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GLIOBLASTOMA (GBM) HUCRE HATLARI UZERINDE MULTIiFLORAL
BAL VE TEMOZOLOMID-BAL KOMBINE TEDAVISININ SiITOTOKSIK,
ANTIMETASTATIK VE APOPTOTIK POTANSIYELININ
ARASTIRILMASI

Dokuz Eyliil Universitesi Saghk Bilimler Enstitiisii Tibbi Biyoloji ve Genetik
Anabilim Dah

Balcova izmir Tiirkiye, denizevrim08@gmail.com
OZET

Malign glioma (glioblastoma veya GBM) en yaygin ve agresif primer beyin
timortidiir. Temozolomid (TMZ), glioblastoma tedavisinde birinci basamak olarak
kullanilmaktadir. Cogu glioblastoma hastasi, cerrahi, radyoterapi ve kemoterapi
miidahalelerine ragmen, tanidan sonraki 1-2 yil i¢inde dlmektedir.

Bal, eski ¢aglardan beri yiyecek ve geleneksel bir ilag olarak kullanilmistir.
Balin tiimor hiicre proliferasyonu, apoptozis ve metastaz gibi kanser progresyonu ile
iligkili bir¢ok hiicresel mekanizmalari regiile ettigi rapor edilmistir. Calismada; balin,
TMZ ile kombine kullaniommin GBM hiicre hatlarindaki sitotoksik etkisi ve
mekanizmalarinin arastirilmasi amaglanmastir.

Bu amag¢ dogrultusunda insan GBM (U-118 MG, T98G, U-87 MG) hiicre
hatlarinda, balin ve bal + TMZ’nin kombine kullaniminin sitotoksik etkileri MTT
analizi kullanilarak degerlendirildi. Bal, TMZ ve bal + TMZ gruplarnin GBM
hiicrelerinin sitotoksisitesinde rol alan sinyal yollarina ait gen ifadeleri seviyeleri
kantitatif ters transkriptaz polimeraz zincir reaksiyonu (gQRT-PCR) ve protein
ekspresyonundaki degisiklikler Western Blot yontemiyle arastirildi.

Calismamizda, balin ¢esitli mekanizmalarla hiicre canliligini azalttigin1 gosterdik. U-
118 MG, U-87 MG ve T98G hiicre hatlarmin ii¢linde de bal+ TMZ uygulanan
gruplarda doza bagimli sitotoksik etki gozlemlendi. T98G ve U-87 MG hiicre
hatlarinda %5 bal-TMZ dozu, %5 baldan daha sitotoksik bir etki gostererek bal ve

TMZ arasinda sinerjik bir etki olabileceginin gostergesi oldu.

VI



U-118 MG hiicrelerinde Bal+TMZ uygulamasi sonucunda pro-apoptotik Bax mRNA
seviyesi ve protein ekspresyonunda istatistiksel olarak anlamli olmayan bir artig
gozlendi. Ayrica hayatta kalim iliskili ve GBM de ilag¢ direncinde énemli rol oynayan
ERK sinyal yolagi baskilandi. T98G MG hiicre hattinda, bal uygulanmasi sonucunda
pro-apoptotik Bax’in mRNA ve protein ekspresyonunda artis gozlenirken, anti-
apoptotik Bcl-2 proteininin mRNA ve protein ekspresyonunun azalma oldugu tespit
edildi. Ayn1 zamanda Bal+TMZ ve TMZ uygulanan gruplarda ise ERK sinyal yolagini
baskilandi. U-87 MG hiicrelerinde Bal+TMZ uygulanan kombinasyon dozu sinerjistik
etki gostererek pro-apoptotik Bax’in hem mRNA hem de protein ekspresyonunda
anlaml1 derecede artis saglarken, anti-apoptotik Bcl-2° nin mRNA ve protein ifadesini
sinerjistik olarak azaltti. Migrasyon deneylerinde U-118 MG, T98G ve U-87 MG
hiicrelerinin hepsinde IC50 Bal+TMZ dozu uygulamalari hiicre gociinii anlaml
derecede inhibe etmistir.

GBM’ de tiimor olusmasi ve progresyonu ile iliskili molekiiler ve biyokimyasal
mekanizmalar1 anlamak yeni potansiyel terapotiklerin gelismesine olanak saglamasi
ongoriilmektedir. Sonug olarak dogal ar1 balini, beyin tiimorleri i¢in umut verici bir

dogal bilesik kaynag1 ve diyet iirlinii olarak 6neriyoruz.
Anahtar kelimeler: Glioblastoma, Bal, Apoptoz, Kanser, Temozolomid

Tezin sayfa adedi: 119
Damisman: Prof. Dr. Sefa KIZILDAG
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Investigation of the cytotoxic, anti-metastatic and apoptotic potential of
Multifloral Honey and Temozolomide-Honey combined treatment on

glioblastoma (GBM) cell lines.

Dokuz Eylul University Health Sciences Institute, Department of Medical
Biology and Genetics

Balcova- I1zmir/ Turkey, denizevrim08@gmail.com
ABSTRACT

Malignant glioma (glioblastoma or GBM) is the most common and aggressive primary
brain tumor. Temozolomide (TMZ) is used as a first-line treatment for glioblastoma.
Most glioblastoma patients die within 1-2 years of diagnosis, despite surgical,

radiotherapy, and chemotherapy interventions.

Honey has been used as food and a traditional medicine since ancient times. It has been
reported that honey regulates many cellular mechanisms associated with cancer
progression, such as tumor cell proliferation, apoptosis, and metastasis. The aim of this
study was to investigate the cytotoxic effect and mechanisms of the combined use of
honey with TMZ in GBM cell lines.

For this purpose, the cytotoxic effects of the combined use of honey and honey + TMZ
in human GBM (U-118 MG, T98G, U-87 MG) cell lines were evaluated using MTT
analysis. The gene expression levels of the signaling pathways involved in the
cytotoxicity of GBM cells in honey, TMZ and honey + TMZ groups were investigated
by quantitative reverse transcriptase polymerase chain reaction (QRT-PCR) and

changes in protein expression by Western blot method.

In our research, we showed that honey reduces cell viability by various mechanisms.
A dose-dependent cytotoxic effect was observed in the honey + TMZ applied groups
in all three of the U-118 MG, U-87 MG, and T98G cell lines. In T98G and U-87 MG
cell lines, a 5% honey-TMZ dose showed a more cytotoxic effect than 5% honey,

indicating that there may be a synergistic effect between honey and TMZ.

VI



A statistically insignificant increase in pro-apoptotic Bax mRNA level and protein
expression was observed as a result of Bal+TMZ application in U-118 MG cells. In
addition, the ERK signaling pathway, which is associated with survival and plays an
important role in drug resistance in GBM, was suppressed. As a result of honey
application, an increase was observed in mRNA and protein expression of pro-
apoptotic Bax as a result, while mRNA and protein expression of anti-apoptotic Bcl-2
protein were decreased. At the same time, the ERK signaling pathway was suppressed
in the groups treated with Honey+TMZ and TMZ. The combination dose of Bal+TMZ
applied to U-87 MG cells showed a synergistic effect, significantly increasing both
MRNA and protein expression of pro-apoptotic Bax while synergistically decreasing
the mRNA and protein expression of anti-apoptotic Bcl-2. Migration experiments
showed that Honey+TMZ dose applications in all of the U-118 MG, T98G, and U-87
MG cells significantly inhibited cell migration.

Understanding the molecular and biochemical mechanisms underlying the formation
and progression of GBM tumors is anticipated to facilitate the creation of novel
potential therapeutics. We conclude that natural bee honey is a promising source of
natural compounds and dietary supplements for the treatment of brain tumors.
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1.GIRIiS VE AMAC

Malign glioma (glioblastoma veya GBM) en yaygin ve agresif primer beyin
tiimoriidir. Glioblastoma multiforme (GBM) insidansi 100.000 kiside 0.59-5 arasinda
degismektedir; bununla birlikte, insidansta artis oldugunu gosteren c¢alismalar
mevcuttur. En invaziv form olan glioblastomlar, en kétii prognoza sahiptir.5
Temozolomid (TMZ), glioblastoma tedavisinde yaygin olarak kullanilmaktadir ve
birincil tedavi yontemi olarak kabul edilmektedir. Buna ragmen ¢ogu glioblastoma
hastasi, cerrahi, radyoterapi ve kemoterapi miidahalelerine ragmen, tanidan sonraki 1-
2 yil icinde dlmektedir. Birgok sinyal molekiili GBM’ nin gelismesi, ilerlemesi ve

agressivitesi ile iliskilidir.

Bal, bal aris1 Apis mellifera tarafindan toplanan ve modifiye edilen nektardan elde
edilir ve eski zamanlardan beri yiyecek ve geleneksel bir ilag olarak kullanilmistir.
Bununla birlikte, son zamanlarda bir¢cok arastirmaci, balin antioksidan, anti-
proliferatif, anti-inflamatuar ve diger 6zellikleri iizerinde yogunlagsmaktadir. Cesitli in
Vvitro ve in vivo ¢alismalar balin antimikrobiyal, antiviral, anti-fungal, antikanser ve
antidiyabetik aktivitesini gostermistir. Bu ¢calismada insan GBM hiicre hatlarinda balin
proliferatif ve/veya anti-apoptotik etkisi olup olmadig1 ve balin hangi molekiiler sinyal
yolaklarini indiikledigi arastirilacaktir. Ek olarak balin Temozolomid’ in antikanser
aktivitesinin bal ile giiclendirilmesine aracilik etme potansiyeli degerlendirilecektir.
Bu amagla Multifloral balin GBM hiicre hatlar1 iizerindeki etkisini gérmek i¢in belirli
konsantrasyonlarda uygulama yapilip hiicre proliferasyonu iizerindeki etkileri
arastirilacak ve hiicre gocii tayini testi gergeklestirilecektir. Sonraki agamada ise balin
ve TMZ-Bal kombinasyonunun GBM hiicre proliferasyonunda rol alan ana sinyal
yolaklarinda bulunan mediatorler ile olan etkilesimi Western Blot yontemiyle
arastirilip, ardindan relatif kantitasyon ile apoptotik ve anti-apoptotik genlerin

ekspresyon seviyelerindeki degisiklikler aragtirilacaktir.



2. GENEL BiLGILER

2.1 Sinir Sistemi Morfolojisi

Sinir sistemi, bir organizmanin ¢evresiyle etkilesime girmesini saglayan karmasik bir
agdir. Cevresel uyaranlar1 algilayan duyusal bilesenler ve iskelet, kalp ve diiz kas
kontrolii ile glandiiler sekresyonlarin kontroliinii saglayan motor bilesenler, alinan
uyaranlara veya duyusal girdilere uygun motor yanitlar1 saglamak i¢in bir sistem
icinde koordine edilir (1). Sinir sistemini anatomik olarak, beyin ve omurilikten olusan
merkezi sinir sistemi (MSS) ve MSS'yi reseptorler ve efektorlere baglayan periferik
sinir sistemi (PSS) olmak {izere iki ana bodlgeye ayrilmaktadir. Beyin, kafatasinin
kraniyal boslugunda bulunur ve omurilik, vertebral kolonun vertebral kanali i¢inde
bulunur. Periferik sinir sistemi, periferde, yani beyin ve omuriligin 6tesinde oldugu
icin boyle adlandirilmigtir. PSS’ nin viicudun istemli tepkilerini diizenleyen somatik
sistem ve viicudun istemsiz tepkilerini diizenleyen otonom sistem olmak {izere iki ana
bolimii vardir. Somatik sinir sistemi, derideki, kaslardaki ve eklemlerdeki duyusal
noronlarin yani sira iskelet kaslarini kontrol eden motor noéron aksonlarindan
olusurken, otonom sinir sistemi viseral duyumda ve diiz kaslarin ve ekzokrin bezlerin

kontroliinde yer alan noronlar1 ve aksonlari igerir (2).
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Sekil 1. Merkezi ve Periferik Sinir Sistemi: MSS beyin ve omuriligi igerirken, PSS

sinirleri igerir (3).

2.1.1.Noron

Sinir sistemi, sinir hiicreleri, néronlar ve destekleyici hiicreler olan glial hiicrelerden
olusur. Sinir hiicreleri, sinir sistemine 6zgii islevlerden sorumluyken, glial hiicreler
oncelikle noronlar destekleyen ve koruyan néronal olmayan hiicrelerdir. Sinir sistemi
tarafindan gonderilen sinyaller, sinir uyarilar1 ad1 verilen elektrik sinyalleridir ve Sekil
2’ teki gibi noronlar tarafindan iletilir. Tek bir akson sinir uyarilarin1 diger noronlara

veya kas hiicrelerine iletirken, ¢coklu kisa dendritler ndronun alic1 ylizeyini genisletir.



Noronlar, uyaranlara elektrik desarji, sinir impulsu ve ayrica sinir impulsunun uzun
mesafelerde hizli iletimi ile tepki verme yetenekleriyle karakterize edilir. Bu sayede
sinyaller, merkezi sinir sistemi (MSS) i¢inde veya viicudun diger sistemlerindeki

organlar arasinda milisaniyeler iginde bir yerden baska bir yere iletilebilir (2).
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Endoplasmic
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/ \& Dendritic branches

Sekil 2. Noron Anatomisi (4).

2.1.2. Glia (Noroglia) ve Cegitleri

Rudolf Virchow 1858'de glial hiicrelerin néronlart bir arada tutan bir tiir yapistirict
gorevi gordiigi fikriyle hiicrelere 'Glue' (tutkal) anlamina gelen kokten 'meuroglia’

adin vermistir (5).



Glia genellikle sinir sisteminin destekleyici elemani olarak diisiiniiliirken, beyindeki
glia hiicrelerinin sayisi aslinda néronlarin sayisindan on kat fazladir (6). Glia, aksiyon
potansiyelleri iiretemez, bu nedenle aksonlar, dendritler ve sinapslar dahil olmak tizere
noronlarla tanimlanan hiicresel yapilardan yoksundurlar. Ancak glia, kimyasal
sinyaller kullanarak birbirleriyle ve ndronlarla iletisim kurabilmektedir. Bu hiicreler
ndrotransmiter alimi, sinyal iletimi, miyelin sentezi, néro gelisim ve bagisiklik
tepkisinde yer alan sinir sisteminin 6nemli bir bilesenidir (7). Genellikle alt1 tip glial
hiicre tanimlanmustir. Dort tipi beyin ve omurilikte, ikisi periferik sinir sisteminde
(PSS) bulunur. (Sekil 3)
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Sekil 3. Glial Hiicre Cesitleri (8).

Astrositler ve oligodendrositler ndronlarla yakindan iligkilidir ve embriyoda
noronlarla ayni 6ncii hiicrelerden kdken almaktadir. Astrositler néronal fonksiyonun
homeostazini korurken oligodendrositler, merkezi sinir sisteminde miyelin kiliflari
tireterek aksonlar1 yalitmaktadir. Mikroglial hiicreler, farkli bir embriyonik kok hiicre

soyundan koken alir ve sinir dokusunun makrofajlaridir.



Dordiincti glial hiicre tipi, ependim hiicreleri, beyin ve omurilik kanalinin
ventrikiillerinin ylizeyi boyunca radyal gliadan gelisen glial hiicrelerdir. Bu hiicreler
beyin omurilik sivis1 (BOS) homeostazinda, beyin metabolizmasinda ve beyindeki
atiklarin temizlenmesinde kritik bir rol oynarlar. Serebral korteks igindeki glial
hiicrelerin %76' s1 oligodendrositlerden, %17'si astrositlerden ve %7'si mikrogliadan

olusur.

PSS' nin glial hiicrelerine Schwann hiicreleri ve Satellit hiicreleri denir. Schwann
hiicreleri, Oligodendrositlerin MSS' de yaptigi gibi PSS' de ayn1 gorevi yani aksonlar
ve dendritler lizerinde miyelinin yalitkan oOrtiistinii saglamaktadir. Satellit hiicreleri,

periferik noronlarin hiicre govdelerini ¢evreler; islevleri belirsizdir (6).

2.1.2.1. Merkezi Sinir Sistemindeki Glia Hiicreleri
2.1.2.1.1.Astrositler

Astrosit terimi, yildiz anlamina gelen Yunanca bir kelime (astron; ¢ogul, astra) ile
bilimsel hiicre kelimesinin (Yunanca damar anlamina gelen kytos Kkelimesinden
tiiretilen cyte) birlesiminden tiiretilmistir (9). Astrositler MSS homeostazini korur ve
kan akisini diizenleyerek noronal sagkalimi desteklerler (10). Astrositler néronlari
cevreleyen hiicre dis1 boslukta uygun iyon ve nérotransmiter seviyelerini korumak i¢in
hiicre dis1 bosluktan hiicreye iyonlar1 ve ndrotransmiterleri tagir ve ayni zamanda laktat
ve glikoz vererek noronlara fiziksel desteg§in yami sira metabolik destek de

saglamaktadir (11).
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Sekil 4. Astrositler. Serebral korteksten Golgi ile boyanmis boliimlerin
fotomikrograflari (2).

19.ytizy1lda Oberheim ve arkadaslari, 6liim sonrasi insan dokularini inceleyerek insan
astrositleri siniflari, yapilart ve morfolojisi hakkinda daha kapsamli bir agiklama
saglamig ve astrositleri yildiz seklindeki morfolojileri ve glial fibriler asidik protein
(GFAP) ekspresyonu ile tanimlamislardir (Sekil 4) (12). Yetiskin insan temporal
korteksinde GFAP pozitif astrositlerin en az dort ana morfolojik alt smifi
tanimlanmistir  ve interlaminar astrositler, protoplazmik astrositler, varikoz

projeksiyonlu astrositler ve fibroz astrositler olarak siniflandirilmistir (13).

Protoplazmik antrasitler, kisa, kalin ve fazla dalli uzantiya sahiptir ve gri cevherde
yaygin olarak dagilmistir. Protoplazmik astrositlerin; iyonlarin, metabolitlerin ve
norotransmiterlerinin  hiicre dis1 konsantrasyonlarini diizenlenmesi ve sinaptik
fonksiyonlarin modiilasyonu gibi Onemli rolleri oldugu bildirilmistir (14).
Perivaskiiler ayak adi verilen uzantilar1 kan damarlarina uzanir ve kan beyin
bariyerinin (BBB) en dis duvari olan glial sinirlayici membrani olusturmak igin kan
damarlarini sarar. Bu uzantilar, sinir dokusuna destek saglamanin yan sira sizdirmaz

bir kan-beyin bariyeri saglamaktadir (15).



