 6nce 25°C’de kalibre edildi. Analizler, 0.5mL/dk’lik kolondan akis hiz1
ve 10 puL’lik enjeksiyon hacminde gerceklestirildi. Veri toplanmasi i¢in Chemstation for
LC (Agilent) kullanildi. Oleuropein (Sigma—Aldrich, St. Louis, Missouri, USA), ve
protocatechuic acid (Merck, Darmstadt, Germany) 280 nm, caffeic acid, ferulic acid ve p-
coumaric acid (Merck, Darmstadt, Germany) 320 nm ve quercetin (Sigma—Aldrich, St.
Louis, Missouri, USA) 360nm dalga boyunda goriintiilendi. Fenolik bilesiklerden elde
edilen pikler, standartlarin alikonma siireleri ve UV spektralari ile karsilastirilarak

tanimlandi.

3.2.3. in-vitro Analizler

3.2.3.1.Tez Projesinde Degerlendirilecek Bitki Oziitlerinin ve TMZ’nin Anti-
Proliferatif Etkilerinin Hiicre Hatlarinda Denenmesi

Bitki dziitlerinin ve TMZ’nin anti-proliferatif etkileri, MGMT geni unmetile olan
ve TMZ’ye direng gosteren U-138MG, MGMT geni heterozigot metile olan ve TMZ’ye
direng gosteren T98G ve MGMT geni metile olan ve TMZ’ye hassasiyet gosteren U-
87MG hiicre hatlarinda arastirildi.

3.2.3.1.1.Hiicre Kiiltiir Kosullar

T98G, U-138MG ve U-87MG hiicreleri, % 10 oraninda fetal bovine serum (FBS),
% 1 Antibiotic/Antimycotic solution, 2 mM L-glutamin ve 1 mM sodium pyruvate igeren
Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium-F12 (DMEM-F12)’dan olusan besiyeri ortaminda,
37°C sicaklik ve % 5 CO; orani saglayan inkiibatorde 2X10° hiicre sayisina ulagilincaya

dek tretildi.
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3.2.3.1.2.Uygulanan Dozlar

3.23.1.2.1.WST-1

Hiicre hatlar1 96 kuyulu kiltiir kaplarina, her bir kuyuda 2X10° hiicre olacak
sekilde ekilerek, Tablo-10 — 14’te belirtildigi sekilde hazirlanan 6ziitler ve TMZ dozlari
ile 24 ve 48 saat siiresince muamele edildi. Hiicrelerin 6ziit ve TMZ muamelesi sonundaki

hiicre ¢ogalmasi oranlart WST-1 analizi ile aragtirildu.

Tablo-10 24 ve 48 saatlik inkiibasyon siireleri boyunca T98G, U-138MG ve U-87TMG

hiicrelerine uygulanan VA konsantrasyonlari

konsantrasyon Besiyeri (ul)  Oziit(pl)

1 15 ng/ml 992,5 7,5
2 30 ng/mi 985 15
3 50 ng/ml 975 25
4 60 ng/ml 970 30
5 70 ng/mi 965 35
6 80 ng/mi 960 40
7 90 ng/ml 955 45
8 100 ng/ml 950 50
9 250 ng/ml 875 125
10 500 ng/ml 750 250
11 30 mM H202 999 1

12 Besiyeri 1000 -
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Tablo-11 24 ve 48 saatlik inkiibasyon siireleri boyunca T98G, U-138MG ve U-87MG
hiicrelerine uygulanan GSE konsantrasyonlari

ANA STOK (AS): 0.5 mg/ul

1. Calisma soliisyonu : 200 ul AS + 800 pl dH,0 = 0.1 mg/ 1ul = 100 pg/ 1ul

2. Calisma soliisyonu : 20 ul AS +980 ul dH,O = 10 ug/ 1l

3. Calisma soliisyonu : 2 ul AS+998 ul dH,O = 1 pug/ 1l

Konsantrasyon  Besiyeri (ul) Eklenecek 6ziit soliisyonu Eklenecek 06ziit
(10 kuyu i¢in) miktar (ul)
1 2 mg/ ml 996 AS (1 mg/pl) 4
2 1 mg/ ml 998 AS (1 mg/pl) 2
3 500 pg/ml 995 1. Cal. Sol. (100 pg / 1ul) 5
4 250 pg/ml 997,5 1. Cal. Sol. (100 ug / 1ul) 2.5
5 100 pg/ml 999 1. Cal. Sol. (100 ug / 1ul) 1
6 50 pg/ml 995 2. Cal. Sol. (10 ug/ 1pl) 5
7 5ug/ml 995 3. Cal. Sol. (1 pug/ 1pul) 5
8 30 mM H0; 999 H20, 0.33
9 Besiyeri 1000 - -
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Tablo-12 24 ve 48 saatlik inkiibasyon siireleri boyunca T98G, U-138MG ve U-87MG
hiicrelerine uygulanan OLE konsantrasyonlar1

ANA STOK (AS) konsantrasyonu: 1 gr/ml = 1 mg/pul

1. Calisma soliisyonu : 100 ul AS + 900 pl dH,0 = 0.1 mg/ul = 100 pg/ul

2. Calisma soliisyonu : 10 ul AS +990 ul dH,0 = 10 ug/ul

3. Calisma soliisyonu : 1 ul AS+999 ul dH,O = 1 ug/ul

Konsantrasyon Besiyeri (ul) Eklenecek 6ziit soliisyonu Eklenecek 6ziit
(10 kuyu igin) miktart (pl)

1 3 mg/ mi 997 AS (1 mg/ul) 3

2 2 mg/ ml 998 AS (1 mg/ul) 2

3 1 mg/ ml 999 AS (1 mg/ul) 1

4 500 pg/ml 995 1. Cal. Sol. (100 ug / 1pul) 5

5 250 pg/ml 997,5 1. Cal. Sol. (100 pg / 1pul) 2.5

6 100 pg/ml 999 1. Cal. Sol. (100 ug / 1pul) 1

7 50 pg/ml 995 2. Cal. Sol. (10 pg / 1ul) 5

8 30 pug / mi 997 2. Cal. Sol. (10 pg / 1pl) 3

9 10 ug / ml 999 2. Cal. Sol. (10 pg / 1pl) 1

10 5ug/ml 995 3. Cal. Sol. (1 pg/ 1pl) 5

11 30mM H,0, 999 H,0, 0.33

12 Su 1000

Tablo-13 24 ve 48 saatlik inkiibasyon siireleri boyunca T98G, U-138MG ve U-87MG

hiicrelerine uygulanan FCL konsantrasyonlari

Konsantrasyon Besiyeri (ul) Oziit (ul)
0,125mg/ml 855 45
0,25mg/ml 910 90
0,5mg/ml 720 180
Img/mi 540 360
1,5mg/mi 360 540
2mg/ml 180 720
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Tablo-14 24 ve 48 saatlik inkiibasyon siireleri boyunca T98G, U-138MG ve U-87MG

hiicrelerine uygulanan TMZ konsantrasyonlari

Uygulanan dozlar TMZ (ul) Besiyeri (ul)
1 300mM 1,5 1000
2 325mM 1,625 1000
3 350mM 1,75 1000
4 400mM 2 1000
5 450mM 2,25 1000
6 500mM 2,5 1000
7 30mM H202 1 1000
8 Besiyeri - 1000

WST-1 analizinin gerceklestirilebilmesi i¢in, 96 kuyulu kaplarda kiiltiire edilen
hiicrelerin 24 ve 48 saat siiresince farkli dozlardaki bitki 6ziitleri ile muamelesini takiben,
her bir kuyuya 10 ul WST-1 soliisyonu eklendi. Hiicreler 30 dakika siire ile 37°C’de % 5
CO2’lik etiivde inkiibe edildi ve inkiibasyon siiresi sonunda, kiiltiir kabindaki canli ve 6l
hiicre sayilar eliza yontemi ile 420-680 nm dalga boylarinda okutularak belirlendi.

Deneyler, uygulanan her bir doz i¢in en az 3 tekrarli olarak gergeklestirildi.

3.2.3.1.2.2. Lenfosit Hiicrelerinde Hiicre Canlih@1 Analizi

3.2.3.1.2.2.1. Lenfosit izolasyonu

15 ml’lik falkona 3 mL Ficoll konularak kan {izerine yavas¢a yayildi. Oda 1sisinda
1200 xg’de 20 dk santrifiij yapildi. Lenfositler bir pipet yardimiyla baska bir falkona
alind1 ve tizerlerine 5 mL kadar PBS eklendi. Oda sicakliginda 300 xg’de 10 dk santrifiij
edilerek hiicreler yikandi ve bu islem iki kez tekrarlandi. Son yikama isleminden sonra

hiicreler % 10 FBS iceren DMEM F-12 besiyerine ekildi.

70



3.2.3.1.2.2.2. Tripan Mavisi Testi

1 mL’de bulunan canli lenfosit sayisin1 tayin etmek i¢in, lenfosit
stispansiyonlarindan alinan 5 pL 6rnek 5 pL Tripan mavisi ile karistirildi. Boyay1 igine
almamis ve sismemis lenfositler canli olarak nitelendirilerek Thoma laminda 16 biiyiik

kare 40x’lik biiylitme altinda sayildi.

3.2.3.2.Bitki Oziitlerinin Hangi Yolla Anti-Proliferatif Etki Gosterdiginin

Arastirllmasi

3.2.3.2.1.Annexin V Analizi

Bu analiz igin 25cm?’lik hiicre kiiltiir flasklarina 1X10° T98G, U-138MG ve U-
87MG hiicreleri ekildi ve etkin oldugu belirlenen OLE, GSE ve FCL dozlar ile 24 ve 48
saat siireyle muamele edildi. Inkiibasyon siireleri sonunda, besiyerindeki 6lii hiicreler
toplandi. Zeminde yapisik olan hiicreler ise % 0.05 Tripsin ile kaldirildi. Flaskin
zemininden kaldirilan ve besiyerinden toplanan hiicreler bir araya getirildi. Daha sonra,
hiicreler soguk PBS ile yikandi ve 1X Binding buffer ile konsantrasyonlar 1X10°
hiicre/100 pl’ye ayarlandi. Elde edilen hiicre soliisyonundan 12x75 mm’lik polystrene bir
tiipe alind1 ve 5’er pul Annexin V ve PI eklendi. Hiicreler 15 dk oda sicakliginda inkiibe
edildikten sonra 1X Binding buffer eklendi ve Uludag Universitesi Tip Fakiiltesi
Immiinoloji Laboratuvarinda Dog.Dr. Ferah BUDAK rehberliginde FACSCanto akim
sitometri (BD Sciences) cihazinda 6l¢iim yapildi.

Yapilan akim sitometrik 6l¢lim sonucunda PI pozitif, Annexin V negatif olan
hiicreler nekrotik, PI negatif, Annexin V negatif olan hiicreler canli, PI pozitif, Annexin V
pozitif olan hiicreler ge¢ apoptotik ve PI negatif, Annexin V pozitif olan hiicreler erken

apoptotik hiicreler olarak degerlendirildi.
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3.2.3.2.2.TUNEL Analizi

Sem’lik, 4 kuyulu hiicre kiiltlir lamlarina, 1X10° T98G, U-138MG ve U-87MG
hiicreleri ekildi ve etkin oldugu belirlenen OLE, GSE ve FCL dozlar ile 24 ve 48 saat
siireyle muamele edildi. Inkiibasyon siireleri sonunda, besiyerindeki 6lii hiicreler toplandi
ve pH 7,4 olan % 1 paraformaldehit (PFD) iceren PBS soliisyonu ile karistirildi. Lam
tizerinde yapisik halde bulunan hiicreler, olusturulan 6lii hiicre ve % 1 PFD karigimi ile 10
dk siire ile oda sicakliginda muamele edildi ve 5dk siiresince PBS ile yikandi. Bdylece
canlt ve 6lii hiicrelerin lam iizerinde birlikte fikse olmalari saglandi. Daha sonra hiicreler,
5 dk stireyle -20°C’de sogutulmus 2:1 oraninda Etanol: Asetik asit ile muamele edilerek
ikinci bir fiksasyon islemi gerceklestirildi. S5dk’lik ikinci bir PBS ile yikama isleminin
ardindan lamdaki her bir kuyuda fikse olan hiicreler 13 pl dengeleme soliisyonu ile
muamele edildi ve hemen ardindan 3:7 oraninda TdT ve reaksiyon ¢o6zeltisi igeren TdT
enzim soliisyonu ile muamele edilerek 37°C’de 1 saat CO7’li inkiibatorde bekletildi.
Inkiibasyon siiresi sonunda hiicreler 15 saniye boyunca 1: 34 oraninda dH,0 ile dilue
edilmis durdurma/yikama ¢ozeltisi ile yikandi ve yeniden 10dk karanlikta inkiibe edildi.
Inkiibasyon siiresinin ardindan hiicreler 3 defa PBS ile yikanarak 13ul oda sicakligindaki
Anti-Digoksigenin konjugat ile muamele edildi ve 30 dk CO3’li inkiibatdrde bekletildi.
Inkiibasyon siiresi sonunda lamlar 4 defa PBS ile yikandi ve Propidium Iyodiir ile
boyanarak iizerlerine lamel kapatildi. Hazirlanan preparatlar -20°C’de saklanarak 1 giin
icerisinde florasan mikroskobunda degerlendirildi. Yapilan inceleme sonucunda kirmizi

renk gozlenen hiicreler canli, yesil renkli gozlenenler ise apoptotik olarak degerlendirildi.
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3.2.3.3.Hiicre Hatlarinda Etkili Oldugu Belirlenen Bitki Oziitlerinin Primer

Tiimorlerde Etkilerinin Incelenmesi

3.2.3.3.1.Hasta Grubu ve Klinik Ozellikler

Tez caligmasina yeni tan1 konmus, radyoterapi ve kemoterapi almamis, cerrahi
miidahalenin uygulandig1 ve genetik ¢alismalar ile ilgili agiklamalari iceren goniillii olur
formu ile bilgilendirilerek onaylar1 alinmig 20 primer glioblastoma hastas: dahil edildi.
(Hastalarin projeye dahil edilebilmesi icin gerekli olan etik kurul onayr Uludag
Universitesi Tip Fakiiltesi Etik Kurulunun 06.09.2011 tarihli ve 2011-17/07 nolu karari ile
alindi). Tezin gerceklestirilecegi glioblastoma hastalarinin tiimor dokularina ait drnekler
Nérosiriirji Anabilim Dali Ogretim Uyesi Prof. Dr. Ahmet Bekar, Dog. Dr. Hasan Kocaeli
ve Yrd. Dog. Dr. Mevliit Ozgiir Taskapilioglu’nun sorumlulugunda gergeklestirilen beyin
tiimorli operasyonlarindan elde edildi. Calisma grubuna dahil edilen hastalarin klinik

ozellikleri Tablo-15’te belirtildi.
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Tablo-15 Calismaya dahil edilen tiimérlerinin klinik ve histopatolojik 6zellikleri.

Vaka Timor WHO p53  IDH1(R132H) Tam Sagkalim
Lokalizasyon GFAP Ki67
no tipi grade (%) mutasyonu yasi (ay)
1 GBM sol paryetal 4 + 60/1000 0 - 48 1
2 GBM sol frontal 4 + 300/1000 0 - 59 7
3 GBM sol talamik 4 + 300/1000 50 - 58 5
4 GBM sol frontal 4 + 350/1000 50 - 73 14
5 GBM sol oksipital 4 + bilinmiyor 1 - 70 23*
6 GBM sag talamik 4 + 700/1000 0 - 64 17
7 GBM sag frontal 4 + 200/1000 20 - 71 3
8 GBM sol frontal 4 + 270/1000 60 - 64 6
9 GBM sol paryetal bolge 4 + 200/1000 60 - 50 14
10 GBM  sol paryetooksipital 4 + 350/1000 80 - 55 4
11 GBM sol frontoparyetal 4 + 120/1000 80 - 59 8*
12 GBM sag parietal 4 + 600/1000 40 - 48 2
13 GBM frontotemporal 4 + 300/1000 10 - 61 9*
14 GBM sag frontal 4 + 250/1000 60 - 63 9*
15 GBM sol temporal 4 + 200/1000 20 - 62 10*
16 GBM sag frontal 4 + 250/1000 50 - 50 12
17 GBM sol temporal 4 + bilinmiyor 0 - 63 13
18 GBM sag frontoparyetal 4 + 300/1000 30 - 71 14
19 GBM paryetal 4 + 200/1000 30 - 69 15*
20 GBM sag frontal 4 + 200/1000 10 - 67 16

* Takip siiresi sonunda hayatta olan hastalar

3.2.3.3.2.Primer Hiicre Kiiltiirii

Cerrahi miidahale sirasinda hastalardan ¢ikartilan glioblastoma tiimdrlerinin bir

kismi % 5 antibiyotik igeren PBS icerisinde Tibbi Biyoloji AD Hiicre Kiiltiiri

Laboratuvarina ulastirildi. Burada doku ornekleri % 2 antibiyotik iceren PBS igerisine

aktarilarak birkac¢ defa yikandiktan sonra bistiiri ve pensler yardimi ile igne basi kadar

kiiciik pargalara ayrilarak 25 cm2’lik hiicre kiiltiir kaplarina aktarildi. Uzerlerine besiyeri

ilave edilen hiicreler 7 giin boyunca yerleri degistirilmeden kiiltiire edildi.

7. glinde kiiltiir

kaplar1 inverted mikroskop altinda kontrol edilerek primer kiiltiir kaplarinin besiyeri
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degistirildi. Hiicreler, 175 cm”lik flasklari dolduracak kadar cogaltild1 ve dondurularak -
80°C’de saklandi.

3.2.3.3.3. Primer Tiimérlerin Kok Hiicre Icerip Icermediginin Belirlenmesi

Dondurup kaldirilan hiicreler ¢ozdiirtildii ve 7 giin boyunca yerleri degistirilmeden
25cm”lik flasklarda kiiltiire edildi. 7. giinde kiiltiir kaplart inverted mikroskop altinda
kontrol edilerek primer kiiltiir kaplarinin besiyeri serumdan yoksun, 5 pg/ml Heparin, 50
ng/ml Epidermal growth factor, 20ng/ml Fibroblast growth factor, % 2 B27, 10 ng/ml
Leukemia inhibitor factor ve %1 Antibiotic/Antimycotic solution iceren DMEM F12
besiyeri ile degistirildi. Hiicreler kiiltiir kabin1 kaplayacak kadar ¢ogaldiginda, tripsin
uygulanarak kaldirilan hiicreler daha biiyiik flaska pasajlanarak 1X10 hiicreye ulasana dek
¢ogaltildi. Serumsuz medyum igerisinde 1X10” hiicreye ulasabilen flasklardan glioblastom
kok hiicrelerine 6zgii yilizey antijeni olan CD133’iin varligi ile kanser kok hiicrelerin

ayrimi sagland.

3.2.3.3.3.1.Manyetik Ayrim

Primer kiiltiirde ¢cogaltilan hiicreler tripsin uygulanarak kiiltiir kaplarindan kaldirildi
ve 12x75mm’lik polystrene bir tiipe kondu. Tiipe alinan hiicre silispansiyonu iizerine
CD133+ hiicrelere 6zgii pozitif seleksiyon kokteyli ilave edildi. 15 dk’lik inkiibasyon
sliresi sonunda, hiicre-monoklonal antikor karigimi iizerine magnetik nanopartikiiller ilave
edildi. Tiip icerigi nazikge karistirildiktan sonra tiip miknatis igerisine alindi. Siipernatan
atildiginda, tiipte kalan kissmdan CD133+ olan hiicreler elde edildi. Islem 3 kez
tekrarlandi. Elde edilen CD133+ hiicreler kiiltiir kabina ekilerek ¢ogaltildi.
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3.2.3.3.3.2.Akim Sitometrik Analizler

3.2.3.3.3.2.1.CD133 Pozitifliginin Kontrolii

Magnetik ayrim ile elde edilen GBM kok hiicreleri kok hiicre besiyerinde 1X10°
hiicreye ulasana dek ¢ogaltildi. Daha sonra hiicreler % 0.025 tripsin uygulanarak hiicre
kiiltiir kabinin zemininden toplandi ve Ca** ve Mg?* “dan yoksun PBS ile dilue edildi.
Hiicreler anti-10 uL CD133 antikoru (CD133/2 (293C3)-PE Human monoclonal 1gG1;
1:10; Miltenyi Biotec) veya Mouse 1gG2b-PE isotype control antibody (Miltenyi Biotec)
ile 30 dk siiresince boyandi. Inkiibasyon siiresi sonunda hiicreler Cell WASH (BD,
Erembedegem, Belgium) ile yikandi ve CD133+ olan hiicreler Uludag Universitesi Tip
Fakiiltesi Immiinoloji Laboratuvarinda, Dog.Dr. Ferah BUDAK rehberliginde FACSCanto

akim sitometri cihazinda (Becton Dickinson, San Jose, CA) degerlendirildi.

3.2.3.3.3.2.2.Nestin Pozitifliginin Kontrolii

Kanser kok hiicrelerdeki Nestin ekspresyon diizeyinin belirlenebilmesi i¢in hiicreler
Permeabilizing Solution 2 (BD, USA) ile 10 dk oda sicakliginda fikse edildi. Daha sonra
% 4 PFD igeren PBS ile 4°C’de 20 dk siireyle muamele edilerek yikama soliisyonu Cell
WASH (BD) ile 2 defa yikandi. Daha sonra, hiicreler Nestin antikoru (Alexa flour 647
mouse anti-Nestin; BD) veya IgG1 isotype control (Alexa (R) 488) Mouse mAb (BD) ile
muamele edildi. 30 dk’lik inkiibasyon siiresi sonunda hiicreler Cell WASH (BD) ile
yikand1 ve Uludag Universitesi Tip Fakiiltesi Immiinoloji Laboratuvarinda, Dog.Dr. Ferah
BUDAK rehberliginde FACSCanto akim sitometri cihazinda (Becton Dickinson, San Jose,
CA) degerlendirildi.
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3.2.3.3.3.3.Gen Ekspresyon Analizleri

3.2.3.3.3.3.1.RNA izolasyonu

Hiicre kiiltiir flaskinda ¢ogaltilan hiicrelerden tripsinizasyon islemi ile zeminden

toplanarak High Pure RNA Isolation Kit (Roche) prosediiriine uygun sekilde Total RNA
izolasyonu gerceklestirildi. Buna gore, 200 pL. PBS igerisinde bulunan hiicrelere 400 pL
parcalama ve baglanma soliisyonu eklendi ve karigim filtreli tiiplere aktarildi. 15 sn 9000
Xg’de santrifiij gerceklestirilerek altta kalan kisim atildi. Daha sonra filtreli tiiplerin
tizerine 90 pl DNase inkiibasyon ¢ozeltisi ve 10 uL DNase 1 eklenerek 15 dk oda
sicakliginda inkiibe edildi. Inkiibasyon siiresi sonunda filtreler birer defa 500°er uL 1. ve
2. yikama soliisyonlar1 ile yikandi. Her bir yikama isleminin sonunda filtreli tiipler en
yiiksek hizda 1 dk santrifiij edildi. Daha sonra yikama islemi 200 pL 2. yikama soliisyonu
ile tekrarlanarak 2 dk en yiiksek hizda santrifiij edildi. Yikama islemleri tamamlandiktan
sonra filtreli tiipler temiz birer 1,5 ml’lik reaksiyon tiipiiniin igerisine alinarak {izerlerine 50
uL sulandirma soliisyonu eklendi ve 9000 xg’de 1 dk santrifiij edildi. Boylece santrifiij
islemi sonucunda filtereden siiziilen kissmdan RNA eldesi gerceklestirildi.
Gen ekspresyon diizeylerindeki pozitiflik oraninin belirlenebilmesi i¢in 5 adet epilepsi
hastasindan alinan saglikli dokudan da ayni kit yontemi kullanilarak Total RNA izolasyonu
gerceklestirildi. Elde edilen tim RNA’larin kalite kontrolleri ve 260/280 nm dalga
boyundaki optik dansiteleri Nanodrop 2000 spectrophotometer’da kontrol edildi.

3.2.3.3.3.3.2.cDNA Sentezi

Total RNA’dan cDNA sentezlemek amaciyla Protoscript® First Strand cDNA
Synthesis Kit (Biolabs) kullanildi. Uygulanan kit prosediiriine gore cDNA sentezi i¢in iki
farkli karistm hazirlandi (Tablo-16). c¢cDNA c¢evrimi icin 1. basamakta hazirlanan PCR
karisimi 70°C’de 5 dk inkiibe edilerek buza alindi ve lizerine 2. basamakta hazirlanan
karisim eklendi. Olusan karigim 42°C’de 1 saat ve 95°C’de 5 dk inkiibe edildi. Reaksiyon
sonucunda elde edilen 20 pl hacimdeki cDNA, 50 ul nukleaz-free su ile dilue edildi.
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Tablo-16 RNA’dan cDNA sentezlemek amaciyla kullanilan PCR karigimi

PCR karigimi Hacim/reaksiyon
1. basamak

Total RNA (1 ng-2 ng)
Primer dT23VN 2 uL
dNTP 4 uL
Niikleaz free su 16 uL

2. basamak

1. basamakta hazirlanan karigim 16 uL
10X RT Buffer 2ul
RNase Inhibitor 1 uL
M-MuLV Reverse Transcriptase 1 uL
Toplam hacim 20 uL

3.2.3.3.3.3.3.Ekspresyon Analizi

mRNA ekspresyon analizi i¢in total RNA’lardan sentezlenen cDNA’lar kalip
olarak kullanildi. Deneyin gergeklestirilmesi i¢in syber green ile isaretleme yontemine
dayali QuantiTect SYBR Green PCR Kit (Qiagen) kullanildi. RT- PCR reaksiyonu
LC480-II (Roche)’da gerceklestirildi. Uygulanan RT-PCR karisimi ve PCR kosullart
Tablo-17 ve Tablo-18’de verildi.
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Tablo-17 mRNA ekspresyon analizi i¢in uygulanan RT-PCR karigimi

PCR karigimi Hacim/reaksiyon Son konsantrasyon
2x QuantiTect SYBR Green RT-PCR Master Mix 25 uL X

Primer 1 uL 1uM
QuantiTect RT Mix 0.5 uL

cDNA 12 uL 500ng/ reaksiyon
Rnase-free su 11.5 uL

Toplam hacim 50uL

Tablo-18 mRNA ekspresyon analizi i¢in uygulanan RT-PCR kosullari

Basamak Dongii sayist Siire Is1

Baslangic inaktivasyon

basamagi 1 15 dk 95°C
Amplifikasyon basamagi 45

-Denatiirasyon 15sn 94°C
-Baglanma 30 sn 55°C
-Uzama 30 sn 72°C

RT-PCR reaksiyonu sonucunda elde edilen veriler “RT? Profiler™ PCR Array Data

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

programi kullanilarak AACt metodu ile degerlendirildi.

3.2.3.3.4.Primer Tiimorlerin MGMT Metilasyonu A¢isindan Degerlendirilmesi

3.2.3.3.4.1. DNA izolasyonu

Operasyon sirasinda alinan GBM tiimoér dokularindan QIAamp® DNA Mini Kit
(Qiagen) prosediiriine uygun sekilde DNA izolasyonu gerceklestirildi. Buna gore, 25mg
doku parcast mekanik olarak parcalanarak kiigiik pargalara ayrildi. 1.5 mL’lik
mikrosantrifiij tiipline konnan doku parcalarinin tizerine 180 uLL ATL soliisyonu ve 20 uL

Proteinaz K kondu ve 56°C’de 3 saat bekletildi. Inkiibasyon siiresi sonunda mikrosantrifiij
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tiipiine 4 u. RNAse A (100mg/mL) eklendi ve oda sicakliginda 2 dk bekletildi. Daha
sonra 200 pL AL soliisyonu eklendi ve dokular 10 dk 70°C’de bekletildi. inkiibasyon
stiresi sonunda her bir mikrosantrifiij tiiptine 200 pl % 96 etanol eklendi ve elde edilen
karisim kit igeriginde bulunan filtreli tiipe aktarildi. 6000 xg’de 1 dk santrifiij
gerceklestirilerek altta kalan kisim atildi.  Filtreler 500 ul AW1 yikama soliisyonu ile
yikandi ve 6000 xg’de 1dk santrifiij edildi. Daha sonra yikama islemi 500 ul AW2 yikama
soliisyonu ile tekrarlanarak 3 dk en yiiksek hizda santrifiij edildi. Yikama islemleri
tamamlandiktan sonra filtreli tiipler temiz birer 1,5 ml’lik reaksiyon tiipiiniin igerisine
aliarak tiizerlerine 200 pl sulandirma soliisyonu eklendi ve 6000 xg’de 1 dk santrifiij
edildi. Boylece santrifiij islemi sonucunda filtereden siiziilen kisimdan DNA eldesi
gerceklestirildi. Elde edilen tim DNA’larin kalite kontrolleri ve 260/280 nm dalga
boyundaki optik dansiteleri Nanodrop 2000 spectrophotometer’da kontrol edildi.

3.2.3.3.4.2. MGMT Mietilasyon Analizi

Calismaya dahil edilen hastalarn MGMT geni promotor bolge metilasyon
oranlarinin degerlendirilebilmesi i¢in Epitech Methyl 11 PCR Assay (Qiagen) Kkiti
kullanilarak metilasyon spesifik yiliksek ¢oziniirliklii erime (MS-HRM) analizi
gerceklestirildi. Uygulanan kit prosediiriine gore DNA’nin metilasyona 6zgii resriksiyon
enzimleri ile kesimi i¢in Tablo-19’da belirtildigi sekilde reaksiyon karisimi 1 ve her bir
MO, MS, MD ve MSD enzim kesimleri i¢in reaksiyon karisimi 2 hazirlandi (Tablo-20).

Tablo-19 MGMT metilasyon analizi igin hazirlanan reaksiyon karisimi-1
X1

5X Digestion buffer: 13 uL

Rnase/Dnase free H20:  Toplam hacimi 60 uL’ye tamamlayacak kadar

DNA: 125 ng
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Tablo-20 MGMT metilasyon analizi i¢in hazirlanan reaksiyon karigimi-2
MO MS MD MSD

MS (A): - 35 - 35
MD(B): - - 35 35
H20: 7 35 35 -

Toplam: 7 uL 7 uL 7 uL 7 uL

Her bir 6rnegin MO, MS, MD ve MSD kesimleri i¢gin 4.67 pL reaksiyon karigimi 1
ve 0.33 pL reaksiyon karisimi 2 olacak sekilde toplam 5 pL karisim hazirlandi. Hazirlanan
karisim 37°C’de 6 saat ve 65°C’de 20 dk inkiibe edildi. Inkiibasyon siiresi sonunda her bir
ornegin MO, MS, MD ve MSD kesimlerinin MGMT metilasyonu analizi i¢in uygulanan
RT-PCR karisimi ve PCR kosullar1 Tablo-21 ve Tablo-22’de verildi.

Tablo-21 MGMT metilasyon analizinde kullanilan RT-PCR karigimi

Mo Ms Md Msd
master mix 12.5 uLL 12.5 uL 12.5 uL 12.5 uLL
primer mix 1 uL 1 uL 1 uL 1 uL
Mo tirtinti SuL - - -
Ms tirtinti - SuL - -
Md iiriinii - - 5uL -
Msd tirtinii - - - 5uL
H.O 6.5 uL 6.5 uL 6.5 uL 6.5 uL
Toplam 25 uL 25 uL 25 uL 25 uL

Tablo-22 MGMT metilasyon analizinde kullanilan PCR kosullari

sicaklik stire dongii
95°C 10 dk 1
99°C 3sn
72°C 1dk 3
97°C 15sn
72°C 1dk 45
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3.2.3.3.5.Kanser Kok Hiicrelerde Uygun Bitki Oziitii Dozlarinin Denenmesi

GSC (+) timorler 96 kuyulu kiiltiir kaplarina, her bir kuyuda 2X10° hiicre olacak
sekilde ekilerek, daha once sitotoksik etkiye sahip oldugunu belirledigimiz bitkisel 6ziit ve
TMZ dozlan ile 24 ve 48 saat siliresince muamele edildi. Hiicrelerin 6ziit ve TMZ
muamelesi sonundaki ¢ogalma oranlar1 WST-1 analizi ile arastirildi.

WST-1 analizinin gerceklestirilebilmesi i¢in, 96 kuyulu kaplarda kiiltiire edilen
hiicrelerin 24 ve 48 saat siiresince farkli dozlardaki bitki 6ziitleri ile muamelesini takiben,
her bir kuyuya 10 pl WST-1 soliisyonu eklendi. Hiicreler 30 dakika siire ile 37°C’de % 5
COy’lik etiivde inkiibe edildi ve inkiibasyon siiresi sonunda, kiiltiir kabindaki canli ve 6li
hiicre sayilar1 eliza yontemi ile 420-680 nm dalga boylarinda okutularak belirlendi.

Deneyler, uygulanan her bir doz igin 3 tekrarli olarak gergeklestirildi.

3.2.3.3.6.Bitki Oziitlerinin miRNA Ekspresyon Diizeylerine Etkilerinin Arastirilmasi

GSC (+) timérler 6 kuyulu kiiltiir kaplarma, her bir kuyuda 1,2X10° hiicre olacak
sekilde ekilerek, daha 6nce T98G, U-138MG ve U-87MG hiicrelerinde sitotoksik etkiye
sahip oldugunu belirledigimiz konsantrasyonlarda OLE, GSE ve FCL ile 24 ve 48 saat
siiresince muamele edildi. Inkiibasyon siireleri sonunda, besiyerindeki &lii hiicreler
toplandi. Zeminde yapisik olan hiicreler ise % 0.05 Tripsin ile kaldirildi. Flaskin
zemininden kaldirilan ve besiyerinden toplanan hiicreler bir araya getirildi. Boylece hiicre
kiiltiir kabindan toplanan hiicreler, 200 uL PBS igerisinde resiispanse edilerek RNA

1zolasyonu yapilana kadar -80°C” de sakland.

3.2.3.3.6.1.RNA izolasyonu

Bitkisel ozitler ile muamele edildikten sonra -80°C’de muhafaza edilerek saklanan
hiicrelerden RNA izolasyonu 3.2.3.3.4.3.1°de belirtildigi sekilde High Pure RNA Isolation

Kit (Roche)’un prosediiriine uygun olarak gergeklestirildi.
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3.2.3.3.6.2.cDNA Sentezi

miRNA’dan c¢DNA ¢evrimi islemi, miScript Reverse Transcriptase kit’in
prosediiriine uygun olarak gerceklestirildi. Buna gore, her bir RNA 6rneginden 125-250
ng’1t buz icerisine alindi ve Tablo-23’te belirtildigi sekilde PCR reaksiyon karigimi

olusturuldu.

Tablo-23 miRNA’dan cDNA sentezi i¢in uygulanan PCR karigimi

PCR karigimi Hacim/reaksiyon
5x miRNA Revers Transkriptaz Soliisyonu 4 uL
10x niikleik asit karigimi 2 ulL
RNase-free su 6 uL
miRNA Revers Transkrisptaz Enzimi 2 uL
Total RNA 6 uL
Toplam hacim 20 uL

Olusturulan PCR karisimi 6nce 37°C’de 60 dk ve ardindan 95°C’de 5 dk inkiibe
edilerek buza alindi. 20 pl hacimdeki ¢cDNA karisimi 200 pl RNase-free su ile
sulandirilarak -20°C’de saklandi.

3.2.3.3.6.3.Ekspresyon Analizi

3.2.3.3.6.3.1. Superarray Yontemi

Elde edilen cDNA’lardan literatiir arastirmasi ve web tabanli programlar
kulanilarak, GBM tlimoérlerinin olusumunda ve gelisiminde, hiicre dongiisii ve apoptosis ile
ilgili sinyal yolaklarmin diizenlenmesinde rol oynadigi belirlenen 40 miRNA’nin
ekspresyon seviyeleri superarray yontemi ile belirlendi. Degerlendirilen miRNA’lar ve
erisim numaralari Tablo-24’te verildi. Deneyin gerceklestirilmesi i¢cin syber green ile

isaretleme yoOntemine dayali SABiosciences PCR Array (Qiagen) kullanildi. RT- PCR
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reaksiyonu LC480-11 (Roche)’da gerceklestirildi. Uygulanan RT-PCR karisimi ve PCR
kosullar1 Tablo-25 ve Tablo-26’da verildi.

Tablo-24 Degerlendirilen miRNA’lar ve erisim numaralari

No miRNA Sanger ID miRNA Erisim

numarasi

No miRNA Sanger ID

miRNA Erisim

numarasi

1 hsa-miR-7

2 hsa-miR-9

3 hsa-miR-10a
4 hsa-miR-10b
5 hsa-miR-15b
6 hsa-miR-21

7 hsa-miR-24

8 hsa-miR-24-2*
9 hsa-miR-26a
10 hsa-miR-101
11  hsa-miR-124
12 hsa-miR-125b
13  hsa-miR-128
14  hsa-miR-133a
15 hsa-miR-133b
16 hsa-miR-135a
17  hsa-miR-137
18 hsa-miR-145
19 hsa-miR-146a
20 hsa-miR-153

MIMAT0000252
MIMAT0000441
MIMATO0000253
MIMAT0000254
MIMATO0000417
MIMATO0000076
MIMAT0000080
MIMAT0004497
MIMAT0000082
MIMAT0000099
MIMAT0000422
MIMAT0000423
MIMAT0000424
MIMAT0000427
MIMATO0000770
MIMAT0000428
MIMAT0000429
MIMAT0000437
MIMAT0000449
MIMAT0000439

21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40

hsa-miR-155
hsa-miR-181a
hsa-miR-181b
hsa-miR-181c
hsa-miR-193b*
hsa-miR-195
hsa-miR-210
hsa-miR-219-1-3p
hsa-miR-221
hsa-miR-222
hsa-miR-296-5p
hsa-miR-320
hsa-miR-330-3p
hsa-miR-451
hsa-miR-455-3p
hsa-miR-502-3p
hsa-miR-584
hsa-let-7a
hsa-let-7b
hsa-let-7d

MIMAT0000646
MIMATO0000256
MIMAT0000257
MIMAT0000258
MIMATO0004767
MIMAT0000461
MIMAT0000267
MIMAT0004567
MIMAT0000278
MIMAT0000279
MIMAT0000690
MIMATO0000510
MIMATO0000751
MIMAT0001631
MIMAT0004784
MIMATO0004775
MIMATO0003249
MIMAT0000062
MIMATO0000063
MIMATO0000065

Tablo-25 miRNA superarray analizi i¢in uygulanan RT-PCR karigimi

RT-PCR karigimi Hacim/Reaksiyon

2x SYBR Green PCR Enzimi 1275 uL
RNase-free su 1173 uL
cDNA 102 uL
Toplam hacim 2550 uL
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Tablo-26 miRNA superarray analizi i¢in uygulanan RT-PCR kosullari

Basamak dongii sayis1  Siire Is1
Baslangi¢ inaktivasyon
Tne 4 1 10dk  95°C
basamagi
Amplifikasyon basamagi 40
-denatiirasyon 15sn 95°C
Her 72°C de florasan
-baglanma 1dk 60°C
okuma yapildi
- uzama 30sn  70°C
Erime egrisi analizi basamagi 1
65 C den 95°C ye devamli
1dk 95°C
florasan okuma yaptirildi
2dk 65°C
30sn 95°C
2°C’ye
baglandi.

3.2.3.3.6.3.2. Single Assay Yontemi

miRNA ekspresyon analizi i¢gin RNA’lardan sentezlenen miRNA cDNA’lar1 kalip

DNA olarak kullanildi. Deneyin gerceklestirilmesi i¢in syber green ile isaretleme
yontemine dayali miScript miRNA PCR array kit (Qiagen) kullamildi. RT- PCR
reaksiyonu LC480-I1 (Roche)’da gerceklestirildi. Uygulanan RT-PCR karisimi ve PCR

kosullar1 Tablo-27 ve Tablo-28’de verildi.
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Tablo-27 miRNA ekspresyon analizi i¢in uygulanan RT-PCR karisimi

RT-PCR karigimi Hacim/Reaksiyon
2x SYBR Green PCR Enzimi 12,5 uL

10x Universal Primer IuL
RNase-free su 10,5 uLL
cDNA 1 uL
Toplam hacim 25 uL

Tablo-28 miRNA ekspresyon analizi i¢in uygulanan RT-PCR kosullari

Basamak dongii sayisi Siire Is1

Baslangic inaktivasyon

basamagi 1 15 dk 95°C
Amplifikasyon basamagi 40

-denatiirasyon 15 sn 94°C
-baglanma 30sn 55°C
- uzama 30 sn 70°C

b

RT-PCR reaksiyonu sonucunda elde edilen veriler “miScript miRNA PCR Arrays’

(http://pcrdataanalysis.sabiosciences.com/mirna) web tabanli programi kullanilarak AACt

metodu ile degerlendirildi.

3.2.3.3.7.miRNA’larin Hedef Genlerinin Belirlenmesi

miRNA’larin hedef genleri, KEGG (http://www.genome.jp/kegg) ve BioCarta
(http://www.biocarta.com/)’da yayinlanan, hiicre sinyal yolaklarini hedefleyen miRNA’lar

ile ilgili  bilgi  sunan  miRWalk  veritabanindan  (http://www.umm.uni-

heidelberg.de/apps/zmf/mirwalk) yararlanilarak belirlendi. Ayrica miRNA’lar ile hedef
genleri arasindaki iliski KEGG and NCBI-Gene (http://www.ncbi.nlm.nih.gov)’den

yararlanilarak arastirildi ve literatiir bilgisi ile desteklendi.
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3.2.3.3.7.1. RT-PCR Reaksiyonu Ile Hedef Genlerin Ekspresyon Seviyelerinin

Belirlenmesi

Bitkisel oziitler ile muamele edildikten sonra, hiicrelerden High Pure RNA Isolation
Kit (Roche)’'un prosediirine uygun olarak izole edilen RNA’lardan, 3.2.3.3.4.3.2°de
belirtildigi sekilde Protoscript® First Strand ¢cDNA Synthesis Kit (Biolabs) prosediiriine
uygun olarak cDNA sentezi gerceklestirildi. Oziit muamelesi sonucu ekspresyon
seviyesinde anlamli sekilde degisiklik oldugu belirlenen miRNA’larin hedef genlerinin
ekspresyonlari, 3.2.3.3.4.3.3’te belirtildigi sekilde RT-PCR reaksiyonu ile belirlendi ve
elde edilen veriler “RT? Profiler™ PCR Array Data Analysis programinda degerlendirildi.

3.2.3.3.7.2.Western-Blot Analizi

Kullanilan soliisyonlarin hazirlanisi:

- 1P Buffer

50 mM Tris pH:7.5

150 mM NaCl

% 10 gliserol

0.5 NP40 protein inhibitor ref: 1187350001

*15 ml IP buffer igerisine 1 protein inhibitor tablet atildi1 ve ¢ozliniince buffer buz igerisine
alind1.

- Yiiriitme tamponu:

10 X TGC buffer’dan seyreltilerek 1 X TGS hazirlandi (BIORAD # 161-0772)

25 mM Tris

192 mM Gilisin

% 0.1 SDS, (pH =8.3)

- Transfer tamponu:

100 mL 10X Tris/Glycine Buffer (5 L) (BIORAD # 161-0771)
200 mL Metanol

700 mL dH,0
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(+4°C’de sogutularak kullanildi.)

- TTBS:

100 mL (% 10) Tween 20 (BIORAD # 161-0781)
200 mL TBS (10X Tris BIORAD # 170-6435)

2 L’ye dH,0 ile tamamlanarak kullanildi.

- MILK:

2.5 gr MILK (Non-fat Dry milk 500g cat: M0841)
0.5 gr Albumine bovine serum (Sigma A9647)
50 mL Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline (PBS) (Sigma D 8537)

- %2 Bovine Serum Albumin (BSA):

0.1 gr Sodyum azide (S-8032)
10 gr BSA (A 9647)
500 mL PBS (Sigma D 8537) manyetik karistiricida ¢oziildi ve; vakum kullanilarak 0.22

um por biiyiikliiglindeki hidrofilik membrandan gecirildi.

Western Blot analizi laboratuvar kosullarimiza uygun olarak asagidaki sekilde optimize

edildi:

- Protein ekstraksiyonu:

-80°C’den alinan 6rnekler eppendorf tiiplere aktarilarak buza gomiildii.
Pelletin biiyiikliigiine gore ~120 pL IP buffer ilave edilerek pellet ile
karistirtlip 6rnekler eppendorfa aktarildi.

5 dk buzda bekiletildi.

18000 xg’de +4°C’de 5 dk santrifiij edildi.

Stipernatan yeni eppendorf tiiplere aktarildi ve buza alindi.

Qubit cihazi kullanarak her bir 6rnegin protein konsantrasyonlari belirlendi.
Poliakrilamid jele yiikleme i¢in tiim Orneklerin konsantrasyonlar1 80 pg

olacak sekilde seyreltmeleri yapildi.

- Proteinlerin jele vitkklenmesi ve jelden membrana transfer edilmesi:

15 pl hacimde 80 pg protein igeren oOrneklere 5 pL igerisinde [
merkaptaetanol iceren 5X loading buffer eklendi.
Ornekler 1sitic1 blokta 100°C’de 5 dk bekletildi ve 1 dk buza alind.
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Santrifiijde spin down yapild1.

Ornekler %4-%20 konsantrasyondaki Mini-PROTEAN® TGX™ (BORAD
# 456-1095) jele yiiklendi ve elektroforez tankina yiiriitme tamponu olarak
1X TGS (Glycine/SDS Buffer (5 L) (BIORAD # 161-0772) kondu.

1. kuyucuga 5 pL protein marker ( BIORAD # 161-0374 dual colour)
yiiklendi.

2. Kuyucuktan itibaren 80 pg protein igeren drnekler kuyucuklara yiiklendi.
80V’ta yaklasik 85 dk oda sicakliginda yiiriitiildii.

Jel elektroforezinde yiirime tamamlandiktan sonra patch (bez)’ler ve
kartonlar transfer tampon ile 1slatildu.

patch (bez)- alt karton — jel — membran — iist karton — patch olacak sekilde
sandvi¢ hazirlandi ve transfer aparatina yerlestirilerek onceden hazirlanan
tranfer buffer ve buz iceren elektroforez tanki igerisinde 250 mA’de

+4°C’de gece boyunca yiiriitiilerek 1slak transfer gergeklestirildi.

- Proteinlerin membranda goriintiillenmesi:

Transfer sonucunda membran {izerine Ponceau S soliisyonu (Sigma P7170)
konarak jelden membrana gegen proteinlerin varligi kontrol edildi.
Membran TTBS ile yikanarak Ponceau S sollisyonu membrandan
uzaklastirildi.

Membran 1 dk TTBS igerisinde ¢alkalayicida ¢alkalandi.

- Western blotlama:

Membran kapakli bir kaba kondu ve dnceden hazirlanan MILK igerisinde
edilerek 25xg’de oda sicakliginda orbital calkalayicida 1 saat boyunca
calkalandi.

1 saatlik MILK ile ¢alkalama isleminden sonra, membran {izerine TTBS
konup 10 dk 38 xg’de orbital ¢alkalayicida ¢alkalandi.

Membran TTBS ile yikandiktan sonra, membran 1:300 oraninda BSA ile
dilue edilmis olan primer antikor (PathScan® Multiplex Westhern Coctail 11
#5302) ile bir gece boyunca +4°C’de 25 xg’de orbital calkalayicida

calkalanarak muamele edildi.
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Primer antikorun uzaklastirilabilmesi i¢in membran TTBS ile 30 dk
boyunca 38 xg’de c¢alkalanarak yikandi. (Her 10dk’da bir TTBS
degistirildi).

Sekonder antikor olarak Goat Anti-Rabbit 1IgG HRP (Cat no: ab97069)
1:10000 oraninda TTBS ile dilue edilerek hazirlandi.

Primer antikor uzaklastirildiktan sonra membran sekonder antikor ile
muamele edilerek 3 saat siiresince ¢alkalayicida oda sicakliginda calkalandi.
Sekonder antikorun uzaklastirilabilmesi i¢in membran TTBS ile 30 dk
boyunca ¢alkalanarak yikandi. (Her 10 dk’da bir TTBS degistirildi).

TTBS’ten alinan membran dikkatlice kurulandi.

- Antikorla isaretlenen proteinlerin gorintiilenmesi:

Olusan protein bantlariin goriintiilenebilmesi i¢in memran, 1:1 olarak buz
tizerinde hazirlanan PIERCE ECL Westhern Blotting  Substrat
(Thermoscientific # 32106) (5 mL: 5 mL) ile 1 dk sliresince karanlik
ortamda muamele edildi.

Membran {izerine otoradyografi filmi konularak proteinler goriintiilendi
(Cat no: E3018).

3.2.4.Ex-Vivo Analizler

3.2.4.1. CAM Analizi

Fertilize olmus tavuk yumurtalari 37°C’de % 60 nemlilik oraninda kulucgka

makinesinde inkiibe edildi. Civciv embriyosu gelisiminin 7. giinlinde aseptik kosullarda

yumurta kabugu tizerinde kiigiik bir pencere acildi ve Korioallantoik zara ulasildi. Zar

tizerinde orta biiyiikliikteki damar dallanma noktasi {lizerine, T98G veya GSC hiicreleri 1

x10°/20 pL olacak sekilde inokiile edildi. Hiicreler iizerine 1 mg/mL OLE, 2 mg/mL OLE

veya 0.25 mg/mL FCL ilave edildi. Negatif kontrol olarak yalnizca hiicrelerin inokiile

edildigi yumurtalar kullanildi. Yumurtalarda agilan pencere selo bant ile kapatildiktan

sonra yine ayni kulugka kosullarinda 10 giin boyunca inkiibasyona birakildi (Sekil-17).
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Deney sonunda tiimér dokusu zarla beraber uzaklastirildi ve hassas terazide tartildi.

VEGFA ekspresyonu analizi i¢in tiimdr dokulari -80°C’de saklandi.

Sekil-17 Yumurtalara acilan pencerelere kanser hiicresi ve 6ziit inokiilasyonu yapilip selo

bant ile kapatilmasi

3.2.4.1.1. VEGFA Ekspresyon Analizi

CAM assay’de olusturulan ve bitkisel 6ziitler ile muamele edildikten sonra yumurta
zarindan uzaklastirilan tiimor dokularindan 3.2.3.3.4.3.1°de belirtildigi sekilde High Pure
RNA Isolation Kit (Roche)’un prosediiriine uygun olarak RNA izolasyonu gergeklestirildi.
Elde edilen RNA’lardan, 3.2.3.3.4.3.2’de belirtildigi sekilde Protoscript® First Strand
cDNA Synthesis Kit (Biolabs) prosediirine uygun olarak cDNA sentezlendi ve
3.2.3.3.4.3.3’te belirtildigi sekilde RT-PCR reaksiyonu gergeklestirilerek CAM assay’den
elde edilen timorlerdeki VEGFA geni expresyon seviyesi belirlendi. Elde edilen veriler

“RT? Profiler™ PCR Array Data Analysis programinda degerlendirildi.

3.2.5. istatistiksel Yontem

WST-1 analizinde bitkisel oziitlerin etkin dozlarmin arastirildigi grup sayilari
ikiden fazla oldugundan, her bir gruptan elde edilen veriler arasinda anlamli bir fark olup

olmadig1 tek yonlii varyans analizi ile arastirildi. Gruplar arasinda fark bulundugunda,
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farkliligin hangi gruptan kaynaklandig1 Tukey testi ile incelendi. GSC varliginin hastalarin
sagkalim siireleri {izerindeki etkisinin arastirilabilmesi ig¢in kaplan-meier analizinden
yararlanildi. GSC (+) ve GSC (-) timorlerin MGMT metilasyon seviyeleri arasindaki fark,
grup sayisi iki oldugundan ve parametrik test varsayimlari yerine geldiginden, iki ortalama
arasindaki farkin 6nemlilik testi (bagimsiz T testi) ile arastirildi. Orneklem gruplarinin
MRNA ve miRNA ekspresyon seviyeleri ve oérneklem gruplart arasindaki kat degisimleri
web tabanli “RT? profiler PCR Array Data Analysis” programindan yararlanarak bagimsiz

T testi ile hesaplandi (http://pcrdataanalysis.sabiosciences.com/pcr/arrayanalysis.php).
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4. BULGULAR

4.1. Bitkisel Oziitlerin T98G, U-138MG ve U87MG GBM Hiicre Hatlarindaki
Sitotoksik Etkileri

4.1.1. VA

4.1.1.1. VA’nin GBM Hiicre Hatlarinda Sitotoksik Aktivitesi

WST-1 analizine gore T98G, U-138MG ve U-87MG hiicrelerinin 24 ve 48 saat VA

ile muamelesinden sonra luminometrik olarak elde edilen degerler Tablo-29 — 31°de ve bu

degerler kullanilarak belirlenen ortalama canlilik oranlar1 Sekil-18 —20°de gdsterilmistir.

Tablo-29 24 ve 48 saatlik VA muamelesi sonunda T98G hiicrelerinde gergeklestirilen

WST-1 analizi sonuclar1

24 saat
(-) Kontrol | 15ng/mL |30 ng/mL |50 ng/mL | 60 ng/mL | 70 ng/mL | 80 ng/mL | 90 ng/mL | 100 ng/mL | 250 ng/mL | 500 ng/mL | (+) Kontrol
1.deneme 2.669 1.201 0.309 2.071 1.477 1.423 1.229 0.495 0.911 0.709 1.131 0.074
2.deneme 0.243 1.565 0.337 2.258 1.262 0.999 1.188 0.883 0.868 0.705 1.129 0.334
3.deneme 2.966 2.175 2.624 2.339 2.531 2.811 1.778 1.659 1.081 0.732 1.103 0.285
4.deneme 0.411 1.985 2.028 1.768 3.147 2.192 2.157 1.767 2.123 0.704 1.155 0.288
5.deneme 3.707 2.302 2.269 3.198 3.191 2.232 2.237 2.054 1.513 0.738 1.057 0.336
6.deneme 3.506 2.508 2.342 0.438 3.729 1.940 2112 1.888 2.113 0.708 1.102 0.293
7.deneme * 2.250 3.190 3.430 * 2.045 2.137 1.908 1.819 0.684 1.076 0.356
8.deneme 3.756 2.613 2.762 3.581 * 1.742 1.160 2.330 1.404 0.71 1.084 0.357
Ortalama 3.321 2.075 2.536 2.664 2.556 2.074 1.750 1.934 1.676 0.711 1.105 0.290
48 saat
(-) Kontrol | 15ng/mL | 30ng/mL | 50ng/mL | 60ng/mL | 70ng/mL | 80ng/mL | 90ng/mL | 100 ng/mL | 250 ng/mL | 500 ng/mL | (+) Kontrol
1.deneme 1.478 1.537 1.105 1.895 1.948 1.726 1.842 1.678 1.353 0.707 1.180 0.206
2.deneme 1.621 1.504 1.293 1.312 2.165 1.864 2.182 1.270 1.339 0.693 1.157 0.205
3.deneme 1.448 1.535 1.414 1.190 1.415 1.735 2.047 1.092 1.196 0.755 1.181 0.214
4.deneme 1.616 1.953 2112 1.806 1.310 1.916 1.789 1.703 1.393 0.743 1.155 0.203
5.deneme 1.379 1.776 2.042 1.817 1.377 1.340 1.045 1.466 0.758 0.675 1.097 0.196
6.deneme * 1.578 1.823 1.640 1.632 1.605 1.695 1.625 1.501 0.728 1.186 0.255
7.deneme * 1.798 1.820 1.606 1.515 1.538 1.637 1.212 1.131 0.695 1.189 0.229
8.deneme * 1.166 1.484 1.474 2.174 1.548 1.598 0.817 1.077 0.793 1.149 0.310
Ortalama 1.508 1.606 1.637 1.593 1.692 1.659 1.729 1.435 1.284 0.723 1.162 0.227

(-) Kontrol: Muamelesiz hiicre, (+) Kontrol: 30 mM H,0; *: Analiz edilemedi.
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Sekil-18 24 (A) ve 48 (B) saatlik VA muamelesi sonunda T98G hiicrelerinde belirlenen

hiicre inhibisyon oranlar1. *: p < 0.05, (-) Kontrol: Muamelesiz hiicre, (+) Kontrol: 30 mM

H20,

Tablo-30 24 ve 48 saatlik VA muamelesi sonunda U138MG hiicrelerinde gergeklestirilen

WST-1 analizi sonuglari

24 saat
©)
Kontrol | 15 ng/mL | 30 ng/mL | 50 ng/mL | 60 ng/mL | 70 ng/mL | 80 ng/mL | 90 ng/mL | 100 ng/mL | 250 ng/mL | 500 ng/mL | (+) Kontrol

1. deneme 1523 |0.338 0.469 0.447 0.472 0.394 0.659 0.475 0.412 0.637 0.913 0.182
2. deneme 1653 |1.132 0.911 0.453 0.391 0.382 0.566 0.375 0.404 0.595 0.878 0.177
3. deneme 1.37 1.155 0.773 0.464 0.403 041 0.381 0.409 0.388 0.634 0.878 0.17

4. deneme 1329 |1.057 0.837 0.537 0.382 0.395 0.455 0.356 0.461 0.613 0.87 0.178
5. deneme 1.538 1.293 0.704 0.419 0.364 0.376 0.412 0.376 0.426 0.602 0.847 0.174
6. deneme 1.49 1.292 0.715 0.462 0.428 0.391 0.408 0.371 0.375 0.598 0.863 0.171
7. deneme 1.426 1471 0.84 0.488 0.427 0.485 0.477 0.375 0.449 0.602 0.997 0.157
8. deneme 1.065 |1.027 1.089 0.506 0.443 0.462 0.511 0.418 0.394 0.663 0.951 0.174
Ortalama 1.424 1.095 0.792 0.472 0.413 0.411 0.483 0.394 0.413 0.618 0.899 0.172

48 saat
(-) Kontrol | 15 ng/mL | 30 ng/mL | 50 ng/mL | 60 ng/mL | 70 ng/mL | 80 ng/mL | 90 ng/mL | 100 ng/mL | 250 ng/mL | 500 ng/mL | (+) Kontrol

1. deneme | 1.251 1.147 0.803 0.712 0.696 0.617 0.56 0.625 0.542 0.655 1.042 0.18

2. deneme | 1.449 1.468 0.879 0.581 0.611 0.53 0.53 0.47 0.424 0.639 0.937 0.17

3.deneme | 1.14 1.321 0.8 0.742 0.575 0.539 0.57 0.472 0.484 0.643 0.928 0.193
4. deneme | 0.917 1.294 0.911 0.582 0.488 0.455 0.455 0.439 0.449 0.652 1.001 0.164
5. deneme | 0.91 0.826 0.581 0.633 0.565 0.492 0.471 0.462 0.45 0.651 0.91 0.154
6. deneme | 0.963 1.199 0.917 0.527 0.464 0.437 0.473 0.426 0.439 0.648 0.925 0.172
7. deneme | 1.472 1.057 0.799 0.585 0.595 0.428 0.436 0.453 0.444 0.628 0.955 0.166
8. deneme | 1.471 1.026 0.6 0.382 0.393 0.386 0.406 0.422 0.428 0.661 0.95 0.174
Ortalama | 1.196 1.167 0.786 0.593 0.548 0.485 0.487 0.471 0.457 0.647 0.967 0.171

(-) Kontrol: Muamelesiz hiicre, (+) Kontrol: 30 mM H,0,
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Sekil-19 24 (A) ve 48 (B) saatlik VA muamelesi sonunda U-138MG hiicrelerinde

belirlenen hiicre inhibisyon oranlari. (-) Kontrol: Muamelesiz hiicre, (+) Kontrol: 30 mM

H20,

Tablo-31 24 ve 48 saatlik VA muamelesi sonunda U-87MG hiicrelerinde gerceklestirilen

WST-1 analizi sonuclar1

24 saat

(-) Kontrol | 15ng/mL | 30ng/mL | 50ng/mL | 60ng/mL | 70ng/mL | 80ng/mL | 90ng/mL | 100ng/mL | 250ng/mL | 500ng/mL | (+) Kontrol
1. deneme 0.519 0.762 0.789 0.48 0.457 0.348 0.364 0.378 0.305 0.586 0.779 0.135
2. deneme 1.551 1.404 1.638 1.088 0.648 0.58 0.519 0.507 0.438 0.624 0.82 0.214
3. deneme 1.321 1417 1.541 0.798 0.826 0.594 0.526 0.507 0.508 0.594 0.815 0.228
4. deneme 1.518 1.811 1.536 0.964 0.856 0.601 0.524 0.542 0.537 0.604 0.836 0.224
5. deneme 1.388 1.321 1.52 1.072 0.818 0.643 0.544 0.561 0.447 0.601 0.886 0.219
6. deneme 1.45 1.213 124 0.947 0.713 0.524 0.466 0.446 0.448 0.677 0.835 0.218
7. deneme 1.416 0.883 0.983 0.925 0.768 0.46 05 0.482 0.415 0.62 0.853 0.209
8. deneme 1.68 1.391 1.079 0.698 0.672 0.521 0.536 0.49 0.427 0.67 1.016 0.187
Ortalama 1.355 1.275 1.290 0.871 0.719 0.533 0.497 | 0.4895 0.440 0.622 0.855 0.204

48 saat

(-) Kontrol | 15ng/mL | 30ng/mL | 50ng/mL | 60ng/mL | 70ng/mL | 80ng/mL | 90ng/mL | 100ng/mL | 250ng/mL | 500ng/mL | (+) Kontrol
1. deneme 0.913 0.843 0.651 0.456 0.408 0.425 0.391 0.356 0.364 0.652 0.91 0.211
2. deneme 0.968 0.806 0.676 0.69 0.589 0.33 0.394 0.329 0.351 0.674 0.869 0.195
3. deneme 1.04 0.678 0.819 0.741 0.599 0.384 0.467 0.373 0.338 0.653 0.863 0.197
4. deneme 0.933 0.736 0.878 0.753 0.632 0.389 0.425 0.375 0.346 0.662 0.971 0.183
5. deneme 0.836 0.604 1.134 0.743 0.723 0.47 0.365 0.363 0.358 0.664 0.883 0.193
6. deneme 1.038 0.603 0.811 0.758 0.69 0.527 0.352 0.323 0.354 0.676 0.895 0.192
7. deneme 0.861 0.895 0.751 0.861 0.681 0.562 0.342 0.296 0.356 0.698 0.903 0.18
8. deneme 1117 0.936 0.226 0.702 0.72 0.509 0.498 0.409 0.387 0.686 0.952 0.229
Ortalama 0.963 0.762 0.743 0.713 0.630 0.449 0.404 0.353 0.356 0.670 0.905 0.197

(-) Kontrol: Muamelesiz hiicre, (+) Kontrol: 30 mM H,0,
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Sekil-20 24 (A) ve 48 (B) saatlik VA muamelesi sonunda U-87MG hiicrelerinde belirlenen
hiicre inhibisyon oranlari. (-) Kontrol: Muamelesiz hiicre, (+) Kontrol: 30 mM H,0,

Yapilan istatistiksel degerlendirme sonucunda, VA’'nin T98G, U-138MG ve U-
87MG hiicrelerinde 24 ve 48 saat’lik inkiibasyon siirelerinde hiicre canliliginda yol ag¢tig1
degisimin doza bagl olarak artan ya da azalan bir degisim olmadig1 belirlenmistir. Bu

nedenle tez projesi kapsaminda gergeklestirilen ileri analizlere bu 6ziit dahil edilmemistir.