Tek bir insan protoplazmik astrositinin 270.000 ila 2 milyon sinaps kapsama alanina
sahip oldugu ve bu nedenle, insan protoplazmik astrositlerinin, ¢ok sayida sinapstan
gelen bilgileri yerel olarak entegre etme ve ndéronlar arasi iletisimi modiile etme

potansiyeline sahip olabilecegi de bildirilmistir (16).

Sekil 5. Protoplazmik astrositlerin hipokampuste (A) ve kortekste (B) glial fibriler

asidik protein (GFAP) boyamasimin es odakli konfokal goriintiileri, Hipokampuste

NeuN ile boyanmig noronal somata kirmizi ile gosterilmistir (17).

Fibroz astrositler beyaz cevherde bulunur ve bir¢ok diiz ve uzun lif benzeri morfolojiye
sahiptir. Daha biiylik boyutlari, daha az dallanmis ve diiz morfolojileri sayesinde
protoplazmik astrositlerden ayirt edilebilirler (13). Fibroz astrositlerin ¢ogu damar
sistemiyle temas ettiginden, metabolik destekte rolii kesin goriiniirken, beyaz cevherde
sinapslarin yoklugu g6z Oniine alindiginda, ndéronal aktiviteyi modiile etmedigi

diistiniilmektedir (16).



Sekil 6. Hiicrenin tam yapisini ortaya ¢ikaran Dil ile etiketlenmis insan fibroz astrosit.
(13).

Interlaminar astrositler ilk olarak Andriezen ve Retzius tarafindan iist kortikal
katmanlarda bulunan ve kortikal katmanlar boyunca uzun glial hiicreler olarak
tanimlanmustir (18). Down sendromu ve Alzheimer hastaligi da dahil olmak tizere ¢ok
katmanli noron kaybiyla iliskili ¢esitli hastalik durumlarinda interlaminar fiberlerde

ilerleyici bir kayip bildirilmistir (19).

Varikoz projeksiyonlu astrositlert, tipik protoplazmik astrositlerin gosterdiginden daha
kisa, daha dikenli morfolojileriyle karakterize edilmistir. Insanlara ve yiiksek dereceli
primatlara 6zgii olarak, V-VI tabakalarda seyrek olarak bulunurlar. Uzun yapilari her
yone yayilir, komsu astrositlerin etki alanlarini gegerek siklikla kan damarlariyla temas
etmektedirler (13) Varikoz projeksiyonlu astrositlerin interlaminar astrositlerle
kombinasyon halinde serebral kortekste uzun mesafeli iletisimi diizenledigi One

stiriilmistiir (20).

Astrosit disfonksiyonu, Multipl Skleroz, Alzheimer hastaligi, Parkinson hastaligi,
Huntington hastaligi ve beyin tiimdrleri dahil olmak {izere ¢ok sayida hastalikta
bulunur (21). Glioblastoma multiforme (GBM), astrositik tiimorlerin en sik goriilen

malign tipidir (22).



2.1.2.1.2.0ligodendrositler

Merkezi sinir sisteminin (MSS) miyelin olusturan hiicreleri olan oligodendrositler,
embriyonik noral tiipiin ventrikiiler germinal bdlgelerinden ortaya ¢ikan
oligodendrosit progenitor hiicrelerden (OPC) gelisir. OPC' ler ¢ogalir ve miyelin
olusturan oligodentrositlere farklilasmadan 6nce bu bolgelerden gelismekte olan gri

ve beyaz cevhere gog ederler (23).

Oligodendrositler beyaz cevherdeki baskin hiicre tipidir ve genellikle noronal siireg
gruplart arasinda hiicre gruplart halinde bulunurlar. Bunlar interfasikiiler
oligodendrosit olarak adlandirilir ve yakindaki noronal siiregleri ¢evreleyen miyelinin
olusumunda ve korunmasinda rol oynar (24). Gri maddede, oligodendrositler
genellikle noronlarin yakininda bulunur ve bu nedenle perinéronal satellit hiicreleri
olarak bilinir. Satellit oligodentrosit aksonlar1 yalitmaz, bunun yerine ndronlarin

yakininda bulunur ve hiicre dist siviy1 diizenleme islevi goriir (25).

Yetiskin MSS' de tiim aksonlar miyelinli degildir; bununla birlikte miyelinasyon,
MSS' nin normal g¢alismasi i¢in kritik 6neme sahiptir. Lokalize miyelin kaybiyla
sonuglanan hastaliklar veya yaralanmalar, fonksiyonel eksikliklere yol acarken,
gelisim sirasinda MSS miyelininin sistemik kaybi nihayetinde oliimciildiir (26).
Oligodendrositler ayrica histolojik calismalara, gen ekspresyonunun analizi ve
norogoriintiileme ile akil hastaligi teshisine de dahil edilir. Sizofreni ve kronik
depresyonu olan kisilerin beyin dokularinda bazi genler anormal derecede diisiik
seviyelerde ifade edilir ve bir dizi gen varyant1 bu akil hastaliklari i¢in risk faktorleri
olarak tanimlanmistir. Bunlarin ¢ogu, oligodendrositlerde eksprese edilen veya
oligodendrosit gelisiminin kontroliinde rol oynayan genlerdir. MRG beyin
gorilintiileme, miyelinli aksonlarin serebral korteksin farkli bolgelerini birbirine
baglayan biiylik demetler olusturdugu beyin bolgeleri olan beyaz cevher yollarinin
hacminin veya yapisinin, sizofreni ve depresyonda yer aldigi bilinen kortikal

bolgelerde azaldigini gostermektedir (6).
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Sekil 7. Miyelinizasyon (27).

2.1.2.1.3.Mikroglialar

Mikroglia, beyin mikrogevresinde yerlesik makrofajlar olmak igin merkezi sinir
sistemine go¢ eden mezodermal/mezenkimal kokenli hiicrelerdir (28). Mikroglia beyin
makrofajlart olarak gorev yapar. Mikroplarin, 6lii hiicrelerin, gereksiz sinapslarin,
protein kiimelerinin ve MSS'yi tehlikeye atabilecek diger partikiill ve ¢oziiniir
antijenlerin  ortadan kaldirilmasindan  sorumludurlar. Ayrica, proinflamatuar
sitokinlerin birincil kaynagi olarak mikroglia, ndroinflamasyonun temel aracilaridir ve

genis bir hiicresel yanit spektrumunu indiikleyebilir veya modiile edebilir (29).

Aktif bir bagisiklik tepkisinin enflamatuar kosullar1 altinda, mikroglia ayrica MSS'
deki potansiyel hasari hafifletmekte ve doku onarimimi desteklemektedir (30)
Neredeyse tiim beyin patolojilerinde diizensiz mikroglial aktivasyon ve mikroglia
kaynakl1 inflamasyon gozlenmekte olup; ortaya ¢ikan kanitlar, mikroglia "nin néronlar
tizerinde dogrudan etkiler yaparak hastaligin ilerlemesine katkida bulundugunu

gostermektedir (31).
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2.1.2.1.4.Ependim Hiicreleri

Ependimal hiicreler, ependim adi1 verilen, beynin ventrikiiler sistemini ve omuriligin

merkezi kanalini kaplayan epitelyal bir bariyer olusturan siliyer glial hiicrelerdir.

Bu hiicreler noral tiiplin liimenini kaplayan erken germinal epitelden kdken alir ve
dolayisiyla ektodermal tiirevlidir. Dogum sonrasi ilk giinlerden baslayarak beyin ve
omurilik kanalinin ventrikiillerinin yiizeyi boyunca radyal gliadan gelisirler, boylece
yasam boyunca parankim ve beyin omurilik sivisi (BOS) dolu bosluklar arasinda bir
arayliz saglarlar. Bu arayliiz, ependimal hiicrelerin, bagisiklik hiicrelerinin ve ¢oziinen
maddelerin BOS ve interstisyel sivi arasindaki ¢ift yonlii gegisini kontrol etmesini
saglamaktadir (32).

Ventrikiilde anormal BOS toplanmasi hidrosefaliye neden olur. Ependim hiicre
disfonksiyonu BOS dolasimini engelleyebilir ve BOS {iretimi ile absorpsiyon arasinda
bir tutarsizliga neden olabilir. Bu nedenle ependim hiicrelerinin farklilagmalarindaki
anormallikler veya fonksiyon eksikligi hidrosefaliye yol agabilmektedir (33). 2016
yilinda Wang ve arkadaslar1 SNX27 delesyonu ile ependimal hiicre tabakasi
olusumundaki kusurlarin, noral progenitor hiicre farklilagsmasinin, terminal ependim
hiicre tiplerine ciddi sekilde bozulmasma bunun da patolojik ventrikiil disfonksiyonu

ve hidrosefaliye yol agtigini bildirmislerdir (34).
2.2.Kanser Tanim ve Ozellikleri

Kanser, viicuttaki hiicrelerin kontrolsiiz biiyiimesi ve geligmesidir. Insan viicudunun
etkilenen doku veya organina gore kategorize edilen 100'den fazla farkli kanser tiirti
vardir. Her yi1l diinya ¢apinda 12 milyondan fazla kisiye kanser teshisi konmaktadir ve
7 milyondan fazla insan kanserden olmektedir. Bu deger her yil diinyadaki tiim
nedenlere bagli toplam 56 milyon 6liimiin %13'line tekabiil etmektedir. Bu nedenle
diinya ¢apinda en yaygin on kanser de 6nde gelen 6liim nedenleri arasindadir (35).
Kanser tedavileri cerrahi, kemoterapi ve radyasyon tedavisinin yani sira girisimsel
radyoloji ve immiinoterapi gibi daha yeni tekniklerle gergeklestirilmektedir. Simdiye
kadar kanser tedavilerindeki gelismelere ragmen, kansere bagli genel 6liim oranlar

nispeten sabit kalmigtir (36).
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Kanserin temel 6zellikleri, insan hiicreleri tarafindan normallikten neoplastik biiyiime
durumlarina giderken kazanilan bir dizi islevsel yetenek, daha spesifik olarak, koti
huylu timoérler olusturma yetenekleri i¢in gerekli olan yetenekler olarak belirlenmistir.
Kendi kendine yeten biiyiime sinyalleri, biiyiime karsit1 sinyallere kars1 direng, hiicre
6liimiine kars1 direng, replikatif 6liimstizliik, stirdiiriilebilir anjiyogenez, invazyon ve
metastaz, hiicresel metabolizmay1 yeniden diizenleme ve immiin yikimdan kagis
kanserin temel 6zelliklerindendir (37). Son ¢aligmalar ile kanserin 8 temel 6zelligine,
genomik kararsizlik ve mutasyon, tiimor tesvik eden inflamasyon, fenotipik plastisite
ve bozulmus farklilagma, mutasyonel olmayan epigenetik yeniden programlama,
polimorfik mikrobiyomlar ve senesens temel Ozellikleri eklenmis ve artik kanserin

bildigimiz 14 temel 6zelligi vardir (38).
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Sekil 8. Kanserin Temel Ozellikleri (38).
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2.2.1.Beyin Tiimorleri

“Beyin tiimorleri” terimi, iyi huyludan agresife kadar degisen derecelerde malignite
derecesine sahip intrakraniyal (beyin i¢i) dokulardan ve meninkslerden (beyin zarlar1)
kaynaklanan karisik bir neoplazma grubunu ifade eder (39). Beyin tiimdrleri primer
beyin timorii ve metastatik (sekonder) beyin timorii olmak tizere iki gruba
siniflandirilir. Primer beyin tiimorleri, yiikksek morbidite ve mortalite oranlari ile
iliskili heterojen bir neoplazma grubudur. Bu tiimor grubu iyi huylu veya kotii huylu
olarak siniflandirilir ve merkezi sinir sistemi disina metastaz yapmazlar (40).
Metastatik beyin tiimorleri, diger viicut organlarinda bulunan kanser veya sarkom gibi
primer bir neoplazmdan beyne yayilan kotli huylu lezyonlardir. Beyin metastazlar
norolojik fonksiyonun bozulmasina neden olma egilimindedir ve hastalarin yasam

kalitesini olumsuz etkiler (41).

Merkezi sinir sistemi tiimorleri siniflandirmasi Diinya Saglik Orgiitii (DSO) tarafindan
2016 yilinda revize edilerek molekiiler 6zellikler histolojik derecelendirme ile

birlestirilmistir (42).

2.2.1.1.Beyin Kanserlerinin Siniflandirilmasi

Gliomlar, Diinya Saglik Orgiitii tarafindan olusturulan histopatolojik ve klinik
kriterlere gore derece I' den IV'e smiflandirilmistir. Molekiiler biyolojideki son
gelismeler, glioma patogenezinin daha i1yi anlagilmasini saglamis ve klinik olarak
onemli birkag genetik degisiklik tanimlanmistir. Bunlarin bir kismi (IDH, 1p/19q
kodlamasi, H3 Lys27Met ve RELA-fiizyonu) yenilenen 2016 DOS MSS tiimérleri
siniflandirmasinda histoloji ile birlestirilmistir. 2016 DSO giincellemesinden dnce tiim
astrositik tiimorler birlikte gruplandirilmisti. 2016 itibariyle, gliomlar biiyiime
paternlerine ve IDH (izositrat dehidrojenaz) mutasyonunun varligia veya yokluguna

bagli olarak sinirli gliomalar ve diffiiz gliomalar olarak ayrilmistir (43).
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Sinirh gliomlar, ¢cogunlukla iyi huylu olarak kabul edilen ve tam rezeksiyonla tedavi
edilebilen tiimorleri temsil eder. Sinirli gliomlarda IDH mutasyonu yoktur ancak
stk BRAF mutasyonlar1 ve fiizyonlar1 vardir (6., pilositik astrositom ve pleomorfik

ksantoastrositom) (44).

Tersine, diffiiz gliomlar neredeyse hicbir zaman tek basina rezeksiyonla tedavi
edilemez. Diffuz gliomlar histopatolojik kriterler kullanilarak derecelendirilir ve
simdi tanisal molekiiler belirteglere gore siniflandiriimaktadir. Histopatolojik analize
dayanarak diffuz gliomalar, yaygin astrositomlar (en yaygin ve en agresif temsilcisi
olarak glioblastoma), oligodendrogliomlar veya karisik astrositik ve oligodendroglial
fenotipli tiimorler (oligoastrositomlar) olarak tanimlanir. Histolojik olarak, derece Il
(diistik dereceli) yaygin astrositomlar niikleer atipi gosterir, derece III (anaplastik)
artmis mitotik aktivite gosterir ve derece IV (glioblastomlar) ek mikrovaskiiler
proliferasyon, nekroz veya her ikisini gosterimektedir. 2016 yilinda, I1-111. derece
gliomlar, IDH, ATRX, 1p/19 durum ve esaslarina gore ii¢ tanisal ve prognostik alt
gruba ayrilir. Derece II-III gliomalarin ¢ogu, IDH'de 6nemli bir driver mutasyon
barindirmaktadir. Karakteristik TP53 ve ATRX mutasyonlarina sahip gliomalara
yaygin astrositom, IDH -mutant1 denir. IDHI mutasyonu barindiran ancak ATRX
mutasyonu olmayan derece II-11I gliomlarda, astrositomlar1 oligodendrogliomlardan

ayirt etmek i¢in 1p/19q kodlama durumu degerlendirmesi gereklidir (Sekil:8) (43).
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Histology Astrocytoma Oligoastrocytoma Oligodendroglioma Glioblastoma

" | | |

IDH status IDH-mutant IDH-wildtype IDH-mutant IDH-wildtype
1p/19qand ATRX loss* 1p/19q codeletion Glioblastoma, Glioblastoma,
other genetic TR53 miration” IDH-mutant IDH-wildtype
parameters
9 t Oligodendroglioma, IDH-mutant Genetic testing not
Difluseest Doy R Emutant and 1p/19q codeleted done or inconclusive

Sfl:feurseex:;u“s;o:nmzt:athleor;:t,::::;:pe Diffuse astrocytoma, NOS
Oligodendroglioma, NOS Oligodendroglioma, NOS
igodendroglioma, NO Oligoastrocytoma, NOS

Glioblastoma, NOS

Sekil 9. Histolojik ve genetik oOzelliklere dayali olarak yaygin gliomalarin

smiflandirilmasi i¢in basitlestirilmis bir algoritma (44).
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Maximal safe resection

Histopathology

Forall suspected glial tumours in adults

1. Pattern of growth

2. WHO grade
(for diffuse gliomas)
| - Cellularity

Surgery

Circumscribed
gliomas
(1, my

11 - Atypia

11l - Mitotic activity

IV - Endothelial
proliferation and/or
necrosis

Molecular/cytogenetic
(based on location and age)

1. IHC for: IDH1 R132H +
ATRX +/- H3K27M (if
midline location)

I IDH-wildtype (wt) |

y

Diffuse
gliomas
I, vy

IDH-mutant (mt)

2. IfIDH1 R132H negative

ot H3Lys27Met-wt§ ATRX-wt (retained)* ATRX-mt (loss)* H3k27M-wt* H3k27M-mt
:::uﬁi’n;"‘ iDikgens BRAF alterations TPS3-wt (negative) TPS3-mt (positive) 7p+, 10g-*
3. IFIDH-mutant and ATRX TERTp-mt
retained: 1p/19q
1p/19q codeletion
— A 4 y
I . 7
% l?;:gzit:t esvri:g m;:gg:s «GG,PA-1 Oligodendroglioma, « Diffuse « Diffuse « Diffuse midline
g or inconclusive: PXA-II IDH-mt and 1p/19q astrocytoma, astrocytoma, glioma,
g’ « Diffuse as"oc'ytoma NOS «GG, PXA -1l codeleted, Il or Il IDH-mt, Il or Il IDH-wt, llor lll H3k27M-mt, IV
g . Oligodendraglioma, 'NOS « Secondary GBM, « Primary GBM,
= . Glioblastoma, NOS IDH-mt, IV IDH-wt, IV
Upfront Ob ion (PA) ) ] RT/TMZ + TMZ RT/TMZ +TMZ
(NCCN 2017 & EANO 2017) In selected patientst] Inselected patients (some would argue
e « Observation « Observation for RT alone if
e idiieinns + (Chemotherapy « (Chemotherapy MGMT
alone) alone) unmethylated but
1111 -1 not supported by
«RT +PCV «RT/TMZ +TMZ prospective data*)
« (RT/TMZ + TMZ) « (RT +PCV)

Surveillance MRI

« Grade |I: every 3-6 months
x5 year, then every year

« Grades III-IV: every

2-4 months x 3 years, then

every 6 months

Unclear

Best prognosis

Fair prog

| di

11 (RTOG 9802)
>12 yearst

11l (RTOG 9402)
>14 years
(EORTC 26951)
>14 years

prognosis
11 (RTOG 9802)
>13 years
(WHO 2016)
>10years
Il (RTOG 9402)

>2 years
(WHO 2016)
3-5years

IV (WHO 2016)
2-6 years

Bad prognosis

11 (RTOG 9802)
5years

IV (WHO 2016)
13years

Sekil 10. Gliomalar i¢in basitlestirilmis tanisal karar agac1 (43).