4.1.2. GSE

4.1.2.1. GSE’nin Yapisinda Bulunan Etken Maddeler

HPLC/ DAD analizi ile standardize edilmis GSE’nin iceriginde 24.542 +0.010
mg/gr gallik asit, 6.139 + 0.002 mg/gr epigallokatesin galat, 3.807 + 0.012 mg/gr katesin,
2.180 + 0.001 mg/gr epikatesin galat ve 0.162 £ 0.001 mg/gr gallik asit olmak iizere 36.8
mg/gr total prosiyanidin (n = 2) oldugu belirlendi.
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4.1.2.2. GSE’nin GBM Hiicre Hatlarindaki Sitotoksik Aktivitesi

WST-1 analizine gore T98G, U-138MG ve U-87MG hiicrelerinin 24 ve 48 saat

GSE ile muamelesinden sonra luminometrik olarak elde edilen degerler Tablo-32 — 34°te

ve bu degerler kullanilarak belirlenen ortalama canlilik oranlann Sekil-21 — 23’te

gosterilmistir.

Tablo-32 24 ve 48 saatlik GSE muamelesi sonunda T98G hiicrelerinde gergeklestirilen

WST-1 analizi sonuglari

24 saat
(-) kontrol | 5 pg/mL 50 pg/mL 100 pg/mL | 250 pg/mL | 500 pg/mL | 1 mg/mL 2 mg/mL (+) kontrol
1.deneme 2.056 1.773 2.032 2.647 1.682 0.400 0.601 0.315 0.181
2.deneme 1.853 2.206 1.743 1.422 1.237 0.389 0.665 0.347 0.162
3.deneme 1.821 2.171 1.800 1.751 1.665 0.397 0.567 0.328 0.168
4. deneme 1.555 2.533 1.624 1.183 2.075 0.402 0.434 0.323 0.162
Ortalama 1.821 2.170 1.799 1.750 1.664 0.397 0.566 0.328 0.168
48 saat
(-) kontrol | 5 pg/mL 50 pg/mL 100 pg/mL | 250 pg/mL | 500 pg/mL | 1 mg/mL 2 mg/mL (+) kontrol
1.deneme 1.555 2.533 1.183 1.624 2.075 1.081 0.409 0.323 0.166
2.deneme 2.056 1.773 2.647 1.383 1.682 1.160 0.434 0.315 0.174
3.deneme 1.853 1.628 1.422 2.032 1.237 0.818 0.601 0.347 0.170
4.deneme 0.140 2.206 2.000 1.743 1.559 0.535 0.665 0.307 0.170
Ortalama 1.401 2.035 1.813 1.696 1.638 0.899 0.527 0.323 0.170

(-) Kontrol: Muamelesiz hiicre, (+) Kontrol: 30 mM H,0,
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B

100

80
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-20

inhibisyon (%)

-40

Sekil-21 24 (A) ve 48 (B) saatlik GSE muamelesi sonunda T98G hiicrelerinde belirlenen
hiicre inhibisyon oranlar1. * p < 0.05. (-) Kontrol: Muamelesiz hiicre,

(+) Kontrol: 30 mM H,0
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Tablo-33 24 ve 48 saatlik GSE muamelesi sonunda U-138MG hiicrelerinde gergeklestirilen

WST-1 analizi sonuglari

24 saat
(-) kontrol 5 pg/mL 50 png/mL 100 pg/mL | 250 pg/mL | 500 pg/mL | 1 mg/mL 2 mg/mL (+) kontrol
1. deneme 1.695 2.598 1.822 2414 2.179 1.853 0.877 0.662 0.197
2. deneme 1.750 2,527 2.248 1.776 1.270 1.840 1.083 0.597 0.196
3. deneme 1.643 1.555 1.867 1.482 1.780 1.583 0.865 0.718 0.200
4. deneme 1.818 1.705 1.335 1.553 1.357 1.229 1.037 0.766 0.178
Ortalama 1.726 2.096 1.818 1.806 1.646 1.6265 0.965 0.6855 0.192
48 saat
(-) kontrol 5 pg/mL 50 pg/mL 100 pg/mL | 250 pg/mL | 500 pg/mL | 1 mg/mL 2 mg/mL (+) kontrol
1. deneme 1.157 1.737 1.409 1.523 1.406 1.019 0.908 0.416 0.135
2. deneme 1.074 1.239 1.888 1.194 1.198 1.465 0.635 0.550 0.140
3. deneme 1.344 1.718 1.077 1.425 1.293 1.173 0.580 0.854 0.128
4. deneme 1.465 1.754 1.231 1434 1.499 1.234 0.538 0.47 0.128
Ortalama 1.260 1.612 1.401 1.394 1.349 1.222 0.665 0.572 0.132

(-) Kontrol: Muamelesiz hiicre, (+) Kontrol: 30 mM H,0,
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Sekil-22 24 (A) ve 48 (B) saatlik GSE muamelesi sonunda U-138MG hiicrelerinde
belirlenen hiicre inhibisyon oranlari. * p < 0.05. (-) Kontrol: Muamelesiz hiicre, (+)

Kontrol: 30 mM H,0,
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Tablo-34 24 ve 48 saatlik GSE muamelesi sonunda U-87MG hiicrelerinde gergeklestirilen

WST-1 analizi sonuclar1

24 saat

(-) kontrol 5 pg/mL 50 pg/mL 100 pg/mL | 250 pg/mL | 500 pg/mL | 1 mg/mL 2 mg/mL (+) kontrol

1. deneme 1.978 1.61 1.712 1.395 0.633 1.044 0.484 0.52 0.322

2. deneme 1.851 2.23 2.173 1.519 0.786 0.867 0.581 0.576 0.214

3. deneme 1.353 1.832 1.892 1.722 0.854 0.18 0.615 0.498 0.281

4. deneme 1.287 1.701 1.173 1.073 0.876 0.673 0.68 0.51 0.255

Ortalama 1.617 1.843 1.737 1.427 0.787 0.691 0.590 0.526 0.268
48 saat

(-) kontrol 5 pg/mL 50 png/mL 100 pg/mL | 250 pg/mL | 500 pg/mL | 1 mg/mL 2 mg/mL (+) kontrol

1. deneme 1.137 0.926 1.432 1.249 1.138 0.612 0.816 0.6 0.169
2. deneme 1.871 1.049 0.998 1.419 1.385 0.85 0.832 0.496 0.181
3. deneme 1.798 1.831 1.327 0.982 0.925 0.7 0.538 0.703 0.232
4. deneme 0.879 1.842 0.853 0.958 1.112 0.846 0.556 0.571 0.185
Ortalama 1421 1412 1.152 1.152 1.140 0.752 0.685 0.592 0.191
(-) Kontrol: Muamelesiz hiicre, (+) Kontrol: 30 mM H,0,
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Sekil-23 24 (A) ve 48 (B) saatlik GSE muamelesi sonunda U-87MG hiicrelerinde
belirlenen hiicre inhibisyon oranlari. * p < 0.05. (-) Kontrol: Muamelesiz hiicre, (+)
Kontrol: 30 mM H,0,

GSE’nin optimal etkisi 24 saatte gozlendi. 24 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda
1 mg/ml GSE, T98G, U-138MG ve U-87MG hiicrelerinde sirasiyla % 69, % 44 ve % 63
oraninda hiicre 6liimiine yol agarken, 500 ng/mL GSE, sirasiyla % 60, % 58 ve % 57
oraninda hiicre canliliginda azalmaya yol acgti. Aym kosullar altinda, (+) kontrol olarak
kullanilan 30 mM H,0,, T98G, U-138MG ve U-87MG hiicrelerinde sirasiyla % 90, % 88

ve % 83 oraninda hiicre 6liimiine yol acgti. Tek yonlii varyans analizi ve Tukey testi’ne

99



gore, GSE’nin 1 mg/mL ve 500 png/mL’lik konsantrasyonlarmin T98G, U-138MG ve U-
87MG hiicre hatlarinda letal etkiye sahip oldugu belirlendi (p < 0.05).

Thoma laminda gergeklestirilen Triphan mavisi ile hiicre canlilik tayinine gore,
1 mg/mL ve 500 pg/mL GSE’nin lenfosit hiicreleri iizerinde % 10.5 ve % 8 oraninda
sitotoksik etkiye sahip oldugu belirlendi.

4.1.2.3. GSE’nin GBM Hiicre Hatlarinda Hiicre Oliim Yolaklar1 Uzerindeki Etkisi

TUNEL analizine gore, 24 saatlik inkiibasyon siiresi sonucunda 1 mg/mL GSE’nin
T98G hiicrelerinde % 76, U-138 hiicrelerinde % 55, U-87MG hiicrelerinde % 32 oraninda,
500 pg/mL GSE’nin ise T98G hiicrelerinde % 55, U-138 hiicrelerinde % 36, U-87MG
hiicrelerinde % 22 oraninda dliime yol agtig1 belirlendi (Sekil-24).

(-) Kontrol 500ug/mL GSE 1 mg/mL GSE (+) Kontrol

T98G

U-138MG

U-87MG

Sekil-24 GSE’nin GBM hiicre hatlari iizerindeki apoptotik etkisinin TUNEL yontemi ile
gosterilmesi. (-) Kontrol: Muamelesiz hiicre, (+) Kontrol: 30 mM H,0,

Annexin V analizine gore, 24 saatlik inkiibasyon siiresi sonucunda 1mg/mL
GSE’nin T98G hiicrelerinde % 9.4 apoptotik, % 66.0 nektorik 6liime, U-138 hiicrelerinde
% 10 apoptotik, % 20.0 nekrotik 6liime, U-87MG hiicrelerinde % 10.6 apoptotik ve % 15.7
nekrotik 6liime yol actig1, 500 ng/mL GSE’nin ise T98G hiicrelerinde % 8.3 apoptotik, %
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41.6 nektorik Sliime, U-138 hiicrelerinde % 9.5 apoptotik, % 19.9 nekrotik Sliime, U-
87MG hiicrelerinde % 7.0 apoptotik ve % 9.4 nekrotik Sliime yol agtig1 belirlendi (Sekil-
25).

(-) Kontrol 500ug/ mL GSE 1 mg/mL GSE (+) Kontrol
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Sekil-25 GSE’nin GBM hiicre hatlari iizerindeki apoptotik etkisinin Annexin V yontemi ile
gosterilmesi. (-) Kontrol: Muamelesiz hiicre, (+) Kontrol: 30mM H;0,

4.1.2.4. GSE’nin T98G Hiicrelerinde invazyon Uzerindeki Etkisi

Her biri 24 tekrarli olmak {izere, embriyolu tavuk yumurtalarinin koryo-allantoik
zar iizerine 2x10° T98G hiicresi, 1 mg/mL veya 500 pg/mL GSE ekilerek
neovaskiilerizasyon indiiklendi. 10 giinliik biiylime siiresi sonunda 6lii oldugu belirlenen
yumurtalar degerlendirme dis1 birakildi. GSE muamelesine bagl olarak tiimor gelisen ve

gelismeyen yumurta sayilar1 Tablo-35te belirtilmektedir.
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Tablo-35 GSE muamelesine bagli olarak embriyolu yumurtalarda timdr gelisim orani

2x10° T98G  2x10° T98G + 500 pg/ml GSE  2x10° T98G + 1 mg/ml GSE

Toplam yumurta sayist 24 24 24
Timor gelisen yumurta sayisi 13 13 11
Timor gelismeyen yumurta sayist 7 8 4
Olii yumurta sayi1s1 4 3 9

GSE muamelesinin embriyolu yumurtada timor olusumu ve damarlanma iizerine

etkisi Sekil-26’da belirtilmektedir.

| ey
T98G+ 500 mL GSE T98G + 1 mg/mL GSE

T98G
Sekil-26 GSE muamelesi sonrasi invazyon goriintiisii

Yumurtadan uzaklastirilan tiimdrler hassas terazide tartildiginda 1 mg/mL GSE
muamelesinin timor agirligini anlamli sekilde arttirdigr belirlendi. GSE muamelesinin

tiimdrlerin agirlig1 tizerindeki etkisi Tablo-36 — 37°de ve Sekil-27°de belirtilmektedir.
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Tablo-36 CAM assay’de GSE muamelesi sonucu olusan tiimdrlerin agirliklari

T98G (ar) 500 pg/mL GSE (gr) 1 mg/mL GSE (gr)

0.0036 0.0265 0.0255
0.0042 0.004 0.0344
0.0098 0.0058 0.0069
0.0194 0.0199 0.0532
0.0066 0.0175 0.0288
0.0054 0.0209 0.0142
0.0133 0.0268 0.0425
0.0127 0.0138 0.0125
0.0135 0.0067 0.0266
0.0271 0.0092 0.0468
0.0261 0.013 0.0416
0.0155 0.0748
0.0189 0.0199

En kii¢iik — En biiyiik timor agirlig: (gr) 0.0036 — 0.0271 0.004 —0.0748 0.0069 — 0.0532

Ortalama timor agirlig: (gr) 0.0135 0.0199 0.0302

Standart Sapma 0.0077 0.0181 0.0150

Standart hata 0.0021 0.0050 0.0045

95% ClI 0.0088 — 0.018 0.0089 —0.030 0.020 - 0.015

Tablo-37 Post Hoc ve Tukey testlerine gore CAM analizinde GSE muamelesinin timor

biiyiikliigii tizerine etkisi

Grup Ortalama fark Standart hata p degeri % 95CI

T98G — 500pg/mL GSE -0.0063 0.0055 0.498 -0.0200 - 0.0073

T98G — Img/mL GSE -0.0167 0.0058 0.019 -0.0310 - -0.0024

500 pg/mL GSE — 1mg/mL GSE -0.0103 0.0058 0.193 -0.0039 — 0.0246
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0.04 5 p=0019
0.035

0.03
0.025

0.02
0.015
0.01 |

Tamor agirhign (gr)

0.005 |

Muamelesiz hiicre 500 pg/ml GSE I mg/mL GSE

Sekil-27 CAM analizinde T98G hiicrelerinde GSE muamelesinin tiimor biyiikligii tizerine
etkisi (p degeri Post Hoc ve Tukey testleri ile hesaplandi)

CAM analizinde GSE muamelesinin tiimorler invazyonu iizerindeki etkisinin
belirlenebilmesi i¢in yumurtalardan uzaklastirilan timorlerde VEGFA ekpresyon analizi
gerceklestirildi. VEGFA ekspresyon analizi icin CAM’da gelisen tiimorlerden elde edilen
RNA’larin konsantrasyonlari ve Ajgo/Azso dalga boyundaki optik dansiteleri Tablo-38’de
belirtilmektedir. Gen ekspresyon analizi sonunda gercgeklestirilen bagimsiz T testi
verilerine gore, 500 ng/mL GSE timor hiicrelerinde VEGFA ekspresyonunda 1.7 kat, 1
mg/mL GSE ise 3.5 kat artisa yol agt1 (Tablo-39, Sekil-28).
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Tablo-38 CAM analizinde T98G hiicrelerinde

GSE muamelesinden sonra VEGFA

ekspresyonu analizi i¢in tiimdrlerden izole edilen RNA’larin konsantrasyonlart ve optik

dansiteleri
T98G T98G + 500 pg/mL GSE T98G + 1 mg/mL GSE

No RNA (ng/ul) Agso/Azso [No RNA (ng/ul)  Ageo/Azso [No RNA (ng/pl)  Ageo/Azgo
1 15,00 1,82 1 1247,00 1,71 1 817,30 2,01
2 352,10 2,00 2 566,50 1,82 2 1224,00 1,90
3 1257,00 1,82 3 691,00 1,91 3 870,90 2,03
4 766,90 2,01 4 1732,00 1,86 4 1076,00 1,97
5 84,98 1,74 5 1195,00 1,94 5 1064,00 2,06
6 833,20 1,96 6 277,35 1,81 6 2593,00 1,58
7 506,30 1,97 7 2423,00 1,85 7 3027,00 1,76
8 521,40 1,73 8 1710,00 1,96 8 2906,00 1,99
9 1106,60 1,75 9 578,40 1,94 9 2337,00 2,02
10 1230,00 1,85 10 215,50 1,92 10 1130,00 2,00
11 1332,00 1,95 11 3110,67 1,82 11 947,60 1,77
12 961,10 1,76 12 2129,40 2,08

13 1744,00 1,83 13 1518,00 1,97

Tablo-39 CAM analizinde T98G hiicrelerinde GSE muamelesinin VEGFA ekspresyonu

uzerine etkisi

T98G T98G + 500 pg/mL GSE T98G + 1 mg/mL GSE
Gen 27°(-Avg.(Delta(Ct)) 2"°(-Avg.(Delta(Ct)) Kat degisim 95% ClI p degeri 2"(-Avg.(Delta(Ct)) Kat degisim 95% ClI p degeri
VEGFA 0.7610 1.3209 1.7355 (0.64,2.83) 0.0671 2.7166 35694  (097-6.17) 0.0681

Kat Degisim

|
. T Y B I

p=0.068

p=0.067

o

VEGFA

TO8G TO8G

+500ug/mL GSE

TO8G

+ Img/mL GSE

Sekil-28 CAM analizinde GSE muamelesinin VEGFA ekspresyonu tizerine etkisi
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Yapilan istatistiksel degerlendirme sonucunda, 500 pg/mL ve 1 mg/mL GSE’nin
in-vitro kosullarda T98G, U-138MG ve U-87MG hiicrelerinde 24 saatlik inkiibasyon
siiresinde hiicre canliliginda azalmaya yol agtig1 belirlenmis olsa da, ex-vivo kosullarda
gergeklestirilen analizler GSE’nin tiimor invazyonunu arttirict yonde etki gosterdigini
ortaya koymustur.  Bulgularimiz, GSE’nin GBM tiimorlerinin tedavisine yonelik
arastirmalar i¢in aday bir terapdtik ajan olamayacagini gosterdiginden dolayi tez projesi
kapsaminda bu asamadan sonra gerceklestirilmesi planlanan ileri analizlere dahil

edilmemistir.

4.1.3. OLE

4.1.3.1. OLE’nin Yapisinda Bulunan Etken Maddeler

HPLC/ DAD analizi ile standardize edilmis OLE’nin igeriginde 9.36 + 0.22 mg/ml
(n = 2) Oleuropein oldugu belirlendi. Standardize OLE’nin kromatogram goriintiisii Sekil-

29°da gosterilmistir.
700 - (a)
600
500 -
400 A

mAU

300 -
200 -

100 -

0 . . i
0 10 20 30

Zaman (dk)

Sekil-29 Standardize OLE’ nin HPLC analizindeki kromatogram goriintiisii. Oleuropein
25.503. dakikada goriintiilendi. a: Oleuropein
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4.1.3.2. OLE’nin GBM Hiicre Hatlarindaki Sitotoksik Aktivitesi

OLE’nin T98G hiicrelerindeki lethal dozlari, daha 6nce 2010/07 nolu BAP projesi

kapsaminda gerceklestirilen ve 2012 yilinda Journal of Cancer Research and Clinical

Oncology dergisinde yayinlanan g¢alismamizda 1mg/mL ve 2mg/mL olarak belirlendi

(276).

WST-1 analizine gore U-138MG ve U-87MG hiicrelerinin 24 ve 48 saat OLE ile

muamelesinden sonra luminometrik olarak elde edilen degerler Tablo-40 ve Tablo-41’de

ve bu degerler kullanilarak belirlenen ortalama canlilik oranlar1 Sekil-30 ve Sekil-31°de

gosterilmistir.

Tablo-40 24 ve 48 saatlik OLE muamelesi sonunda U-138MG hiicrelerinde

gerceklestirilen WST-1 analizi sonuglari

24 saat
(-) Kontrol | 5 pg/mL | 10 pg/mL | 30 pg/mL | 50ug/mL | 100 pg/mL | 250 pg/mL | 500 pg/mL | 1 mg/mL | 2 mg/mL | 3 mg/mL | (+) Kontrol
1. deneme | 1.616 1.465 1.723 1.638 1.474 1.168 1.335 1.042 0.561 0.523 0.29 0.122
2. deneme | 1.182 1.104 1.267 1.248 1.222 1.386 1.226 1.404 0.557 0.424 0.294 0.125
3. deneme | 1.237 1.627 1.898 1.26 1.572 1.884 1.391 1.443 0.558 0.526 0.31 0.127
4. deneme | 1.002 1.421 0.691 1.381 0.823 0.639 1.075 0.638 0.543 0.422 0.304 0.132
Ortalama | 1.259 1.404 1.394 1.381 1.272 1.269 1.256 1.131 0.554 0.473 0.299 0.126
48 saat
(-) Kontrol | 5 pg/mL | 10 pg/mL | 30 pg/mL | 50ug/mL | 100 pg/mL | 250 pg/mL | 500 pg/mL | 1 mg/mL | 2 mg/mL | 3 mg/mL | (+) Kontrol
1. deneme | 1.505 2.768 2,972 2.286 1.564 1.421 1911 1.668 0.905 0.917 0.642 0.199
2. deneme | 1.922 2.607 2.673 2.901 2.673 2.632 1.667 1.434 0.9 0.772 0.653 0.189
3. deneme | 1.939 2.785 1.712 2.431 2.509 2.139 2.017 1.812 1.309 0.893 0.691 0.238
4. deneme | 1.855 2914 3.604 2.070 0.767 1.165 1.706 1.827 1.117 0.873 0.654 0.224
Ortalama | 1.805 2.768 2.740 2422 1.878 1.839 1.825 1.685 1.057 0.863 0.660 0.212

(-) Kontrol: Muamelesiz hiicre, (+) Kontrol: 30 mM H,0,
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Sekil-30 24 (A) ve 48 (B) saatlik OLE muamelesi sonunda U-138MG hiicrelerinde
belirlenen hiicre inhibisyon oranlari. * p < 0.05. (-) Kontrol: Muamelesiz hiicre, (+)
Kontrol: 30 mM H,0,

Tablo-41 24 ve 48 saatlik OLE muamelesi sonunda U-87MG hiicrelerinde gergeklestirilen

WST-1 analizi sonuglari

24 saat

(-) Kontrol | 5 pg/mL | 10 pg/mL | 30 pg/mL | 50 pg/mL | 100 pg/mL | 250 pg/mL | 500 pg/mL | 1 mg/mL | 2 mg/mL | 3 mg/mL | (+) Kontrol

1. deneme | 2.203 2.611 2.367 2.229 1.637 1.719 1.479 1.732 1.026 0.929 0.53 0.21

2. deneme | 1.76 2.38 1.716 1.641 2.046 1.6 1.264 1.154 1.023 0.908 0.483 0.206

3. deneme | 1.656 2.389 2177 2.144 2.157 1.916 2.16 1.412 1.024 0.901 0.521 0.203

4. deneme | 1.414 1.457 2.199 1.659 1.610 1.718 1.358 1.213 1.016 0.914 0.518 0.225

Ortalama | 1.758 2.209 2.114 1.918 1.862 1.738 1.565 1.377 1.022 0.913 0.513 0.211
48 saat

(-) Kontrol | 5 pg/mL | 10 pg/mL | 30 pg/mL | 50 pg/mL | 100 pg/mL | 250 pg/mL | 500 pg/mL | 1 mg/mL | 2 mg/mL | 3 mg/mL | (+) Kontrol

1. deneme | 1.764 1.637 1.086 1.396 0.591 1.027 0.911 0.86 0.588 0.555 0.427 0.179
2. deneme | 0.741 1.154 1.417 1.025 0.987 0.906 1.003 0.969 0.69 0.608 0.412 0.169
3. deneme | 0.758 1.309 1.726 0.734 1.523 1.414 1.048 0.634 0.617 0.623 0.465 0.174
4. deneme | 0.887 1.543 1177 1.438 1.328 0.863 0.768 0.838 0.790 0.695 0.469 0.193
Ortalama | 1.037 1.410 1.351 1.148 1.107 1.052 0.932 0.825 0.671 0.620 0.443 0.178

(-) Kontrol: Muamelesiz hiicre, (+) Kontrol: 30 mM H,0,
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Sekil-31 24 (A) ve 48 (B) saatlik OLE muamelesi sonunda U-87MG hiicrelerinde
belirlenen hiicre inhibisyon oranlari. * p < 0.05. (-) Kontrol: Muamelesiz hiicre, (+)
Kontrol: 30 mM H,0,

OLE’nin optimal etkisi 24 saatte gozlendi. 24 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda
1 mg/ml OLE, U-138MG ve U-87MG hiicrelerinde sirasiyla % 55 ve % 43 oraninda hiicre
Olimiine yol acarken, 2 mg/mL OLE, sirasiyla % 62 ve % 48 oraninda hiicre canlilifinda
azalmaya yol agti. Ayni kosullar altinda, (+) kontrol olarak kullanilan 30mM H,0,, U-
138MG ve U-87MG hiicrelerinde sirastyla % 89.9 ve % 87 oraninda hiicre dliimiine yol
acti. Tek yonlii varyans analizi ve Tukey testine gore, OLE’nin Img/mL ve 2 mg/mL’lik
konsantrasyonlarinin U-138MG ve U-87MG hiicre hatlarinda lethal etkiye sahip oldugu
belirlendi (p < 0.05).

Daha once gerceklestirilen ¢alismamizda, thoma laminda gergeklestirilen Triphan
mavisi ile hiicre canlilik tayinine gore, 1 mg/mL ve 2 mg/mL OLE’nin lenfosit hiicreleri

tizerinde % 16 ve % 22 oraninda sitotoksik etkiye sahip oldugu belirlenmisti (276).

4.1.3.3. OLE’nin GBM Hiicre Hatlarinda Hiicre Oliim Yolaklar1 Uzerindeki Etkisi

TUNEL analizine gore, 24 saatlik inkiibasyon siiresi sonucunda 1 mg/mL OLE’nin
T98G hiicrelerinde % 42.7, U-138 hiicrelerinde % 29.2, U-87MG hiicrelerinde % 34.9
oraninda, 2 mg/mL OLE’nin ise T98G hiicrelerinde % 67, U-138 hiicrelerinde % 39.5, U-
87MG hiicrelerinde % 24.5 oraninda 6liime yol agtig1 belirlendi (Sekil-32).
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(-) Kontrol 1 mg/mL OLE 2 mg/mL OLE (+) Kontrol

T98G

U-138MG

U-87MG

Sekil-32 OLE’nin GBM hiicre hatlar1 tizerindeki apoptotik etkisinin TUNEL yo6ntemi ile
gosterilmesi. (-) Kontrol: Muamelesiz hiicre, (+) Kontrol: 30mM H;0,

Annexin V analizine gore, 24 saatlik inkiibasyon siiresi sonucunda 1 mg/mL
OLE’nin T98G hiicrelerinde % 42.7 apoptotik, % 34.8 nektorik dliime, U-138 hiicrelerinde
% 29.2 apoptotik, % 20.2 nekrotik 6liime, U-87MG hiicrelerinde % 34.9 apoptotik ve %
7.8 nekrotik 6liime yol a¢tigi, 2 mg /mL OLE’nin ise T98G hiicrelerinde % 67.7 apoptotik,
% 14.5 nektorik 6liime, U-138 hiicrelerinde % 38.6 apoptotik, % 13.3 nekrotik dliime, U-
87MG hiicrelerinde % 25.6 apoptotik ve % 21.9 nekrotik 6liime yol agtigi belirlendi
(Sekil-33).

110



() Kontrol - 1mg/mL OLE 2 mg/mL OLE (+) Kontrol

E =d13% 3.7% E“‘e— 85% 342% Ebg 12.1% 55.6% 8@2 154 % 76.1%
= 3 3
= Yoy = e = - E o) . i
i > at >3 a8 A ESRISS T
TI8G g . gl e g ]
A NS z - T @ I R :
5 =4 21% Eﬂ*‘ 225 %55 3489% 5’515 177 % 145% é“e-_ 59 1 som
et = e e T e
Propidium Iodide Propidium Iodide Propidium Iodide Propidium Iodide
Pof5im 28%| Swd27% 265%| Pufsawn 302%| B2t 176%
- ] - [ E|
= LL‘- [l'r B - 1
> > @ > >
U-138MG a .a‘ a a 3
a a =7 5aet B m“e-g "
5 5" : g\: 5,. 3
%o 14% 1002% “3489% 1
Ty 35 N Ta 3 11 ‘I ‘! N ‘e 13 1. 1! N
1w w w w 0’ o "' o w0’ .Iﬁ . w’ . w
Propidium Todide Propidium Iodide Propidium Iodide
Cfi5% 13% E ={192% 157%] ©~{150% 106%] Duaf71% 3%
=, = B -] £
U-87TMG E ] it T e
5 = 4] = '% = - 'g— oy S
= “u] 5 E
E = 5 3 7.8% 5 21.9% 3 A32%
B R OO T LA PR O O PO SR M T 10 w i 0°
Propidium Iodide Propidium Iodide Propidium Iodide Propidium Iodide

Sekil-33 OLE’nin GBM hiicre hatlar1 tizerindeki apoptotik etkisinin Annexin V yontemi
ile gosterilmesi. (-) Kontrol: Muamelesiz hiicre, (+) Kontrol: 30 mM H,0;

4.1.3.4. OLE’nin T98G Hiicrelerinde invazyon Uzerindeki Etkisi

Her biri 24 tekrarli olmak {izere, embriyolu tavuk yumurtalarinin koryo-allantoik
zarl tzerine 2x10° T98G hiicresi, 1 mg/mL veya 2 mg/mL OLE ekilerek
neovaskiilerizasyon indiiklendi. 10 giinliik biiylime siiresi sonunda 6lii oldugu belirlenen
yumurtalar degerlendirme dis1 birakildi. OLE muamelesine bagl olarak tiimor gelisen ve

gelismeyen yumurta sayilar1 Tablo-42’de belirtilmektedir.

Tablo-42 OLE muamelesine bagli olarak embriyolu yumurtalarda tiimor gelisim orant

2x10°T98G  2x10° T98G + 1 mg/ml OLE 2x10° T98G + 2 mg/ml OLE

Toplam yumurta sayisi 24 24 24
Timor gelisen yumurta sayisi 13 7 5
Timor gelismeyen yumurta sayisi 7 12 13
Olii yumurta sayist 4 5 6
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OLE muamelesinin embriyolu yumurtada timor olusumu ve damarlanma {izerine

etkisi Sekil-34’te belirtilmektedir.

@ FN A

T98G + 1mg/mL OLE T98G + 2 mg/mL OLE

Sekil-34 OLE muamelesi sonrasi invazyon goriintiisii

Yumurtadan uzaklastiritlan  tiimorler hassas  terazide tartildiginda OLE
muamelesinin timor agirhigini anlaml sekilde azalttigi belirlendi. OLE muamelesinin

tiimdrlerin agirligi tizerindeki etkisi Tablo-43 — 44°te ve Sekil-35’te belirtilmektedir.

Tablo-43 CAM analizinde OLE muamelesi sonucu olusan tiimérlerin agirliklar

T98G (gr) 1 mg/mL OLE (gr) 2 mg/mL OLE (gr)

0.0036 0.0043 0.0039

0.0042 0.0052 0.0024

0.0098 0.0024 0.002

0.0194 0.0014 0.003

0.0066 0.0044 0.0026

0.0054 0.0059

0.0133 0.004

0.0127

0.0135

0.0271

0.0261

0.0155

0.0189
En kii¢iik — En bityiik tiimér agirligi (gr) 0.0036 — 0.0271 0.0014-0.0059 0.002 —0.0039
Ortalama tiimdr agirhigi (gr) 0.013546154 0.003943 0.00278
Standart Sapma 0.007766125 0.0015598 0.0007225
Standart hata 0.002153935 0.0075812 0.0015162
95% ClI 0.0088 —0.018 0.0025 — 0.0053 0.0018 — 0.0036
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Tablo-44 Post Hoc ve Tukey testlerine gore CAM analizinde OLE muamelesinin timor

bliytikliigi iizerine etkisi

Grup ortalama fark standart hata p degeri % 95CI
T98G — 1 mg/mL OLE -0.0096 0.0027 0.005 0.0027 — 0.0164
T98G — 2 mg/mL OLE -0.0107 0.0030 0.005 0.0309 — 0.0184
1 mg/mL OLE — 2 mg/mL OLE -0.0011 0.0033 0.938 -0.0073 — 0.0096
p=0.005
|
=0.005
0.018 7 ,
= 0.016
2 0.014
= 0012 -
|
oo 0.010 -
=
;g 0.008 - .
E 0.006 -
0.004 -
0.002 -
0 -
Muamelesiz hiicre 1 mg/mL OLE 2 mg/mL OLE

Sekil-35 CAM analizinde T98G hiicrelerinde OLE muamelesinin timor biliylikligi tizerine
etkisi (p degeri Post Hoc ve Tukey analizi ile hesaplandi)

CAM assay’de OLE muamelesinin tiimdrler invazyonu iizerindeki etkisinin
belirlenebilmesi i¢in yumurtalardan uzaklastirilan tiimoérlerde VEGFA ekpresyon analizi
gerceklestirildi. VEGFA ekspresyon analizi igin CAM assay’de gelisen tiimorlerden elde
edilen RNA’larin konsantrasyonlari ve Ajgo/Asgo dalga boyundaki optik dansiteleri Tablo-
45°te belirtilmektedir. Gen ekspresyon analizi sonunda gergeklestirilen bagimsiz T testi
verilerine gore, 1 mg/mL OLE tiimor hiicrelerinde VEGFA ekspresyonunda 1.47 kat, 2
mg/mL OLE ise 5.01 kat azalisa yol a¢t1 (Tablo-46, Sekil-36).

113



Tablo-45 CAM analizinde T98G hicrelerinde OLE muamelesinden sonra VEGFA

ekspresyonu analizi i¢in tiimdrlerden izole edilen RNA’larin konsantrasyonlart ve optik

dansiteleri
T98G T98G + 1 mg/mL OLE T98G + 2 mg/mL OLE

No RNA (ng/pl) Aso/Ao | No  RNA (ng/pl) Asso/Ago | No  RNA (ng/pl) Aosol Ao
1 15.00 1.82 1 891.60 1.86 1 863.80 1.84
2 352.10 2 2 256.00 1.93 2 278.90 1.79
3 1257.00 1.82 3 1542.50 1.72 3 1941.00 1.84
4 766.90 2.01 4 1675.00 1.92 4 1393.50 1.98
5 84.98 1.74 5 49.65 1.95 5 1932.00 1.95
6 833.20 1.96 6 1565.30 1.84
7 506.30 1.97 7 755.50 171
8 521.40 1.73
9 1106.60 1.75
10 1230.00 1.85
11 1332.00 1.95
12 961.10 1.76
13 1744.00 1.83

Tablo-46 CAM analizinde OLE muamelesinin VEGFA ekspresyonu iizerine etkisi

T98G T98G + 1 mg/mL OLE T98G + 2 mg/mL OLE
Gen 27(-Avg.(Delta(Ct)) 27(-Avg.(Delta(Ct))  Kat degisim 95% ClI pdegeri  2°(-Avg.(Delta(Ct))  Kat degisim 95% CI p degeri
VEGFA 0.7610 0.5176 0.6801 (0.00001.1.38)  0.9885 0.1517 0.1994 (0.01.0.39) 0.0284
»=0028
2.00 | 1 VEGFA
»=00988
1.75 i
1.50
5 1.25
B o
]
=TS
M 0.50
0.25
0.00
-0.25

T98G T98G T98G
+ 1 mg/mL OLE + 2 mg/mL OLE

Sekil-36 CAM assayde OLE muamelesinin VEGFA ekspresyonu iizerine etkisi
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4.1.3.5. OLE’nin GBM Hiicre Hatlarinda TMZ ile Kombine EtKisi

4.1.3.5.1. TMZ’nin GBM Hiicre Hatlarinda Sitotoksik Olarak Etkin Dozunun

Belirlenmesi

TMZ’nin T98G, U-138MG ve US87MG hiicre hatlarindaki etkin dozlarini
belirlemek amaciyla, TMZ’nin 6 farkli dozu 24 saatlik inkiibasyon siiresi boyunca
hiicrelere verildi. Hiicre hatlarina uygulanan TMZ dozlar1 ve 24 saatlik inkiibasyon siiresi
sonunda gerceklestirilen WST-1 analizinden elde edilen veriler Tablo-47 — 49°’da ve

hiicrelerde gozlenen canlilik oranlart Sekil-37 — 39°da gosterilmektedir.

Tablo-47 24 saatlik TMZ muamelesi sonunda T98G hiicrelerinde gergeklestirilen WST-1

analizi sonug¢lari

(1) Kontrol [ 300 uM | 325 uM | 350 uM | 400 uM | 450 uM | 500 uM | (+) Kontrol
1. deneme 1.105 0.972 0.722 0.708 0.588 0.506 0.263 0.207
2. deneme 1.149 0.950 0.846 0.669 0.622 0.448 0.252 0.203
3. deneme 1.064 0.836 0.886 0.747 0.613 0.439 0.242 0.200
4. deneme 1.066 0.917 0.981 0.854 0.706 0.445 0.207 0.204
Ortalama 1.096 0.918 0.858 0.744 0.632 0.459 0.241 0.203

(-) Kontrol: DMSO, (+) Kontrol: 30 mM H,0,

100
a0
80

10

T
W

60 T

30 T

40 T

30 T

20 I

10 .

(-)Kontrol 300 pM  325uM 350 pM 400 pM 450 pM 500 pM (+) Kontrol

Inhibisyon (%)

Sekil-37 24 saatlik TMZ muamelesi sonunda T98G hiicrelerinde belirlenen hiicre
inhibisyon oranlari. * p < 0.05. (-) Kontrol: DMSO, (+) Kontrol: 30 mM H,0,
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Tablo-48 24 saatlik TMZ muamelesi sonunda U-138MG hiicrelerinde gergeklestirilen

WST-1 analizi sonuglari

(-) Kontrol | 300 uM | 325 uM | 350 uM | 400 uM | 450 uM | 500 uM | (+) Kontrol
1. deneme 1431 1.475 1.153 1.566 0.748 0.591 0.331 0.172
2. deneme 1.399 1.377 1.367 1.137 0.88 0.6 0.271 0.173
3. deneme 1.405 1.393 0.917 0.901 0.733 0.591 0.327 0.178
4. deneme 1.424 1.254 1.152 0.864 0.793 0.595 0.381 0.182
Ortalama 1.414 1.374 1.147 1.117 0.788 0.594 0.327 0.176
(-) Kontrol: DMSO, (+) Kontrol: 30 mM H;0,
100
90 T
~ 80
S *
= T
S 60
2 50 T
S 40 -
o 30 = T I—
| i n
s 9 I _
10
) I I | | | | B
(-)Kontwol 300 M  325pM 350 pM  400pM  450uM 500 uM  (+) Kontrol

Sekil-38 24 saatlik TMZ muamelesi sonunda U-138MG hiicrelerinde belirlenen hiicre
inhibisyon oranlart. * p < 0.05. (-) Kontrol: DMSO, (+) Kontrol: 30 mM H,0,

Tablo-49 24 saatlik TMZ muamelesi sonunda U-87MG hiicrelerinde gergeklestirilen WST-

1 analizi sonuglari

(-) Kontrol | 300 uM | 325uM | 350 uM | 400 uM | 450 uM | 500 uM | (+) Kontrol
1. deneme 1.006 0.592 0.176 0.107 0.219 0.178 0.092 0.178
2. deneme 1.22 0.182 0.281 0.102 0.156 0.167 0.167 0.187
3. deneme 1.261 0.326 0.209 0.375 0.155 0.186 0.119 0.174
4. deneme 1.179 0.137 0.226 0.248 0.244 0.106 0.088 0.185
Ortalama 1.165 0.309 0.223 0.208 0.193 0.159 0.116 0.181

(-) Kontrol: DMSO, (+) Kontrol: 30 mM H,0,
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Sekil-39 24 saatlik TMZ muamelesi sonunda U-87MG hiicrelerinde belirlenen hiicre
inhibisyon oranlari. (-) Kontrol: DMSO, (+) Kontrol: 30 mM H,0,

Tek yonlii varyans analizi ve Tukey testine gore, 450 uM TMZ’nin T98G ve U-
138MG hiicre hatlarinda sitotoksik etkiye sahip oldugu belirlendi (p < 0.05). Yapilan
hiicre inhibisyon analizi sonuglarina gore 24 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda 450uM
TMZ, T98G ve U-138MG hiicrelerinde sirasiyla % 58.07 ve % 57.99 oraninda hiicre
Olimiine yol agti. Ancak, uygulanan tim TMZ konsantrasyonlarinin U-87MG hiicreleri
icin lethal oldugu belirlendi. Bu nedenle yapilan literatlir arastirmasina gore U-87MG
hiicreleri i¢in 25 uM TMZ, %50 canlilik inhibisyonuna yol agan sitotoksik olarak etkin doz
olarak belirlendi (348).

4.1.3.5.2. OLE’nin TMZ ile Kombine Etkisi

24 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda WST-1 analizine gore T98G, U-138MG ve
U-87MG hiicrelerinde OLE ve TMZ muamelesinden sonra luminometrik olarak elde
edilen degerler Tablo-50 — 52’de ve bu degerler kullanilarak belirlenen hiicre canliligt

inhibisyon oranlar1 Sekil-40 — 42°de gosterilmistir.
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Tablo-50 24 saatlik OLE ve TMZ muamelesi sonunda T98G hiicrelerinde gerceklestirilen

WST-1 analizi sonuglari

(+) Kontrol [ DMSO | (-) Kontrol [ 1 mg OLE | 1 mg OLE+ 450uM TMZ | 2 mg OLE | 2 mg OLE+ 450uM TMZ 450 uM TMZ
Ldeneme| 0126 | 2524 [ 2445 0.644 0.360 0.468 0.308 1.014
2deneme| 0544 [ 2530 | 2.630 0.720 0.380 0.489 0.328 1.097
3.deneme | 0249 | 2586 | 2.686 0.725 0375 0.474 0325 1.022
Ortalama | 0306 | 2546 | 2587 0.696 0371 0477 0320 1.044
(-) Kontrol: Muamelesiz hiicre, (+) Kontrol: 30mM H,0,
< 0.0001
| |
p<0.0001
p < 0.0001 p<0.0001
|—| 1
100
00
~ %0 < 0.0001
g I—l
= 70 - r
S 60 -
2 50 -
= 40 -
=
= 30
o
20
10 ]
D L 1
ImzmL lmg-ml_ lmg-‘m]. lmg-ml_ 450pM } Kontraol
OLE OLE+ OLE OLE+ T™MZ
450uM 450uM
T™Z T™Z
Sekil-40 24 saatlik OLE ve TMZ muamelesi sonunda T98G hiicrelerinde belirlenen hiicre
inhibisyon oranlari. (-) Kontrol: Muamelesiz hiicre
Tablo-51 24 saatlik OLE ve TMZ muamelesi sonunda U-138MG hiicrelerinde
gerceklestirilen WST-1 analizi sonuglari
(+) Kontrol | DMSO | (-) Kontrol | 1 mg/mL OLE | I mg/mL OLE+ 450uM TMZ | 2 mg/mL OLE | 2 mg/mL OLE+ 450uM TMZ | 450 pM TMZ
Ldeneme | 0228 | 2643 | 2644 1.135 0.646 0.951 0278 1.499
2deneme| 0228 [ 2892 | 2.890 1117 0332 0.974 0.463 1.487
3deneme| 0231 [ 2439 | 2439 1.114 0542 0.955 0.456 0558
Ortalama | 0229 | 2.658 | 2.657 1122 0506 0.960 0399 1181

(-) Kontrol: Muamelesiz hiicre, (+) Kontrol: 30 mM H,0,
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Sekil-41 24 saatlik OLE ve TMZ muamelesi sonunda U-138MG hiicrelerinde belirlenen
hiicre inhibisyon oranlari. (-) Kontrol: Muamelesiz hiicre

Tablo-52 24 saatlik OLE ve TMZ muamelesi

gerceklestirilen WST-1 analizi sonuglari

sonunda U-87MG hiicrelerinde

(+) Kontrol | DMSO | (-) Kontrol | 1 mg/mL OLE | 1 mg/mL OLE+25uM TMZ | 2 mg/mL OLE | 2 mg/mL OLE+ 25uM TMZ | 25 uM T™MZ
Ldeneme | 0267 2537 | 2537 0.902 0.346 1.552 0.148 0.964
2.deneme | 0235 1755 | 1755 1.502 0.314 1.069 0.103 0.829
3.deneme | 0257 2547 | 2.637 1.509 0.346 0.978 0.205 0.455
Ortalama | 253 2279 | 2.309 1.304 0.335 1.199 0.152 0.749

(-) Kontrol: Muamelesiz hiicre, (+) Kontrol: 30mM H,0,
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Sekil-42 24 saatlik OLE ve TMZ muamelesi sonunda U-87MG hiicrelerinde belirlenen
hiicre inhibisyon oranlari. (-) Kontrol: Muamelesiz hiicre

T98G, U-138MG ve U-87MG hiicrelerinde 1mg/mL OLE-TMZ kombinasyonu,
muamelesiz hiicrelere gore hiicre canlilifinda sirasiyla % 84.07, % 84.47 ve % 84.18
oraninda inhibisyona yol agt1. 2 mg/mL OLE-TMZ kombinasyonu ise sirastyla % 86.05, %

88.70 ve % 92.12 oraninda hiicre canlili§in1 azaltt1.

4.1.3.6. OLE’nin T98G Hiicrelerinde miRNA Ekspresyonu Uzerine Etkisi

Daha 6nce 2010/07 nolu BAP projesi kapsaminda gergeklestirilen ve 2012 yilinda
Journal of Cancer Research and Clinical Oncology dergisinde yaymlanan ¢alismamizda
OLE’nin etki mekanizmasmin anlasilabilmesi i¢in miRNA PCR array tekniginden
yararlanilarak GBM olusumu ve ila¢ direncliligi ile iliskili yolaklarda gorevli 40 farkh
miRNA ‘nin ekspresyon seviyeleri degerlendirilmistir.  Web tabanli RT? Profiller PCR
Array Data Analiz programindan yararlanilarak yapilan istatistiksel analiz sonucunda,
1 mg/mL OLE’nin Hsa-miR-137, Hsa-miR-145, Hsa-miR-153, Hsa-miR-181b ve Hsa-let-
7d ekspresyonlarini sirasiyla 1.41, 1.19, 0.9, 1.84 ve 1.42 kat arttirdigi (p < 0.05), 2 mg/mL
OLE’nin ise bu miRNA’larin ekspresyonlarini sirasiyla 1.8, 1.62, 1.32, 2.03 ve 1.07 kat
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arttirdig1 belirlenmistir (p <0.05). Ayrica hiicrelere, 1 mg/mL OLE 450 uM TMZ ile
birlikte verildiginde yalnizca 450 uM TMZ verilen hiicrelere gore Hsa-miR-137, Hsa-miR-
145, Hsa-miR-153, Hsa-miR-181b ve Hsa-let-7d’nin sirasiyla 4.6, 2.38, 4.7, 6.1 ve 2.25
kat daha fazla eksprese oldugu saptanmistir (p<0.05) (276). Bu nedenle, tez projesi
kapsaminda, primer GBM tiimoérlerinden elde edilen kanser kok hiicrelerde gerceklestirilen
ileri analizlerde OLE’nin Hsa-miR-181b, Hsa-miR-145, Hsa-miR-153, Hsa-miR-137 ve

Hsa-Let-7d ekspresyonlari iizerindeki etkisi degerlendirildi.

4.1.3.7. miR-181b, miR-145, miR-153, miR-137 ve Let-7d’nin Hedef Genleri

miRWalk veri tabani ve literatiir arastirmasina gore miR-181b, miR-145, miR-153,

miR-137 ve Let-7d’nin regiile ettigi genler Tablo-53’te belirtilmektedir.

Tablo-53 miR-181b, miR-145, miR-153, miR-137 ve Let-7d’nin hedef genleri

mMiRNA Hedef genleri Rrﬁl;igzs mMiRNA ;ei(ljee:i Rni;iggs
ATM 349 TP53 354
BCL2 350 c-MYC 355
miR-181b TGFB 351 miR-145 SOX9 356
TIMP3 351, 352 BCL2 357
MCL1 353 CTGF 358
BCL2 359, 360 RTVP-1 361
. Irs2 359 . c-MET 362
miR-153 miR-137
Mcll 359 BCL2 362
Aktl 359 SOX2 363
BCL2 364, 365
NF-kappaB 365
Let7d Bcl-xL 366
HMGA2 367
KRAS 364, 368
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4.1.4. FCL

4.1.4.1. FCL’nin Yapisinda Bulunan Etken Maddeler

FCL’nin aktif bilesenlerinin arastirilabilmesi i¢in islenmemis FCL’nin sirasiyla
hekzan, diklorometan, etanol ve suda c¢oziinen fraksiyonlar1 hazirlandi.  Hekzan,
diklorometan ve etanol’de ¢6ziinen FCL fraksiyonlarinda herhangi bir sitotoksik aktivite
belirlenmedigi i¢in yalnizca FCL’nin sulu ¢ozletisinin HPLC analizi gergeklestirildi.
HPLC/ DAD analizine gore FCL’nin suda ¢oziinen fraksiyonunun igeriginde 28.784
+0.080 mg/L protocatechuic asit, 3.06 + 0.027 mg/L kafeik asit, 2.536 + 0.005 mg/L
ferulik asit, 2.746 + 0.007 mg/L p-coumaric asit ve 0.562 + 0.004 mg/L quercetin (n = 2)

oldugu belirlendi. FCL’nin kromatogram goriintiisii Sekil-43’te gosterilmistir.
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Sekil-43 FCL’nin HPLC analizindeki kromatogram goriintiisii. 280 nm’de elde edilen 1, 2,
3, 4 ve 5. Pikler siras1yla protocatechuic acid, kafeik asit, p-coumaric asit, ferulik asid ve
quercetin
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4.1.4.2. FCL’nin GBM Hiicre Hatlarindaki Sitotoksik Aktivitesi

WST-1 analizine gore T98G, U-138MG ve U-87MG hiicrelerinin 24, 48 ve 72 saat
FCL ile muamelesinden sonra luminometrik olarak elde edilen degerler Tablo-54 — 56°da
ve bu degerler kullanilarak belirlenen ortalama canlilik oranlar1 Sekil-44 — 46’da

gosterilmistir.

Tablo-54 24, 48 ve 72 saatlik FCL muamelesi sonunda T98G hiicrelerinde gergeklestirilen

WST-1 analizi sonuglari

24 saat
() Kontrol 0.125 mg/mL 0.25mg/mL | 0.5 mg/mL 1 mg/mL 1.5 mg/mL 2 mg/mL (+) Kontrol
1. deneme 1.499 1.437 0.647 0.490 0.369 0.256 0.244 0.105
2. deneme 1.591 1.342 0.649 0.570 0.352 0.235 0.223 0.169
3. deneme 1.524 1.343 0.680 0.195 0.357 0.210 0.224 0.179
4. deneme 1.421 1.380 0.516 0.176 0.349 0.142 0.125 0.170
Ortalama 1.508 1.375 0.623 0.357 0.356 0.210 0.204 0.156
48 saat
() Kontrol 0.125 mg/mL 0.25mg/mL | 0.5 mg/mL 1 mg/mL 1.5 mg/mL 2 mg/mL (+) Kontrol
1. deneme 2535 1.309 0.56 0.487 0.294 0.272 0.289 0.196
2. deneme 2.293 1412 0.744 0.397 0.327 0.274 0.290 0.211
3. deneme 2.222 2.049 0.470 0.478 0.302 0.280 0.276 0.189
4. deneme 1.884 2.183 0.765 0.307 0.331 0.364 0.16 0.122
Ortalama 2.233 1.738 0.634 0.417 0.313 0.297 0.253 0.179
72 saat
() Kontrol 0.125 mg/mL 0.25mg/mL | 0.5 mg/mL 1 mg/mL 1.5 mg/mL 2 mg/mL (+) Kontrol
1. deneme 1.901 1.597 0.438 0.460 0.292 0.274 0.261 0.192
2. deneme 2.133 1.313 0.690 0.207 0.294 0.273 0.207 0.203
3. deneme 2.277 1.424 0.610 0.228 0.279 0.274 0.279 0.208
4. deneme 2.302 1.350 0.500 0.230 0.282 0.172 0.221 0.023
Ortalama 2.153 1421 0.559 0.281 0.286 0.248 0.242 0.156

(-) Kontrol: Muamelesiz hiicre, (+) Kontrol: 30 mM H,0,
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Sekil-44 24 (A), 48 (B) ve 72 (C) saatlik FCL muamelesi sonunda T98G hiicrelerinde
belirlenen hiicre inhibisyon oranlari. * p < 0.05. (-) Kontrol: Muamelesiz hiicre, (+)

Tablo-55 24, 48 ve 72 saatlik FCL muamelesi sonunda U-138MG hiicrelerinde

Kontrol: 30 mM H»,0,

gerceklestirilen WST-1 analizi sonuglart

24 saat
() Kontrol 0.125 mg/mL 0.25mg/mL | 0.5 mg/mL 1 mg/mL 1.5 mg/mL 2 mg/mL (+) Kontrol
1. deneme 1.602 1.522 0.823 0.357 0.366 0.232 0.102 0.499
2. deneme 1.355 1.479 0.541 0.413 0.353 0.245 0.254 0.482
3. deneme 1.490 1.250 0.426 0.320 0.355 0.156 0.221 0.457
4. deneme 1.579 1.263 0.925 0.330 0.319 0.198 0.172 0.448
Ortalama 1.506 1.378 0.678 0.355 0.348 0.207 0.187 0.472
48 saat
() Kontrol 0.125 mg/mL 0.25mg/mL | 0.5 mg/mL 1 mg/mL 1.5 mg/mL 2 mg/mL (+) Kontrol
1. deneme 1.622 1.043 0.464 0.284 0.25 0.165 0.204 0.38
2. deneme 1.663 1.277 0.44 0.302 0.26 0.18 0.124 0.33
3. deneme 1.68 1.373 0.43 0.297 0.21 0.26 0.211 0.326
4. deneme 1.182 1.29 0.305 0.231 0.221 0.24 0.211 0.526
Ortalama 1.536 1.245 0.409 0.278 0.235 0.211 0.187 0.390
72 saat
(-) Kontrol 0.125 mg/mL 0.25mg/mL | 0.5 mg/mL 1 mg/mL 1.5 mg/mL 2 mg/mL (+) Kontrol
1. deneme 1.800 0.989 0.311 0.180 0.212 0.172 0.168 0.305
2. deneme 1.200 0.936 0.305 0.171 0.204 0.150 0.165 0.295
3. deneme 1.110 0.762 0.255 0.200 0.164 0.164 0.163 0.205
4. deneme 1.400 0.950 0.250 0.160 0.159 0.165 0.164 0.301
Ortalama 1.377 0.909 0.280 0.177 0.184 0.162 0.165 0.276

(-) Kontrol: Muamelesiz hiicre, (+) Kontrol: 30 mM H,0,
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Sekil-45 24 (A), 48 (B) ve 72 (C) saatlik FCL muamelesi sonunda U-138MG hiicrelerinde
belirlenen hiicre inhibisyon oranlari. * p < 0.05. (-) Kontrol: Muamelesiz hiicre, (+)

Tablo-56 24, 48 ve 72 saatlik FCL muamelesi

Kontrol: 30 mM H»,0,

gerceklestirilen WST-1 analizi sonuglari

sonunda U-87MG hiicrelerinde

24 saat
() Kontrol 0.125 mg/mL 0.25mg/mL | 0.5 mg/mL 1 mg/mL 1.5 mg/mL 2 mg/mL (+) Kontrol
1. deneme 1.245 0.879 0.483 0.437 0.392 0.139 0.134 0.150
2. deneme 1.339 0.997 0.416 0.272 0.273 0.139 0.139 0.150
3. deneme 1.269 1.230 0.418 0.196 0.258 0.165 0.132 0.158
4. deneme 1.384 1.270 0.316 0.296 0.218 0.149 0.131 0.191
Ortalama 1.309 1.094 0.408 0.300 0.285 0.148 0.134 0.162
48 saat
(-) Kontrol 0.125 mg/mL 0.25mg/mL | 0.5 mg/mL 1 mg/mL 1.5 mg/mL 2 mg/mL (+) Kontrol
1. deneme 0.911 1.130 0.386 0.334 0.211 0.19 0.164 0.273
2. deneme 1.839 0.870 0.501 0.380 0.216 0.162 0.192 0.246
3. deneme 1.665 1.343 0.393 0.185 0.152 0.142 0.158 0.262
4. deneme 1.899 1.340 0.385 0.350 0.151 0.150 0.158 0.048
Ortalama 1.578 1.170 0.416 0.312 0.182 0.161 0.168 0.207
72 saat
() Kontrol 0.125 mg/mL 0.25mg/mL | 0.5 mg/mL 1 mg/mL 1.5 mg/mL 2 mg/mL (+) Kontrol
1. deneme 1.287 1.299 0.31 0.348 0.212 0.105 0.191 0.208
2. deneme 1.304 0.864 0.368 0.261 0.145 0.107 0.103 0.231
3. deneme 1.299 0.889 0.300 0.240 0.139 0.102 0.102 0.227
4. deneme 2.038 0.850 0.300 0.240 0.143 0.240 0.104 0.050
Ortalama 1.482 0.975 0.319 0.272 0.159 0.138 0.125 0.179

(-) Kontrol: Muamelesiz hiicre, (+) Kontrol: 30 mM H,0,
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Sekil-46 24 (A), 48 (B) ve 72 (C) saatlik FCL muamelesi sonunda U-87MG hiicrelerinde
belirlenen hiicre inhibisyon oranlari. * p < 0.05. (-) Kontrol: Muamelesiz hiicre, (+)
Kontrol: 30 mM H,0,

FCL’nin optimal etkisi 24 saatte gozlendi. 24 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda
0.25 mg/mL FCL, T98G, U-138MG ve U-87MG hiicrelerinde sirasiyla % 58.7, % 54.94 ve
% 68.81 oraninda hiicre canliliginda azalmaya yol acti. Ayni kosullar altinda, (+) kontrol
olarak kullanilan 30mM H;0,, T98G, U-138MG ve U-87MG hiicrelerinde sirasiyla %
89.67, % 68.7 ve % 87.6 oraninda hiicre 6liimiine yol acti. Tek yonlii varyans analizi ve
Tukey testine gore, FCL’nin 0.25 mg/mL’lik konsatrasyonunun T98G, U-138MG ve U-
87MG hiicre hatlarinda lethal etkiye sahip oldugu belirlendi (p < 0.05).

Thoma laminda gerceklestirilen Triphan mavisi ile hiicre canlilik tayinine gore,
0.25 mg/mL FCL’nin lenfosit hiicreleri tizerinde % 14.83 + 0.33 oraninda sitotoksik etkiye
sahip oldugu belirlendi. Ayni kosullar altinda, (+) kontrol olarak kullanilan 30mM H;0,,

lenfosit hiicrelerinde %75.5 + 0.5 oraninda 6liime yol agt.
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4.1.4.3. FCL’nin GBM Hiicre Hatlarinda Hiicre Oliim Yolaklar1 Uzerindeki Etkisi

TUNEL analizine gore, 24 saatlik inkiibasyon siiresi sonucunda 0.25 mg/mL
FCL’nin T98G hiicrelerinde % 24.5, U-138 hiicrelerinde % 32.5, U-87MG hiicrelerinde %
57.8 oraninda 6liime yol agtig1 belirlendi (Sekil-47).

(-) Kontrol 0.25 mg/mL FCL (+) Kontrol
- -
o - -
h - -

Sekil-47 FCL nin GBM hiicre hatlar1 tizerindeki apoptotik etkisinin TUNEL yontemi ile
gosterilmesi. (-) Kontrol: Muamelesiz hiicre, (+) Kontrol: 30 mM H,0,

Annexin V analizine gore, 24 saatlik inkiibasyon siiresi sonucunda 0.25 mg/mL
FCL’nin T98G hiicrelerinde % 24.7 apoptotik, % 33.7 nektorik 6liime, U-138 hiicrelerinde
% 32.7 apoptotik, % 22.0 nekrotik 6liime, U-87MG hiicrelerinde % 58.0 apoptotik ve %
10.8 nekrotik 6liime yol agtigi belirlendi (Sekil-48).
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Sekil-48 FCL’nin GBM hiicre hatlar1 iizerindeki apoptotik etkisinin Annexin V yontemi ile
gosterilmesi. (-) Kontrol: Muamelesiz hiicre, (+) Kontrol: 30 mM H,0,

4.1.3.4. FCL’nin T98G Hiicrelerinde invazyon Uzerindeki Etkisi

En az 23 tekrarli olmak iizere, embriyolu tavuk yumurtalariin koryo-allantoik zar1
iizerine 2x10° T98G hiicresi ve 0.25 mg/mL FCL ekilerek neovaskiilerizasyon indiiklendi.
10 giinliik biliylime siiresi sonunda 6lii oldugu belirlenen yumurtalar degerlendirme dis1
birakildi. FCL muamelesine bagli olarak tiimdr gelisen ve gelismeyen yumurta sayilar

Tablo-57’de belirtilmektedir.
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Tablo-57 FCL muamelesine bagli olarak embriyolu yumurtalarda tiimor gelisim orani

2x10° T98G 2x10° T98G + 0.25 mg/ml FCL
Toplam yumurta sayist 24 23
Timor gelisen yumurta sayisi 13 9
Timor gelismeyen yumurta sayist 7 12
Olii yumurta sayi1s1 4 2

FCL muamelesinin embriyolu yumurtada tiimoér olusumu ve damarlanma iizerine

etkisi Sekil-49’da belirtilmektedir.