Worst prognosis
(Karremann, 2018)
1year




WHO classification of tumours of the central nervous system

Diffuse astrocylic and oligodendroglial tumours

Diffuse astrecytoma, |DH-mutant
Gemistocytic astrocytoma, IDH-mutant

Diffuse astrocytoma, \DH-wildlyoe

Diffuse astrocytoma, NOS

Anaplastic astrocytoma, IDH-mutant
Anaplastic astrocytoma, IDH-wildype
Anaplastic astrocytoma, NOS

Glioblastoma, IDH-wildtype
Giant cell glioblastoma
Gliosarcoma
Epithelioid gl

Glioblastoma, IDH-mutant

Glioblastoma, NOS

Diffuse midline glioma, H3 K27M-mutant

Oligodendroglioma, IDH-mutant and
1pM9g-codeleted
Oligodendroglioma, NOS

Anaplastic cligodendroglioma, |DH-mutant
and 1p/19g-codaleted
Anaplastic oligodendroglioma, NOS

Oligoastrocytoma, NOS
Anaplastic oligoasirocyioma, NOS

Other astrocylic tumours
Pilocytic astrocytoma

Pilomyxaid astrocytoma
Subependymal giant cell astrocyloma
Fleomorphic xanthoastrocytoma
Anaplastic pleomorphic xanthoastrocytoma

Ependymal tumours
Subependymoma
Myxopapillary ependymoma
Ependymoma

Papillary ependymoma

Clear cell ependymoma

Tanycytic ependymaoma
Ependymoma, RELA fusion-positive
Anaplastic ependymoma

Other gliomas

Chordoid glioma of the third ventricle
Angiocentric glioma

Astroblastoma

Choroid plexus tumours

Choroid plexus papilloma

Atypical choroid plexus papilloma
Choroid plexus carcinoma

Sekil 11. Merkezi Sinir
Siniflandirmasi (45).

940043
8411/3
9400/3
8400/3

2401/2
9401/3
8401/3

9440/3
8441/3
8442/3
9440/3

94453

244003

9385/3"

9450/3
845013

9451/3
9451/3

84211
9425(3

8424/3
9424/3

93941
9391/3
9393/3
9391/3
9391/2

8396/3"

9392/3

244401
24311
9430/3

83901
9390/3

Neuronal and mixed neuronal-glial tumours

Dysembryoplastic neurcepithelial tumour

Gangliocytoma

Ganglioglioma

Anaplastic ganglicglioma

Dysplastic cerebellar gangliocyloma
(Lhermitte-Duclos disease)

Desmoplastic infantile astrocytoma and
ganglioglioma

Papillary glioneuronal tumaour

Rosette-forming glioneuranal tumour

Diffuse leplomeninges! glioneuronal tumaour

Central neurocyloma

Extraventricular neurccytoma

Cerebellar liponeurocytoma

Paraganglioma

Tumours of the pineal region

Pineocytoma

Pineal parenchymal tumour of intermediate
differentiation

Pinecblastioma

Papillary tumour of the pineal region

Embryonal tumours
Medulloblastomas, geneticalty defined
Medulloblastoma, WNT-activated
Medulloblastoma, SHH-aclivated and
TR53-mutant
Medulloblastoma, SHH-activated and
TPS3wildtype
Medulloblastoma, non-WHT/non-SHH
Madulioblastoma, group 3
Meduliablastomna, group 4
Medullcblastomas, histologically defined
Medulloblastoma, classic
Medullcblastoma, desmoplastic/nodular
Medulloblastoma with extensive nedularity
Medulloblastoma, large cell | anaplastic
Medullcblastoma, NOS

Embryonal tumour with multilayered rosettes,
C18MC-altered

Embryonal lumour with mullilzyered
roseites, NOS

Medulloepithelioma

CHS neurablastoma

CNS ganglioneuroblastoma

CNS embryonal tumour, NOS

Atypical teratoidirhabdoid tumour

CNS embiryonal tumour with rhabdoid features

Tumours of the cranial and paraspinal nerves
Schwannoma

Cellular schwannoma

Plexiform schwannoma

2413/0
849210
85051
8505/3

94930

941211
95091
95091

85061
9506/1
9506f1
86831

23611

936213
93623
9395(3

9475/3"
2476/3"

947113
4773

94703
24713
847113
24743
94703

8478/3
950113
250013
949013
247313
9508/3

95600
8560/0
9560/0

Sistemi Tiimérlerinin 2016 Diinya Saglk Orgiitii
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Melanotic schwannoma
Meurofibroma
Atypical neurafibroma
Plexiform neurcfibroma
Perineurioma
Hybrid nerve shealh tumours
Malignant peripheral nerve sheath tumour
Epithelioid MPNST
MPNST with perineurial differentiation

Meningiomas

Meningioma

Meningothalial meningioma
Fibrous meningioma

Transitional meningioma
Psammomatous meningioma
Angiomatous meningioma
Microcystic meningioma

Secrelory meningioma
Lymphoplasmacyie-rich meningioma
Metaplastic meningioma

Chordoid meningioma

Clear cell meningioma

Atypical meningioma

Fapillary meningioma

Rhabdoid meningioma

Anaplasfic (malignant) meningioma

Mesanchymal, non-meningothelial tumours

Solitary fibrous tumour / haemangiopericytoma™

Grade 1
Grade 2
Grade 3
Haemangicblastomna
Haemangioma
Epithelioid haemangioendothelioma
Angiosarcoma
Kaposi sarcoma
Ewing sarcoma { PNET
Lipoma
Angiolipoma
Hibernoma
Liposarcoma
Desmoid-type fibromatosis
Myofibroblastoma
Inflammatory myofibroblastic tumour
Banign fibrous histocyloma
Fibrosarcoma
Undifferentiated pleomorphic sarcoma /
malignant fibrous histiocytoma
Leiomyoma
Leiomyosarcoma
Rhabdomyoma
Rhabdomyosarcoma
Chondroma
Chondrosarcoma
Osteorna

25601
8540/0
9540/0

8571/0

2540/3
2540/3
854013

B815/0
B8151
83153
816111
9120/0
91333
9120/3
8914003
2364/3
B850/0
BEE1/0
E880/0
BE503
Ba21/1
B825/0
83251
EB30/0
88103

Osteschondroma 9210/0

Osteosarcoma S180/3
Melanocytic tumours

Meningeal melanocytosis 8728/0
Meningeal melanocytoma 87281
Meningeal melanoma 872043
Meningeal melanomatosis 8728/3
Lymphomas

Diffusa large B-cell lymphoma of the CNS 9680/3

Immunodeficiency-associated CHS lymphomas
AIDS-related diffusa large B-cell lymphoma
EBV-positive diffuse large B-cell ymphoma, NOS
Lymphomatoid granulomatosks a7e6M

Intravascular large B-gell lymphoma 97123

Low-grade B-cell lymphomas of the CNS

T-cell and NK/T-cell lymphomas of the CNS

Anaplastic large cell lymphoma, ALK-positive 9714/3

Anaplastic large cell lymphoma, ALK-negative a702/3

MALT lymphoma of the dura 9629/3
Histiooytic tumaours
Langerhans cell histiocytosis a751/3
Erdheim-Chester disease 9750/1
Resai-Dorfman disease
Juvenile xanthogranuloma
Histiocylic sarcoma 9755/3
Germ cell tumours
Germinoma 9064/3
Embryonal carcinoma 90703
Yolk sac tumour 9071/3
Choriocarcinoma 9100/3
Teratoma 9080/1
Mature teratoma 20800
Immature teratoma 9080/3
Teratoma with malignant transformation 9084/3
Mixed germ cell tumour S0B5/3
Tumours of the sellar region
Craniopharyngioma 9350/1
Adamantinomatous craniopharyngioma 93511
Papillary craniopharyngioma 8352/1
Granular cell tumour of the sellar region 9582/0
Pituicytoma. 943211
Spindle cell oncocytoma 8200/0
Metastatic tumours

Thix merphology codes ang from the International Classification of Diseases
Tor Oncology (ICD-0) [T42A). Behaviour ks coded /0 for benign tumours:

1 for unspecified. bordering, or uncaerain behaviour; 2 for carcinoma in
ity andd grace N intraepithelial neopiasia; and /3 1o MANGRant Imours.
The classification s modified from the previous WHO classification, aiking
into account changes in our understanding of thase lasions,

“Thidd Mo COOES wire by the IARCAWHD Commiltes for 1IC0-01.
Mafics: Provisional tumour entities. *Grading according o tha 2013

WHO Classiiomtion of Tumours of Soff Tissue and Bone.

Sekil 12. Merkezi Sinir Sistemi Tiimérlerinin 2016 Diinya Saglk Orgiitii

Siniflandirmasi devami (45).
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2.2.1.2.Glioblastoma Multiforme

Malign glioma (glioblastoma veya GBM) en yaygin ve agresif primer beyin
tiimoriidiir. Glioblastoma multiforme (GBM) insidans1 100.000 kiside 0.59-5 arasinda
degismektedir; bununla birlikte, insidansta artis oldugunu gosteren c¢alismalar
mevcuttur (46,47). GBM esas olarak daha ileri yaslarda teshis edilir ve medyan tani
yas1 64'tiir. 0 ila 19 yaslar1 arasinda bildirilen tiim beyin ve MSS tiimorlerinin sadece
yaklasik %3'iinii olusturan bu kanser tiirii cocuklarda nadirdir. Insidans, artan yasla
birlikte artmaya devam etmektedir, insidans 75 ila 84 yaslarinda zirve yapar ve 85
yasindan sonra diismektedir (48). Hastalar genellikle tanidan 12 ila 18 ay sonra
hastaliga yenik diiser. Su anda, giivenli rezeksiyon arti adjuvan kemo radyoterapi
uygulanan hastalarda sunulabilecek en 1yi genel medyan sagkalimi 14
aydir. Sagkalima dahil olan prognostik faktorler arasinda yas, belirtecler (MGMT
metilasyonu, IDH1, IDH2 veya TERT mutasyonu, 1p19q kodlamasi, EGFR' nin asir1

ekspresyonu vb.) ve muhtemelen rezeksiyonun boyutu yer almaktadir (49).

Gliomalarin isimlendirilmesi ve teshisi i¢in uluslararas: standart, GBM'nin 4. derece
kanser oldugu Diinya Saglik Orgiitii sin1flandirmasidir. 2016'dan itibaren gliomalarin
DSO smiflandirmasi, bu neoplazmanmn doért tipinin ayirt edildigi histopatolojik

kriterler tarafindan belirlenen malignite derecesine dayanmaktadir (45).

Glioblastoma, izositrat dehidrojenaz IDH vahsi tip (vakalarin %90"), yaklasik 60
yasinda de novo olarak gelismektedir. Glioblastoma, IDH mutant: (vakalarin %10'a),
genellikle daha yiiksek farklilasma gosteren gliomalar1 olan geng hastalarda gelisen
sekonder GBM (DSO derece I-111) olarak adlandirilir ve vahsi tip IDH”den 6nemli
6l¢iide daha iyi bir prognoz tasir. Glioblastoma aksi belirtilmedikge (Not Otherwise
Specified), test i¢in histolojik veya molekiiler tan1 eksikligi nedeniyle IDH mutasyon
durumu belirlenemeyen gruptur. Baska yerde siniflandirilmamis (Not Elsewhere
Classified) Glioblastoma, son yillarda ayirt edilen dordiincii kategoridedir ve tiimoriin
siiflandirilmast ile ilgili gerekli tespitler yapilmistir, ancak sonuglar, tiimoriin 2016

DSO béliimiiniin kategorilerinin herhangi biriyle eslesmemektedir.
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Bu durum, tiimdriin klinik, histolojik, immiinohistolojik ve genetik 6zellikleri arasinda
uyumsuzluk olmast durumunda ortaya ¢ikabilir. Heniiz DSO béliimiinde
siniflandirilmamis, bilinmeyen bir 6zellik kombinasyonuna sahip bir GBM alt

biriminin var olma olasilig1 da vardir (50).

Gliomalarin 2016 siiflandirmasinin sadece tiimoriin histolojik smiflandirmasini
degil, ayn1 zamanda hiicrelerdeki molekiiler degisiklikleri de hesaba katilmistir.
Glioblastomalarin smiflandiriimasinda kilit rol oynayan Izositrat dehidrojenaz 1
(IDH1) ve izositrat dehidrojenaz 2 IDH2) enzimleridir. IDH1 ve IDH2'nin mutasyonu,
enzim izositrat dehidrojenazin standart substrat olan izositrat i¢in afinitesini azaltir ve
alfa-ketoglutarata karsi afinitesini arttirir. Bu durum a-ketoglutarat bagiml
dioksijenazlarin hiicre farklilagsmasinin inhibisyonunda rol oynayan oncometabolit 2-
hidroksiglutarat'a  donlistiiriilmesiyle  sonuglanir.  Bdylelikle  dioksijenaz
fonksiyonlarmin bloke edilmesi (DNA ve histon demetilasyonunu) tetiklenir ve
hipoksi ile indiiklenebilir faktér 1'in (HIF-1) aktivasyonuna yol agar. Artik bu
epigenetik degisikliklerin esas olarak diisiik dereceli gliomlarin olusumunda rol

oynadig1 kabul edilmektedir (51).

GBM' nin etiyolojisi tam olarak aydinlatilamamistir. Gosterilen en tutarl iliskiler,
kafaya iyonize radyasyon maruziyetinden sonra artan risk ve alerji veya atopik hastalik
oykiisii ile azalan risktir (52). Sigara i¢imi, alkol tiiketimi, uyusturucu kullanimi veya
azotlu bilesiklere diyetle maruz kalma gibi yasam tarz1 6zellikleri ile GBM iligkisine
dair énemli bir kanit yoktur (53). Ug biiyiik prospektif kohortu bir araya getiren bir
arastirma, herhangi bir gida grubu, besin maddesi veya diyet diizeninin tiikketimi ile
glioma riski arasinda bir iligski gostermemistir (54). Kahve ve ¢ay alim1 birkag kanser
riskinin azalmasi ile iliskilendirilmistir, ancak glioma risk iliskileri ile ilgili olarak

incelendiginde biiyiik 6l¢iide gegersiz olmustur (55).
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Glioblastomlu hastanin yeni baslayan norolojik defisit, ndbetler veya artmis kafa ici
basincinin klinik belirtilerini takiben ilk olarak acil servise kabul edilmesi yaygindir.
Bu nedenle, bu semptomlar1 arastirmak i¢in genellikle ilk radyolojik goriintiileme
kontrastli veya kontrastsiz bir bilgisayarli tomografisidir (BT). BT'yi takiben veya
hasta ilk olarak ayaktan konsiiltasyonda degerlendirilmigse standart bakim olarak
gadolinyumla gii¢lendirilmis manyetik rezonans goriintiileme (MRI) istenir. Tiimor

tipi ve derecesini belirlemek i¢in goriintiileme tekniklerinden sonra biyopsi, molekiiler

ve histopatolojik tanilar1 koymak i¢in gerekli bir prosediirdiir (56).

Sekil 13. Glioblastomun manyetik rezonans goriintiilemesi (beyaz ok). Farkl dizilerde
eksenel rekonstriiksiyon. (a) T1 agirlikli manyetik rezonans goriintiileme (b) T1
agirlikli gadolinyum ile giiclendirilmis MRG (c¢) T2 agirlikhi dizi. (d) FLAIR (fluid-
attenuated inversion recovery) goriintiileme (e) DWI (Diffusion-weighted imaging )

goriintiileme (f) Iso DWI goriintiileme (52).
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Sekil 14. MRI goriintiileme — MRI Perfiizyonu. Bir insular glioblastoma i¢in goreceli

serebral kan hacmi (rCBV) dl¢iimiinii gosteren manyetik rezonans spektroskopisi (52).

Gliomalarin ekstrakraniyal metastazlar1 ¢ok nadir olmasma ragmen, ¢ogu
glioblastoma hastasi, cerrahi, radyoterapi ve kemoterapi miidahalelerine ragmen,
tanidan sonraki 1-2 yil iginde 6lmektedir (57). GBM' lerin tedavisinin temeli cerrahidir
ve ardindan siireci radyasyon ve kemoterapi takip eder. Ameliyatin birincil amaci,
norolojik fonksiyon i¢in gerekli olan normal beyin dokusuna zarar vermeden timoriin
miimkiin oldugu kadar fazlasini ¢ikarmaktir. Cerrahi, beyindeki solid tiimoér doku
miktarini azaltma, tiimoriin merkezinde radyasyona ve/veya kemoterapiye direngli
olabilecek hiicreleri uzaklastirma ve kafa ici basmncini diislirme yetenegi
saglarmaktadir. Radyasyon tedavisinin amaci, g¢evreleyen normal beyin dokusuna
sizmis olan kalan timdr hiicrelerini secici olarak 6ldiirmektir. Harici 1s1n radyasyon
terapisinde, tiimor bolgesine sizan timor hiicrelerinin bolgesini tedavi etmek i¢in bir
marjin yani sira ¢ok sayida standart doz radyasyon "fraksiyonlar1" seansi verilir. Her

tedavi hem saglikli hem de normal dokuya zarar vermektedir.
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Radyo cerrahi, siklikla MRS veya PET taramalarindan elde edilen ek bilgiler
kullanilarak, tiimor niiksii i¢in secilmis vakalarda kullanilabilir. GBM'nin baglangi¢
tedavisinde nadiren kullanilir. Kemoterapi géren hastalara tiimor hiicrelerini 61diirmek
igin tasarlanmig Ozel ilaglar verilir. Temozolomid ilact ile kemoterapi, GBM igin

mevcut tedavi standardidir (58).

2.2.2 TEMOZOLOMID

Temozolomid (TMZ), anti tiimor aktivitesinin ilk olarak 1987'de kesfedildigi bir oral
alkilleyici ajandir (59). FDA' nin Mart ayinda etkinligini onaylamasindan bu yana
GBM hastalarinin tedavisi i¢in etkili bir birinci basamak kemoterapdtik ajan olarak
yaygin bir sekilde uygulanmaktadir (60). Alkilleyici bir ajan olan TMZ, DNA’nin en
kritik bolgesindeki guanin’ in O6 pozisyonuna metil grubu ekleyerek hasar olusturur.
Bu hasarlar kanser hiicrelerinin G2/M hiicre dongiisiiniin durdurulmasini saglayarak
apoptosize yol agar (61). TMZ su anda GBM' ye kars1 miicadelede birinci basamak
ilag haline gelmis ve 2 yillik sagkalim oranmni %10,4'ten %26,5'e ¢cikarmistir. Elde
edilen bu oranlara ragmen kanitlar, GBM' nin klinikte kullanilan ilaglara kars1 direncli
hale gelerek artan doz ihtiyacina yol actigini gostermistir. Buna bagl olarak, tedavide
uygulanan ila¢ dozunun artis1 sistemik toksisite nedeniyle Onemli yan etkiler
gostermektedir (62). TMZ direncine katkida bulunan molekiiler yolaklarin
diizensizligi, TMZ direncinin temel tagidir. Ozellikle, yolagin baslatici reseptor tirozin
kinazlarinin (RTK' ler) yaygin mutasyonu ve amplifikasyonu nedeniyle PI3K/ Akt
yolagi GBM' de kapsamli bir sekilde incelenmistir (60).
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Sekil 15. Temozolomid’ in etki mekanizmasi. Temozolomid asidik pH'ta stabildir.
Fizyolojik pH'da kimyasal olarak 5-(3-metiltriazol-1-il) imidazol-4-karboksamide
(MTIC, aktif bilesik, MTIC) donistiirtilir. MTIC ayrica 5-amino-imidazol-4-metil
Amide (AIC) hidrolize edilir ve Metildiazolyum Metildiazo iyonlar1 DNA ile

reaksiyona girer ve metil grubunu serbest birakir (63).
2.3 Apoptoz

Genel olarak kanser gelisiminin nedeni, hiicre dongiisiinii diizenleyen bir veya daha
fazla proteindeki genetik bir hasardir. Kanserin gelismesi igin bir mutasyon birikimi
gereklidir ve genelde kanser gelisiminde hem kalitsal hem de ¢evresel faktorler bir
arada rol oynar (64). Ornegin; oksidatif stres veya UV radyasyonu gibi gevresel
faktorlerden etkilendiginde hiicrenin DNA's1 hasar goriir, onarim mekanizmalari
devreye girerek hasari onarmaya g¢aligirlar. Onarim mekanizmalart hasar1 yeterince
onaramiyorsa hiicre 6liim sinyalleri devreye girer. Ancak, bu mekanizmalar bozulursa,
mutasyona ugramis hiicreler ¢ogalabilir ve hatta zamanla ve mutasyonlarin
birikmesiyle kanserli bir timor olusturur (65). Hiicre 6liim sinyallerinin etkilerine

kars1 direng ve 6liimsiizliik, kanserli hiicrelerin en énemli 6zelliklerinden biridir.
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Programlanmis hiicre 6liimiiniin ii¢c ana kategorisi vardir: apoptoz, otofajik hiicre
O6limii ve nekroz programli hiicre Oliimii; kanser hiicresinin kaderini birlikte

belirleyebilirler (66).

Programlanmis hiicre 6limi veya apoptoz siireci, genellikle farkli morfolojik
ozellikler ve enerjiye bagl biyokimyasal mekanizmalarla karakterize edilir. Apoptoz,
normal hiicre dongiisii, bagisiklik sisteminin gelisimi ve isleyisi, embriyonik gelisim
ve kimyasal kaynakli hiicre 6liimii gibi gesitli siireglerin hayati bir bileseni olarak
kabul edilir. Apoptoz, normal olarak gelisme ve yaslanma sirasinda ve dokulardaki
hiicre popiilasyonlarin1 korumak i¢in homeostatik bir mekanizma olarak ortaya ¢ikar.
Apoptozu tetikleyebilen hem fizyolojik hem de patolojik ¢ok ¢esitli uyaran ve kosullar
olmasina ragmen, tiim hiicreler ayni uyarana yanit olarak mutlaka 6lmeyecektir (67).
Apoptoz, “kaspazlar” olarak adlandirilan bir grup sistein proteazin aktivasyonunu ve
baslatic1 uyaranlari hiicrenin nihai 6liimiine baglayan karmasik olaylar dizisini iceren

koordineli ve genellikle enerjiye bagli bir siirectir.
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Sekil 16. Apoptoz Yolaklar

Ekstrinsik yolak (yolak 1), hiicre yiizeyinde tiimor nekroz faktorii (TNF) ailesi 6liim
reseptorlerinin ligasyonu ile tetiklenir. Reseptor ligasyonu, Fas ile iligkili 6liim alan
proteini (FADD) gibi adaptor proteinlerin alimini tetikler, bu da pro-kaspaz-8
molekiillerini baglamak suretiyle kaspaz-8'in oto proteolitik islenmesine ve

aktivasyonunun ger¢eklesmemesine izin verir.
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Aktif kaspaz-8 daha sonra kaspaz-3 ve -7'yi proteolitik olarak isler ve aktive eder,
substrat proteolizi ve hiicre 6liimii ile sonuglanan bagka kaspaz aktivasyon olaylarini

tetikler.

Bazi durumlarda, ekstrinsik 6liim sinyalleri, yalnizca BH3 proteini BID' in (BH3
etkilesimli alan 6liim agonisti) kaspaz-8 aracili proteolizi yoluyla intrinsik yol ile
capraz iletisim kurabilir. Kesik BID (tBID), mitokondriyal sitokrom ¢ salinimini ve
apoptozomun birlestirilmesini tesvik edebilir. Intrinsik yolakta (yolak 2), hiicre stresini
veya hasarini tetikleyen ¢esitli uyaranlar tipik olarak sadece BH3 protein ailesinin bir
veya daha fazla {iyesini aktive eder. Yalnizca BH3 proteinleri, ¢esitli uyaranlar i¢in
yola 6zgii sensorler olarak islev goriir ve farkl sekillerde diizenlenir. Onemli bir esigin
tizerindeki yalnizca BH3 protein aktivasyonu, anti-apoptotik B hiicreli lenfoma-2 (Bcl
-2) aile iiyelerinin inhibe edici etkisinin iistesinden gelir ve Bak-Bax oligomerlerinin
mitokondriyal dis zarlar iginde birlesmesini destekler. Bu oligomerler, sitokrom c gibi
zarlar arast bosluk proteinlerinin sitozole akisina izin verir. Mitokondriden
salindiginda, sitokrom ¢ apoptozom diizenegi tetiklenebilir. Aktif kaspaz-9 daha sonra
baska kaspaz aktivasyon olaylarmin bir proteolitik kaskadini yayar. Kaspaz
aktivasyonuna yonelik granzim B'yve bagli yolak (yolak 3), bu proteazin sitotoksik T
lenfositlerden veya dogal Sldiiriicii (NK) hiicrelerden salinan 6zel graniiller yoluyla
hedef hiicreye verilmesini igerir. Sitotoksik T lenfositleri ve NK graniilleri, ¢cok sayida
granzimin yani sira, granzimlerin girisine izin vermek icin hedef hiicrelerin zarlarinda
oligomerize olan gdzenek olusturucu bir protein olan perforin icerir. Granzyme B,
kaspazlara benzer sekilde, Asp kalintilarindan sonra substratlarini ayirir ve apoptozu

baslatmak i¢in kaspaz-3 ve -7'nin yani sira BID' i isleyebilir (68).

Apoptozun 6zel bir 6nemi vardir ve kanser tedavisi ile ilgili ¢alismalar kanser
hiicrelerinde apoptozu indiikleme yollarina odaklanmistir. Fonksiyon agisindan,
kanserin gelisimi ve ilerlemesinde rol oynayan genler, onkogenler ve tiimdr baskilayici

genler olarak kategorize edilebilir.
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Onkogenler, tiimdér olusumunu uyaran proteinleri kodlar. Ote yandan, tiimor
baskilayici genler, tiimorlerin gelisimini engeller. p53, hiicre dongiisiiniin kontroliinde
ve apoptoz indiiksiyonunda rol oynayan en Onemli timor baskilayici genler
arasindadir. K-RAS, B-RAF ve c-MYC de en 6nemli onkogenlerdir (69). Genel olarak
kanserlerde, proliferasyonun uyarilmasi ve 6liimstizliik gibi farkli etkilere neden olan
genetik ve epigenetik degisiklikler meydana gelir bu genetik ve epigenetik degisikler
kanser gelisimine aracilik eden sinyal yolaklarinda meydana gelmektedir. Ras/ERK,
AKT/PI3K-mTOR sinyal yolaklar1 tiimér olusumunda. rol oynayan en 6nemli sinyal
yolaklar1 arasindadir. Bu baglamda, tipik olarak kanserlerde mutasyona ugrayan
onemli sayida gen, bu sinyal yolaklarinin mutant bilesenlerini kodlar. Bu sinyal
yolaklari, bliytime faktorleri gibi farkli ligandlar tarafindan fizyolojik kosullar altinda
aktive edilir. Bu yolaklarin aktivasyonu bir ligandin varhigini gerektirmesine ragmen
kanserli hiicrelerde meydana gelebilecek gen mutasyonlart nedeniyle bu sinyal
yolaklart biiylime faktorlerinin yoklugunda da aktif olabilir. Bu nedenle kanserli

hiicreler kontrolsiiz bir sekilde biiyiiyebilir ve gogalabilir (70).

MAPK/ERK sinyal yolu, kanserlerde 6nemli bir diger sinyal yoludur. Epidermal
biiylime faktorii (EGF) ve trombosit kaynakli bliytime faktorii (PDGF) gibi farkh
bliytime faktorlert MAPK/ERK sinyal yolunu aktive edebilir. Bu biiyiime faktorlerinin
tirozin kinaz Ozelligi tasiyan reseptorlerine baglanmasi, Ras adli kiicik bir G
proteininin aktivasyonuna yol agan olaylar1 baglatir. Bu protein, cogalma, farklilasma,

apoptoz ve gog gibi hiicresel olaylarin diizenlenmesinde énemlidir (71).

Ras, Raf aktivasyonu ve nihayetinde ERK aktivasyonu ile sonuglanan olaylar1 baglatir.
ERK, farkli molekiilleri hedefler ve genellikle hiicre proliferasyonu iizerinde uyarict
etki gosterir. ERK' nin hedeflerinden biri, myc olarak adlandirilan iyi bilinen proto-
onkogendir (72).
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Rapamisinin memeli hedefi (MTOR), ¢oklu hiicre igi ve gevresel sinyalleri algilamak
ve entegre etmek i¢in yapisal ve islevsel olarak farkl iki protein kompleksi, mTOR
kompleksi 1 (mTORC1) ve mTOR kompleksi 2 (mTORC?2) araciligiyla hareket eden
bir serin/treonin kinazdir. mTOR sinyali genellikle hiicre sagkalimi, hiicre biiylimesi,
hiicre metabolizmasi, protein sentezi ve otofajinin yani sira homeostazin
diizenlenmesinde rol oynar. Sinyal =zincirinin farkli diizeylerindeki genetik
degisikliklerden kaynaklanan anormal mTOR sinyalleri, ¢esitli kanser tiirlerinde
yaygin olarak gozlenir. Hiperaktivasyon tizerine, mTOR sinyali, tiimoriin baglamasina

ve ilerlemesine katkida bulunan hiicre gogalmasini ve metabolizmasini destekler (73).
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Sekil 17. Sinyal Iletimi ve Kanser (74).
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2.4 Bal

Bal, scker, su, proteinler, vitaminler, mineraller, polifenolik bilesikler ve bitki
tiirevleri dahil olmak iizere 180- 200 farkli maddeden olusan karmasik bir gida
maddesidir (75). Balin bilesimi ve kalitesi arilarin ortamindaki bitki florasi, bolgesel
iklim, hasat, isleme, depolama ve ¢igek kaynaklarina gore degisir. Bu farkliliklar balin

farmakolojik aktivitesi ve potansiyelini de belirler.

Balin genel bilesiminde karbonhidratlar, balin kuru agirliginin yaklasik %95'ini
olusturan ana bilesenlerdir. Bal kabaca %0,5 protein, baglica enzimler ve serbest
amino asitler icermektedir. 0,3-25 mg/kg kolin ve 0,06 ila 5 mg/kg asetilkolin
icerir. Kolin, kardiyovaskiiler ve beyin fonksiyonlarinin yani sira hiicresel membran

bilesimi ve onarimi i¢in gereklidir, asetilkolin ise bir nérotransmiter gorevi goriir (76).

Polifenoller balin goriinlimii ve fonksiyonel 6zellikleri agisindan bir diger dnemli
bilesik grubudur. Farkli bal tiirlerinde 56 ila 500 mg/kg toplam polifenol bulunmustur
(77). Baldaki polifenoller baslica flavonoidlerdir (6rn. kersetin, luteolin, kaempferol,
apigenin, chrysin, galangin), fenolik asitler ve fenolik asit tiirevleridir (78).Eski
zamanlardan beri bal sadece bir gida veya tatlandirici olarak goriilmekle kalmamas,
ayni zamanda yaranin iyilesmesini, doku yenilenmesini tesvik etmek ve mide-bagirsak
rahatsizliklari, dis eti iltihab1 gibi ¢esitli patolojileri hafifletmek i¢in bir ilag olarak da
kullanilmistir. Balin terapdtik etkisi, flavonoidler ve fenolik asitler gibi fenolik
bilesikler dahil olmak iizere ¢esitli antioksidan molekiillerin varligindan

kaynaklanmaktadir (79).
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2.4.1 Balin antikanser ozellikleri

Cesitli in vitro ve in vivo g¢alismalar balin antimikrobiyal, antiviral, anti-fungal,
antikanser ve antidiyabetik aktivitesini gostermistir (80). Balin pro-apoptotik ile anti-
proliferatif etkisi; meme kanseri, kolorektal kanser, melanom kanseri ve glioblastoma
gibi bir¢ok kanser tiirlinde kanitlanmistir. Bu etki pro-apoptotik kaspaz-9, kaspaz-3 ve
Bax' in yukar1 regiilasyonu ve anti-apoptotik protein Bcl-2’nin asag1 regiilasyonu ile

apoptozu indiikklemesiyle gerceklesmistir (81).

Bal, eski zamanlardan beri geleneksel bir ilag olarak kullanilmigtir. Bununla birlikte,
son zamanlarda bir¢ok arastirmaci, balin antioksidan, anti-proliferatif, anti-
inflamatuar ve diger 6zellikleri lizerinde yogunlasmaktadir. Yakin zamanda yapilan
caligmalarda bal ve balin flavonoid bilesenlerinin GBM hiicre hatlar1 {izerindeki
antikanser etkisi arastirilmis, sonug olarak da balin anti-proliferatif, anti-metastatik bir
etkiye sahip oldugu gosterilmistir (82,83). Bu ¢alismalardan birinde Polonya'dan gelen
farkli ballarin Glioblastoma Multiforme U-87 MG hiicre hatt1 {izerinde zamana ve
doza bagli bir sekilde giiclii bir anti-proliferatif etkiye sahip oldugu, ayrica 48 saat
sonra bal ile Temozolomid kombinasyonunun, tek basina bal 6rneklerinden 6nemli
oranda daha yiiksek bir inhibitér etki gosterdigi kanitlanmistir (82). Bir diger
calismada ise ar1 triinlerinin kullaniminin U-87 MG’de TMZ'nin sitotoksik etkisini
arttirdigi, ek olarak kanser invazyonunda 6nemli rol oynayan MMP-9 ve MMP-2
sekresyonunda 6nemli bir azalis gerceklestirdigi gdsterilmistir. Bu nedenle, dogal ar1
bali, beyin tlimdrleri igin umut verici bir adjuvan tedavi olarak kabul edilebilecegi

Ongorilmistiir (84).
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Sekil 18. Bal iirlinlerinin antikanser ve antitimor aktivitelerinden sorumlu molekiiler
mekanizmalar .IRS—insiilin reseptor substrati, MAPK—mitojenle aktive olan protein
kinaz, NF-kB—niikleer faktor kappa B, IL-1B—interlokin-1 beta, IL-6—interl6kin-6,
TNF a—tlimor nekroz faktor alfa, iNOS —uyarilabilir nitrik oksit sentaz, COX—
siklooksijenaz, ROS—reaktif oksijen tiirleri, Bcl-2—B hiicre lenfoma-2 ve PARP—
poli (ADP-riboz) polimerazlar (85).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Arastirmanin Tipi

Deneysel, kontrollii bir aragtirma yapilmaistir.

3.2. Arastirmanin Yeri ve Zamani

Bu c¢alisma Dicle Universitesi ve Dokuz Eylil Universitesinde
gerceklestirilmistir. Calismanin hiicre kiiltlirii ¢alismalari, sitotoksik test (MTT) ve
Western Blot deneyleri Dicle Universitesi Bilim ve Teknoloji Arastirma
Laboratuvari’nda, qRT-PCR Analiz ve migrasyon deneyleri ise Dokuz Eyliil

Universitesi Tibbi Biyoloji ve Genetik Anabilim Dali Laboratuvari’nda yapilmistir.

3.3. Arastirmanin Evreni ve Orneklemi,

Bu c¢alisma Glioblastoma (U-118 MG, T98G ve U-87 MG) hiicre hatlar1 iizerinde
calisilacaktir.

3.4. Calisma Materyali

Bu c¢alismada yer alan Glioblastoma hiicreleri U-118 MG, T98G ve U-87 MG
ATCC’den temin edilmistir.