T98G T98G + 0.25 mg/mL FCL

Sekil-49 FCL muamelesi sonrasi T98G hiicrelerinde invazyon goriintiisii

Yumurtadan uzaklastirilan tiimorler hassas terazide tartildiginda FCL muamelesinin
timor agirligini anlamli sekilde azalttig1 belirlendi. FCL muamelesinin tiimorlerin agirlig

tizerindeki etkisi Tablo-58 — 59 ve Sekil-50’de belirtilmektedir.
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Tablo-58 CAM analizinde T98G hiicrelerinde FCL muamelesi sonucu olusan tiimdrlerin

agirliklar
T98G (gr) 0.25 mg/mL FCL (gr)
0.0036 0.0170
0.0042 0.0037
0.0098 0.0135
0.0194 0.0058
0.0066 0.0029
0.0054 0.0048
0.0133 0.0071
0.0127 0.0033
0.0135 0.0122
0.0271
0.0261
0.0155
0.0189
En kii¢iik — En biiyiik timor agirligi (gr) 0.0036 — 0.0271 0.0029 —0.0170
Ortalama tiimor agirlig: (gr) 0.013546154 0.007811
Standart Sapma 0.007766125 0.0051363
Standart hata 0.002153935 0.0017121

Tablo-59 Bagimsiz T testine gore CAM analizinde FCL muamelesinin timor biyiikligii

uzerine etkisi

Grup

t df

ortalama fark

standart hata

p degeri

% 95CI

T98G - 0.25 mg/mL FCL

1935 20

0.0057

0.002

0.08

-0.0004 - 0.0119
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p=0.08

Muamelesiz hiicre 0.25 mg'ml. FCL

Sekil-50 CAM analizinde T98G hiicrelerinde FCL muamelesinin tiimdr biiyiikliigii iizerine
etkisi (p degeri Bagimsiz T testi ile hesaplandi)

CAM analizinde FCL muamelesinin tiimorler invazyonu iizerindeki etkisinin
belirlenebilmesi i¢in yumurtalardan uzaklastirilan timorlerde VEGFA ekpresyon analizi
gerceklestirildi. VEGFA ekspresyon analizi icin CAM’da gelisen tiimorlerden elde edilen
RNA’larin konsantrasyonlart ve Ajso/Azgo dalga boyundaki optik dansiteleri Tablo-60’ta
belirtilmektedir. Gen ekspresyon analizi sonunda gergeklestirilen bagimsiz T testi
verilerine gore, 0.25 mg/mL FCL tiimor hiicrelerinde VEGFA ekspresyonunda 4.51 kat
azalisa yol act1 (Tablo-61, Sekil-51).

Tablo-60 CAM analizinde FCL muamelesinden sonra VEGFA ekspresyonu analizi igin

timorlerden izole edilen RNA’larin konsantrasyonlari ve optik dansiteleri

T98G T98G + 0.25 mg/mL FCL

No RNA (ng/pl) Aasol Azeo No RNA (ng/ul) Aol Aoso
1 15.00 1.82 1 760.60 1.76
2 352.10 2 2 325.00 1.85
3 1257.00 1.82 3 1425.65 1.92
4 766.90 2.01 4 1362.03 1.82
5 84.98 174 5 1145.15 1.95
6 833.20 1.96 6 1321.42 1.89
7 506.30 1.97 7 1665.75 1.81
8 521.40 1.73 8 564.72 2.01
9 1106.60 1.75 9 896.35 2.08
10 1230.00 1.85

11 1332.00 1.95

12 961.10 1.76

13 1744.00 1.83
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Tablo-61 CAM analizinde FCL muamelesinin VEGFA ekspresyonu iizerine etkisi

T98G T98G + 0.25 mg/mL FCL
Gen 27(-Avg.(Delta(Ct)) 2™(-Avg.(Delta(Ct)) Kat degisim 95% ClI p degeri
VEGFA 0.7610 0.1684 0.2213 (0.08,0.37) 0.002
200 p=0.002 VEGFA
: | 1
1.75
= 150
15*
Bn 1.25
@
= o100
e
g 0.75
0.50
0.00

T98G T98G + 0.25 mg/ml FCL

Sekil-51 CAM analizinde FCL muamelesinin T98G hiicrelerinde VEGFA ekspresyonu
tizerine etkisi

4.1.4.5. FCL’nin GBM Hiicre Hatlarinda TMZ ile Kombine Etkisi

24 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda WST-1 analizine goére T98G, U-138MG ve
U-87MG hiicrelerinde FCL ve TMZ muamelesinden sonra luminometrik olarak elde edilen
degerler Tablo-62 — 64’te ve bu degerler kullanilarak belirlenen hiicre canlilig1 inhibisyon

oranlar Sekil-52 — 54°te gosterilmistir.
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Tablo-62 24 saatlik FCL ve TMZ muamelesi sonunda T98G hiicrelerinde gerceklestirilen

WST-1 analizi sonuglari

(+) Kontrol | DMSO | (-) Kontrol 0.25 mg/mL FCL 0.25 mg/mL FCL + 450 uyM TMZ 450 uM TMZ
1. deneme 0.105 2.624 1.499 0.647 0.429 1014
2. deneme 0.169 2.63 1591 0.649 0.415 1.097
3. deneme 0.179 2.686 1524 0.680 0.493 1.022
4. deneme 0.170 2.647 1.421 0516 0.446 1.044
Ortalama 0.155 2.646 1.508 0.623 0.445 1.044
(-) Kontrol: Muamelesiz hiicre, (+) Kontrol: 30 mM H,0,
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{-) Kontrol

025mg/mLEFCL 023mgmlL FCL+ 430 pM TMZ
4530 pM TMZ

Sekil-52 24 saatlik FCL ve TMZ muamelesi sonunda T98G hiicrelerinde belirlenen hiicre

Tablo-63 24 saatlik FCL ve TMZ muamelesi

gerceklestirilen WST-1 analizi sonuglari

inhibisyon oranlari. (-) Kontrol: Muamelesiz hiicre

sonunda U-138MG hiicrelerinde

(+) Kontrol DMSO | (-) Kontrol 0.25 mg/mL FCL 0.25 mg/mL FCL + 450 uM TMZ 450 uM TMZ
1. deneme 0.499 2.643 1.602 0.823 0.400 1.499
2. deneme 0.482 2.892 1.355 0.541 0.441 1.487
3. deneme 0.457 2.439 1.490 0.426 0.428 1.181
4. deneme 0.448 2.658 1.579 0.925 0.495 0.558
Ortalama 0.471 2.658 1.506 0.678 0.441 1.181

(-) Kontrol: Muamelesiz hiicre, (+) Kontrol: 30 mM H,0,
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Sekil-53 24 saatlik FCL ve TMZ muamelesi sonunda U-138MG hiicrelerinde belirlenen
hiicre inhibisyon oranlari. (-) Kontrol: Muamelesiz hiicre

Tablo-64 24 saatlik FCL ve TMZ muamelesi sonunda U-87MG hiicrelerinde

gerceklestirilen WST-1 analizi sonuglari

(+) Kontrol | DMSO | (-) Kontrol 0.25 mg/mL FCL 0.25 mg/mL FCL + 25 uM TMZ 25 uM T™MZ
1. deneme 0.150 2.537 1.245 0.483 0.293 0.749
2. deneme 0.150 1.755 1.339 0.416 0.540 0.829
3. deneme 0.158 2.547 1.269 0.418 0.493 0.455
4. deneme 0.191 2.279 1.384 0.316 0.442 0.964
Ortalama 0.162 2.280 1.309 0.408 0.442 0.749

(-) Kontrol: Muamelesiz hiicre, (+) Kontrol: 30 mM H,0,

p<0.001
p=0134 | p=0043

2
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{-) Kontrol 025mgml FCL  023mg/mL FCL+ 25 yM TMZ
25 M TMEZ

Sekil-54 24 saatlik FCL ve TMZ muamelesi sonunda U-87MG hiicrelerinde belirlenen
hiicre inhibisyon oranlari. (-) Kontrol: Muamelesiz hiicre

134



T98G ve U-138MG hiicreleri 450 uM TMZ ile muamele edildiginde, muamelesiz
hiicrelere goére hiicre canliliginda sirastyla % 60.5 ve % 55.5 oraninda inhibisyon
gergeklesti. U-87MG hiicreleri 25 uM TMZ ile muamele edildiginde ise muamelesiz
hiicrelere gore hiicre canliligi % 67.1 oraninda azaldi. T98G, U-138MG ve U-87MG
hiicreleri belirtilen TMZ konsantrasyonlar1 ve 0.25 mg/mL FCL ile birlikte muamele
edildiginde hiicre canliliginda sirasiyla % 83.1, % 83.4 ve % 80.6 oraninda azalma

gozlendi.

4.1.4.6. FCL’nin T98G Hiicrelerinde miRNA Ekspresyonu Uzerine Etkisi

FCL’nin etki mekanizmasinin anlasilabilmesi i¢in miRNA PCR array tekniginden
yararlanilarak GBM olusumu ve ilag direncliligi ile iliskili yolaklarda gorevli 40 farkl
miRNA’ nin ekspresyon seviyeleri degerlendirildi. Bu amagla FCL, FCL-TMZ
kombinasyonu veya TMZ ile 24 saat siiresinde muamele edilmis T98G hiicrelerinden elde

edilen RNA’larin optik dansiteleri ve konsantrasyonlar1 Tablo-65’te belirtilmektedir.

Tablo-65 FCL, FCL-TMZ kombinasyonu veya TMZ muamelesinden sonra miRNA

ekspresyonu analizi i¢in T98G hiicrelerinden izole edilen RNA’larin konsantrasyonlar1 ve

optik dansiteleri

T98G
No RNA (ng/pl) Aosol Azso
1 115.00 1.82
2 135.20 2.15
T98G + 0.25 mg/mL FCL
1 579.75 1.78
2 878.52 1.92
T98G + 0.25 mg/mL FCL + 450uM TMZ
1 185.65 1.81
2 562.84 1.96
T98G + 450uM TMZ

1 308.54 2.01
2 523.74 2.08
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Web tabanli RT? Profiller PCR Array Data Analiz programindan yararlamlarak
yapilan istatistiksel analiz sonucunda, 0.25 mg/mL FCL’nin muamele edilmemis hiicrelere
gore Hsa-let-7d’nin ekspresyon seviyesini 3.77 kat arttirdigi belirlendi (p <0.05). Ayrica
hiicrelere, 0,25 mg/mL FCL 450 uM TMZ ile birlikte verildiginde yalnizca 450 uM TMZ
verilen hiicrelere gore Hsa-let-7d’nin 1.75 kat daha fazla eksprese oldugu saptandi
(p<0.05; Tablo-66).

ekspresyonunda belirlenen degisim single assay teknigi ile dogrulandi (Sekil-55).

Deney 10 kez tekrarlanarak, superarray teknigi ile let-7d

Tablo-66 Superarray teknigine goére 0.25 mg/mL FCL ve 450 uM TMZ’nin T98G

hiicrelerinde let-7d ekspresyonu iizerindeki etkisi

let-7d
(-) Kontrol
2\(-Avg.(Delta(Ct)) 0.1611
0.25 mg/ml FCL
2\(-Avg.(Delta(Ct)) 0.1108
Kat degisim 0.6878
95% ClI (0.00001, 4.76)
p degeri* 0.1396
0.25 mg/FCL + 450uM TMZ
2"(-Avg.(Delta(Ct)) 0.507566
Kat degisim 3.1492
95% ClI (1.54,4.76)
p degeri* 0.0002
450uM TMZ
2"(-Avg.(Delta(Ct)) 0.2485
Kat degisim 1.5422
95% ClI (0.36,2.72)
p degeri* 0.2810

* RT? Profiler PCR Array Data Analysis’de Bagimsiz T-testi kullamlarak degerlendirildi.
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30.0 1.7500 kat || |et_:—-d|

p=10.015

275 I 0
25.0
22.5

=l 3.7764 kat
g 10.0 p=10.002

() Kontrol 025mgm FCL  025mgmlFCL 450 M TMZ
+
450 pM TMZ

Sekil-55 Single assay teknigine gore 0.25 mg/mL FCL ve 450 uM TMZ’nin T98G
hiicrelerinde let-7d ekspresyonu tizerindeki etkisi. (P degeri RT2 Profiler PCR Array Data
Analysis’de Bagimsiz T-testi kullanilarak degerlendirildi)

4.1.4.7. Let-7d’nin Hedef Genleri

miRWalk veri taban1 ve literatiir arastirmasina gore Let-7d’nin regiile ettigi genler

Tablo-67’de belirtilmektedir.

Tablo-67 Let-7d’nin hedef genleri

. . Referans

miRNA  Hedef genleri makale
BCL2 364, 365
NF-kappaB 365

Let7d Bcl-xL 366
HMGA2 367
KRAS 364, 368
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4.2. Bitkisel Oziitlerin Glioblastoma Kanser Kok Hiicreleri (GSC) Uzerindeki
Sitotoksik Etkileri

4.2.1. Hasta Grubu

Calismaya yas ortalamas1 62.5 = 1.76 (48-73) olan 11’1 erkek, 9’u kadin olmak
tizere 20 GBM hastas1 dahil edildi. Primer timor hastalarin 4’iinde parietal, 9’unda
frontal, 3’tiinde temporal, 2’sinde talamik ve 1’inde oksipital bolgede yer almakta idi.
Hastalarin 7 (% 33.3)’sinde agir bas agrist, 5 (% 23.8)’inde basdonmesi, 4 (% 19)’linde
konusma giicliigii ve 2 (% 9.5)’sinde kisilik ve karakter degisimi goriildii. Ayrica, 16 (%

76.1) hastada norosiriijik hasarlar goriildii. Higbir hastada parezi gézlenmedi.

4.2.2. GSC izolasyonu ve Validasyonu

20 primer GBM tliimoérii hiicre kiiltiir ortaminda 3 — 6 pasaj ¢cogaltildi ve CD133 (+)
olan hiicreler magnetik ayrim yontemiyle ayrilarak yeni bir hiicre kiiltiir kabina aktarildi ve
serumdan yoksun kok hiicre besiyerinde hiicre sayisi 1x106’ya ulasana dek c¢ogaltildi. 3, 4,
8, 9 ve 12 numarali primer GBM tiimorlerinden ¢ogaltilan hiicreler, kok hiicre besiyerinde

norosfer olusturdu (Sekil-56).
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Sekil-56 Hiicre kiiltiirii kosullarinda GSC (+) GBM tiimoérlerinin biiytimesi (a) 2. giin (b) 7.
Giin (c) CD133 (+) hiicrelerin magnetik ayrimindan sonraki 1. giin (d) GSC’lerin erken faz
norosfer olusturmasi (40x)
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GSC’lerin farklilasma potansiyelleri géz oniine alinarak 3, 4, 8, 9 ve 12 numarali
hiicreler 2 pasaj ¢ogaltildi ve akim sitometrik yontemle CD133 ve Nestin pozitifligi
degerlendirildi. Elde edilen verilere gore bu hiicrelerde sirasiyla % 1.5, 12.9, 4.5, 6 ve 4.4

oraninda CD 133 pozitifligi ve % 36.5, 3.1, 32.4, 2.3 ve 25.7 oraninda Nestin pozitifligi
belirlendi (Sekil-57).

CD 133 (-) Kontrol CD 133 (+) Nestin (-) Kontrol Nestin (+)

Vaka no: 3 § P2

107 10*

IgG2B-PE

Vaka no: 4 §
10° 10° 10? 10* 10*
1gG2B-P. CD 133-PE
Vaka no: 8 1“
P2
10° 10* 107 10° 10* 10* 0* [
1gG2B-PE CD 133-PE IgG1-APC NESTIN-APC
It
VaKa no: 9 2 P2 §g“ P z )
3. 1o° 10 108 107 10° 10* 10* w0 'A"'"f:i 'A'A""l'l‘:‘ g
IgG2B-PE CD 133-PE IgG1-APC

Vaka no: 12

-

2 a

s
10 10* 10% 10 10

10° 0* 10*

10’ w* 10

1gG2B-PE CD 133-PE IgG1-APC NESTIN-APC

Sekil-57 GSC’lerde CD133 ve Nestin pozitifliginin akim sitometrik analiz ile validasyonu
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CDI133 ve nestin pozitifligi akim sitometrik olarak belirlenen hiicrelerde diger
GSC belirtegleri olan ITGA, VIM, CD44 ve OCT4 ekspresyonlart RT-PCR yontemi ile
belirlendi. Bu amagla CDI133 (+) hiicrelerden ve epileptik dokulardan elde edilen
RNA'’larin optik dansiteleri ve konsantrasyonlar1 Tablo-68’de belirtilmektedir.

Tablo-68 GSC ve epileptik dokulardan izole edilen RNA’larin optik dansiteleri ve

konsantrasyonlari
Hasta No RNA (ng/ul) Aol Aggo ratio Kontrol No RNA (ng/pl) Agol Aggo ratio
3 992.80 1.95 1 357.70 1.94
4 862.74 1.76 2 795.50 1.99
8 1387.00 1.91 3 853.80 1.94
9 1574.00 1.92 4 177.90 1.89
12 1649.95 1.75 5 1751.00 1.94

Elde edilen gen ekspresyon oranlari epilepsi hastalarindan cerrahi operasyon
sirasinda alman tiimor olmayan dokular ile karsilagtirildi.  Elde edilen verilere gére GSC
(+) olan tiimorlerde ITGA, VIM, CD44 ve OCT4 ekspresyonlarinin en az 2 kat yiiksek
oldugu goriildii (Tablo-69).

Tablo-69 CD133 (+) hiicrelerde GSC belirteclerinin mRNA ekspresyon seviyeleri

Hiicre no: 3 Hiicre no: 4 Hiicre no: 8 Hiicre no: 9 Hiicre no: 12 *Kontrol

27-AC; Fold change 27-AC; Fold change 2"-AC; Fold change 2N-ACy Fold change 27-AC; Fold change Average (2"-ACy

ITGA 19453 8894.3081 0.0021 9.8401 0.0020 58.8376 0.162668 743.7462 0.2058 941.4017 0.0002
VIM  6.2333 9598.9885 0.5586 860.2825 0.5580 81.4965 2.411616 3713.7646 0.0421 64.8335 0.0006
CD44 0.7845 1434.8326 0.2517 460.3753 0.2510 43.9158 0.283221 517.9492 0.1158 211.8158 0.0005
OCT4 3.7580 660.1576 0.0028 0.4900 0.0020 2.0000 0.325335 57.1494 0.4673 83.6716 0.0056

* Kontrol : Epileptik hastalardan elde edilen non-tiiméral dokular

Calismaya dahil edilen hastalarin tan1 yasi, cinsiyeti gibi klinik 6zellikleri ve
tiimérlerin GFAP, p53, Ki-67 indeksi gibi patolojik ozellikleri, ¥ ve Fisher exact test
kullanilarak tiimdrlerin GSC varligina gore degerlendirildi. Buna gore GSC (+) hastalarin
GSC (-) hastalara gore daha geng yasta olduklari (p = 0.001) ve GSC (+) tiimorlerde GFAP
ve Ki-67 boyamalarinin GSC (-) tiimorlere gore daha gii¢lii oldugu belirlendi (sirasiyla p =
0.001 ve 0.007). Hastalarin biyopatolojik 6zellikleri ve GSC varlig1 arasindaki iliski
Tablo-70’te belirtilmektedir.
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Tablo-70 GSC pozitifligi ve GBM hastalarin biyopatolojik 6zellikleri arasindaki iligki

Biyopatolojik 6zellikler

GSC (+) (%)

GSC (-) (%) p degeri

Yas

<50

> 50
Cinsiyet
Erkek
Kadin
Tiimor lokalizasyonu
Paryetal
Frontal
Temporal
Talamik
Oksipital
GFAP

+

p53

>50 %
<50 %
Ki-67 (%o)
<499

> 500

2 (10)
3 (15)

1(5)
4 (20)

2 (10)
2 (10)
0 (0)
1(5)
0(0)

5 (25)
0 (0)

4 (20)
1(5)

1(5)
4 (20)

< 0.001**
0(0)
15 (75)
0.655%*
10 (50)
5 (25)
0.075*
2 (10)
7 (35)
3 (15)
1(5)
2 (10)
< 0.001**
14 (70)
1(5)
0.371%*
8 (40)
7 (35)
0.007%*
3 (35)
12 (60)

* %2 ve ** Fisher exact test kullanilarak analiz edildi.

4.2.2.1. GCS (+)’liginin Sagkalim Uzerine Etkisi

GSC varliginin sagkalim iizerine etkisinin belirlenebilmesi i¢in hastalar tani
konduktan sonra ortalama 10 + 1.28 ay boyunca takip edildi (1 — 23 ay). Kaplan-Meier
analizine gore GSC (+) tiimorlerin ortalama sagkalim siiresi GSC (-) tlimdrlere gore daha

kisa olmasina ragmen istatistiksel olarak anlamli bir farklilik gézlenmedi (log-rank p =

0.610; Sekil-58).
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Sekil-58 GSC varliginin ortalama sag kalim {izerine etkisi

4.2.3. MGMT Metilasyonu

Calismaya dahil edilen GBM hastalarinin TMZ tedavisine verecekleri yanitin
belirlenebilmesi i¢in hastalarin MGMT geni promotdr bolge metilasyon oranlari belirlendi.
Bu amagla hastalarin timoér dokularindan elde edilen DNA’larin optik dansiteleri ve

konsantrasyonlar1 Tablo-71’de belirtilmektedir.

Tablo-71 Calismaya dahil edilen GBM tiiméorlerinden elde edilen DNA’larin optik

dansiteleri ve konsantrasyonlari

Hasta No DNA (ng/ul) Aggol Aggo ratio Hasta No DNA (ng/ul) Aggol Aggg ratio
1 22.78 1.80 11 11.66 1.93
2 19.16 1.95 12 20 2.13
3 17.51 1.91 13 23.99 2.05
4 17.18 2.24 14 19.16 1.79
5 22.45 2.03 15 11.09 1.16
6 83.66 2.04 16 6.5 1.85
7 37.38 2.05 17 98.94 1.82
8 17.67 1.86 18 36.8 1.76
9 45.46 1.87 19 11.42 1.88
10 19.4 2.04 20 14.16 1.81

MS-HRM analizi’ne gore ¢alismaya dahil edilen GBM tiimérlerinin MGMT geni

promotdr bolge metilasyon oranlari Tablo-72’de belirtilmektedir.
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Tablo-72 MS-HRM analizine gére GBM tiimorlerinin MGMT promotor bolge metilasyonu

oranlar1
MGMT metilasyon orani MGMT metilasyon orani
Hasta no (%) Hasta no (%)
1 50.00 11 53.69
2 50.00 12 50.00
3 50.00 13 13.44
4 50.00 14 3.06
5 0.33 15 8.90
6 9.93 16 84.07
7 4.00 17 4.29
8 50.00 18 50.00
9 50.00 19 48.08
10 9.88 20 50.00

GSC (+) GBM tiimorlerinde ortalama % 50.0 + 0.00, GSC (-) GBM tiimorlerinde
ise ortalama % 26.5 = 6.85 MGMT promotor bolge metilasyonu goriildii. Bagimsiz T
testine gore, GSC (+) GBM tiimorlerinde MGMT geni promotor bdlge mutasyonunun GSC
(-) GBM tiimorlerine gore anlaml sekilde yiiksek oldugu belirlendi (p = 0.009, % 95 CI:
5.9-35.3).

4.2.4. OLE’nin GSC (+) Tiimérler Uzerindeki Etkisi

4.2.4.1. OLE’nin GSC (+) Tiimérlerde miRNA Ekspresyonu Uzerindeki Etkisi

T98G GBM hiicre hattinda gerceklestirilen ¢aligmalarda 1 mg/mL ve 2 mg/mL
OLE’nin Hsa-miR-137, Hsa-miR-145, Hsa-miR-153, Hsa-miR-181b ve Hsa-let-7d
ekspresyonlarini anlamli sekilde arttirdig: belirlenmisti. Bu nedenle GSC (+) primer GBM
timorlerde OLE’nin bu miRNA’larin ekspresyon seviyeleri tizerindeki etkisi arastirildi.
GSC (+) hiicreler 24 saat siiresince 1 mg/mL OLE, 450 uM TMZ veya 1 mg/mL OLE —
450 uM TMZ kombinasyonu veya 2 mg/mL OLE, 450 uM TMZ veya 2 mg/mL OLE —
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450 uM TMZ ile muamele edildi. Inkiibasyon siiresi sonunda hiicrelerden elde edilen

RNA’larin optik dansiteleri ve konsantrasyonlar1 Tablo-73’te belirtilmektedir.

Tablo-73 OLE ve TMZ muamelesi sonunda GSC (+) tiimorlerden izole edilen RNA’larin

optik dansiteleri ve konsantrasyonlari

Muamelesiz 450 uM TMZ
Hasta No RNA (ng/ul) AosolAsgoratio | Hasta No RNA (ng/ul) Azl Azgo ratio
3 69.38 2.03 3 30.61 1.77
4 64.13 1.97 4 39.49 1.73
8 110.7 1.96 8 60.57 2.03
9 116.8 2.1 9 64.21 1.82
12 32.98 1.79 12 84.48 1.77
1 mg/mL OLE 2 mg/mL OLE
Hasta No RNA (ng/ul) Ao/ Agoratio | Hasta No RNA (ng/pul)  AzeolAsgo ratio
3 101.2 1.92 3 51.26 1.99
4 90.75 1.96 4 121 1.79
8 14.99 1.78 8 159.1 1.95
9 35.58 1.94 9 170.5 1.93
12 114.3 1.92 12 129.2 1.79
Img/mL OLE + 450 uM TMZ 2 mg/mL OLE + 450 uM TMZ
Hasta No RNA (ng/ul) Ao/ Agoratio | Hasta No RNA (ng/ul)  AzeolAsgo ratio
3 51.87 1.88 3 84.26 2.04
4 156.2 2.01 4 29.8 1.85
8 67.88 1.91 8 34.89 2.07
9 37.63 1.69 9 34.02 1.81
12 140.06 1.99 12 130.3 2.03

Bagimsiz T testi kullanilarak, 1 mg/mL OLE, 2 mg/ml OLE, 1 mg/mL OLE — 450
uM TMZ, 2 mg/mL OLE — 450 uM TMZ muamelesinin GSC (+) hiicrelerde yol agtig1
miRNA ekspresyonlarindaki degisimler muamele edilmemis GSC (+) hiicrelerin miRNA
ekspresyon seviyeleri ile karsilastirildi. Elde edilen verilere gore 1 mg/mL OLE —450 uM
TMZ muamelesi sonucunda miR-137 ekspresyonu muamelesiz hiicrelere gore 35.06 kat
artis gosterdi (p = 0.03). Ayrica, 2 mg/mL OLE —450 uM TMZ muamelesi miR-153,
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miR-145 ve miR-137 ekspresyonlarinda muamelesiz hiicrelere gore sirastyla 81.9, 73.72
ve 32.89 kat artisa yol agtt (p < 0.05). OLE ve TMZ muamelesinin GSC (+) GBM
tiimorlerinde, muamelesiz hiicrelere gére miRNA ekspresyonlarinda yol agtigi degisim

Tablo-74’te belirtilmektedir.

Tablo-74 1 mg/mL, 2 mg/mL OLE, 450 uM TMZ veya OLE — TMZ kombinasyonlart ile
mumale edilen GSC (+) tiimorlerinde muamelesiz hiicrelere gére miRNA

ekspresyonlarindaki kat degisimleri

mir-181b miR-153 miR-145 miR-137 let-7d
Muamelesiz
2"(-Avg.(Delta(Ct)) 0.412367 0.000379 0.007922 0.000518 0.026388
1 mg/ml OLE
27(-Avg.(Delta(Ct)) 0.544876 0.004796 0.080772 0.004796 0.17776
Kat Degisim 1.3213 12.6582 1.1965 9.2663 6.7365
95 % ClI (0.13,2.51) (0.00001,42.64) (0.00001,37.00) (0.00001,31.01) (0.00001,32.83)
*P degeri 0.6212 0.1375 0.1876 0.1754 0.6828
2 mg/ml OLE
27(-Avg.(Delta(Ct)) 0.713013 0.011296 0.034722 0.011296 0.136408
Kat Degisim 1.7291 29.8157 4.3832 21.8264 5.1694
95% CI (0.05,341) (0.00001,90.40) (0.00001,17.36) (0.00001,65.61) (0.00001,27.89)
*P degeri 0.3557 0.0088 0.4323 0.0155 0.3847
450 pM TMZ
27(-Avg.(Delta(Ct)) 0.088388 0.016289 0.080214 0.016289 0.046974
Kat Degisim 0.2143 42.9921 10.1261 31.4721 1.7802
95% Cl (0.00001,0.43) (0.00001,132.10) (0.00001,37.69) (0.00001,95.91) (0.00001,8.58)
*P degeri 0.4428 0.0118 0.2239 0.0155 0.2864
1 mg/ml OLE + 450 uM TMZ
27(-Avg.(Delta(Ct)) 9.958994 0.028676 0.056563 0.018149 0.004588
Kat Degisim 24.1508 75.6884 7.1404 35.0660 0.1739
95 % ClI (0.00001, 105.23) (0.00001, 258.73) (0.00001,26.75) (0.00001,113.99) (0.00001,0.82)
*P degeri 0.0842 0.1774 0.3209 0.0323 0.1360
2 mg/ml OLE + 450 uM TMZ
27(-Avg.(Delta(Ct)) 1.503161 0.031034 0.583984 0.017027 0.143786
Kat Degisim 3.6452 81.9118 73.7208 32.8996 5.4490
95% Cl (0.72,6.57) (0.00001, 257.85) (0.00001, 259.87 ) (0.00001,111.76) (0.00001, 25.00)
*P degeri 0.0227 0.0438 0.0005 0.0146 0.3762

* p degerleri RT? Profiler PCR Array Data Analysis kullanilarak bagimsiz T testi ile
hesaplandi.
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Bagimsiz T testinden yararlanarak, OLE — TMZ kombinasyonlarinin miRNA
ekspresyonlarinda yol agtigi degisimler TMZ’nin tek basina yol agtigi degisim ile
karsilastirildiginda, OLE ve TMZ’nin birlikte kullaniminin tek basina TMZ kullanimina
gore miR-145 ekspresyonunu anlamli sekilde arttirdigi goriildii (p < 0.05, Tablo-75). Elde
edilen veriler GSC (+) GBM tiimorlerinin tedavisinde OLE’nin TMZ ile birlikte
kullanimimin miRNA ekspresyonlarin diizenlenmesinde sinerjik bir etki gosterdigini

ortaya koydu (Sekil-59).

Tablo-75 OLE — TMZ kombinasyonlari ile mumale edilen GSC (+) tiimorlerinde TMZ ile

muamele edilen hiicrelere gore miRNA ekspresyonlarindaki kat degisimleri

mir-181b miR-153 miR-145 MIR-137 let-7d

450 pM TMZ

27(-Avg.(Delta(Ct)) 0.088388 0.016289 0.080214 0.016289 0.046974
Img/ml OLE + 450 uM TMZ

27(-Avg.(Delta(Ct)) 9.958994 0.028676 0.056563 0.018149 0.004588
Kat Degisim 112.6732 1.7605 0.7051 11142 0.0977

95 % ClI (0.00001, 492.25) (0.00001,4.51) (0.00001,1.79) (0.00001,2.59) (0.00001,0.26)
*P degeri 0.0829 0.3133 0.7102 0.4842 0.1542

2 mg/ml OLE + 450 pM TMZ

27(-Avg.(Delta(Ct)) 1.503161 0.031034 0.583984 0.017027 0.143786
Kat Degisim 17.0063 1.9053 7.2803 1.0454 3.061

95 % Cl (2.54,31.47)  (0.00001,3.99) (0.00001,15.22) (0.00001,2.68) (0.00001,7.35)
*P degeri 0.0030 0.2173 0.0040 0.3944 0.4846

* p degerleri RT2 Profiler PCR Array Data Analysis kullanilarak bagimsiz T testi ile
hesaplandi.
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Sekil-59 OLE ve TMZ muamelesinin GSC (+) GBM tiimoérlerinde yol agtigrt miRNA
ekspresyon degisimleri. P degerleri RT? Profiler PCR Array Data analysis kullanilarak
bagimsiz T testi ile hesaplandi
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4.2.4.1.1. miRNA’larin Hedef Genlerinin Ekspresyonlarinin Belirlenmesi

OLE ve TMZ muamelesine bagh olarak miR-153, miR-137 ve miR-145’in hedef
genlerinden olan TP53, OCT-4, SOX2, BCL2, c-myc ve c-met’in ekspresyon seviyeleri
belirlendi (Tablo-76).