3.5. Arastirmanmin Degiskenleri

Bagimli degisken, BCL-XL, BCL-2, BAD, BAX ve GAPDH gen ifadeleri
Bagimsiz degisken; Bal, Temozolomid olarak kabul edilmistir.
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3.6. Veri Toplama Araclan

3.6.1. Calismada Kullanilan Materyaller

Calisma kapsaminda kullanilan cihazlar, sarf malzemeler, diger malzemeler

markalariyla asagida belirtilmistir.

3.6.1.1. Calismada Kullanilan Cihazlar ve Markalar:

Laminar Akigh Biyogiivenlik Kabini (Thermo SAFE 2020 1.2 CLAS II)
Karbondioksit Inkiibatér (Thermo Scientific Steri Cycle 370 CO; Incubator)
CO2’ Li Inkiibatér (Thermo Steri-Cycle 371)

Faz-Kontrast Mikroskop (Carl Zeiss Primo Vert)

Su Banyosu (Stuart Swh24d)

Otomatik Pipet Seti (Eppendorf)

Mikroplate Okuyucu (Multi Scan Go, Thermo)

Bio Drop (Biodrop-Duo)

Thermal Cycler (Eppendorf Mastercycler Nexus Sx1)

Real Time Pcr Cihaz1 (Rotor Gene Q, Qiagen)

Vorteks (Scilogex)

Manyetik Karistirict (Ika C-Mag Hs 7)

Hassas Elektronik Tart1 (Denver Instrument)
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4°C Buzdolabi (Ariston)

-20°C Derin Dondurucu (Indesit)

-80°C Derin Dondurucu (Thermo)

Su Banyosu (Stuart Swh24d)

Ph Metre (Hanna)

Platform Rocker (Stuart SsI3)

Ultra Saf Su Cihaz1 (Direct-Q® 3 Uv Water)
Mini-Protean Tetra Cell (Biorad)
Goriintiileme Sistemi (Chemidoc™, Biorad)
Trans-Blot Turbo Transfer Sistemi (Biorad)
Sogutmal1 Santrifiij (Eppendorf)

Santrifiij (SI8, Thermo)

Is1 Blogu (Vwr)
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3.6.1.2. Calismada Kullanilan Malzemeler ve Markalart

Penisilin/Streptomisin (Gibco™)

Tripsin (Gibco™, Trypsin-Edta (0.25%), Phenol Red)

Dmem- Dulbecco's Modified Eagle Medium (Sigma-Aldrich)

Fbs (Fetal Bovine Serum) (Serox)

Filtre Kapakl1 Hiicre Kiiltiirii Flasklar1 (25cm? -75 Cm?, Cellstar)

Dmso (Dimetil Siilfoksit) (Sigma-Aldrich)

Pbs (Dpbs W/O: Ca And Mg)

96, 6 Well Kiiltiir Plateleri (Thermo)

Serolojik Pipet 5 MI,10 Ml ve 25 Ml (Isolab)

15 MI’lik ve 50 MI’lik Santrifiij Tiipleri (Isolab)

4-Tiipli Serit ve Kapaklar 0.1 Ml (Abt L13-01-10)

Kryojenik Vial (Tarsons 523021)

PCR Tiipii (Isolab)

Cdna Sentez Kiti (Applied Biosystems™ High-Capacity Rna-To-Cdna™ Kit)
Rna Izolasyon Kiti (High Pure Rna Isolation Kit- Roche Life Science)
Rt-PCR Kiti (Applied Biosystems™ High-Capacity RNA-to-cDNA™ Kit)
MTT Formazan Tozu (Thiazolyl Blue Tetrazolium Bromide- Sigma-Aldrich)
Bca Protein Assay Kiti (Thermo Scientific Pierce)

Tgx Stain-Free Fast Cast Acrylamid Jel (Bio-Rad)
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Ecl Goriintiileme Soliisyonu (Bio-Rad)

Transfer Paketi (Bio-Rad, Transblot Turbo Transfer System)
Anti-ERK 1/2, Anti-Phospho- ERK 1/2 Antikor (Cell Signaling)
Anti-Bax, Anti-Bcl-2, Anti-B-Actin (Santa Cruz)

Sekonder Antikor Anti-Mouse ve Anti-Rabbit (Abcam)

Tris Baz (Merck, Sigma-Aldrich)

Glycine (Merck, Sigma-Aldrich)

Sds (Sodium Dodecyl Sulfate, Invitrogen)

Sodyum Kloriir (Sigma-Aldrich)

Potassium Chloride (Sigma-Aldrich)

Disodyum Fosfat (Sigma-Aldrich)

Mono Potasyum Fosfat (Sigma-Aldrich)

Ditiotreitol (Sigma-Aldrich)

Bromophenol Blue (Sigma-Aldrich)

Protein Marker1 (Pageruler™ Plus Prestained Protein Ladder, 10 To 250 Kda)
Proteaz-Fosfotaz Inhibitdr Kokteyli (Thermo Fischer)

Ripa Tampon (Sigma-Aldrich)

Niikleaz (Thermo Fischer)

Hiicre Kaziyict (Nunc™ Cell Scrapers- Thermo Fisher)

Gliserol (Merck Millipore)

Tetrametiletilendiamin (Sigma-Aldrich)

38



Amonyum Persiilfat (Thermo Fisher Scientific)

Temozolomide (Tc1 America™ Cat: T2744500mg)

3.6.2 Kullanilan Metotlar

3.6.2.1 Hiicre Hattimin Uygun Ortam Kosullarinda Inkiibe Edilmesi

Glioblastoma hiicre serisi U-118 MG, T98G ve U-87 MG hiicreleri %10' luk FBS,
2mM L-Glutamine ve 100 units/ml penisilin/streptomisin iceren DMEM besiyeri ile
hiicre kiiltiirii ortaminda ¢ogaltildi. Hiicre kiiltiirleri, 37 °C, %5’ lik CO2’ li nemli
ortamda (Thermo Steri-Cycle 371) tutuldu.

Sekil 19. Glioblastoma Hiicre hatlarinin inkiibe edildigi CO2 inkiibator
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3.6.2.2 Hiicre Hatlarimin Pasajlanmast ve Dondurulmast

Inkiibatordeki flasklar invert mikroskopta gozlendikten sonra konfluensi orani
belirlendi. Flaskin %70’inin doldugu goriiliince pasajlama yapildi. Ozetle; flask
icindeki ortam pompa yardimiyla aspire edildi. T25 flas icin 5 ml PBS flaska eklendi.
Hiicrelerin tutundugu yiizey yikandiktan sonra pompa flasktaki sivi aspire edildi.
Ardindan T25 flask i¢in 1 ml tripsin enzimi eklendi ve flask yiizeyinde iyice
gezdirildikten sonra 37°C’de 3-5 dk arasi bekletildi. 4 dakika sonunda inkiibatérden
alinan flask invert mikroskopta gézlendi ve hiicrelerin yuvarlak ve yiizeyden ayrilmig
oldugu goriildii. Flaska tripsini inaktive etmesi i¢in 2 katt miktarda besin ortami
eklendi. 150 g’ de 7 dakika santrifiij edilip hiicreler steril kabin icerisinde 1x10°
hiicre/ml miktarda seyreltilerek pasajlari yapildi. Ayrica, glioblastoma hiicrelerinin
ileride yapilacak olas1 ¢alismalar sebebiyle saklanmasr i¢in 2x10° hiicre, %70 DMEM
1640, %20 FBS ve %10 Dimetil siilfoksit (DMSO) (Sigma-Aldrich) igeren sogutulmus

soliisyon igerisinde 1 giin -80 °C’ de bekletildikten sonra s1v1 azotta muhafaza edildi.

Sekil 20. Deney uygulamalarinin yapildig: biyogiivenlikli laminer kabin
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3.6.2.3. Bal ve Temozolomid ‘in GBM Hiicrelerine Sitotoksik Etkisinin Arastirilmast

ve IC50 degerinin bulunmasi

3.6.2.3.1 Bal ve Temozolomid Konsantrasyonlarinin Belirlemesi

Yapilan literatiir arastirmalar1 sonucunda multifloral bal i¢in konsantrasyonlarin %5,
%10, %15, %20 (w/v) uygulanmasi ve farkli deney setinin kurulmasi planlandi. (86—
88) Ticari olarak alinan bal +4’te saklandi. Coziicli olarak FBS icermeyen DMEM
besiyeri kullanildi.

Konsantrasyon olarak; gliomlu hastalarin beyinlerinde TMZ miktarina en yakin deger

olan ve ayni zamanda yapilan ¢aligmalarda sik kullanilan 20 uM se¢ilmistir (89).

3.6.2.3.2 Sitotoksisite Deneyi

GBM (U-118 MG, T98G ve U-87 MQG) hiicreleri, yeterli sayida hiicre elde etmek igin
DMEM (Zenginlestirilmis) %5 CO2 inkiibatoriinde 37 °C'de 75 cm?lik flasklarda

kultirlendi.

Ardindan ii¢ hiicre hattindan her bir kuyucuga 1x10* hiicre olacak sekilde 96 well
platelere ekim yapildi ve 37°C, %5’ lik CO2’ li nemli ortamda hiicreler 24 saat inkiibe
edildi. Ertesi giin hiicrelere, tablo 1’ deki belirlenen konsantrasyon ve diizende bal
(%5, %10, %15 ve %20) ve TMZ (20 uM) eklendi. %5 CO2 igeren nemli bir
atmosferde 37 °C' de 24 ve 48 saat inkiibe edildi. MTT tahlili, tedavilerden 24 ve 48
saat sonra yapildi. Her kuyucuga 10 pl 5 mg/ml MTT (Thiazolyl Blue Tetrazolium
Bromide- Sigma-Aldrich) soliisyonu ilave edildi ve hiicreler, %5 COz igeren nemli bir
atmosferde 37 °C' de 3 saat inkiibe edildi. 3 saat sonra ortam, 100 ul DMSO ile
degistirildi.
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Plateler, 15 dakika boyunca oda sicakliginda calkalayiciya (Stuart SSL3) konuldu ve
kuyucuklarin optik yogunlugu (OD), bir plate okuyucu (Multi Scan Go, Thermo)
kullanilarak 540 nm dalga boyunda belirlendi. Kontrol grubu, bal ¢6ziiciisii olarak
kullandigimiz FBS
kullandigimiz ultra saf su kullanildi. Tiim deneyler {i¢ kez tekrarlandi. Veriler ortalama
deger + standart sapma olarak ifade edildi. Tim veriler, deger anlamliliginm

hesaplamak i¢in T testi kullanilarak Graphpad Prism 7, programu ile analiz edildi. P

icermeyen DMEM besiyeri

<0.05 degerleri istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.

Tablo 1. U-118 MG Hiicre hatlar1 igin MTT plate diizenegi

O O m »r

1

2

3

4

5

6

7

8

9

ve TMZ ¢oziiclisii olarak

10 11 12

U118 U118 U118 U118 U118 U118 U118 U118 U118 U118 U118 U118
%5BAL [%5 BAL |%5 BAL (%10 BAL [%10 %10 %15 %15 %15 %20 %20 %20
BAL BAL BAL BAL BAL BAL BAL BAL

U118 U118 U118
TMZ TMZ TMZ

(10 M) [(10 uM) {10 uM)

uTs une uns une uns uns uns une uns une uns uns
%5 BAL- [%5 BAL- [%5 BAL- (%10 %10 %10 %15 %15 %15 %20 %20 %20
T™MZ T™Z T™MZ BAL-TMZ [BAL-TMZ [BAL-TMZ [BAL-TMZ [BAL-TMZ [BAL-TMZ [BAL-TMZ [BAL-TMZ [BAL-TMZ
U118 U118 U118

KONTROL |[KONTROL [KONTROL

Tablo 2. T98G Hiicre hatlar1 igin MTT plate diizenegi
T98G T98G T98G T98G T98G 198G T98G T98G 198G T98G T98G T98G
%5 BAL [%5 BAL %5 BAL %10 BAL (%10 %10 %15 %15 %15 %20 %20 %20
BAL BAL BAL BAL BAL BAL BAL BAL

T98G T98G T98G

TMZ TMZ TMZ

(10 uM) |10 uM) |10 uM)

T98G T98G T98G T98G T98G T98G T98G T98G T98G T98G T98G UT98G
%5 BAL- (%5 BAL- (%5 BAL- (%10 %10 %10 %15 %15 %15 %20 %20 %20
TMZ TMZ TMZ BAL-TMZ |BAL-TMZ [BAL-TMZ |BAL-TMZ |BAL-TMZ |BAL-TMZ |BAL-TMZ |[BAL-TMZ [BAL-TMZ
U118 U118 U118

KONTROL [KONTROL |[KONTROL

O O wm »
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Tablo 3. U-87 MG Hiicre hatlar1 icin MTT plate diizenegi

U8STMG  [UBTMG  [UBTMG  |UBTMG  [UBTMG  |[UBTMG  [UBTMG  [UBTMG  [UBTMG  [UBTMG  |UBTMG  |UBTMG
%5 BAL %5 BAL %5 BAL [%10 BAL (%10 %10 %15 %15 %15 %20 %20 %20
A BAL BAL BAL BAL BAL BAL BAL BAL
UBTMG  [UBTMG  [UBTMG
TMZ TMZ TMZ
B lown (o 10w
U8TMG  [UBTMG  [UBTMG  |UBTMG  [UBTMG  [UBTMG  |[UBTMG  [UBTMG  |[UBTMG  [UBTMG  [UBTMG  [UBTMG
C %5 BAL- [%5 BAL- (%5 BAL- [%10 %10 %10 %15 %15 %15 %20 %20 %20
TMZ TMZ TMZ BAL-TMZ |BAL-TMZ [BAL-TMZ [BAL-TMZ [BAL-TMZ [BAL-TMZ [BAL-TMZ [BAL-TMZ |BAL-TMZ
UBTMG  [UBTMG  [UBTMG
D KONTROL [KONTROL [KONTROL

Sekil 21. GBM hiicrelerinin 96 well plate diizenine ekimi ve MTT goriintiileri
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3.6.2.4 Bal ve Bal-TMZ kombine tedavisinin Apoptoz iliskili genlerde mRNA
ekspresyonu iizerindeki etkisinin arastirilmast (RNA izolasyonu, cDNA sentezi ve
Kantitatif Real-Time PCR)

Kisaca, 1x10* GBM hiicresi 12-well platelere yerlestirildi ve 37 °C, %5 lik CO2’ li
nemli ortamda hiicreler 24 saat inkiibe edildi. Inkiibasyon siiresinden sonra hiicreler
MTT deneyinde belirlenen sitotoksik olmayan bal, Bal+TMZ dozu (Tablo 4) ve TMZ
(20 uM), kontrol grubu olarak muamele edilip 48 saat siireyle 37 °C, %5’ lik CO2’ 1i

nemli ortamda inkiibe edildi. Inkiibasyon siiresinden sonra hiicreler PBS ile

yikandiktan sonra yerinden kaldirildi.

Sekil 22. Real Time PCR i¢in hazirlanan deney diizenekleri
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Tablo 4. MTT sonuglarinin Graphpad Prism 7 analizi ile belirlenen IC50 sonuglari

Hiicre hatt1 | Bal i¢in IC50 Degeri Bal+TMZ i¢in IC50
Degeri

U-118 MG | %6,9 %17,30

T98G %11,56 %16,90

U-87 MG %10,68 %19,09

Hiicrelerden total RNA’ lar, high pure RNA isolation kit (Roche) kullanilarak ve
firmanin kullanim talimatlarina uyularak izole edildi. Kisaca; hiicreler santrifiij edilip
pellet 200 ul PBS ile ¢oziildii. 400 pl lizis tamponu eklenip iyice pipetlendi. Lizat spin
kolona aktarilip 15 saniye 8,000 x g ‘de santrifiij edildi. Her bir 6rnek, i¢in 10 pl
DNAaz 90 ul DNAaz inkiibasyon tamponu karistirilip kolona eklendi ve 15 dakika
oda sicakliginda bekletildi. 15 dakika sonrasinda yikama soliisyonu 1’ den 500 pl
alinip eklendi ve 8,000 x g’ de 15 saniye santrifiij edildi. Atik tiipteki s1v1 uzaklastirilip
kolona 500 ul yikama soliisyonu 2’ den eklendi ve 13,000 x g’ de 2 dakika santrifiij
edildi. Son olarak 60 pl eliisyon tamponu eklenip 8,000 x g’ de 1 dakika satrifiij edildi.
Elde edilen RNA’ larin konsantrasyonu ve safligi spektrofotometrik yontemle

(nanodrop) belirlendi.
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Ortalama 0.5- 1 pg RNA &rnekleriyle, cDNA sentez kiti (Applied Biosystems™ High-

Capacity RNA-to-cDNA™ Kit) kullanilarak ve firmanin kullanma talimatlarina

uyularak cDNA elde edildi. Kisaca; Tablo 4’ teki oranlarda karisim hazirlandi.

Karisim pipetlenip spinlendi. Reaksiyon 37 °C' de 60 dakika inkiibe edildi ardindan
reaksiyon 5 dakika 95 °C isitilarak durduruldu ve 4°C'de tutuldu.

Tablo 5. cDNA Sentez Kiti Bilesenleri

Bilesenler Bir 6rnek i¢in bilesen hacimleri
2x RT Tampon Karisimi 10 pul

20x Enzim Karigimi 1,0 pl

Rna Ornegi 5ul

PCR Grade Su 3ul

Toplam Hacim 20 ul

Anti-apoptotik ve pro-apoptotik genlerin ekspresyon seviyelerinin saptanmasi i¢in

Real Time PCR yontemi (RotorGene cihazi ile) kullanildi. Primerler firma tarafindan

Tablo 5° te sekanslar1 belirtildigi sekilde sentezlendikten ve HPLC yontemiyle

saflagtirildiktan sonra liyofilize halde satin alindu.