Tablo-76 GSC (+) primer GBM tiimorlerinde OLE-TMZ muamelesine bagli olarak

miRNA hedef genlerinin ekspresyon seviyelerindeki degisim

TP53 OCT-4 SOX2 BCL2 c-myc c-met
Muamelesiz
27(-Avg.(Delta(Ct)) 0.014418 0.02039 0.184795 0.042926 0.014458 0.011454
2 mg/ml OLE
27(-Avg.(Delta(Ct)) 0.002418 0.002828 0.013831 0.010352 0.002418 0.002418
Kat degisim 0.1677 0.1387 0.0748 0.2411 0.1672 0.2111
95 % Cl (0.00001,0.58)  (0.00001,0.46) (0.00001,0.29) (0.00001,0.98) (0.00001,1.01) (0.00001,1.09)
*P degeri 0.314169 0.227929 0.175984 0.351612 0.341963 0.302438
2 mg/ml OLE + 450 pM TMZ
27(-Avg.(Delta(Ct)) 0.004743 0.002418 0.011502 0.007557 0.000975 0.000975
Kat degisim 0.329 0.1186 0.0622 0.176 0.0675 0.0851
95 % Cl (0.00001,1.10)  (0.00001,0.42) (0.00001,0.26) (0.00001,0.70) (0.00001,0.39) (0.00001,0.41)
*P degeri 0.329112 0.220026 0.187845 0.353684 0.341256 0.29579
450 pM TMZ
27(-Avg.(Delta(Ct)) 0.121751 0.121751 0.133046 0.155609 0.121751 0.121751
Kat degisim 8.4444 5.9711 0.72 3.625 8.421 10.6295
95 % Cl (0.00001, 28.07) (0.00001, 20.13) (0.00001,2.91) (0.00001, 14.44) (0.00001,50.50) (0.00001,53.82)
*P degeri 0.209763 0.224161 0.23702 0.484775 0.371175 0.681602

* p degerleri RT2 Profiler PCR Array Data Analysis kullanilarak bagimsiz T testi ile
hesaplandi.

4.2.4.2. OLE’nin GSC (+) Tiimérlerde p53 Ekspresyonu Uzerindeki Etkisi

GSC (+) GBM tiimorlerinin patalog tarafindan immiinohistokimyasal olarak
belirlenen p53 protein ekspresyon oranlari sirasi ile % 50, 50, 60, 60 ve 40 idi. OLE’nin bu
tiimorlerde p53 ekspresyonu iizerindeki etkisi Western Blot yontemi ile belirlendi. Bu
amacla GSC (+) GBM tiimérleri 24 saat boyunca 2 mg/mL OLE ile muamele edildi ve
inkiibasyon siiresi sonunda protein izolasyonu gerceklestirildi. Elde edilen proteinlerin
Qubit cihazindan elde edilen konsantrasyon egrisi Sekil-60’ta ve her bir hiicre kiiltiiriinden

elde edilen protein konsantrasyonlar1 Tablo-77’de belirtilmektedir.
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1L B In 1B on R
___ Concentration [pg/ml]
Sekil-60 2 mg/mL OLE ile muamele edilen ve edilmeyen GSC (+) primer GBM

hiicrelerinin Qubit cihazinda gergeklestirilen protein dlgiimii sonucu elde edilen
konsantrasyon egrisi

Tablo-77 2 mg/mL OLE ile muamele edilen ve edilmeyen GSC (+) primer GBM

hiicrelerinin Qubit cihazinda gergeklestirilen protein 6l¢iimleri

80ug protein i¢in
Konsanstrasyon
Vaka no (ng/mL) protein pL dH,O uL
3 450 uM TMZ 6.48 12.3 2.7
3 muamelesiz 7.15 11.18 3.82
3 2 mg/mL OLE 6.19 12.92 2.08
4 muamelesiz 8.57 9.3 5.7
4 2 mg/mL OLE 5.74 13.9 1.1
8 muamelesiz 6.49 12.32 2.68
8 2 mg/mL OLE 6.37 125 25
9 muamelesiz 12.5 6.4 8.6
9 2 mg/mL OLE 5.95 13.44 1.56
12 muamelesiz 7.94 10.06 4.94
12 2 mg/mL OLE 6.42 12.45 2.55
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Westhern Blot analizi’ne gore GSC (+) GBM tiimérlerinde 2 mg/mL OLE’nin 24
saatlik inkiibasyon siiresi sonunda p53 ekspresyonunda azalmaya yol actig1 goriildii (Sekil-
61).

Fosfo-p33
Fosfo-p38 MAPK

elF4E

T 8
Eﬁg
Mh—l
° § 1

Sekil-61 2 mg/mL OLE muamelesi sonunda Westhern Blot analizin’de elde edilen p53 ve
p38MAPK proteinlerine ait bant goriintiileri. * e[F4E: Kontrol

4.2.4.3. OLE’nin GSC (+) Tiimérlerde invazyon Uzerindeki Etkisi

5 GSC (+) GBM tiimér hiicrelerinden ikisi, en az 12 tekrarli olarak embriyolu tavuk
yumurtalarinin koryo-allantoik zar1 iizerine, her bir yumurtaya 2x10° hiicre ve 2 mg/mL
OLE ekilerek neovaskiilerizasyon indiiklendi. 10 giinliik biiyiime siiresi sonunda ol
oldugu belirlenen yumurtalar degerlendirme dis1 birakildi. OLE muamelesine bagl olarak

tiimor geligen ve gelismeyen yumurta sayilar1 Tablo-78’de belirtilmektedir.
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Tablo-78 OLE muamelesine bagli olarak embriyolu yumurtalarda GSC (+) timéor gelisim

orani
GSC (+) tiimor no:1
2x10° GSC ~ 2x10° GSC + 2 mg/mL OLE
Toplam yumurta sayisi 12 12
Timor gelisen yumurta sayisi 6 5
Timor gelismeyen yumurta sayisi 2 1
Olii yumurta say1s1 4 6
GSC (+) tiimor no:2
2x10° GSC 2x10° GSC + 2 mg/mL OLE
Toplam yumurta sayisi 12 14
Timor gelisen yumurta sayisi 6 6
Timor gelismeyen yumurta sayisi 2
Olii yumurta say1st 4 4

OLE muamelesinin embriyolu yumurtada GSC (+) tiimor olusumu ve damarlanma

tizerine etkisi Sekil-62’de belirtilmektedir.

s

GSC (+) tii

,

mor GSC (+) tiimor + 2 mg/mL OLE

Sekil-62 OLE muamelesi sonras1t GSC (+) tiimdrlerde invazyon goriintiisii

Yumurtadan uzaklastirilan GSC (+) tiimorler hassas terazide tartildiginda OLE
muamelesinin timdr agirhigmi anlamh sekilde azalttigi belirlendi. OLE muamelesinin

tiimorlerin agirhig tizerindeki etkisi Tablo-79 — 80°de ve Sekil-63’te belirtilmektedir.
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Tablo-79 CAM analizinde OLE muamelesi sonucu olusan GSC (+) tiimérlerin agirliklart

GSC (+) tiimdr no: 1 GSC (+) tiimdr no: 2
muamelesiz tiimor (gr) 2mg/mL OLE (gr) | muamelesiz timor (gr) 2 mg/mL OLE (gr)
0.054 0.041 0.059 0.053
0.056 0.042 0.061 0.036
0.051 0.039 0.051 0.037
0.068 0.045 0.052 0.017
0.051 0.052 0.061 0.024
0.065 0.055 0.035
En kiiciik — En biiyiik
timor agirhign (gr) 0.051-0.068 0.039-0.052 0.051-0.061 0.017-0.053
Ortalama timor agirlig
0.0575 0.0438 0.0565 0.0336
(an)
Standart Sapma 0.007287 0.005070 0.004461 0.012356
Standart hata 0.002975 0.002267 0.001821 0.005044

Tablo-80 Bagimsiz T testine gore CAM analizinde OLE muamelesinin GSC (+) timor

biiyiikliigi iizerine etkisi

Grup t df ortalama fark standart hata p degeri % 95ClI
GSE (+) tiimor no: 1 — 2 mg/mL OLE 3.537 9 0.013700 0.003874 0.006 0.004937 — 0.022463
GSE (+) tiimdr no: 2 — 2 mg/mL. OLE 4258 10 0.022833 0.005363 0.002 0.010884 — 0.034783

0.07
=0.006
s i »=0.002
06 |
oy
50 0.05
o
< 0.04 |
E I
0,03
e
£
= 0.02 -
0.01 - S—
0 !
GSC (+) tiimbr no:1 GSC (4) tiim6r no:2
B muamelesiz timdr
2mg/'mL OLE

Sekil-63 CAM assay’de OLE muamelesinin GSC (+) tiimor biiyiikligi lizerine etkisi (p

degeri Bagimsiz T testi ile hesaplandi)
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CAM analizinde OLE muamelesinin GSC (+) tiimorlerde invazyon {iizerindeki
etkisinin belirlenebilmesi i¢in yumurtalardan uzaklastirilan timorlerde VEGFA ekpresyon
analizi gerceklestirildi. VEGFA ekspresyon analizi icin CAM’da gelisen tlimorlerden elde
edilen RNA’larin konsantrasyonlar1 ve Ajgo/Azgo dalga boyundaki optik dansiteleri Tablo-
81°de belirtilmektedir. Gen ekspresyon analizi sonunda gergeklestirilen bagimsiz T testi
verilerine gore, 2 mg/mL OLE GSC (+) tiimor hiicrelerinde VEGFA ekspresyonunda 7.78
kat azalisa yol agt1 (Tablo-82, Sekil-64).

Tablo-81 CAM analizinde OLE muamelesinden sonra GSC (+) tiimorlerde VEGFA
ekspresyonu analizi i¢in tiimorlerden izole edilen RNA’larin konsantrasyonlar1 ve optik

dansiteleri

GSC (+) tiimor no: 1

Muamelesiz 2 mg/mL OLE
RNA Ao/ Azgo No RNA Aol Azgo
(ng/ul) ratio (ng/ul) ratio
1 45.58 1.85 1 66.41 1.79
2 5541 1.88 2 47.26 1.83
3 68.75 1.82 3 75.24 1.87
4 41.89 1.74 4 65.47 1.75
5 51.45 1.79 5 52.16 1.79
6 67.24 1.72
GSC (+) tiimor no: 2
Muamelesiz 2 mg/mL OLE
No RNA Azeol Azgo No RNA Azs0/ Azso
(ng/ul) ratio (ng/ul) ratio
1 56.71 1.79 1 51.42 1.74
2 47.84 1.75 2 79.56 1.86
3 55.47 1.78 3 72.64 1.96
4 51.55 1.86 4 59.55 1.81
5 35.62 1.84 5 62.24 1.77
6 42.74 191 6 65.34 1.79
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Tablo-82 CAM analizinde OLE muamelesinin GSC (+) tiimorlerde VEGFA ekspresyonu

uzerine etkisi

GSC (+) tiimér GSC (+) timér + 2 mg/mL OLE
Gen 27(-Avg.(Delta(Ct)) 27(-Avg.(Delta(Ct)) Kat degisim 95% ClI p degeri
VEGFA 0.4322 0.0555 0.1285 (0.00001, 0.30) 0.0001
p=0.0001 VEGFA

1.0
0.4
0.8
0.7
0.6
0.5
04

Kat Degisim

0.3
0.2
0.1
0.0
-0.1

GSC (1) tiimir GSC (1) tiimir
+2 mg/mL OLE

Sekil-64 CAM analizinde GSC (+) timorlere OLE muamelesinin VEGFA ekspresyonu
tizerine etkisi

4.2.5. FCL’nin GSC (+) Tiimérler Uzerindeki Etkisi

4.2.5.1. FCL’nin GSC (+) Tiimérlerde miRNA Ekspresyonu Uzerindeki Etkisi

T98G GBM hiicre hattinda gergeklestirilen ¢alismalarda 0.25 mg/mL FCL’nin Hsa-
Hsa-Let-7d ekspresyonunu anlamli sekilde arttirdigi belirlenmisti. Bu nedenle GSC (+)
primer GBM tiimoérlerde 0.25 mg/mL FCL’nin bu Hsa-Let-7d ekspresyonu iizerindeki
etkisi arastirildi. GSC (+) hiicreler 24 saat siiresince 0.25 mg/mL FCL, 450 uM TMZ veya
0.25 mg/ML FCL — 450 uM TMZ kombinasyonu ile muamele edildi. Inkiibasyon siiresi
sonunda hiicrelerden elde edilen RNA’larin optik dansiteleri ve konsantrasyonlar1 Tablo-

83’te belirtilmektedir.
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Tablo-83 FCL ve TMZ muamelesi sonunda GSC (+) tiimoérlerden izole edilen RNA’larin

optik dansiteleri ve konsantrasyonlari

Muamelesiz 450 uM TMZ 0.25 mg/mL FCL
Hasta RNA Ausol Asgo Hasta RNA Ascol Asgo Hasta RNA Aol Asgo

No (ng/pul) ratio No (ng/pul) ratio No (ng/pul) ratio
3 69.38 2.03 3 30.61 1.77 3 91.38 2.04
4 64.13 1.97 4 39.49 1.73 4 95.81 2.05

110.7 1.96 8 60.57 2.03 8 75.74 1.47
9 116.8 21 9 64.21 1.82 9 98.39 2.09
12 32.98 1.79 12 84.48 1.77 12 22.54 1.56

Bagimsiz T testi kullanilarak, 0.25 mg/mL FCL, 0.25 mg/mL FCL —450 uM TMZ,
muamelesinin GSC (+) hiicrelerde yol ag¢tigi miRNA ekspresyonlarindaki degisimler
muamele edilmemis GSC (+) hiicrelerin miRNA ekspresyon seviyeleri ile karsilagtirildi.
Elde edilen verilere gore 0.25 mg/ml FCL —450 uM TMZ muamelesi sonucunda Let-7d
ekspresyonu muamelesiz hiicrelere gore anlamli bir degisim gozlenmedi (p = 0.127). FCL
ve TMZ muamelesinin GSC (+) GBM tiimdrlerinde, muamelesiz hiicrelere gére miRNA

ekspresyonlarinda yol agtig1 degisim Tablo-84’te belirtilmektedir

Tablo-84 0.25 mg/mL FCL ve 450 uM TMZ’nin GSC (+) GBM k&k hiicrelerinde let-7d

ekspresyonu tizerindeki etkisi

let-7d
(-) Kontrol
27(-Avg.(Delta(Ct)) 0.2903
0.25 mg/ml FCL
27(-Avg.(Delta(Ct)) 0.0569
Kat degisim 0.1961
95% CI (0.00001, 0.43)
p degeri* 0.0625
0.25 mg/FCL + 450 uM TMZ
2™(-Avg.(Delta(Ct)) 0.0967
Kat degisim 0.3331
95% CI (0.00001, 0.74)
p degeri* 0.1272
450 M TMZ
27(-Avg.(Delta(Ct)) 0.0731
Kat degisim 0.2519
95% CI (0.00001, 0.56)
p degeri* 0.1480

* RT? Profiler PCR Array Data Analysis’de Bagimsiz T-testi kullamlarak degerlendirildi.
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4.2.5.2. FCL’nin GSC (+) Tiimérlerde p53 ve p38MAPK Ekspresyonlar1 Uzerindeki
Etkisi

FCL’nin GSC (+) timdrlerde p53 ekspresyonu iizerindeki etkisi Westhern Blot
yontemi ile belirlendi. Bu amagla hiicreler 24 saat boyunca 0.25 mg/mL FCL ile muamele
edildi ve inkiibasyon siiresi sonunda protein izolasyonu gergeklestirildi. Elde edilen
proteinlerin Qubit cihazindan elde edilen konsantrasyon egrisi Sekil-65’te ve her bir hiicre

kiiltiiriinden elde edilen protein konsantrasyonlar1 Tablo-85’te belirtilmektedir.

Fluorescence

i E 1o 15 2n %
Concentration (pgiml)

Sekil-65 0.25 mg/mL FCL ile muamele edilen ve edilmeyen GSC (+) primer GBM
hiicrelerinin Qubit cihazinda gergeklestirilen protein 6l¢iimii sonucu elde edilen
konsantrasyon egrisi
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Tablo-85 0.25 mg/mL FCL ile muamele edilen ve edilmeyen GSC (+) primer GBM

hiicrelerinin Qubit cihazinda gergeklestirilen protein dlgiimleri

80ug protein igin
Vaka no Konsanstrasyon (ng/mL) protein pL dHO pL
3 450 uM TMZ 12.3 6.48 8.52
3 muamelesiz 115 6.93 8.07
3 0.25 mg/mL FCL 11.7 6.81 8.19
4 muamelesiz 26 2.65 12.35
4 0.25 mg/mL FCL 13.2 6.03 8.97
8 muamelesiz 14.0 5.69 9.31
8 0.25 mg/mL FCL 12.7 6.27 8.73
9 muamelesiz 14.3 5.57 9.43
9 0.25 mg/mL FCL 12.6 6.32 8.68
12 muamelesiz 14.4 5.53 9.47
12 0.25 mg/mL FCL 121 6.58 8.42

Westhern Blot analizi’ne gore GSC (+) GBM tiimoérlerinde 0.25 mg/mL FCL’nin

24 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda p38 MAPK ekspresyonunda azalmaya yol actigi

goriildii (Sekil-66).
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Sekil-66 0.25 mg/mL FCL muamelesi sonunda Westhern Blot analizin’de elde edilen p53
ve p38 MAPK proteinlerine ait bant goriintiileri. * eI[F4E: Kontrol
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4.2.5.3. FCL’nin GSC (+) Tiimérlerde invazyon Uzerindeki Etkisi

5 GSC (+) GBM tiimér hiicrelerinden ikisi, en az 12 tekrarli olarak embriyolu tavuk
yumurtalarinin koryo-allantoik zar1 iizerine, her bir yumurtaya 2x10° hiicre ve 0.25 mg/mL
FCL ekilerek neovaskiilerizasyon indiiklendi. 10 giinliik biiylime siiresi sonunda olii
oldugu belirlenen yumurtalar degerlendirme dis1 birakildi. FCL muamelesine bagli olarak

tiimor gelisen ve gelismeyen yumurta sayilar1 Tablo-86’da belirtilmektedir.

Tablo-86 FCL muamelesine bagli olarak embriyolu yumurtalarda GSC (+) tiimor gelisim

orani
GSC (+) tiimor no:1
2x10° GSC  2x10° GSC + 0.25 mg/mL FCL
Toplam yumurta sayisi 12 13
Timor gelisen yumurta sayisi 6 9
Timor gelismeyen yumurta sayisi 3 2
Olii yumurta sayisi 3 2
GSC (+) tiimoér no:2
2x10°GSC ~ 2x10° GSC + 0.25 mg/mL FCL
Toplam yumurta sayisi 13 14
Tiimdr gelisen yumurta sayisi 7 8
Timor gelismeyen yumurta sayisi 2 3
Olii yumurta saysi 4 3

FCL muamelesinin embriyolu yumurtada GSC (+) timor olusumu ve damarlanma

tizerine etkisi Sekil-67’de belirtilmektedir.
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GSC (+) tiimér GSC (4) tiimér + 0.25 mg/mL FCL

Sekil-67 FCL muamelesi sonrasi GSC (+) tiimorlerde invazyon goriintiisii

Yumurtadan uzaklastirilan tiimorler hassas terazide tartildiginda FCL muamelesi
sonucu tiimor agirhginda gozardi edilebilir bir disiis saptandi (p> 0.05). FCL
muamelesinin tiimorlerin agirligr lizerindeki etkisi Tablo-87 — 88’de ve Sekil-68’de

belirtilmektedir.

Tablo-87 CAM assay’de biiyiiyen GSC (+) tiimorlerin FCL muamelesine bagli olarak

agirliklar
GSC (+) tiimor no: 1 GSC (+) tiimor no: 2
muamelesiz timéor (gr)  0.25 mg/mL FCL (gr) | muamelesiz tiimér (gr)  0.25 mg/mL FCL (gr)
0.055 0.06 0.052 0.073
0.058 0.062 0.056 0.051
0.071 0.058 0.065 0.068
0.062 0.056 0.068 0.066
0.053 0.072 0.051 0.061
0.07 0.065 0.072 0.059
0.051 0.073 0.056
0.053 0.061
0.066
En kiigiik — En bilyiik timor
agirligi (gr) 0.053-0.071 0.051-0.072 0.051-0.073 0.051-0.073
Ortalama timor agirligt (gr) 0.0615 0.060333333 0.062428571 0.061875
Standart Sapma 0.007609205 0.006689544 0.009324826 0.006978283
Standart hata 0.003106445 0.002229848 0.003524453 0.002467195
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Tablo-88 Bagimsiz T testine gore CAM assay’de FCL muamelesinin GSC (+) GBM

tiimorlerinin blyiikligii izerine etkisi

Grup t df ortalama fark standart hata p degeri % 95CI
GSE (+) tiimér no: 1 - 0.25 mg/mL FCL 0314 13 0.0011667 0.0037196 0.759 -0.0068691 — 0.0092024
GSE (+) tiimér no: 2 - 0.25 mg/mL. FCL 0131 13 0.0005536 0.0042158 0.898 -0.0085542 —0.0096613

0.064
p=0.898
—_ 0.063
Bh
~— (.062
-
B
= 0.061
[ =]
=11}
-]
. 0.060
I
.q
o= 0.059
i
0.058
0.057 -
GSC (+) tiimér no: 1 GSC (+) tiimér no: 2
B muamelesiz tiimér
0.25 mg/mL FCL

Sekil-68 CAM assay’de FCL muamelesinin GSC (+) tiimor bliytlikliigii iizerine etkisi (p
degeri Bagimsiz T testi ile hesaplandi)

CAM analizinde FCL muamelesinin GSC (+) tiimorler invazyonu {iizerindeki
etkisinin belirlenebilmesi i¢in yumurtalardan uzaklastirilan timorlerde VEGFA ekpresyon
analizi gerceklestirildi. VEGFA ekspresyon analizi icin CAM’da gelisen tiimdrlerden elde
edilen RNA’larin konsantrasyonlar1 ve Ajgso/Azg dalga boyundaki optik dansiteleri Tablo-
89’da belirtilmektedir. Gen ekspresyon analizi sonunda gergeklestirilen bagimsiz T testi
verilerine gore, 0.25 mg/mL FCL tiimor hiicrelerinde VEGFA ekspresyonunda anlamli bir

degisime yol agmadi (Tablo-90, Sekil-69).
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Tablo-89 CAM assay’de FCL muamelesinden sonra VEGFA ekspresyonu analizi i¢in GSC

(+) timorlerden izole edilen RNA’larin konsantrasyonlar1 ve optik dansiteleri

GSC (+) tiimor no: 1

Muamelesiz 0.25 mg/mL FCL

No RNA Azeo/ézso No RNA Azeo/ézso
(ng/ul) ratio (ng/ul) ratio
1 50.68 1.95 1 36.51 1.77
2 65.21 1.98 2 59.61 1.8
3 58.35 1.72 3 54.42 181
4 49.72 1.69 4 51.12 1.71
5 69.65 1.71 5 58.86 1.74
6 56.54 1.75 6 54.45 1.76
7 61.25 1.82
8 63.59 1.75
9 65.56 1.79

GSC (+) timor no: 2
Muamelesiz 0.25 mg/mL FCL

RNA Aosol Azgo No RNA Aol Asgo
(ng/ul) ratio (ng/ul) ratio
1 68.81 1.84 1 41.12 1.91
2 65.56 1.76 2 63.35 1.87
3 25.15 1.68 3 82.54 1.92
4 81.45 1.77 4 65.55 1.87
5 66.59 1.79 5 26.12 1.79
6 35.51 1.86 6 54.44 1.74
7 97.02 1.84 7 96.51 1.75
8 46.35 1.86
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Tablo-90 CAM assayde FCL muamelesinin GSC (+) tiimorlerde VEGFA ekspresyonu

uzerine etkisi

GSC (+) tiimér GSC (+) tiimér + 0.25 mg/mL FCL

Gen 27(-Avg.(Delta(Ct)) 27(-Avg.(Delta(Ct)) Kat degisim 95% ClI p degeri

VEGFA 0.6113 0.8712 1.4251 (0.58,2.27) 0.2820

275 VEGFA

p=02820
2.50 1 I 1
2.251
2.001
1.75 1
1.504
1.254
1.004
0.75

0.504

Kat Degisim

0.25
0.004

GSC (1) timér GSC (1) tiimdr
+0.25 mg/ml FCL

Sekil-69 CAM analizinde GSC (+) tiimorlere FCL muamelesinin VEGFA ekspresyonu
tizerine etkisi
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5. TARTISMA VE SONUC

Beyin timorleri, Tiirkiye’de en sik gozlenen 10 kanser tiirlii igerisinde yer
almaktadir (1). Diinya Saglik Orgiitii (WHO) nun siniflandirmasina gére beyin tiimérleri
astrositoma, oligodendrioglioma, ependimoma ve miks oligoastrositoma olmak {izere 4
farkl1 histolojik gruba ayrilmaktadir. Glioblastoma evre IV astrositoma olarak tanimlanan,
nekroz ve vaskiilar ¢cogalma ile karakterize olan ve yetiskinlerde en yaygin goriilen agresif
ozellikte bir primer beyin tiimoriidiir (2). Son zamanlarda GBM hastalarinin tedavisinde
yeni teknolojiler dahilinde elde edilen tiim gelismelere ragmen istenen basar1 elde
edilebilmis degildir (3). Bu nedenle, bu hastaligin tedavisinde, giinlimiiz tedavi
yontemlerinden heniiz yeterli derecede yarar saglanamamaktadir. Bu hastaligin etkin
tedavisinin gerceklestirilebilmesi i¢in kanser kok hiicrelerini tamamen yok edebilecek yeni
yontemlerin gelistirilmesine ihtiya¢ duyulmaktadir.

Son yillarda ¢esitli kanser tiirlerinde yeni tedavi yontemlerinin olusturulmasinda
siklikla bitkilerden yararlanilarak, tedavi protokollerinin 1iyilestirilmesine ve mevcut
tedavilerin muhtemel sitotoksik yan etkilerinin azaltilmasina ¢alisilmaktadir (19). Bugiine
kadar yapilan c¢alismalar sonucunda vinblastin, vinciristine, camptothecin tiirevleri,
topotecan, irrinotecan, etoposide ve paclitaxel gibi pek ¢ok bitki tiirevi bilesen anti-kanser
ajant olarak klinik amagcla kullanima sunulmustur (19). Ayrica, bazi terapotik 6zelligi
belirlenen bitkilerin kemoterapotik ajanlarla birlikte kullaniminin, kematerapétik ajanin
etkin dozunu disiiriirerek, yol agabilecegi yan etkilerin azalmasini sagladigini ifade eden
caligmalar mevcuttur (20). Tirkiye 9000°den fazla bitki tiirii ile diinyanin en zengin
florasma sahip iilkelerinden biridir (21, 240). Ulkemizde yetisen bitkilerin bircogunun
terapotik ozellikler tasidigr bilinmektedir (22). Bu bitkilerin biiyiik cogunlugu, heniiz tibbi
onemleri bilimsel olarak ispatlanmamis olmasina ragmen halk arasinda c¢ok sayida
hastaligin tedavisinde kullanilmaktadir (22). Bu bitkilerin, hastalik gelisimi iizerine olan
etki mekanizmalariin ve uygun kullanim bigimlerinin modern tekniklerle arastirilmasi
gerekmektedir.  Bu nedenle, gergeklestirilen calismada, Tiirkiye florasinda yetisen ve
cesitli kanser tiirlerinde terapotik etki gosterdigi belirlenmis dort bitkisel 6ziitlin, ilag
direngliligi acisindan farklilik gdsteren GBM hiicre hatlarinda ve bu tiimorlerin
olusumunda, niiksetmesinde ve tedaviye diren¢ gdstermesinde en 6nemli rolii oynayan
hiicreler olan GSC’ler iizerinde, tek baslarina veya TMZ ile es zamanli olarak gosterdikleri

etki arastirilmistir.
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Mevcut ¢alismaya GBM hastalarindan cerrahi operasyon sirasinda alinan 20 tiimor
dokusu dahil edilmistir. IDH1-R132H mutasyonu negatif olan primer GBM tiimorleri
oldugu bir patalog tarafindan onaylanan tiimoérler GSC varli@i acgisindan
degerlendirilmistir. Gergeklestirilen akim sitometrik analiz sonuglarina gére CDI133 ve
Nestin pozitifligi gosteren ve RT-PCR analizinde ITGA, VIM, CD44 ve OCT4
ekspresyonlari, negatif kontrol olarak kullanilan epileptik dokulardan en az iki kat fazla
olan 5 GBM tiimorii GSC varligr agisindan pozitif olarak degerlendirilmistir. GSC (+) 5
hastanin XZ ve Fisher exact test’e gére GSC (-) hastalara gore daha geng yasta olduklar1 (p
= 0.001) ve GFAP ve Ki-67 boyamalarinin GSC (-) hastalarin tiimoérlerine gore daha giiglii
oldugu goriilmiistiir (sirasiyla p = 0.001 ve 0.007).

GBM hastalarinin tedavisinde yaygin olarak TMZ kullanilmaktadir.  Ancak,
TMZ’nin etkinligi hastanin MGMT gen ifadesine gore farklilik gostermektedir. TMZ,
guaninin O6 pozisyonundan metilasyonu sonucu DNA’da hasarlanmalara yol acgarak
sitotoksik etki gosteren bir alkali ajandir. DNA tamir mekanizmasinda gorevli olan
MGMT, guaninin O6 pozisyonundan metil gruplarim1 uzaklastirarak hastanin TMZ gibi
alkali ajanlara karsi diren¢ gostermesine yol a¢maktadir. Bu nedenle, MGMT nin
metilasyon yoluyla transkripsiyonel olarak sessizlesmesi hastanin TMZ tedavisine iyi
cevap vermesinde belirleyici rol oynamaktadir (81, 369). Mevcut calismada GSC (+) ve
GSC (-) hastalar MGMT promotor bolge metilasyonu agisindan degerlendirilmis ve GSC
(+) tiimdrlerin MGMT promotdr bdlge metilasyonu oraninin GSC (-) tiimorlere gore daha
yiiksek oldugu goriilmiistiir (p = 0.009). Henliz TMZ direncine yol acan alternatif bir
mekanizma bilinmemekle birlikte, MGMT geni unmetile olan hastalarin bazi hastalarin
TMZ tedavisine beklenildigi sekilde yanit vermedigini bildiren ¢aligmalar mevcuttur (370,
371). Bu nedenle MGMT metilasyonunun GBM hastalarinda TMZ direncine yol agan tek
mekanizma olmadigr diisiintilmektedir (372). GSC (+) tiimorlerin en Onemli
ozelliklerinden biri kemoterapi ve radyoterapiye karsi direng gostermeleridir (10).
Calismamizda GSC (+) timorlerin MGMT gen metilasyon orani GSC (-) tiimdrlerden
yiiksek olmasina ragmen (ortalama % 50 + 00) bu hastalarin ortalama yasam siirelerinin
GSC (-) timore sahip olanlardan daha diisiik oldugu belirlenmistir. Bu nedenle elde
ettigimiz veriler GSC (+) olan tiimorlerde TMZ direncine yol agan MGMT metilasyonuna
alternatif farkli bir mekanizmanin varligina isaret etmektedir.