46



Tablo 6. Primer Dizayn Bilgileri

GAPDH fleri Primer 5’-GTCTCCTCTGACTTCAACAGCG-
3’
Geri Primer 5’-ACCACCCTGTTGCTGTAGCCAA-
3’
BAX Ileri Primer 5’-AAGAAGCTGAGCGAGT-3
Geri Primer 5’-GCCCATGATGGTTCTG-3’
BCL-XL Ileri Primer 5’-GCTGGTGGTTGACT-3’
Geri Primer 5’-GGATGGGTTGCCATTGA-3’
BCL-2 Tleri Primer 5’-
TCAGGCTGCTTGGGATAAAGATG-
3,
Geri Primer 5’-GGCTTCTGGAGGACATTTGGA-3’
BAD Ileri Primer 5-GAGGTCCTGAGCCGACAG-3’
Geri Primer 5’-CTTCCTCTCCCACCGTAGC-3’

Ornekler cDNA protokoliinden sonra 1:10 sulandirilarak RT-PCR islemine hazirlandi.
Tablo 6’ daki oranda (Applied Biosystems™SYBR™ Green PCR Master Mix) kit

igerikleri kullanilarak ornekler deneye hazir hale getirildi.
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Tablo 7. RT-PCR Kit Bilesenleri ve miktarlari

Bilesenler Bir 6rnek i¢in bilesen hacimleri
PCR dereceli su 10,3 pl

10x Tagman RT Buffer 1,0 ul

25 m M MgCl, 2,2 ul

DNTP Karigimi 2,0 ul

Random Hexamer 0,5 ul

Ters Transkriptaz Enzimi 0,25 pul

CDNA 0Ornegi 5,0 ul

Real Time PCR reaksiyonu hazirlanirken biitiin iglemler soguk blok tizerinde yapildi.
Saflig1 ve miktar1 belirlenen total RNA’ nin g-PCR reaksiyonunda hedef genler Bax,
Bcl-xL, Bcl-2 ve Bad genleri ve hedef genlerin ifade profilinin normalizasyonunda
Gliseraldehid 3-Fosfat Dehidrogenaz (GAPDH) referans gen (housekeeping) olarak
kullanildi. PCR tiipleri cihaza (RotorGene) yerlestirildikten sonra q-PCR program
bilgileri bilgisayarda yazildi. Hedef genlerin Ct degerleri ile referans GAPDH geninin
Ct degerinin karsilastirilmasi i¢in gerekli hesaplamalar yapildi. Her gen 3 tekrarli
sekilde calisildi. Bagimsiz olarak deneyler {i¢ kez tekrar edildi. Veriler Gergek
Zamanl PCR analizi sonunda Ct verilerine gére ACt ve AACt formiilii ile hesaplandi

ve kat sayilar1 degerlendirildi.
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Sekil 23: Real Time PCR 1s1l kosul tablosu
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Sekil 24: Real Time PCR Pik Goriintiileri

3.6.2.5 Bal ve TMZ’ nin sinyal yolaklar: ile olan etkilesiminin Western Blot
yontemiyle arastirilmast

2.1 x 108 GBM hiicre hatlar1 T-75 flasklara ekildi ve 37 °C, %5’ lik CO2’ 1li nemli
ortamda hiicreler 24 saat inkiibe edildi. Inkiibasyon siiresinden sonra hiicreler Tablo
8’ de belirtilen diizende ve MTT deneyinde belirlenen sitotoksik olmayan Bal, Bal-
TMZ dozuyla (Tablo 4) muamele edilip 48 saat siireyle 37 °C, %5’ lik CO2’ 1i nemli
ortamda inkiibe edildi. Inkiibasyondan sonra hiicreler hiicre kaziyict (Nunc™ Cell
Scrapers - Thermo Fisher) yardimiyla flasktan uzaklastirildi ve 15 ml falkon tiip
igerisine alindi. Hiicreler 5000 rpm de 5 dakika santrifiij edilerek ¢oktiiriildii. Daha
sonra besiyeri uzaklastirildi ve yikama islemi i¢in tiiplere 10 ml PBS eklenerek
santrifiijlendi. Hiicre peleti bulunan tiipler buz {izerine tasind1 ve sonraki tiim agsamalar
buz iizerinde gergeklestirildi. PBS uzaklastirildiktan sonra pelet ilizerine proteaz-
fosfotaz inhibitor kokteyli (Thermo Fischer) ve niikleaz (Thermo Fischer) igeren
soguk RIPA buffer (300 ul) (Sigma Aldrich) eklendi. Once pipet ile sonra
vortekslenerek karistirilan O0rnekler buzun iizerinde 60 dk bekletilerek liziz edildi.
Protein karigimi igindeki toplam protein miktar1t BCA protein assay kiti (Thermo

Scientific Pierce) kullanilarak 6l¢iildii.
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Tablo 8. GBM hiicrelerinin uygulama gruplari

U-118 MG T98G U-87 MG
Bal Bal Bal
Bal-TMZ Bal-TMZ Bal-TMZ
Kontrol Kontrol Kontrol
TMZ TMZ TMZ

Protein 6rneklerinin jelde ayrimi1 %10 ‘luk TGX stain-free fast cast acrylamid jel (Bio-
Rad) ile Mini Protean Tetra Cell apparatus sistemi (Bio-Rad) kullanilarak
gergeklestirildi. (Sekil 22) Protein 6rnekleri 1x SDS loading buffer [%2 (w/v) SDS,
%35 (v/v) glycerol, %0.01 (w/v) bromophenol blue, %8 (w/v) DTT i¢inde hazirlandi
ve 95 °C de bes dakika 1sit1ld1. Esit miktar (30 pg) ve esit hacimli (20 pl) proteinler
%10 ‘luk TGX stain-free fast cast acrylamid jel lizerine yiiklendi ve 300 V’ da 20 dk
SDS running buffer (2.4 mM Tris, 19.2 mM glycine, %0.01 (w/v) SDS) igerisinde
elektroforez edildi.

Ayrilmis proteinler jelden Trans blot turbo (Bio-Rad) hizli tranfer sistemi kullanilarak
PVDF membrana transfer edildi. (Sekil 22) Membranlar %5’ lik PBS-Tween
igerisinde hazirlanmis yagsiz siit tozuyla ¢alkalayici (Stuart SSL3) {izerinde 1 saat oda
sicakliginda bloke edildi. Bloke edilen membranlar %5 ’lik siit tozu PBS-Tween
icerisinde veri foyiinde Onerilen araliga gore hazirlandi. Primer antikorlar (anti-ERK
1/2, anti-phospho- ERK 1/2 Antikor (Cell Signaling), anti-Bax, anti-Bcl-2, anti-B-actin

(Santa Cruz), ile ¢alkalayici lizerinde oda sicakliginda 2 saat inkiibe edildi.
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Membranlar 15 dk 25 ml PBS-Tween ve 3x 5 dk 25 ml PBS-Tween ile yikandiktan
sonra 1/10000 oraninda PBS-Tween igerinde hazirlanmig sekonder antikorlar
(Sekonder antikor anti-mouse ve anti-rabbit (Abcam) ile 1 saat oda sicakliginda

calkalayici lizerinde inkiibe edildi.

PBS-Tween yikama islemi tekrarlandi ve son olarak enhanced chemiluminiscent
(ECL, Bio-Rad) metoduna gore goriintiileme cihazi ChemiDoc MP (Bio-Rad)
kullanilarak gériintiilendi. Internal kontrol olarak B-actin antikoru kullanildi. Imagel

yazilimi istatistiksel analizleri yapmak icin kullanildi.

Sekil 25. Western Blot Protein Ayirma, Transfer ve Goriintiileme agamalari
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3.6.2.6 Migrasyon protokolii

Hiicreler 6-well plate’ lere %70-80 konfluent olacak sekilde ekildi ve yaklasik 24 saat
monolayer konfluent olmasi i¢in inkiibe edildi. Tek tabaka halinde konfluent olan
hiicrelere kuyucugun ortasina gelecek sekilde 200 ul’ lik steril pipet ucuyla nazikce
bir ¢izik atildi. ikinci bir cizik ilk ¢izgiye dik olacak sekilde gerceklestirdi ve her
kuyucugun ortasinda + isareti olusturuldu. Cizik isleminden sonra hiicrelerin besiyeri
aspire edildi ve hiicreler iki kez PBS ile yikandi. Yikama isleminden sonra %5 FBS
igeren besiyeri hiicrelere eklendi. Uygulanacak maddeler belirlenen konsantrasyonlari

(Tablo 4) her bir kuyucuga eklendi. Hiicreler 48 saat inkiibe edildi.

Fotograflar her zaman ayn1 alani1 goriintiileyecek sekilde ¢izik atildiktan hemen sonra
to ve 6 saat ve 24 saatlik inkiibasyonlardan sonra Zeiss invert mikroskop kullanilarak
cekildi. Her bir uygulama 3 tekrarli olacak sekilde yapildi. Analizler i¢in Image J
programi kullanildi ve istatistiksel anlamliligi, Graphpad Prism 7.0 yaziliminda

Student t-testi kullanilarak belirlendi.

Yara kapanma yiizdesi asagidaki formiil kullanilarak hesaplandi:

[(Wound area to - Wound area t)/Wound area to] x 100
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3.7. Arastirma Plam

Tablo 9. Aragtirma Plani

s Tanimi

Nisan

Mayis

Haziran

Temmuz

Agustos

Eyliil

Literatiir

Incelemesi

Sarf malzemelerin
alinmas1 ve Hiicre
Kiltira Deney

Setinin

Kurulmasi

X

U-118 MG, T98G ve
U-87 MG hiicrelerinin
belirli
konsantrasyonlardaki
Bal, TMZ ve bal+
TMZ ile
sitimulasyonu ve
Hiicre proliferasyon|
deneylerinin

yapilmasi
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Hiicre hatlarinda
migrasyon ve
invazyon testlerinin

gerceklestirilmesi

GBM hiicrelerinin
stimiilasyonundan

sonra balin sinyal
yolaklariyla olan|
etkilesiminin Western|
Blot yontemi ile

belirlenmesi

gPCR ile ilgili
Genlerin Ekspresyon
Seviyelerinin

Belirlenmesi

Veri Analizi ve Rapor|

'Yazimi
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4. BULGULAR

4.1. MTT Sitotoksisite Deney Bulgulari

Calismamizda bal, TMZ, Bal+TMZ ve kontrol gruplarinin U-118 MG, T98G ve U-87
MG hiicre hatlarindaki sitotoksik etkileri arastirilmistir. 96 well plaletere ekilen hiicre
hatlarma bal (%5, %10, %15, %20), TMZ (20 uM), bal + TMZ (%5+ 20 uM, %10
+20 uM, %15+20 uM, %20+20 uM) ve kontrol gruplarinin GBM hiicre hatlar
tizerindeki etkisini saptamak i¢in belirtilen konsantrasyon araliklarinda uygulama
gerceklestirildi. Bal ve bal+ TMZ kombinasyonunun sitotoksik etkisi MTT testi ile
belirlendi. Doz uygulamalari 3 tekrarli olacak sekilde ¢alisildi. MTT sonuglariyla elde
edilen veriler Graphpad Prism 7.0 yazilimi aracilig1 ile doza bagimli hiicre canliligini
gosteren grafiklerle degerlendirildi. gruplarmin U-118 MG, T98G ve U-87 MG hiicre
hatlarinin IC50 degerleri grafikler ile hesaplandi. Elde edilen sonuglar, {i¢ bagimsiz
deneyin standart sapma ortalamasi ile agiklandi. Hiicrelerin canlilik seviyelerinin
istatistiksel anlamlilig1, Graphpad Prism 7.0 yaziliminda Student t-testi kullanilarak
belirlendi (90,91)

4.1.1. U-118 MG Hiicre Hatomin MTT Deneyi ve IC50 Degerinin
Hesaplanmast

MTT sonuglar1 Bal ve Bal+TMZ gruplarinin U-118 MG hiicrelerinde doza bagimli
olarak hiicre canliliginda azalma oldugunu gésterdi. Inkiibasyonun 24. saatinde %15
bal uygulanan grubun hiicre canliligit %18,95 (£1,644) belirlenirken, 48. Saatte
%6,517 (£0,1996)’e diismiistiir. %15 Bal+TMZ konsantrasyonunun 24. saatinde ise
canlilik %64,57 (£2,091) olarak belirlenirken, bu deger 48. saatte 60,3 (+0,5804)
olarak hesaplanmigtir. Diger Bal+TMZ dozlarindaki canlilik seviyeleri benzer
oldugundan, 24-48 saat uygulamalar1 arasinda anlamli bir degisiklik saptanmamistir
(Sekil 26). IC50 degeri ise bu degerlere paralel olarak Sekil 27° de gosterilmistir.
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U118

150+
-o- BAL 24 Saat
- BAL 48 Saat
X 100+ —— BAL+TMZ 24 Saat
E BAL+TMZ 48 Saat
o
X 504
0 | | L T 1
0 5 10 15 20 25

% Bal Konsantrasyon

Sekil 26. U-118 MG Hiicre Hattinin 24 ve 48 saate gore % hiicre canliligi, MTT sonucu

IC50 Bal 24 Saat : % 9,181 + 0,641
IC50 Bal 48 Saat : % 6,975 + 0,921
IC50 Bal+TMZ 24 Saat : % 17,047 + 0,624
IC50 Bal+TMZ 48 Saat : % 17,309 + 0,331

24-48 Saat U118 IC50
20- Bl BAL 24 Saat

—_ I BAL 48 Saat
mm BAL+TMZ 24 Saat
BAL+TMZ 48 Saat

% Bal Konsantrasyon
-—
o
L

Sekil 27. U-118-MG Hiicre Hattinin 24 ve 48 saate gore hesaplanmis IC50 Degerleri,
(Ortalama + standart sapma (n = 3) gosterildi.)
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Balin kontrol ile karsilastirilmasi sonucu hiicre canliliginda doza ve zamana bagh
onemli disiisler tespit edildi. Ayn1 zamanda sadece bal uygulanan gruplarda, 24 saat
icin %15, 48 saat i¢in %10’ dan baslayan konsantrasyonlar, U-118 MG hiicrelerinde
TMZ'den daha gii¢lii bir sitotoksik etki gosterdi (Sekil 28).

U118 24 Saat 1 Control
150 ™Z
= BAL
= .
= 1004 . * ;ﬁ BAL+TMZ
c 3 > T
8 § § - *k
e 501 N N | N pry
= § § § #ith ﬁ#
N N \ it
JL N TN [N N 28
Kontrol TMZ %% %10 %15 %20
(A)
U118 48 Saat 1 Control
150+ ™Z
X = BAL
==
£ 1001 . o BAL+TMZ
% >k L i
0 Q kkk A
2 50- § g
\ N N
0

Kontrol TMZ %5 %10 %15 %20

(B)

Sekil 28. Kontrol, Bal, TMZ ve Bal-TMZ grup dozlariyla 24 (A) ve 48 (B) saat
inkiibasyondan sonraki U-118 MG ‘nin % canliligi. Kontrol — (1), Temozolomid (2-
TMZ 20 uM), Bal (%S5, %10, %15, %20) Temozolomid ile uygulanan Bal (%5 Bal +
TMZ 20 uM, %10 Bal + TMZ 20 uM, %15 Bal + TMZ 20 uM, %20 Bal + TMZ 20
uM) Sonuglar, kontrol yiizdesi olarak sunuldu. (A), (B)/; * p <0.05, ** p <0.01 *** p
<0.001, vs. kontrol; #p <0.05, #p <0.01, **p <0.001, vs. TMZ; 4 p <0.05, 4 4 p
<0.01, 4 4 4 p <0.001, vs. Bal; Tiim istatistiksel analizler Student-t testi kullanilarak
yapildi. Ortalama =+ standart sapma (n = 3) gosterildi.
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TMZ’nin sabit 20 uM dozu ve balin farkli konsantrasyonlariyla kombine uygulanmasi
farkli sonuglar gosterdi. 24 saat i¢in %15, 48 saat i¢in %10 ‘dan baslayan Bal+TMZ
kombinasyon dozlari; tek basina TMZ’den anlamli derecede sitotoksikti.

24 saat maruziyetten sonraki %5-%10 bal ve Bal+TMZ doz gruplari, kontrolden
anlaml bir sekilde daha sitotoksik iken, tek bagina TMZ ile kiyaslandiginda anlamhi
bir farklilik bulunmadi. 48. saatte ise balin %35 konsantrasyonu kontrole gore anlamli
bir sekilde daha sitotoksik iken, tek basmma TMZ ile kiyaslandiginda anlamli bir
farklilik bulunmadi. %15 ve %20 konsantrasyonlarinda bal uygulamasi, Bal+TMZ
uygulamasindan anlamli derecede sitotoksik bulundu.

4.1.2. T98G Hiicre Hattinin MTT Deneyi ve IC50 Degerinin Hesaplanmasi

MTT sonuglar bal ve Bal+TMZ gruplarinin T98G hiicrelerinde doza bagimli olarak
sitotoksik etkisinin arttigini gosterdi.

Inkiibasyonun 24. saatinde %10 bal uygulanan gruptaki hiicre canlihigi %71,31
(£6,001) belirlenirken, %20’ de canlilik %13,76 (£0,338) olarak dramatik bir sekilde
azald1 Uygulamanin 48. saatinde ise bu canlilik seviyeleri anlamli bir degisiklik
gostermedi. %15 Bal+TMZ kombinasyonunun 24. saatinde canlilik % 66,21 (+1,235)
olarak hesaplanirken, %20 Bal+TMZ kombinasyonunda bu deger istatiksel olarak
anlamli derecede %23,72 (+2,175) diistiigii saptandi (Sekil 29). Uygulamanin 24. Saati
ve 48. Saati arasinda anlaml bir degisiklik gozlenmedi. IC50 degerleri bu degerlere
paralel olarak Sekil 30’ da gosterilmistir.
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Sekil 29.T98G Hiicre Hattinin 24. ve 48. saate gore % hiicre canliligi, MTT sonucu
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IC50 Bal 24 Saat : % 11,826 + 0,499
IC50 Bal 48 Saat : % 11,561 + 0,572
IC50 Bal+TMZ 24 Saat : % 17,360 + 0,047
IC50 Bal+TMZ 48 Saat : % 16,902 + 0,101
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20- B BAL 24 Saat
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<
g 10- BAL+TMZ 48 Saat
o]
X
g °
=
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Sekil 30.T98G Hiicre Hattinin 24 ve 48 saate gore hesaplanmis IC50 Degerleri,
(Ortalama + standart sapma (n = 3) gosterildi.)

Bal ve Bal+TMZ kombinasyonlarinin, kontrole kiyasla hiicre canliligin1 doza bagh
sekilde azalttig1 gézlemlendi. Sadece bal uygulamalarinda 24 ve 48. Saatlerde %15 ve
%20 konsantrasyonlar1 TMZ’ye kiyasla anlamli derecede sitotoksik etki gdsterirken
Bal + TMZ kombinasyonlari 24 ve 48. Saatlerde TMZ’ ye kiyasla anlamli bir farklilik
gostermedi (Sekil 31).

60



T98G 24 Saat

3 Control
150 ™Z
= BAL
1009~ Ok, L, A BAL+TMZ
c . il "k
o \ ) * %
o N N N 3
==l N ININ N »
N N N =N =g
] NN |IN BN =N
Kontrol TMZ %5 %10 %15 %20
(A)
T98G 48 Saat = Control
150+ ™Z
= BAL
%100' B =5 " BAL+TMZ
g S R
3 N N N £
== N ININ .N ¢
0 N IIN N =

Kontrol TMZ %5 %10 %15 %20

(B)

Sekil 31. Kontrol, Bal, TMZ ve Bal-TMZ grup dozlar1 ile 24 (A) ve 48 (B)
inkiibasyondan sonraki T98G ‘nin % canliligi. Kontrol — (1), Temozolomid (2- TMZ
20 uM), Bal (%5, %10, %15, %20) Temozolomid ile uygulanan Bal (%5 Bal + TMZ
20 uM, %10 Bal + TMZ 20 uM, %15 Bal + TMZ 20 uM, %20 Bal + TMZ 20 uM)
Sonuglar, kontrol yiizdesi olarak sunuldu. (A)/(B); * p <0.05, ** p <0.01 *** p
<0.001, vs. kontrol; #p <0.05, #p <0.01, *p <0.001, vs. TMZ; 4 p <0.05, 4 4 p
<0.01, 4 4 4 p <0.001, vs. Bal.; Tiim istatistiksel analizler Student-t testi kullanilarak
yapildi. Ortalama =+ standart sapma (n = 3) gosterildi.
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24 saatteki %5 Bal+TMZ kombinasyonunda TMZ’ye kiyasla degisiklik
gozlemlenmemesine ragmen 48 saatte TMZ’ ye gore az sitotoksik etki gosterdi.
Bal+TMZ uygulanan gruplarda, 24 saat i¢in %10 ve 48 saat i¢in %15 ‘ten baslayan
konsantrasyonlar, TMZ’ye kiyasla daha sitotoksik etki gostermistir.

%15 ve %20 sadece bal uygulanan gruplarin 24 ve 48. saatindeki sitotoksisite, ayni
dozlardaki bal-TMZ kombine uygulamasina oranla anlamli derecede daha yiiksekti.
Ancak %5 Bal-TMZ kombine doz uygulamasi, %5 bal grubundan daha sitotoksik etki
gosterdi.

4.1.3. U-87 MG Hiicre Hattintn MTT Deneyi ve IC50 Degerinin Hesaplanmasi

MTT sonuglari, U-87 MG hiicrelerinde bal uygulamasinin doza ve zamana bagimli
olarak sitotoksisitesinin arttigini gosterdi. Bal ile muamelenin 24. saatinde %10 bal
uygulanan hiicrelerin canliligi %79,38 (£2,153) belirlenirken, 48. saatte canliligin
%57,05 (£3,737) e distiigii gozlendi (Sekil 32).

%10 Bal+TMZ dozunun 24. saatinde ise canlilik %90,08 (£2,159) olarak
hesaplanirken 48. saatte %85,92 (+1,522) olarak goriildii. Bu degerler Bal+TMZ
uygulamalarinda 24 ve 48. Saatler arasinda anlamli bir farklilik olmadiginmi gosterir.
IC50 degerleri bu degerleri Sekil 33" de gosterilmistir.
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Sekil 32.U-87 MG Hiicre Hattinin 24. ve 48. saate gore % hiicre canliligi, MTT sonucu
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IC50 Bal 24 Saat : % 12,782 + 0,069
IC50 Bal 48 Saat : %10,684 + 0,489
IC50 Bal+TMZ 24 Saat : % 17,824 + 0,703
IC50 Bal+TMZ 48 Saat : % 19,094 + 0,005
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Sekil 33. U-87 MG Hiicre Hattinin 24 ve 48 saate gore hesaplanmig IC50 Degerleri,
(Ortalama + standart sapma (n = 3) gosterildi.)

Bal uygulamalar1 kontrole kiyasla hiicre canliligin1 doza baglh sekilde azaltti. Bu
uygulamalarda her iki zaman dilimi i¢inde sadece %15 ve %20 dozlar1t TMZ’den
anlamli derecede daha sitotoksik etki gosterdi (Sekil 34).
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Sekil 34. Kontrol, Bal, TMZ ve Bal-TMZ grup dozlar1 ile 24 (A) ve 48 (B)
inkiibasyondan sonraki U-87 MG ‘nin % canliligi. Kontrol — (1), Temozolomid (2-
TMZ 20 uM), Bal (%S5, %10, %15, %20) Temozolomid ile uygulanan Bal (%5 Bal +
TMZ 20 uM, %10 Bal + TMZ 20 uM, %15 Bal + TMZ 20 uM, %20 Bal + TMZ 20
uM) Sonuglar, kontrol yiizdesi olarak sunuldu. (A)/(B); * p <0.05, ** p <0.01 *** p
<0.001, vs. kontrol; #p <0.05, *#p <0.01, #p <0.001, vs. TMZ; 4 p <0.05,4 4 p
<0.01, 4 4 4 p<0.001, vs. Bal.

Tiim istatistiksel analizler Student-t testi kullanilarak yapildi. Ortalama + standart
sapma (n = 3) gosterildi.
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24. ve 48. saatteki Bal+TMZ kombinasyonlarindan sadece %20 dozunun TMZ’den
daha sitotoksik oldugu saptandi. %5 bal dozunun 24. saatinde, TMZ’ye oranla hiicre
canliliginda anlaml bir artis gozlemlendi. Bu durum ayni sekilde 48. saatin %5 ve
%10 Bal-TMZ dozunda goriildii ve bu dozlar TMZ’ye kiyasla hiicre canliliginda
anlaml bir artisa neden oldu.

Bal ve Bal+ TMZ kombine etkisi karsilastirildiginda 24. saat i¢in %15 ve %20, 48. saat
icin %10, %15 ve %20 bal dozlar1 ayn1 konsantrasyonlarin bal-TMZ kombine doz
uygulamasina oranla anlamli derecede hiicre canliligini azaltt1.

4.2. Bal ve Bal-TMZ kombine tedavisinin Apoptoz iliskili genlerde mRNA
ekspresyonu iizerindeki etkisinin arastirilmasi

Calismamizin RT-qPCR kisminda anti-apoptotik (Bcl-2, Bcl-xL) ve pro-apoptotik
(Bad, Bax) gen ekspresyonlarinin; Kontrol, Bal, TMZ ve Bal-TMZ gruplar
varligindaki degisimleri arastirildi.

4.2.1. Bal ve Bal+TMZ Uygulamasinin U-118 MG Hiicre Hattina Etkisi

Kontrol, Bal, TMZ ve Bal-TMZ grup dozlariyla muamele edilen U-118 MG
hiicrelerinin Bcl-2, Bcl-xL, Bad ve Bax gen ekspresyon seviyeleri ve istatistiksel
analizi Sekil-35’te gosterildi. Bcl-2 gen ekspresyonunun her ii¢ grup igin de
istatistiksel olarak anlamli bir degisim gostermedigi tespit edildi (Sekil 35.(A)). Bax
gen ekspresyon seviyesinde ise; kontrole gore, bal ve Bal+TMZ gruplarinda anlaml
bir artig saptandi. Gruplar arasi karsilastirmada balin Bal+TMZ grubuna oranla Bax
ekspresyon seviyesini arttirdigi gozlendi. (Sekil 35.(B)).

Bad gen ekspresyonu kontrole gore, TMZ grubunda anlamli bir degisiklik
gostermezken; bal ve Bal+TMZ gruplarinda hem kontrole hem TMZ’ ye gore anlamli
derecede artis oldugu saptandi. Bcl-xL gen ekspresyonunda ise sadece Bal+ TMZ
grubu, kontrole gore anlamli bir azalma gosterdi.
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Sekil 35. Kontrol, Bal, TMZ ve Bal-TMZ grup dozlari ile 48 saat boyunca tedavi
edilen U-118 MG hiicre serisi iizerinde anti-apoptotik (Bcl-2, Bcl-xL) ve pro-apoptotik
(Bad, Bax) genlerinin RT-PCR analizi: (A) /Bcl-2, (B)/Bax, (C)/Bad ve (D)/Bcl-
xL. A/B/C/D; * p <0.05, ** p <0.01 *** p <0.001, vs. kontrol; #p <0.05, #p
<0.01, **p <0.001, vs. TMZ; 4 p <0.05, 4 4 p <0.01, 4 4 4 p <0.001, vs. Bal; Tiim
istatistiksel analizler Student-t testi kullanilarak yapildi. Ortalama + standart sapma

(n = 3) gosterildi.
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4.2.2. Bal ve Bal-TMZ Uygulamasinin T98G Hiicre Hattina Etkisi

Kontrol, Bal, TMZ ve Bal-TMZ grup dozlariyla grup dozlariyla muamele edilen T98G
hiicrelerinin Bcl-2, Bcl-xL, Bad ve Bax gen ekspresyon seviyeleri ve istatistiksel
analizi Sekil-36’de gosterildi.

Bcl-2 gen ekspresyonu, bal uygulanan grupta anlamli bir sekilde azalirken Bax
ekspresyonun arttig1 gézlendi. Baldaki Bax gen ekspresyonunun artisi, diger gruplara
oranla istatiksel olarak anlamli derecedeydi (Sekil 36 (A), (B))
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Sekil 36: Kontrol, Bal, TMZ ve Bal-TMZ grup dozlar ile 48 saat boyunca tedavi
edilen T98G hiicre serisi lizerinde anti-apoptotik (Bcl-2, Bcl-xL) ve pro-apoptotik
(Bad, Bax) genlerinin RT-PCR analizi:(A) /Bcl-2, (B)/Bax, (C)/Bad ve (D)/Bcl-
xL. A/B/C/D; * p <0.05, ** p <0.01 *** p <0.001, vs. kontrol; #p <0.05, #p
<0.01, #p <0.001, vs. TMZ; 4 p <0.05, 4 4 p <0.01, 4 4 4 p <0.001, vs. Bal; Tiim
istatistiksel analizler Student-t testi kullanilarak yapildi. Ortalama + standart sapma
(n = 3) gosterildi.
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Bad gen ekspresyonunun her {i¢ grup i¢in de istatistiksel olarak anlamli bir degisim
gostermedigi tespit edildi (Sekil 36 (C)). Anti-apoptotik Bcl-xL gen ekspresyonunda
ise kontrole oranla balda anlamli bir azalma go6zlenirken Bal+TMZ grubunda
ekspresyon artis1 gozlendi.

4.2.3. Bal ve Bal-TMZ Uygulamasinin U-87 MG Hiicre Hattina Etkisi

Kontrol, Bal, TMZ ve Bal-TMZ grup dozlariyla muamele edilen T98G hiicrelerinin
Bcl-2, Bel-xL, Bad ve Bax gen ekspresyon seviyeleri ve istatistiksel analizi Sekil-
37°de gosterildi.

Anti apoptotik Bcl-2 gen ekspresyonu, sadece TMZ ve Bal+TMZ gruplarinda
istatiksel olarak anlamli bir diisiis gosterdi (Sekil 37 (A)). Bu degerlere paralel olarak
Bax gen ekspresyonu TMZ ve Bal+TMZ gruplarinda kontrole oranla artig gosterdi.
(Sekil 37 (B)).
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Sekil 37: Kontrol, Bal, TMZ ve Bal-TMZ grup dozlar ile 48 saat boyunca tedavi edilen U-87 MG hiicre
serisi lizerinde anti-apoptotik (Bcl-2, Bcl-xL) ve pro-apoptotik (Bad, Bax) genlerinin RT-PCR
analizi:(A) /Bcl-2, (B)/Bax, (C)/Bad ve (D) Bcl- xL. A/B/C/D; * p <0.05, ** p <0.01 ***, p <0.001, vs.
kontrol; #p <0.05, #p <0.01, #¥p <0.001, vs. TMZ; 4 p <0.05, 4 4 p <0.01, 4 4 4 p <0.001, vs. Bal;
Tiim istatistiksel analizler Student-t testi kullanilarak yapildi. Ortalama + standart sapma (n = 3)
gosterildi.

Bad gen ekspresyonunda ise sadece Bal+TMZ grubu hem kontrole hem de diger
gruplara gore anlamli derecede bir artis gosterdi (Sekil 37 (C)). Bu grubun, pro-
apoptotik Bcl-xL gen ekspresyon analizinde de kontrole ve bala gore anlamli derecede
azaldig1 goriildi.

4.3. Bal ve Bal-TMZ kombine tedavisinin Apoptoz iliskili genlerde protein
ekspresyonu iizerindeki etkisinin arastirilmasi

Calismamizda, kullandigimiz Kontrol, Bal, TMZ ve Bal+TMZ grup dozlariyla
uygulamalarimin ilgili sinyal yolaklar1 icin islevsel olup/olmadigini goéstermek
amaciyla GBM hiicrelerindeki uyarici ve inhibe edici etkileri arastirildi. ERK1/2, Bcl-
2, ve Bax total protein ekspresyonlari, bu proteinler i¢in spesifik olan antikorlar
kullanilarak Western Blot yontemiyle analiz edildi. Ayrica tiim blotlarda yiikleme
kontrolii olarak B-Actin kullanildi. ImageJ yazilim siirimii analizler i¢in kullanild1.
Protein seviye farkliliklarinin istatistiksel anlamliligi, Graphpad Prism 7.0 yaziliminda
Student t-testi kullanilarak belirlendi. Veriler ortalama + standart sapma olarak verildi
ve tim deneyler li¢ kez tekrarlandi.

4.3.1. Bal ve Bal-TMZ Uygulamasinin U-118 MG Hiicre Hattina Etkisi

Kontrol, Bal, TMZ ve Bal-TMZ grup dozlartiyla muamele edilen U-118 MG
hiicrelerinin Bax, Bcl-2 ve PERK/ERK protein ekspresyon diizeyleri ve istatistiksel
analizi Sekil-38’te gosterildi. Bal eklenen grupta; U-118 MG hiicrelerinde ERK1/2
ekspresyon diizeyinin gruplar arasi benzer oldugu anti-ERK1/2 antikoru ile gosterildi.
Bal ve TMZ uygulamasi sonucu ERK1/2 fosforilasyonunun anlamli derecede
baskilandigi anti-phospho-ERK1/2 antikoru kullanilarak ortaya konuldu (Sekil 38

(D).
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Sekil 38: Kontrol, Bal, TMZ ve Bal-TMZ grup dozlar1 ile 48 saat boyunca tedavi edilen U-118 MG
hiicre serisi lizerindeki etkinin Bax, Bcl-2 ve ERK antikorlariyla Western Blot yontemiyle incelenmesi.
PERK yogunlugunun densitometri analizi, toplam ERK (D) seviyesine bir oran olarak
sunuldu. C/D/E; * p <0.05, ** p <0.01 *** p <0.001, vs. kontrol; #p <0.05, *p
<0.01, #p <0.001, vs. TMZ; 4 p <0.05, 4 4 p <0.01, 4 4 4 p <0.001, vs. Bal; tiim
istatistiksel analizler Student-t testi kullanilarak yapildi. Ortalama + standart sapma
(n = 3) gosterildi.
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U-118 MG hiicrelerinde Bcl-2, Bax protein ekspresyon diizeyinin gruplar arasi benzer
oldugu goriilmiistiir.

4.3.2. Bal ve Bal+TMZ Uygulamasinin T98G Hiicre Hattina Etkisi

Kontrol, Bal, TMZ ve Bal-TMZ grup dozlariyla muamele edilen T98G hiicrelerinin
Bax, Bcl-2 ve PERK/ERK protein ekspresyon diizeyleri ve istatistiksel analizi Sekil-
39’da gosterildi.

TMZ ve Bal+TMZ eklenen gruplarda; T98G hiicrelerinde ERK1/2 ekspresyon
seviyesinin gruplar arasi benzer oldugu anti-ERK1/2 antikoru ile gosterildi. TMZ ve
Bal+TMZ wuygulamast sonucu ERKI1/2 fosforilasyonunun anlamli derecede
baskilandigi anti-phospho-ERK1/2 antikoru kullanilarak ortaya konuldu (Sekil 39
(D)). Bal grubunda ERK1/2 fosforilasyonda azalma goriildi anca bu azalma
istatistiksel olarak anlamli degildi.
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Sekil 39:Bal, TMZ ve Bal+ TMZ ile 48 saat boyunca tedavi edilen T98G hiicre serisi
tizerindeki etkinin Bax, Bcl-2 ve ERK antikorlariyla Western Blot yontemiyle
incelenmesi.PERK yogunlugunun densitometri analizi, toplam ERK (D) seviyesine bir
oran olarak sunuldu. C/D/E; * p <0.05, ** p <0.01 *** p <0.001, vs. kontrol; #p
<0.05, #p <0.01, #*p <0.001, vs. TMZ; 4 p <0.05, 4 4 p <0.01, 4 4 4 p <0.001, vs.
Bal; tiim istatistiksel analizler Student-t testi kullanilarak yapildi. Ortalama + standart
sapma (n = 3) gosterildi

Bcl-2 ve Bax ekspresyon seviyesinin TMZ ve Bal+ TMZ gruplar arasi benzer oldugu
buna bagl olarak istatistiksel olarak anlam farki olmadig1 saptanmistir. Ote yandan,
bal uygulamasi; Bax ekspresyon seviyesini anlamli sekilde indiiklerken ve Bcl-2’nin
ekspresyon seviyesinde anlamli derecede baskilamistir (Sekil 39 (A), (C), (E)).
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4.3.3. Bal ve Bal+TMZ Uygulamasinin U-87 MG Hiicre Hattina Etkisi

Kontrol, Bal, TMZ ve Bal-TMZ grup dozlariyla muamele edilen U-87 MG
hiicrelerinin Bax, Bcl-2 ve PERK/ERK protein ekspresyon seviyesi ve istatistiksel

analizi Sekil-40’ta gosterildi.