VA, Avrupa, Akdeniz iilkeleri ve Tiirkiye’de genellikle kdknar, ¢am gibi igne
yaprakli agaclar; ahlat, alic, armut, ayva, elma, kayisi gibi meyva agaclari; ¢itlembik,

giirgen, thlamur, kavak gibi kisin yapraklarin1 doken agaclarin veya calilarin iizerinde
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yetisen yan-parazit bir c¢alidir (242). VA’nin yapisinda lektinler, viskotoksinler,
aminoasitler, flavonoidler, fenilpropanoidler, tripertenler, fitosteroller, alkoloidler,
polialkoller ve polisakkaritler bulunmaktadir (243). Bu bilesenlerden 6zellikle lektinlerin
anti-timoral etkileri meme, kolon, karaciger kanserlerinde ve jinekolojik tiimorlerde
gosterilmistir olup VA’nin anti-tiimoral etkinliginin icerigindeki lektin orami ile iligkili
oldugu ortaya konmustur (245 — 248). Ozellikle Almanca konusulan Orta Avrupa
tilkelerinde siklikla kullanilan ve anti kanserojen etkisi en iyi arastirilmis bir VA tiirii olan
Iscador, elma, kauguk ve cam agaclar {izerinde yetismektedir. Her ii¢ bitki tliriinde yetisen
VA ayni tiir olmasina ragmen, ¢am agaci lizerinde yetisen Iscador’un lektin oraninin elma
ve kaucuk iizerinde yetisen Iscador’a oranla daha diisiik oldugu bilinmektedir (253).
Zuzak ve arkadaglar1 (252) Koknar, Cam, Kavak, Elma, S6giit, Ali¢, Kauguk ve Thlamur
agacglarinda biliyliyen VA Oziitlerinin, icerdikleri lektin oranina bagli olarak pediatrik
medullablastoma tiimdrlerindeki etkisinin farklilik gosterdigini ve lektin iceriginin timor
hiicrelerinde gozlenen mitokondriye bagimli apoptoz ile korelasyon gosterdigini
belirtmislerdir. Bu nedenle, VA’ ’nin yapisinda bulunan lektin i¢eriginin, VA’nin konake1
olarak kullandig1 bitkinin tiirii ile iligkili oldugu diisiiniilmektedir. Podlech ve arkadaslari
(253), migrasyon 0zelligi agisindan birbirinden farkli 6zellik gosteren iki GBM hiicre hatti
olan LNT-229 ve LN-308 hiicrelerinde gergeklestirdikleri ¢aligmalarinda, dut agaci
tizerinde yetisen VA oziitlinlin sitokin TGF-  ve matriks metalloproteinazlar gibi hiicre
migrasyonunda ve invazyonunda rol oynayan genlerin ifadesinin diizenlenmesinde rol

oynadigini ortaya koymuslardir.

Mevcut calismada ise mese agaci lizerinde biiyliiyen VA’nin yaprak, kok ve
meyvelerinden hazirlanmis VA 06ziitliniin birbirinden farkli ilag direnci 6zelligi gosteren
GBM hiicre hatlarindaki anti-kanser etkisi arastirilmistir. Kiiltiir ortamina eklenen VA
Oziitiiniin 24 ve 48 saatlik muamele siiresi sonunda sitotoksite testi ile luminometrik olarak
elde edilen degerler VA 6ziitiiniin 250 mg/ ml’lik dozunun pozitif kontrol olarak kiiltiir
ortamina ilave edilen H,0, kadar hiicre ¢ogalmasini ve canlilifi azalttigini gostermistir.
Ancak, elde edilen etkinin doza bagimli olarak degisim gostermedigi goriilmiistiir. Mevcut
calismada kullanilan mese agaci lizerinde yetismis olan VA 6ziitiiniin lektin icerigi ile ilgili
bir ¢alisma bulunmamaktadir. Ayrica 06ziit hazir olarak temin edildiginden, farkl
kosullarda hazirlanmis bir Oziite ulasamamis olmamiz ve mevcut Oziitliin iceriginin

incelenebilmesi konusunda yeterli analizlerin gerceklestirilememis olmasindan dolay1
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Oziitlin lektin igerigi ve homojenligi hakkindaki bilgimizin yetersiz olmasi nedeniyle VA

0ziitli tez projesi kapsaminda gergeklestirilen ileri analizlere dahil edilmemistir.

GSE, prosiyanidin igerigi zengin bir 6ziit olup, 16semi, akciger, nazofarinks,
prostat, meme ve kolon hiicre hatlarinda anti-kanser etki gosterdigini ortaya koyan
caligmalar bulunmaktadir (262, 373 —383). Ayrica, TMZ direnci diisiik olan bir GBM
hiicre hatt1 olan U-87MG hiicreleri lizerinde gerceklestirilmis bir calismada GSE yapisinda
bulunan bir prosiyanidinin hiicre dongiisii ve mitokondriyal zar potansiyeli iizerinde etki
gosterdigi ortaya konmustur (384). Mevcut ¢alismamizda GSE’nin anti-kanser etkisi TMZ
direngliligi agisindan farklilik gosteren iic GBM primer hiicre hatti olan T98G, U-138MG
ve U-87MG hiicreleri lizerinde arastirilmigtir. Bugline kadar gergeklestirilen ¢aligmalara
gore, GSE’nin kanser hiicrelerinin % 50’sinin 6liimiine yol acan dozlar1 tiimor tipine gore
cesitlilik géstermekte olup, Caco-2, HCT-8 ve LoVo kolon kanseri hiicrelerinde GSE’nin
etkin dozlarinin 50 — 100 pg/mL araliginda oldugu bildirilirken (262, 381), 3PC miirin
keratinosit non-tiimorajenik, MT1/2 papilloma ve Ca3/7 skuamoz hiicre karsinomasi hiicre
hatlarinda GSE’nin etkin dozlarinin 20 — 35 puM konsantrasyon araliginda oldugu
belirtilmistir (385). Zhang ve arkadaslar1 (384) GSE’nin 24 saatlik inkiibasyon siiresinde
ve 75 pg/mL konsantrasyonda U-87MG hiicrelerinde sitotoksik aktiviteye sahip oldugunu
ifade etmis olmalarma ragmen, mevcut calismada gerceklestirilen WST-1 analizi
sonucunda 24 saat’lik inkiibasyon siiresinde 500 pg/mL GSE’nin T98G hiicrelerinde % 60,
U-138MG hiicrelerinde % 58 ve U-87MG hiicrelerinde % 57 oraninda hiicre oliimii
goriilmiistiir. 1 mg/mL GSE muamelesi sonucunda ise T98G, U-138MG ve U-87MG
hiicrelerinde sirasiyla % 69, % 44 ve % 63 oraninda hiicre 6limii gozlenmistir. Ayni
kosullar altinda, (+) kontrol olarak kullanilan 30mM H,0,, T98G, U-138MG ve U-87TMG
hiicrelerinde sirasiyla % 90, % 88 ve % 83 oraninda hiicre oliimiine yol agmuistir.
Gergeklestirilen Tek Yonlii Varyans analizi ve Tukey testi’ne gore, GSE’nin 500 pg/mL ve
1 mg/mL’lik konsantrasyonlarinin T98G, U-138MG ve U-87MG hiicre hatlarinda lethal
etkiye sahip oldugu belirlenmistir (p < 0.05). Ayrica, mevcut ¢alismada 24 ve 48 saatlik
GSE muamelesi sonucunda elde edilen hiicre 6liim oranlar1 arasinda istatistiksel olarak
anlaml bir farklilik gézlenmemis olup, GSE’nin yapisinda bulunan flavonoidlerin viicutta
yalnizca birkac saat aktif olarak kalabilmeleri bu bulgularimizi desteklemektedir (386).
GSE’nin GBM hiicrelerindeki sitotoksik aktivitesini belirledigimiz konsantrasyonu daha
once Zhang ve arkadaglarinin (384) U-87MG hiicrelerinde gergeklestirdigi calisma ile

karsilastirildiginda mevcut ¢alismada sitotoksik olarak etkin oldugu belirlenen
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konsantrasyonlarin Zhang ve arkadaslarinin belirledigi konsantrasyondan yiiksek oldugu
goriilmistiir. Bu farkliligin, Zhang ve arkadaslarinin gergeklestirdigi ¢alismada, mevcut
caligmadan farkli olarak total GSE 6ziitli yerine yalnizca prosiyanidin igeriginin
degerlendirilmis olmasindan kaynaklaniyor olabilecegini diisiinmekteyiz. Mevcut
calismada gergeklestirilen HPLC/DAD analizine gore kullandigimiz GSE’nin 36.8 mg/gr
total prosiyanidin i¢erdigi belirlenmistir. Ayrica, 1 mg/mL ve 500 ng/mL GSE’nin lenfosit
hiicreleri iizerindeki sitotoksik etkisinin oldukca diisiik olmasi (sirasiyla % 10.5 ve % 8),
mevcut c¢alismada kullanilan GSE’nin etkin oldugu konsantrasyonun kullanilabilir
oldugunu gostermistir. 500 pg/mL ve 1 mg/mL GSE’nin GBM hiicre 6liim yolaklar
tizerindeki etkisinin belirlenebilmesi amaciyla gerceklestirilen TUNEL analizine gore, 24
saatlik inkiibasyon siiresi sonucunda 1 mg/mL GSE’nin T98G hiicrelerinde % 76, U-138
hiicrelerinde % 55, U-87MG hiicrelerinde % 32 oraninda, 500 pg/mL GSE’nin ise T98G
hiicrelerinde % 55, U-138 hiicrelerinde % 36, U-87MG hiicrelerinde % 22 oraninda 6liime
yol agtig1 belirlenmis olup Annexin-V-FITC/PI analizi sonucunda, bu 6liimiin 1 mg/mL
GSE i¢in T98G, U-138MG ve U-87MG hiicrelerinde sirasiyla % 9.4, % 10, %20 oraninda
apoptotik ve % 66, % 20 ve % 15.7 oraninda nekrotik, 500 pg/mL GSE icin ise sirastyla
% 8.3, % 41.6, % 9.5 oraninda apoptotik ve % 41.6, % 19.9 ve % 9.4 oraninda nekrotik
yolla oldugunu goriilmiistiir.

GSE’nin veya igerigindeki fenolik bilesenlerden proantosiyanidin’in timor
invazyonunun baskilanmasina yol agtigin1 ortaya koyan goriisler bulunmasina ragmen bu
etkinin molekiiler mekanzimasi heniiz tam olarak aydinlatilamamistir (379 — 383, 387).
Ancak, mevcut calismada GSE’nin timor invazyonu iizerine etkisi ex-vivo kosullarda
gerceklestirilen CAM analizinde, beklenilenin aksine GSE’nin T98G hiicrelerinden
olusturulan tlimorlerde damarlanmayi arttirdigr goriilmiistiir. CAM’da biiyliyen tiimorlerin
agirhiklar tartildiginda negatif kontrol olarak degerlendirilen muamele gormemis
timdrlerin ortalama agirliklarinin 0.0135 £ 0.0077gr iken, 500 pg/mL ve 1 mg/mL GSE ile
muamele edilen tiimorlerin ortalama agirliklarinin sirasiyla 0.0199 + 0.0181gr ve 0.0302 +
0.0150 gr oldugu goriilmiistiir. Post Hoc ve Tukey testleri 1 mg/mL GSE’nin CAM
analizinde timor bilyliimesini anlamli sekilde arttirdigini ortaya koymustur (p = 0.019).
Ayrica, bagimsiz T testi verilerine gore, 500 pg/mL GSE’nin tiimor hiicrelerinde VEGFA
ekspresyonunda 1.7 kat (p = 0.0067), 1 mg/mL GSE’nin ise 3.5 kat (p = 0.068) artisa yol
actig1 goriilmiistiir. In-vitro kosullarda gerceklestirilen calismalarda GSE’nin anti-invazif
ozellikte oldugu ifade edilmis olsa da (379 — 383, 387), in-vivo kosullarda, damar

trombozu olan rat modelinde gergeklestirilen bir calisma da GSE’den izole edilen
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proantisiyanidinlerin damardaki trombozu azaltti§i, damar biitiinliigiinii korudugu ve
VEGFR-2 ekspresyonunda artiga yol agtig1 gosterilmistir (388). Mevcut ¢alismada da in-
vitro kosullarda elde edilen bulgular, daha 6nce in-vitro kosullarda gergeklestirilen
caligmalarin bulgularin1 desteklemesine ragmen, embriyolu tavuk yumurtasinin canli
organizma olarak kullanildigi ex-vivo kosullarda gerceklestirilen deneyler in-vitro
kosullardaki bulgularimizi desteklememistir. GSE’nin anti-kanser aktivitesinin daha iyi
sekilde anlasilabilmesi i¢in embriyolu tavuk yumurtasina goére daha gilivenilir veriler
sunacak olan in-vivo sistemlerde arastirilmasi gerekmektedir. Mevcut tez projesi
kapsaminda bu analizlerin gerceklestirilmesi miimkiin olmadigindan, GSE, mevcut proje
kapsaminda gergeklestirilen ileri analizlere dahil edilmemistir.

Son donemde, igerdigi fenolik bilesenlerden dolay1 Olea europaea’nin yag, meyve
ve yapraklari tip alaninda 6nem kazanmaya baslamistir (389). Olea europaea’nin en
onemli fenolik bileseni oleuropein’dir. Olea europaea bitkisinin gesitli bolgelerinde farkli
oranlarda oleuropein bulunmaktadir (390). Mevcut ¢aligmada bu bitkinin yapraklarinin
anti-karsinojen etkisi aragtirtlmistir. Gergeklestirilen HPLC analizine gore ¢aligmamizda
kullanilan OLE 9.36 + 0.22 mg/mL oleuropein i¢ermektedir.

OLE’nin T98G hiicre hattinda, anti-kanser aktivitesi ve TMZ yanit1 ile iligkili olan
miR-181b, miR-153 miR-145, miR-137 ve let-7d’nin ekspresyonlarini diizenledigi daha
once gergeklestirdigimiz ¢alismamizda ortaya konmustur (276). Ayrica OLE’nin T98G
hiicreleri lizerinde anti-proliferatif etki gosterdigi ve OLE ve TMZ’nin birlikte
kullaniminin hiicrelerde TMZ maruziyetine bagli olusan toksisitenin azalmasina yol actig
gosterilmistir (276). T98G hiicreleri, 61 yasinda Kafkasya’li bir erkek hastadan alinmis
hiicrelerdir. Bu hiicreler fibroblast benzeri bir morfolojiye sahip olup MGMT metilasyonu
acisindan heterozigottur. Daha 6nce bu hiicrelerde gergeklestirdigimiz g¢alismamizin
bulgulart OLE’ nin GBM tlimorleri iizerindeki potansiyel etkisini ortaya koymus olsa da bu
oziitin TMZ direncliligi, morfoloji ve agresiflik acisindan farklilik gosteren GBM
tiimorlerindeki etkisi bilinmemektedir. Bu nedenle, mevcut ¢alismada 6ncelikle OLE nin
U-138MG ve U-87MG hiicrelerindeki sitotoksik aktivitesi arastirilmistir.  U-138MG
hiicreleri 47 yasinda bir Kafkasya’li erkek hastadan alinmis, TMZ’ye kars1 direng gosteren
poligonal ve MGMT geni unmetile olan hiicrelerdir (http://www.lgcstandards-
atcc.org/?geo_country=tr, 348). U-87MG hiicreleri ise 44 yasinda Kafkasya’li bir erkek
hastadan alinmis, TMZ’ye iyi cevap veren ve MGMT geni metile olan epitelyal
morfolojideki GBM hiicreleridir (http://www.lgcstandards-atcc.org/?geo_country=tr, 348).
OLE’nin U-138MG ve U-87MG hiicrelerindeki optimal aktivitesi 24 saatte goriilmiistiir.
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Kurisawa ve arkadaglart (386) flavonoidlerin organizmada 24 saate kadar aktif
kalabildiklerini ortaya koymuslardir. OLE’nin aktif bileseni olan oleuropein de bir
flavonoid tiirtidiir. Bu nedenle, mevcut projede OLE’nin etkinliginin arastirildig ileri
analizlerde 24 saatlik inkiibasyon siiresi kullanilmistir. Ayrica, daha 6nceki ¢alismamizda
T98G hiicrelerinde elde ettigimiz bulgulara benzer sekilde, OLE’nin U-138MG ve U-
87MG hiicrelerindeki IC50 degeri 1 mg/mL ve 2 mg/mL’lik konsantrasyonlarda
goriilmistiir (276). 1 mg/mL ve 2 mg/mL OLE U-138MG hiicrelerinde sirastyla % 55 ve
% 62 oraninda ve U-87MG hiicrelerinde sirasiyla % 43 ve % 48 oraninda hiicre 6liimiine
yol agmistir (p < 0.05). T98G, U-138MG ve U-87MG hiicreleri MGMT metilasyon
oranlar1 agisindan birbirinden farkli Gzellikler gosterseler de OLE’nin her {i¢ hiicre
hattindaki IC50 degerlerinin benzer oldugu goriilmiistiir. Bu nedenle bulgularimiz
OLE’nin MGMT den bagimsiz bir sinyal yolag: ile hiicre 6liimiine yol agiyor olabilecegine
isaret etmektedir.

OLE’nin timdr hiicre canliligr {izerindeki etkisinin molekiiler mekanizmasinin
degerlendirilebilmesi igin Annexin-V-FITC/PlI ve TUNEL analizleri gergeklestirilmis ve
T98G, U-138MG ve U-87MG hiicrelerinde 1 mg/mL OLE’nin sirasiyla % 42.7, % 29.2, %
34.9 oraninda apoptoz ve %34.8, % 20.2, % 7.8 oraninda nekroz, 2 mg/mL OLE’nin ise
strastyla % 67.7, % 38.6, % 25.6 oraninda apoptoz ve % 14.5, % 13.3 % 21.9 oraninda
nekroz yoluyla hiicre 6liimiine yol agtig1 goriilmiistiir. Mijatovic ve arkadaslar1 (391) B16
melanoma hiicrelerinde gergeklestirdikleri c¢alismalarinda OLE’nin Bim ve p53’i
sessizlestirerek ve Bcl-XL’nin amplifikasyonunu tetikleyerek, kaspas-3, -8, -9’un
transkripsiyonunun baskilanmasina yol actifin1 ve bu sayede apoptotik siirecin nekroze
doniismesine sebep oldugunu ortaya koymuslardir. Ote yandan, Reyes-Zurita ve
arkadaglar1 (392), OLE’nin yapisinda bulunan bir fenolik bilesen olan maslinik asit’in
Caco-2 insan kolon kanseri hiicre hattinda yiiksek oranda Bid kesimine ve kaspaz-8 ve -
3’ln erken aktivasyonuna yol actigini ifade etmislerdir. Mevcut ¢alisgmada GSC (+)
timorlerde OLE maruziyeti sonunda gergeklestirilen Western Blot analizinde OLE’nin p53
inaktivayonuna yol ac¢tigi gosterilmistir.  Bu nedenle, bulgularimiz Mijatovic ve
arkadaglarinin bulgularina benzer sekilde, OLE’nin yapisinda bulunan fenolik bilesenlerin
p53°in sessizlestirilmesi yoluyla hiicre 6liimiinii apoptozdan nekroza doniistiiriiyor
olabilecegini desteklemektedir. Her ne kadar nekroz, kanser tedavisinde oncelikli olarak
tercih edilen bir 6liim yolagi olmasa da, 1 mg/mL ve 2 mg/mL OLE’nin lenfositler
tizerindeki sitotoksik etkisinin ¢ok az oldugu daha once gergeklestirdigimiz calismada

gosterilmistir (sirastyla % 16 ve % 22) (276). Bu bulgu OLE’nin timér olmayan hiicreler
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tizerinde yol acacagi muhtemel yan etkilerin ¢ok diisiik oldugunu ortaya koymaktadir. Bu
nedenle, mevcut verilerimiz OLE nin apoptozun yani sira bir miktar nekrotik 6liime de yol
aciyor olmasina ragmen GBM tedavisi igin ileri ila¢ arastirmalarinda kullanilmaya aday bir
ajan olabilecegini gostermektedir. OLE’ nin apoptotik etkisinin yani sira, CAM analizinde
TMZ’ye diren¢ gosteren hiicreler olan T98G hiicrelerinden olusturulan tiimdrlerde elde
edilen bulgular 2 mg/mL OLE’nin GBM timér agirliginda azalmaya (p = 0.005) ve
VEGFA ckspresyonunda 5.26 kat diisiise yol ac¢tigimi ortaya koymustur (p = 0.028).
Ayrica, CAM analizi ile OLE’nin GSC (+) tiimorlerdeki etkisi degerlendirildiginde, T98G
hiicrelerinde elde edilen bulgulara benzer sekilde OLE’nin GSC (+) tiimorlerde de tiimor
agirligint anlaml sekilde azalttigi (p < 0.05) ve VEGFA ekspresyonunda 7.78 kat diisiise
yol actig1 belirlenmistir ~ (p = 0.0001). Bu nedenle, mevcut bulgularimiz, OLE nin ilag
direnci olan GBM tiimérlerinde ve GSC (+) tlimorlerde invazyonu azaltict yonde etki
gosterebilecegine isaret etmektedir.

Ikinci olarak, mevcut projede OLE’nin TMZ ile es zamanli etkisinin
degerlendirebilmesi amaciyla WST-1 analizi ile TMZ’nin T98G, U-138MG ve U-87TMG
hiicre hatlarinda % 50 hiicre 6liimiine yol agan konsantrasyonlari arastirilmis ve daha dnce
gerceklestirilen calismalara benzer sekilde, TMZ’nin T98G ve U-138MG hiicrelerindeki
IC50 degerinin U-87MG hiicrelerinden daha yiikksek oldugu belirlenmistir (348).
Bulgularimiza gore, 24 saatlik inkiibasyon stiresinde, 450 uM TMZ’nin, T98G ve U-
138MG hiicrelerinde sirasiyla % 58.07 ve % 57.99 oraninda hiicre canliliginda inhibisyona
yol actig1 goriiliirken, 25 pM TMZ’nin U-87MG hiicrelerinde % 66.25 oraninda 6liime yol
actig1 belirlenmistir. OLE’nin TMZ ile es zamanh etkisi degerlendirildiginde, T98G ve U-
138MG hiicrelerinde 1 mg/mL OLE’nin, 450 uM TMZ ile birlikte sirastyla % 84.07 ve %
84.47 oraninda, U-87MG hiicrelerinde ise 25 uM TMZ ile birlikte % 84.18 oraninda hiicre
6liimiine yol actig1 saptanmistir. 2 mg/mL OLE’nin ise 450 uM TMZ ile birlikte T98G ve
U-138MG hiicrelerinde sirasiyla % 86.05 ve % 88.70 oraninda ve 25 uM TMZ ile birlikte
U-87MG hiicrelerinde % 92.12 oraninda hiicre canliligim1 inhibe ettigi gdézlenmistir.
Mevcut ¢aligmada elde ettigimiz bulgular, OLE’nin TMZ’nin aktivitesini arttirict yonde
etki ettigini gostermis olmasina ragmen, Mijatovic ve arkadaglar1 (391), B16 melanoma
hiicrelerinde OLE’nin sisplatin ve paklitaksel gibi ilac¢larin etkinligini arttirirken TMZ’nin
etkinligini  azalttigmm ifade etmislerdir. GBM tedavisinde TMZ’ye direng
mekanizmalarindan biri, DNA tamirinde gorevli, O6-alkilguanin DNA alkiltransferaz’in
yiikksek oranda sentezlenerek MGMT geninin O6 pozisyonundaki guaninden metil

gruplarin1 uzaklastirmasidir (393). Bu nedenle tiimérde gozlenen MGMT ekspresyon
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seviyesi TMZ tedavisinin basarisini etkilemektedir. Mijatovic ve arkadaslarinin OLE’nin
etkinligini  degerlendirdikleri B16 melanoma hiicrelerinde MGMT ekspresyonu
gorilmemektedir. Bu nedenle bu hiicreler TMZ tedavisine iyi cevap vermektedirler.
Benzer sekilde, mevcut ¢alismada, 2 mg/mL OLE ve TMZ kombinasyonu, T98G ve U-
138MG hiicrelerinde TMZ’nin tek basma kullanimima gore, hiicre ¢ogalmasini 1.48 ve
1.52 kat fazla baskilarken, MGMT geni metile olan U-87MG hiicrelerinde 1.39 kat fazla
baskilamistir. Bu nedenle, her ne kadar, bulgularimiz OLE’nin etki mekanizmasinin
MGMT ekspresyonundan bagimsiz bir mekanizma ile gerceklestigine isaret ediyor olsa da,
OLE ve TMZ’nin birlikte kullanimindan elde ettigimiz veriler OLE ve TMZ’nin
gosterecekleri sinerjik etkinin MGMT seviyesi ile iligkili olabilecegini gostermektedir.
Bununla beraber, MGMT ekspresyonu TMZ tedavisine yanit1 etkiledigi en iyi bilinen
mekanizmalardan birisi olmasina ragmen, MGMT geni metile olan bazi hastalarin TMZ
tedavisinden yarar saglayamadiklar1 bilinmektedir (394, 395). Ayrica, GSC (+) tiimore
sahip olan hastalarin da biiyiik bir cogunlugu TMZ tedavisine yanit vermemesine ragmen
GBM tiimorlerinde GSC varligi ile MGMT protein seviyesi arasinda da bir korelasyon
olmadigr bildirilmistir (396). Daha 6nce arastirma ekibimiz tarafindan gergeklestirilen bir
calismada GSC (+) tiimorlerin MGMT metilasyon oranlarinin GSC (-) tiimorlere kiyasla
daha yiiksek oldugu belirlenmesine ragmen GSC (+) tiimorii olan hastalarin sagkalim
stirelerinin daha kisa oldugu goriilmiistiir (397). Bu nedenle, MGMT metilasyonundan
baska, TMZ yanitinin diizenlenmesinde rol oynayan farkli molekiiler mekanizmalarin
olabilecegini diisiinmekteyiz. Daha once gerceklestirdigimiz ¢calismamizda, timdrigenezin
her basamaginda rol oynadigi bilinen miRNA’larin GSC varliginda TMZ cevabi ile iliskisi
arastirilmig ve miR-181b ve miR-455-3p’nin anormal ekspresyonunun GSC (+) tiimorlerde
TMZ direncine yol ag¢tig1 ortaya koyulmustur (397). Mevcut ¢alismada ise, OLE nin tek
basina ve TMZ ile birlikte kullanimmin GSC (+) tiimdrlerde miRNA ekspresyonlar:
tizerindeki etkisi degerlendirilmistir. Daha 6nce T98G hiicrelerinde gerceklestirdigimiz
calismamizda OLE’nin miR-181b, miR-153, miR-145, miR-137 ve let-7d’nin ekspresyon
seviyelerini degistirdigi gozlenirken (276), mevcut projede GSC (+) tiimorlerde 2 mg/mL
OLE maruziyeti sonrasi miR-153, miR-137 ve miR-145’in ekspresyonlarinin degistigi
gbzlenmistir (sirasiyla p =0.008; 0.015 ve 0.432).

miR-153, meme, ovaryum, prostat, kolon, rektum ve GBM gibi kanser tiirlerinde
tiimdr baskilayici fonksiyonu olan bir miRNA’dir (360, 399 — 402). Son donemde yapilan
arastirmalarda miR-1531in ekspresyon seviyesinin GSC (+) tiimorlerde GSC (-) tlimorlere

gore daha diistik oldugu gosterilmistir (403). Mevcut calismada GSC (+) timérlerin 450
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puM TMZ ile muamele edilmesinin miR-153 ekspresyon seviyesinde 42.99 kat artisa yol
actigl gozlenmistir. Bu hiicreler 1 mg/mL ve 2 mg/mL OLE’ye maruz birakildiginda bu
miRNA’nin ekspresyon seviyesinin 12.6 ve 29.81 kat artarken (p=0.1375 ve 0.008)
hiicreler 1 mg/mL ve 2 mg/mL OLE’ye 450 uM TMZ ile birlikte maruz birakildiginda
mMIiR-153"tin ekspresyon seviyesinin 75.68 ve 81.91 kat arttig1 saptanmistir (p=0.177 ve
0.04). Bulgularimiz, OLE-TMZ kombinasyonunun miR-153 ekspresyonunda yol agtigi
artisin 450 uM TMZ’nin tek basina yol actig1 artistan 1.76 ve 1.90 kat yiiksek oldugunu
gostermistir (p=0.313 ve 0.217). Xu ve arkadaslar1 (360), miR-153’tiin GBM hiicre
hatlarinda, apoptoz’un diizenlenmesinde 6nemli rol oynayan Bcl-2 ve Mcl-1 proteinlerinin
baskilanmasina yol ac¢tigini ifade etmislerdir. Mevcut ¢alismada, GSE (+) hiicrelerin 2
mg/mL OLE ile muamele edilmesi sonucunda BCL2 gen ekspresyonunda 4.14 kat, 2
mg/mL OLE — 450 uM TMZ kombinasyonu ile muamele edilmesi sonucunda ise 5.68 kat
azalma oldugu belirlenmistir (sirasiyla p = 0.351 ve 0.353). Bu nedenle mevcut
bulgularimiz OLE’nin miR-153 ekspresyonunda artisa yol acarak BCL2’nin regiilasyonunu
degistirdigine ve bu yolla apoptoz’u aktifledigine isaret etmektedir. Ayrica, Xu ve
arkadaslar1 (359), miR-153"iin Irs-2 protein seviyesinde diisiise yol acarak protein kinaz B
(PKB/Akt) sinyal yolagini baskiladigin1 gostermislerdir. Akt sinyal yolaginin regiilasyonu
GBM’de siklikla bozulmaktadir. Bu yolagin aktiflenmesi hiicre donglisiinde ve
sagkalimda artisa sebep olarak metastaza ve kemoterapi ve radyasyon tedavisine dirence
yol agmaktadir (404). Bu nedenle, miR-153’lin Akt sinyal yolagimi diizenleyerek TMZ
direncinin 6nlenmesinde rol oynayabilecegini diisiinmekteyiz. Bununla birlikte, mevcut
calismada, GSC (+) tiimorlerde miR-153 ekspresyonunu degerlendirdigimizde, OLE ve
TMZ’nin sinerjik etkisinin timorden tiimore farklilik gosterdigi belirlenmistir.  Bu
tiimorlerin OLE ve TMZ’ye maruz birakilmasi miR-153 ekspresyonunda artisa yol agsa da
bu artisin hastanin TMZ cevabina bagimli oldugu goriilmiistiir. TMZ tedavisine iyi yanit
veren U-87MG hiicrelerinde elde edilen verilere benzer sekilde, sagkalim siiresi kisa olan
hastalarda, sagkalim siiresi uzun olan hastalara gére OLE-TMZ kombinasyonunun
etkisinin daha diisik oldugu saptanmistir.  Bu hastalarda MGMT geni promotdr
metilasyonu oranlart benzer oldugundan (50.00 = 00), mevcut veri, GSC (+) tiimdrlerde
TMZ yanitimin farkli molekiiler mekanizmalar tarafindan diizenleniyor olabilecegini
desteklemektedir.

Calismamizda OLE muamelesi sonucu GSC (+) hiicrelerde ekspresyonu anlamli
sekilde degisen ikinci miRNA miR-137°dir. GBM’de miR-137 ekspresyonunun diisiik

oldugu daha once farkli arastiricilar tarafindan ortaya konmustur (124, 361). Bier ve
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arkadaslar1 (361) GBM’de miR-137 ekspresyonunun diisilk olmasinin promotor bdlge
metilasyonundan kaynaklanabilecegini ifade etmislerdir. Daha Once gergeklestirdigimiz
calismamizda 1 mg/mL ve 2 mg/mL OLE muamelesi sonucunda T98G hiicrelerinde miR-
137 ekspresyonunun 1.41 kat ve 1.86 kat arttig1 belirlenmistir (276). Mevcut ¢alismada, 1
mg/mL ve 2 mg/mL OLE muamelesi sonucunda GSC (+) tiimorlerde bu miRNA’nin
ekspresyon seviyesinin 9.26 ve 21.82 kat arttig1 goriilmiistiir. Son donemde, Zerdegal gibi
baz1 terapotik bitkilerin, yapisinda bulunan curcumin’den dolay1 epigenetik mekanizmalar
iizerinde diizenleyici etkisi oldugunu ifade eden calismalar bulunmaktadir (405). ileri
aragtirmalar gerekmekle birlikte, OLE nin yapisinda bulunan Oleuropein’in curcumin gibi
dogal bir polifenol olmasi, bu o6ziitiin de metilasyonun diizenlenmesinde rol
oynayabilecegini diisindiirmektedir. Mevcut ¢aligmada, GSC (+) tiimor hiicreleri 450 uM
TMZ ile muamele edildiginde miR-137 ekspresyonunun 31.47 kat arttig1 gozlenmistir. Bu
nedenle bulgularimiz OLE’nin miR-137 ekspresyonu iizerindeki etkisinin TMZ’ye benzer
oldugunu desteklemektedir. GSC (+) hiicreler 1 mg/mL veya 2 mg/mL OLE ve 450 uM
TMZ kombinasyonuna maruz birakildiginda ise miR-137 ekspresyonu sirasiyla 35.06 ve
32.89 kat arttig1 goriilmiistiir (p =0.03 ve 0.01). Elde edilen veriler, 1 mg/mL veya 2
mg/mL OLE ve 450 uM TMZ kombinasyonlarinin yol ac¢tigt miR-137 ekspresyon
seviyelerinin, hiicrelerin yalnizca TMZ ile muamelesi sonucu gozlenen miR-137
ekspresyonundan 1.11 ve 1.04 kat daha yiiksek oldugunu ortaya koymustur (p =0.484 ve
0.394).

miR-137, GO/G1 evresinde hiicre dongiisiiniin inhibisyonunda ve hiicre dongiisii
proteinlerinden CDK6 ve fosforile Rb’nin baskilanmasinda rol oynamaktadir (124).
Calismalar, miR-137’nin, GSC belirtegleri olan Nanog, Shh, Oct4 ve Sox2
ekspresyonlarinin diigmesine ve tiimor hiicrelerinin hizli yayilimindan sorumlu olan GSC
hiicrelerinin kendini yenileme yeteneginin azalmasimna yol actigim1 gdstermistir (406).
Mevcut calismada, GSC (+) hiicreler yalnizca 450 pM TMZ ile muamele edildiginde OCT-
4’iin ekspresyonunun 5.9 kat arttigi ve SOX2 ekspresyonunun 1.38 kat azaldig
goriilmiistiir. 2 mg/mL OLE veya 2 mg/mL OLE — 450 uM TMZ muamelesinden sonra ise
bu hiicrelerde OCT-4 ekspresyonunda 7.21 ve 8.43 kat, SOX2 ekspresyonunda ise 13.36 ve
16.06 kat azalma oldugu belirlenmistir. Jun ve arkadaglarinin (407) 2014 yilinda GBM’de
gerceklestirdikleri ¢alismalarinda MET sinyal yolaginin aktivasyonunun Oct-4 proteininin
ekspresyonunu arttirdigl, melanoma hiicrelerinde gergeklestirilmis bir baska calismada da
mMiR-137"nin c-met’i hedefledigi gosterilmistir (362). Mevcut ¢alismada, 2 mg/mL OLE
veya 2 mg/mL OLE — 450 uM TMZ muamelesinin GSC (+) tiimorlerde c-MET expresyon
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seviyesinde 4.73 ve 17.21 kat diisiise yol actig1 gosterilmistir. Bu nedenle, bulgularimiz
OLE’nin miR-137 ekspresyonunu arttirarak GSC (+) tiimorlerin kok hiicre 6zelliklerinin
baskilanmasina, bdylelikle tiimor agresifliginin  azalmasmma yol a¢tigin1 ortaya
koymaktadir. Buna ek olarak, miR-137’nin bir diger hedef geni olan RTVP-1, GBM’de c-
Jun-NH2-kinaz aktiflenmesine ve BCL2 ekspresyonunda artisa sebep olarak tiimor nekroz
faktor’e bagimli apoptoz’a diren¢g olusmasina yol a¢cmaktadir (361, 408). Mevcut
calismada OCT-4’1in yanisira OLE’ nin BCL2 ekspresyonunda 4.14 kat azalmaya yol agtig1
belirlenmistir. Elde ettigimiz bu veriler OLE’nin GSC (+) tiimoérlerde hiicre ¢ogalmasini
ve kok hiicre ozelliklerini azalttig1 ile ilgili diisiincelerimizi gliclendirmektedir. Ayrica,
miR-137 ekspresyonu her bir GSC(+) tiimorde ayri ayr1 degerlendirildiginde, tiim hastalar
TMZ tedavisi gbérmiis olmasina ve MGMT metilasyon oranlar1 benzer olmasina ragmen,
OLE-TMZ kombinasyonu sagkalim siiresi en kisa olan hastada (5 ay) miR-137
ekspresyonunda 6.23 kat artisa yol agtig1 halde, sagkalim siiresi en uzun olan hastada (> 48
ay) 8.3 kat artisa yol agtigi gozlenmistir. Bu bulgu, OLE ve TMZ’nin birlikte
kullaniminindan saglanacak yararin TMZ direnciyle iligskili, MGMT ekspresyonundan
bagimsiz farkli bir mekanizma ile olabilecegi yoniindeki bulgular1 destekler niteliktedir.
Mevcut tez projesinde OLE muamelesi sonucu GSC (+) hiicrelerde ekspresyonu
anlamli sekilde degisen tiglincii miRNA miR-145’tir. Lee ve arkadaslar1 (358) miR-145’in
astrosit ve noral progenitér hiicrelere gore glioma hiicre hatlarinda ve GSC (+)
tiimorlerdeki ekspresyonunun daha diisiik oldugunu gostermislerdir. Benzer sekilde, daha
once tarafimizdan gergeklestirilen bir ¢calismada miR-145’in GSC (+) tiimérlerde GSC (-)
tiimorlere kiyasla daha diisiik seviyede eksprese oldugu belirlenmistir (397). Mevcut
calismada da, 1 mg/mL ve 2 mg/mL OLE muamelesi sonucu GSC (+) tiimorlerde miR-145
ekspresyonunun 1.2 ve 4.38 kat arttigi gézlenmistir (sirastyla p = 0.187, 0.432). GSC (+)
hiicreler 2 mg/mL OLE ve 450 uM TMZ ile birlikte muamele edildiginde ise miR-145
ekspresyonunun 73.72 kat arttig1 belirlenmistir (p = 0.0005). Bulgularimiz, 2 mg/mL OLE
ve 450 uM TMZ’nin GSC (+) hiicrelerde yol actigr miR-145 ekspresyonunun 450 uM
TMZ’nin tek basma yol actig1 ekspresyondan 7.28 kat fazla oldugunu gdstermistir (p =
0.004). GSC pozitifliginin iki 6nemli belirteci olan OCT-4 ve SOX2’nin 3'UTR bélgeleri
miR-145 ile esleniklik gostermektedir (409, 410). Bu nedenle miR-145’in GBM
timorlerinde Oct-4 ve Sox2 ekspresyonlarinin diizenlenmesinde rol oynayabilecegine
yonelik goriisler bulunmaktadir (410). Mevcut ¢alismada, GSC (+) tiimdrlerde 2 mg/mL
OLE muamelesinden sonra OCT-4 ve SOX2’nin ekspresyon seviyelerinin sirasiyla 7.21 ve
13.36 kat azaldig1 saptanmistir. Bu tiimorler 2 mg/mL OLE ve 450 uM TMZ ile birlikte
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muamele edildiginde ise bu genlerin ekspresyon seviyelerinin sirasiyla 8.48 ve 16.06 kat
azaldig1 belirlenmistir. Rani ve arkadaglari (356), miR-145’in SOX gen ailesi iiyelerinden
SOX9u hedef alarak tiimor baskilayici rol oynadigii, bu miRNA’nin ekspresyon
seviyesindeki diislislin ise neoplastik transformasyona ve timor agresifliginin artmasina
yol agtigini ortaya koymuslardir. Son donemde gergeklestirilen ¢alismalardan elde edilen
veriler ve mevcut calismanin bulgulari, OLE’nin miR-145 ekspresyonunda artisa yol
acarak GSC (+) hiicrelerde kok hiicre o6zelliklerinin baskilanmasini saglayabilecegini
desteklemektedir. Bununla birlikte Rani ve arkadaslar1 (356) miR-145%in glial
tiimdrlerdeki fonksiyonunu arastirdiklar caligmalarinda bu miRNA’nin
sessizlestirilmesinin, hiicre dongiisliniin diizenlenmesinde is goren proteinler olan Siklin
D1, c-myc ve N-myc’nin ekspresyonlarinda artisa yol actigini gostermislerdir. Mevcut
calisgmada 2 mg/mL OLE muamelesinin GSC (+) hiicrelerde miR-145 ekspresyonunda
4.38 kat artisa yol agarken, c-myc ekspresyonunda da 5.97 kat azalmaya yol agtigi
belirlenmistir (p = 0.341). Hiicreler, 2 mg/mL OLE ve 450 uM TMZ ile birlikte muamele
edildiginde ise c-myc eskpresyonunun 14.82 kat azaldig1 goriilmiistiir (p = 0.341). Ote
yandan, miR-145 ekspresyonu her bir GSC (+) tiimorde ayri ayri degerlendirildiginde,
OLE-TMZ kombinasyonu sagkalim siiresi en uzun olan hastada miR-145 ekspresyonunda
en az (3.36 kat) artisa yol agtig1 halde, bu miRNA’nin ekspresyonundaki en yiiksek artig
(6.45 kat) sagkalim siiresi en kisa olan hastada gozlenmistir. Diger 3 vakada ise miR-145
ekspresyonu ile sagkalim siiresi arasinda bir iliski gdzlenmemistir. Bu nedenle, verilerimiz
OLE-TMZ kombinasyonunun GSC (+) timoérlerde miR-145 ekspresyon seviyesinin
azalmasina katki sagladigini ancak, ekspresyon seviyesindeki azalis oraninin baska
faktorlerden de etkilenebilecegini gdstermektedir.

Ozetle, mevcut projede OLE’nin hem MGMT geni unmetile olan U-138MG hem de
MGMT geni metile olan U-87MG hiicrelerinde sitotoksiteye yol actigi goriilmiistiir.
Ayrica, OLE’nin sitotoksik olarak etkili oldugunu belirledigimiz dozlarinin MGMT geni
heterozigot metile olan T98G hiicrelerinde de etkili oldugu daha onceki ¢alismamizda
gosterilmistir (276). Mevcut calismada OLE’nin tiimdr hiicrelerini apoptoz ve nekroz
yoluyla oldiirdiigi belirlenmis olsa da daha onceki caligmamizda bu Oziitiin lenfosit
hiicrelerindeki sitotoksik aktivitesinin diisiik oldugu gosterilmistir (276). Bunlara ilaveten,
GSC (+) timorlerde OLE’nin miRNA ekspresyonlari tizerindeki etkisi degerlendirildiginde
2 mg/mL OLE’nin 450 pM TMZ’nin tek basina gosterdigi etkiye benzer bir etki gosterdigi
belirlenmistir. Dahasi, miRNA ekspresyonlarindaki degisim her nekadar MGMT

metilasyon durumu veya farkli mekanizmalara bagimli olsa da OLE’nin TMZ ile birlikte
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kullaniminin GSC (+) tiiméorlerde, TMZ’nin tek basina kullanimina oranla miR-153, miR-
137 ve miR-145 ekspresyonlarini anlamli sekilde arttirdigi gosterilmistir. Bu nedenle,
OLE’nin anti-kanser aktivitesinin daha 1iyi anlasilabilmesi ic¢in igerigindeki aktif
bilesenlerin GBM tiimorlerindeki etkisinin de arastirilmasi gerektigine inanmakla birlikte,
elde edilen tiim veriler birlikte degerlendirildiginde, OLE’nin saglikli hiicrelerde gozardi
edilebilir bir sitotoksik aktivite gostererek GSC (+) timorlerde TMZ’nin aktivitesini
sinerjik olarak arttirdig1 ortaya konmustur. Ayrica, elde edilen mevcut verilere gore, farkli
hastalardan alinan GSC (+) timorlerde OLE ve TMZ’nin etkilesim mekanizmasi ve ilag
direncliligi ile iligkisinin anlasilabilmesi ileri aragtirmalara agik bir konu olmakla birlikte,
GBM hiicre hatlarinda elde ettigimiz bulgular, MGMT metilasyon durumunun OLE ve
TMZ’ nin birlikte kullaniminin aktivitesini etkiledigini géstermistir.

Ficus carica halk arasinda metabolik, kardiovaskiiler ve inflamator hastaliklarin
geleneksel tedavisinde kullanilmaktadir (411). Ayrica, T-hiicre losemisi, Burkitt B
lenfoma, melanoma, prostat, meme ve mide kanseri hiicre hatlarinda FCL’nin hiicre
cogalmasini baskilayici etkisi gosterilmistir (283, 281, 412). Ancak bu 0Oziitiin beyin
tiimorlerindeki etkisi bilinmemektedir. ~ Mevcut ¢alismada, FCL’nin GBM hiicre
hatlarindaki ve GSC (+) timorlerdeki anti-kanser etkisi degerlendirilmistir. T98G, U-
138MG ve U-87MG hiicrelerinin 6 farkli FCL dozu ile muamelesinden sonra
gerceklestirilen WST-1 analizine gore, FCL’nin optimal aktivitesi ilk 24 saatte
gozlenmistir.  Bu nedenle FCL’nin etki mekanizmasimin aragtirilmas: amaciyla
gerceklestirilen analizler 24 saatlik inkiibasyon siiresinde ger¢eklestirilmistir. Ayrica, her
tic GBM hiicre hatti i¢in de FCL’nin IC50 degeri 0.25 mg/mL olarak belirlenmigstir. WST-
1 analizine gore, 0.25 mg/mL FCL, 24 saatlik inkiibasyon siiresinde T98G hiicrelerinde %
58.7, U-138MG hiicrelerinde % 54.94 ve U-87MG hiicrelerinde % 68.81 oraninda hiicre
6liimiine yol agmistir (p < 0.05). Bu nedenle, bulgularimiz FCL’nin MGMT den bagimsiz
bir sinyal yolag: ile hiicre 6liimiine yol actigini ortaya koymaktadir. Bununla birlikte,
gerceklestirilen calismada 0.25 mg/mL FCL’nin lenfositler iizerinde % 14.83 + 0.33
oraninda inhibisyona yol ac¢tig1 belirlenmistir. Bu verilerimiz FCL’nin saglikli hiicreler
tizerindeki olas1 yan etkilerinin goz ardi edilebilir oranda oldugunu gostermektedir.

0.25 mg/mL FCL’nin tiimor hiicrelerinde yol agtigi 6liim TUNEL ve Annexin-V-
FITC/ Pl analizleriyle degerlendirildiginde, hiicre 6liimiiniin apoptoz ve nekroz yoluyla
gerceklestigi goriilmistiir.  Gergeklestirilen HPLC analizi sonucunda calismamizda
kullanilan FCL’nin, 28.784 + 0.080 mg/L protocatechuic acid igerdigi belirlenmistir.

Anter ve arkadaslari, Matricaria chamomilla ve Uncaria tomentosa’dan ekstrakte edilen
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protocatechuic acid’in HL-60 l6semi hiicrelerinde apoptotik etki gosterdigini ortaya
koymuslardir (413). Mevcut calismadan elde ettigimiz bulgular FCL’nin molekiiler etki
mekanizmasini ilk kez ortaya koymus olsa da bu 6ziitiin igeriginde en fazla bulunan
fenolik bilesik protocatechuic acid oldugundan, elde ettigimiz veriler daha Onceki
caligmalar1 destekler nitelikte olup, FCL’nin apoptozu indiikleyici 6zelliginin GBM
hiicrelerinde anti-kanser aktivitesine yol acabilecegini gostermektedir. FCL’nin apoptotik
etkisinin yani1 sira, CAM analizinde T98G hiicrelerinden olusturulan tiimorlerde elde edilen
bulgular FCL’nin GBM tiimér agirliginda (p = 0.08) ve VEGFA ekspresyonunda (p =
0.002) azalmaya yol acgtigini ortaya koymustur. T98G hiicreleri TMZ’ye direng gosteren
hiicreler oldugundan CAM analizinden elde edilen bulgularimizin FCL’nin ilag direnci
olan GBM tiimdrlerinde de anti-kanser etkisi gosterebilecegine isaret etmektedir. Daha
once, gerceklestirilen ¢alismalarda cesitli bitkisel oziitlerden elde edilen protocatechuic
acid’in invazyonu baskilayici etkisinin oldugundan bahsedilmektedir (414 — 416). Spilioti
ve arkadaslar1 (416) baldan ekstrakte edilen protocatechuic acid’in prostat kanseri hiicre
hattt PC-3 ve meme kanseri hiicre hatti MCF-7 hiicrelerindeki anti-kanser aktivitesini
ortaya koymuslar ve balin protocatechuic acid icerigi ile vascular cell adhesion molecule 1
(VCAM-1) arasinda ters korelasyon bulundugunu belirtmislerdir. VCAM-1’in GBM’de
makrofaj hiicre interaksiyonunu ve tiimor hiicresi invazyonunu tetikledigi bilinmektedir
(417). Bu nedenle, FCL’nin GBM hiicrelerindeki potansiyel invazyonu baskilayici
etkisinin, bu 0Oziitliin protocatechuic acid iceriginden kaynaklaniyor olabilecegini
diisiinmekteyiz. Bununla birlikte, mevcut ¢aligmadan elde ettigimiz bulgularin aksine,
Kang ve arkadaslar1 (418), protocatechuic acid’in PI3 K/Akt/eNOS/VEGF sinyal yolagimni
aktifleyerek anjiogenez’i indiikledigini ifade etmislerdir. Ancak, mevcut caligmada
protocatechuic acid icerdigini belirledigimiz FCL’nin GBM hiicre hattindan tiirevlenen
timorlerde anti-anjiogenik etki gosterdigi goriilmiistir. Kang ve arkadaslar1 (418)
protocatechuic acid’in etkisini ayni zamanda non-tlimoral bir hiicre tipi olan insan beyin
mikrovaskiiler endotelyal hiicre hattinda da incelemisler ve mevcut calismada lenfosit
hiicrelerinde elde edilen bulgulara benzer sekilde ¢ok diisiik oranda bir sitotoksik aktivite
belirlemislerdir. FCL’nin invazyon Tzerindeki etki mekanizmasinin daha iyi
anlagilabilmesi i¢in ileri aragtirmalarin gerceklestirilmesi gerekmekle birlikte, elde edilen
veriler protocatechuic acid’in hiicre tipine bagli olarak invazyon 6zelliginin degisiklik
gosterdigine isaret etmektedir.

Mevcut ¢alismada FCL’nin TMZ ile kombine etkisinin degerlendirilebilmesi i¢in

0.25 mg/mL FCL ile birlikte T98G ve U-138MG hiicrelerine 450 uM TMZ, U-87MG
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hiicrelerine ise 25 uM TMZ verilmistir. WST-1 analizinden elde edilen bulgular, TMZ’nin
hiicre canliliginda yol actig1 inhibisyon oranina kiyasla FCL-TMZ kombinasyonunun daha
yiiksek oranda hiicre dliimiine yol a¢tigini ortaya koymustur (sirasiyla p < 0.01, = 0.043 ve
0.043). Bu veriler, FCL’nin TMZ’ nin terapotik etkinligini arttiric1 yondeki etkisine isaret
etmektedir. FCL’nin molekiiler etki mekanizmasini arastirmak amaciyla mevcut ¢alismada
T98G hiicreleri 0.25 mg/mL FCL ve/ veya 450 uM TMZ ile muamele edilmis ve bu
hiicrelerde GBM gelisimi ve ila¢ direncliligi ile iliskili 40 miRNA’nin ekspresyon
seviyeleri degerlendirilmistir. Bu amacgla gerceklestirilen Super Array ve RT-PCR
analizleri FCL muamelesinin T98G hiicrelerinde let-7 ekspresyonunu muamelesiz
hiicrelere gore 3.77 kat arttirdigin1 ortaya koymustur (p = 0.002). FCL ve TMZ’nin
birlikte muamelesinin ise TMZ’nin tek basina kullanimina gore let-7d ekspresyonunu 1.75
kat arttirdigi saptanmistir (p = 0.015).

Bugiine kadar gergeklestirilen c¢alismalarda, beslenme seklinin, epigenetik
modifikasyonlar yoluyla kanserden korunmaya katki sagladigi ortaya konmustur (419,
420). Bu etkinin alinan besinlerin igerdikleri fenolik bilesenlerden dolay1r oldugu
distiniilmektedir.  Paluszczak ve arkadaslari (421) protocatechuic acid’in DNMT
aktivitesini baskilayici etkisi oldugunu belirlemislerdir. Ayrica, Wang ve arkadaglar1 (422)
fizyolojik  konsantrasyonlardaki protocatechuic acid’in  makrofajlarda miR-10b
ekspresyonunu baskilayabildigini gostermislerdir. Biyokimyasal analizlerle desteklenmesi
gerekmekle Dbirlikte, mevcut calismanin bulgulari, FCL’nin igeriginde bulunan
protocatechuic acid’in GBM tiimoérlerinde let-7d ekspresyonunda artisa yol agtigina isaret
etmektedir. Let-7 ailesi tiimor baskilayict fonksiyonu olan bir miRNA ailesi olup bu
ailenin iyeleri normal dokuya kiyasla birgok tiimor dokusunda diisiik ekspresyon
gostermektedir (423 — 425). Let-7d’nin en iyi arastirilmis olan hedef genlerinden birisi
HMGAZ2 dir (427). Xi ve arkadagslar1 (426), let-7 ekspresyonu yiiksek oldugunda Hmga2
proteininin ekspresyonunun diistiigiinii ifade etmislerdir. Hmga2 epitelyal mezenkimal
degisim (EMT)’nin diizenlenmesinde rol oynayan bir transkripsiyon faktoridiir (427).
Transforming growth factor beta (TGF-b) EMT’yi uyararak Snail/Slug, ZEB1/2 ve Twist
gibi proteinlerin ekspresyonunda artisa yol agmaktadir (428, 429). Bu proteinler E-
kaderin ekspresyonunu baskilayarak mezenkimal genlerin ekspresyonunu uyarmaktadir
(429, 430). HMGA2 EMT’nin TGF-b tarafindan uyarilmasinda 6énemli rol oynamaktadir.
HMGA2, Smad proteinleri tarafindan aktiflenerek Snail ve Twist proteinlerinin
ekspresyonlarinin artmasina yol agmaktadir (428, 429). HMGAZ2 ekspresyonu ve invazyon

arasindaki iliski daha once ovaryum kanserinde ve retinoblastoma’da gosterilmistir (426,
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431). Ayrica, Chen ve arkadaslari da (432) HMGAZ2 nin yiiksek evreli glial tiimorlerde de
invazyonu diizenledigini belirlemislerdir. Let-7d’nin iyi arastirtlmis hedef genlerinden bir
digeri de, hiicre g¢ogalmasinda, sagkaliminda ve invazyonunda rol oynayan Signal
Transducer and Activator of Transcription 3 (STAT3) tiir (433, 434). Stat3 proteini let-7
ailesi iiyelerini baskilayarak siklin D1, Bcl2 protein ailesi ve Rho ailesi GTPaz’lari,
hypoxiainducible factor-1a ve VEGF gibi proteinleri kodlayan genleri aktiflemektedir (435
—439). Mevcut calismada FCL ve TMZ’ nin birlikte kullaniminin GBM hiicrelerinde let-
7d ekspresyonunda artisa yol agtigi belirlenmistir. Gergeklestirilen ¢alisma kapsaminda
CAM’da olusturulan tiimorlerde FCL muamelesi sonrasinda VEGFA ekspresyonu ve
FCL’nin timor agirhig iizerindeki etkisi degerlendirilmistir. Bulgularimiz, FCL’nin GBM
timorlerinde let-7d  ekspresyonunda artisa yol acarak HMGA2 ve VEGFA
eskpresyonlarinin baskilanmasini sagladigina ve FCL varliginda tiimdriin TMZ’ye kars1

daha iyi yanit verdigine isaret etmektedir (Sekil-70).
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Sekil-70 FCL-TMZ etkilesiminin let-7d yoluyla invazyon iizerindeki etkisi. A. HMGA2 ve
VEGFA ekspresyonu ile invazyonun tetiklenmesi. B. FCL-TMZ etkilesiminin let-7-d’yi
tetiklemesi sonucu HMGA?2 ve VEGFA nin baskilanarak invazyonun kontrolii

FCL ve TMZ’nin birlikte kullaniminin, T98G hiicrelerinde let-7d ekspresyonunu
anlamli sekilde arttirdig1 belirlendiginden, GSC (+) tiimoérler de 24 saatlik inkiibasyon
stiresinde ayr1 ayr1 ve es zamanlh olarak 0.25 mg/mL FCL ve 450 uM TMZ ile maruz
birakilmis ve bu hiicrelerde let-7d ekspresyonu degerlendirilmistir.  Ancak T98G
hiicrelerinden farkli olarak, GSC (+) timérlerde FCL ve TMZ maruziyeti sonucunda let-7d
ekspresyonunda anlamli bir degisim gozlenmemistir (p = 0.127).  Ayrica, CAM
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analizi’'nde, T98G hiicrelerinden tiirevlenen tiimorlerde gozlenenin aksine, 0.25 mg/mL
FCL maruziyetinin, GSC (+) tiimérlerin agirliginda (p > 0.05) ve VEGFA ekspresyon
seviyelerinde (p = 0.282) anlamli bir degisime yol agmadigi gézlenmistir. FCL’nin T98G
hiicrelerinde anti-invazif 6zellik gostermesine ragmen GSC (+) hiicrelerde aynmi etkiyi
gostermemis olmasi, FCL’nin igerigindeki protocatechuic acid’in hiicre tipine bagl olarak
invazif etki gosterebilecegi ile ilgili gortslerimizi desteklemektedir. Bununla birlikte,
gerceklestirilen western blot analizi sonucunda, GSC (+) tiimor hiicrelerinde FCL
maruziyeti sonrasinda p53 proteininde herhangi bir degisim gozlenmezken, FCL’nin p38
MAPK proteininin baskilanmasina yol ac¢tig1 belirlenmistir. Va ve arkadaslar1 (440), U-
87MG hiicrelerinde JNK ve Akt sinyal yolaklarimi aktiflediklerinde p38 MAPK
ekspresyonunun da arttigin1 ve hiicrelerde TMZ direnci olustugunu ve p38 MAPK’nin
baskilanmasinin TMZ yanitim1 arttirdigin1 ortaya koymuslardir . Mevcut ¢calismada, FCL,
GSC (+) hiicrelerde p38 MAPK protein ekspresyonunda azalmaya yol agtigindan, tek
basina anti-invazif 6zellik gostermemesine ragmen bu hiicrelerin TMZ tedavisine verdigi
yaniti arttirabilecegi diisiiniilmektedir.

Ozet olarak, mevcut calismada, 0.25 mg/mL FCL’nin TMZ direngliligi acisindan
farkli 6zelliklerde olan T98G, U-138 MG ve U-87 MG hiicrelerinde sitotoksik etkiye sahip
oldugu belirlenmistir. FCL’nin bu hiicrelerde apoptozun yani sira nekroz ile de 6liime yol
aciyor oldugu belirlenmis olmasina ragmen, bu 6ziitiin lenfosit hiicrelerinde belirlenen
sitotoksik aktivitesinin diigiik olmasi, FCL nin muhtemel yan etkilerinin goz ard1 edilebilir
olabilecegine isaret etmektedir. Ayrica, FCL’nin TMZ ile birlikte kullaniminin, TMZ’ nin
tek basma kullanimina gore let-7d ekspresyon seviyesini anlamli sekilde arttirarak
invazyonun kontroliine katki sagladigi ortaya konmustur. GSC (+) tiimdrlerde ise, hiicre
hatlarinda elde edilen bulgulardan farkli olarak FCL’nin tek bagmna anti-invazif bir etki
gostermemesine ragmen, p38 MAPK proteininin baskilanmasi yoluyla TMZ direncinin
azalmasina yol agtig1 belirlenmistir.

Sonug¢ olarak, c¢alismamiz kapsaminda degerlendirilen VA, GBM tiimoérleri
tizerinde doza bagimli olarak degisen bir hiicre 6liimiine yol agmamistir. Bu nedenle, bu
oziitin  GBM tiimorlerinin tedavisinde bir ila¢g aday1 olma potansiyelinin anlagilabilmesi
icin Oziitlin lektin igeriginin ve homojenliginin ileri arastirmalarla arastirilmasi
gerekmektedir. GSE, GBM hiicre hatlarinda, hiicre ¢ogalmasinda azalmaya yol agmis
olmasmma ragmen, ex-vivo kosullarda gergeklestirilen analizlerin verileri in-vitro
kosullardaki bulgularimizi desteklememistir. Bu nedenle, GSE’nin anti-kanser

aktivitesinin daha 1iyi sekilde anlasilabilmesi ic¢in in-vivo sistemlerde arastirilmasi
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gerekmektedir. OLE’nin TMZ’ye kars1 birbirinden farkli direng 6zellikleri gosteren GBM
hiicre hatlarinda hiicre Sliimiine yol ac¢tigi ve OLE’nin TMZ ile birlikte kullaniminin bu
etkiyi sinerjik olarak arttirdig1 ilk kez mevcut ¢alisma ile ortaya konmustur. Her ne kadar
daha onceki ¢alismamizda OLE’nin GBM hiicrelerinde miRNA ekspresyon seviyelerini
diizenledigi belirlenmis olsa da, OLE’nin GSC (+) hiicrelerde de benzer sekilde miRNA
ekspresyonlarini1 diizenleyebildigi mevcut calisma ile ilk kez gosterilmistir.  Ayrica
bulgularimiz ile FCL’nin farkli TMZ cevab1 veren GBM tlimérlerinde hiicre 6liimiine yol
actig1 ve TMZ direnci gosteren GSC (+) timdrlerde ilag direncini azalttigi ilk kez mevcut
calisma ile ortaya konmustur. Bununla birlikte, FCL’nin let-7d expresyonunun
diizenlenmesi araciligiyla anti-invazif etki gosterdigi ilk kez mevcut c¢aligmada
belirlenmistir. OLE ve FCL’nin GBM tlimdérleri {izerindeki etkisinin in-vivo ¢aligmalarla
desteklenmesi gerektigine inanmakla birlikte, mevcut bulgularimiz OLE ve FCL’nin GBM
tedavisi icin 1ilag arastirmalarinda kullanilabilecek potansiyel terapotik adaylar

olabileceklerini ortaya koymaktadir.
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