Bal ve Bal+TMZ uygulanan gruplarda; U-87 MG hiicrelerinde ERK1/2 ekspresyon
seviyelerinin gruplar arasi benzer oldugu anti-ERK1/2 antikoru ile gosterildi. Ancak
TMZ uygulamasi sonucu ERK1/2 fosforilasyonunun anlamli derecede indiiklendigi
anti-phospho-ERK1/2 antikoru kullanilarak ortaya konuldu (Sekil 40 (D)).
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Sekil 40. Kontrol, Bal, TMZ ve Bal-TMZ grup dozlar ile 48 saat boyunca tedavi
edilen U-87 MG hiicre serisi iizerindeki etkinin Bax, Bcl-2 ve ERK antikorlariyla
Western Blot yontemiyle incelenmesi. PERK yogunlugunun densitometri analizi,
toplam ERK (D) seviyesine bir oran olarak sunuldu. C/D/E; * p <0.05, ** p <0.01 ***,
p <0.001, vs. kontrol; #p <0.05, *p <0.01, **p <0.001, vs. TMZ; 4 p <0.05,4 4 p
<0.01, 4 4 4 5 <0.001, vs. Bal; tiim istatistiksel analizler Student-t testi kullanilarak
yapildi. Ortalama + standart sapma (n = 3) gosterildi

Bal+ TMZ uygulamasi Bax protein ekspresyon seviyesini indiiklerken, Bcl-2 protein
seviyesini anlamli derecede baskiladi. TMZ, bal gruplarinda Bax protein ekspresyon
seviyesinde istatistiksel olarak bir fark bulunmazken, TMZ grubu Bcl-2
ekspresyonunu anlamli derecede baskiladi.
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Bal

Bal+

4.4 Bal ve Bal+TMZ Uygulamasinin Migrasyon Etkisi

4.4.1. Bal ve Bal-TMZ Uygulamasinin U-118 MG Hiicrelerinde Migrasyona Etkisi

15.saat

Kontrol

T™MZ

T™MZ

Sekil 41: Kontrol, Bal, TMZ ve Bal-TMZ grup dozlariyla muamele edilen U-118 MG
hiicrelerinin migrasyon goriintiileri
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Sekil 42: Yara iyilesme protokolii ile hiicre gogiiniin istatistiksel analizi B) * p <0.05,
** p <0.01 ***, p <0.001, vs. kontrol; #p <0.05, *#p <0.01, #*p <0.001, vs. TMZ; 4 p
<0.05,4 4 p <0.01, SRAYL p <0.001, vs. Bal; tiim istatistiksel analizler Student-t testi
kullanilarak yapildi. Ortalama + standart sapma (n = 3) gosterildi.

U118-MG hiicre hattinda IC50 Bal+TMZ doz uygulamasi, kontrole oranla migrasyonu
inhibe etti. Bal ve TMZ doz uygulamalar1 ise hem kontrole hem Bal+TMZ doz
uygulamalarina oranla daha gii¢lii migrasyonu azaltt1.
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4.4.2. Bal ve Bal-TMZ Uygulamasinin T98G MG Hiicrelerinde Migrasyona Etkisi

0. saat 15.saat

Bal Kontrol

T™Z

Bal+
T™MZ

Sekil 43: Kontrol, Bal, TMZ ve Bal-TMZ grup dozlariyla muamele edilen T98G
hiicrelerinin migrasyon goriintiileri
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Sekil 44: Yara iyilesme protokolii ile hiicre gogiiniin istatistiksel analizi (B) * p <0.05,
** pn <0.01 ***, p <0.001, vs. kontrol; #p <0.05, *#p <0.01, #*p <0.001, vs. TMZ; 4 p
<0.05, 4 4 p <0.01, 4 4 4 p <0.001, vs. Bal; tiim istatistiksel analizler Student-t testi
kullanilarak yapildi. Ortalama + standart sapma (n = 3) gosterildi.

T98G hiicre hattinda IC50 Bal+TMZ uygulamasi biitiin gruplardan anlamli
derecede migrasyonu inhibe etti.

4.4.3. Bal ve Bal-TMZ Uygulamasinin U-87 MG Hiicrelerinde Migrasyona Etkisi

15.saat

Kontrol

Bal
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Sekil 45: Kontrol, Bal, TMZ ve Bal-TMZ grup dozlariyla muamele edilen U-87 MG hiicrelerinin
migrasyon goriintiileri
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Sekil 46:Yara iyilesme protokolii ile hiicre go¢liniin istatistiksel analizi(B) * p <0.05, ** p <0.01 ***, p
<0.001, vs. kontrol; #p <0.05, #p <0.01, ##p <0.001, vs. TMZ; 4 p <0.05, 4 4 p<0.01, 4 4 4 p <0.001,
vs. Bal; tiim istatistiksel analizler Student-t testi kullanilarak yapildi. Ortalama + standart sapma (n =
3) gosterildi.

Bal, TMZ ve Bal+TMZ doz uygulamalarimin hepsi kontrole oranla U-87 MG
hiicrelerinde migrasyonu inhibe ederken, Bal+TMZ doz uygulamasi baldan ve
TMZ’den daha fazla migrasyonda azalma sagladi.
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S.TARTISMA

GBM, yetiskinlerde primer astrositik beyin timdrlerinin en malign formudur. GBM' li
hastalar genellikle cerrahi, radyoterapi ve kemoterapi kombinasyonlarindan olusan
ancak medyan sagkalim siiresi bir yildan az olan bir tedavi goriirler. TMZ, GBM'li
hastalar i¢in en sik kullanilan ilagtir ve bu ilacin prognozu iyilestirdigi kanitlanmigtir
(50). Son zamanlarda, kanser veya diger kronik rahatsizliklardan muzdarip bir¢ok
hasta, dogal iiriinler ve alternatif tibbin kullanimim arastirmaktadir. Bal, bir¢ok eski
kiiltiir tarafindan iyilestirici 6zellikleriyle taninmistir ve son zamanlarda bir anti-
kanser ajani olarak arastirilmistir. Ballarin anti-kanser aktivitesi mesane kanseri
Manitoba, renal hiicreli karsinom, insan meme kanseri hiicresi ve murin melanom

hiicresi i¢in analiz edilmistir (83).

Bu ¢alismada, glioblastoma U-87 MG, U-118 MG, T98G hiicre hatlarinin biiylimesi
tizerine Bal ve Bal+ TMZ kombine uygulamasmin etkisini arastirdik. Kemoterapi
sirasinda hastalar, dogal takviyelerle kendi kendine ila¢ tedavisine ihtiyag
duyabilmektedir. Bazi1 diyet takviyelerinin antikanser ilaglarinin aktivitesini
bozabilecegini gosteren veriler vardir. Bu nedenle, onkojenik hastalar tarafindan
kemoterapotiklerin ve halk ilaglart iirtinlerinin ayn1 anda alinmasi tedavinin etkilerinin
kotiilesmesine yol agabilir (92). Bu tiir dogal bilesenler, hiicre kiiltiir (glioblastoma,
noronal hiicreler) deneylerinde yaygin olarak kullanilmaktadir (82,83,93).
Caligmamizin ana fikri, yaygin olarak tiiketilen dogal bir {iriin olan balin, glioma
tedavisinde onaylanmis bir ilag olan TMZ ile etkilesime girip girmedigini dogrulamak
ve ek olarak balin Glioblastoma tedavisindeki roliinii aydinlatmaktir. Alkilleyici bir
ajan olan TMZ, DNA’nin en kritik bolgesindeki guanin ’in O6 pozisyonuna metil
grubu ekleyerek hasar olusturur. Bu hasarlar kanser hiicrelerinin G2/M hiicre

dongiistiniin durdurulmasini saglayarak apoptoza yol agar (61).
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TMZ, hiicre dongiisii asamasindan bagimsiz bir sekilde hiicreler lizerinde etki eder
(62), DNA lezyonlar1 iretir ve metil guanin (O6-MG) eklentisinin TMZ
sitotoksisitesinde onemli bir rol oynadig1 diisliniiliir. TMZ'ye karsi glioblastoma
multiform (GBM) direncinden sorumlu ana enzim, DNA'dan metil eklentilerini alan
06-MG-DNA metiltransferazdir (MGMT). MGMT gen promotoriit GBM hiicrelerinde
tamamen metillenmesine ve proteinin saptanamayan diizeyde kalmasina ragmen bu

hiicreler TMZ'ye kars1 kismi bir direng gosterir (49).

Bal ile tedavi edilen GBM hiicre hatlarinda, canliligin konsantrasyona ve zamana bagh
azalma gosterdigini bulduk. Benzer sonuglar U-87 MG glioblastoma hiicre hatlarinda
Heterotrigona itama sp. ar tiiriinden elde edilen balin antiproliferatif 6zelliklerini
arastiran Seerangan ve arkadaslari tarafindan da elde edilmistir (83). Arastirmalar,
balin hiicre dongiisii inhibisyonu ve apoptoz gibi mekanizmalarla kanser hiicresi
biiylimesinde bir azalmaya neden oldugunu gostermektedir. Ancak balin etkileri hiicre
ve kanser tipine ayrica balin iiretildigi cografi bolgenin florast ve kosullarina gore
degisiklik gosterebilir (94). 2013 yilinda yapilan bir ¢alismada; akasya balinin etkisi
biiyiik hiicreli akciger kanseri (NCI-H460) hiicre hattinda c¢alisilmis ve balin GO/G1
fazin1 durdurarak hiicre proliferasyonunu inhibe ettigi,ve ayrica doza bagl olarak p53
ve Bcl- 2 ekspresyonunu baskiladigi bildirilmistir (95). Maria ve arkadaslari propolisin
etanolik 6ziitiiniin, U-87 MG hiicre proliferasyonunu engellemek i¢in Temozolomid
(TMZ) ile etkilesime girip girmedigini arastirmig ve sonug olarak hem TMZ hem de
propolis ile tedavi edilen U-87 MG hiicrelerinin canlihiginda konsantrasyona ve
zamana bagli azalma bulundugunu bildirmislerdir (90). Biz bu ¢alismada, balin ¢esitli
mekanizmalarla U-87 MG, U-118 MG, T98G hiicre canliligini azalttigini gosterdik.
U-118 MG, U-87 MG ve T98G hiicre hatlarimin {igiinde de Bal+ TMZ gruplarinda
sadece doza bagimli sitotoksik etki gdzlemlendi. Ek olarak, bu ¢ hiicre hattindan U-
118 MG ve U-87 MG bal gruplart doza ve zamana bagh azalma gosteren hiicreler
olarak belirlendi.

T98G ve U-87 MG hiicre hatlarinda %5 bal-TMZ dozu, %5 baldan daha o6ldiiriicti bir
etki gostererek bal ve TMZ arasinda sinerjik bir etki olabilecegini diistindiirdi. Diger
dozlarin anlaml verilerinde ise ii¢ hiicre hattinda da balin toksisitesi bal+TMZ doz

gruplarindan daha toksik olarak tespit edildi.
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Balin TMZ anti-kanser aktivitesinin etki mekanizmanin ¢ok sayida bileseni olmasi
nedeniyle bu sonucun mekanizmasinin acgiklanmasi zordur. Quercetin, CAPE veya
chrysin gibi birgok aktif madde balin sitotoksik etkisine dahil olabilir ve bunlarin ¢ogu

heniiz tam olarak test edilmemistir (96).

Balin ¢esitli mekanizmalarla U-118 MG, T98G ve U-87 MG, hiicre canliligimi
azalttigin1 molekiiler mekanizmalarla gosterdik. T98G hiicre hattinda, %11.57 (IC50)
bal uygulanan dozda, pro-apoptotik Bax’in mRNA ve protein ekspresyonunun artisi
mitokondriyal yolak aracilig1 ile apoptozu indiiklendi. Bu bulgu anti-apoptotik Bcl- 2
proteininin MRNA ve protein ekspresyonunun azalmasi ile desteklendi. Apoptozun
mekanizmalari, enerjiye bagli bir molekiiler olaylar dizisini igeren oldukca karmasik
ve cok yonliidiir. Bugiine kadar arastirmalar, iki ana apoptotik yol oldugunu
gostermektedir: digsal veya 6lim reseptér yolu ve igsel veya mitokondriyal yol.
Ancak, artik iki yolun baglantili olduguna ve bir yoldaki molekiillerin digerini
etkileyebilecegine dair kanitlar vardir. Arastirmacilar T-hiicresi aracili sitotoksisiteyi
ve hiicrenin perforin-granzime bagli olarak o6ldiiriilmesini igeren ek bir yol
tanimlamislardir. Perforin/granzim yolu, granzim B veya granzim A yoluyla apoptozu

indiikleyebilir (67).

Ek olarak, %16.92 Bal+TMZ ve 20 uM TMZ doz uygulanan T98G hiicrelerinde
hayatta kalim iliskili ERK sinyal yolagi baskilandi. RAF/MEK/ERK sinyal yolu hiicre
cogalmasi, farklilagmasi, hareketliligi ve hayatta kalmasi ile 6rneklendigi gibi ¢esitli
hiicresel siirecleri diizenler. Siireye, biiyiikliigiine ve hiicre alt1 lokalizasyonuna bagl
olarak, ERK aktivasyonu, cogalma, go¢, farklilasma ve Oliim gibi ¢esitli hiicre
yanitlarint kontrol eder (97) ve diizensiz aktivitesi birgok kanserin ayirt edici
ozelligidir. Bu nedenle, ERK yolunun bilesenleri ve diizenleyicileri, kanser i¢in
potansiyel terapotik hedefler olarak kabul edilir (98). Bunu yaninda, anti-kanser
ozelliklerine sahip ¢esitli bilesiklerin, ERK aktivasyonuna bagli bir sekilde apoptozu
indiikleyebildigi de gosterilmistir (99).
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U-118 MG hiicrelerinde %17,30 (IC50) Bal+TMZ uygulamasinda pro-apoptotik Bax
mRNA seviyesi ve protein ekspresyonunda artig gézlendi, ancak sonuglar istatistiksel
olarak anlamli degildi. Bu durum; balin, U-118 MG hiicrelerindeki toksikligini
mitokondriyal yolak disinda bir yolagi etkileyerek saglamasiyla agiklanabilir. Ayni
zamanda %6,9 bal ve 20 uM TMZ uygulanan gruplarda ise hayatta kalim iliskili ve
GBM de ilag¢ direncinde 6nemli rol oynayan ERK sinyal yolagi baskilandi. U-87 MG
hiicrelerinde %19,09 Bal+TMZ uygulanan kombinasyon dozu sinerjistik etki
gostererek pro-apoptotik Bax’in hem mRNA hem de protein ekspresyonunda anlamli
derecede artis saglarken anti-apoptotik Bcl-2° nin mRNA ve protein ifadesini
sinerjistik olarak azaltt1. U-87 MG hiicrelerinin 20 uM TMZ dozunda ise ERK protein

ekspresyonu anlamli derecede artis gosterdi.

Migrasyon deneylerinde U-118 MG, T98G ve U-87 MG hiicrelerinin hepsinde IC50
Bal+TMZ dozu uygulamalart hiicre gégiinii anlamli derecede inhibe etmistir. U-118
MG ve U-87 MG hiicrelerinde ise sadece IC50 bal uygulamalarinda kontrole oranla
migrasyonda azalma gostermistir. T98G ve U-118 MG hiicre hatlarinda Bal+TMZ
doz uygulamasit TMZ’den anlamli derecede migrasyonu azaltmistir. Borawska ve
arkadaslari, ar1 irlinlerinin kullanimiin U-87 MG’de TMZ'in sitotoksik etkisini
arttirdigl, ek olarak kanser invazyonunda 6nemli rol oynayan MMP-9 ve MMP-2
sekresyonunda Onemli bir azalis gerceklestirdigi goOstermistir. Bu deneylerde
literatiirle uyumlu olarak, U-87 MG hiicrelerinin bal ve Bal+TMZ doz uygulamasinda

migrasyonun azaldig1 saptanmustir.

GMB tedavisinde kullanilan invaziv yontemler, kemoterapi ilaclarinin yan etkileri ve
direng gelistirme potansiyelleri géz oniine alindiginda alternatif dogal terapdtik
molekiillerin potansiyel kullanimi GBM tedavisinde degerlidir. Diyetle alinan dogal
bilesikler bu konuda umut verici adaylar olusturmaktadir; kanser karsiti etkiler de dahil
olmak tizere genis kapsamli biyolojik ozelliklere sahiptirler (100). Bu bilesikler
arasinda Balda bulunan flavonoidler- polifenolik bitki ikincil metabolitleri- ilgi
cekicidir. Flavonoidler kemosensitizasyon, metabolik modiilasyon, metastatik
inhibisyon ve apoptotik indiiksiyon yoluyla anti-kanser etkileri gdsterir. Kanitlanmis
aktivitelere dayanarak, balda da bulunan flavonoidler, terap6tik anti-kanser ilaglarina

GBM hiicre tepkilerini modiile etmede biiylik potansiyele sahiptir (100).
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Sekil 47 “de goriildiigii tizere dogal molekiillerin GBM {izerinden birgok rolii ve etkisi

vardir. Bu nedenle, ¢ok faktorlii aktivitenin kanser iizerinde daha karmasik bir etki

yaratabilecegi diisiiniildiiglinden, balin tek tek bilesenleriyle calismak daha etkin

sonug verecektir.
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Sekil 47: GBM' de dogal maddeler tarafindan modiile edilen ana yollar.EtKili
kemoterapotik maddeler, apoptoz ve otofaji yoluyla hiicre Oliimiinii arttirir ve
proliferasyon, hiicre dongiisti ilerlemesi, tiimor metabolizmasi (Warburg etkisi),
anjiyogenez, istila ve metastaz, néro inflamasyon ve kemo rezistans ile ilgili hiicre igi
mekanizmalari inhibe eder (101).
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6. SONUC VE ONERILER

GBM, yiiksek oranda tiimorojenik, oldiiriicii ve hala tedavisi zor birincil beyin
tiimdrleridir. Kemoterapi, radyoterapi, immiinoterapi ve cerrahi gibi kanser tedavileri
yillardir kanserin ilerlemesini baskilamak i¢in kullanilsa da zayif ¢oziiniirliik, diisiik
stabilite, sinirli biyolojik dagilim, metabolizma, kemo rezistans ve toksisite nedeniyle
kanser tedavisi hala siklikla basarisiz olmaktadir. Bu nedenle, dogal bilesiklerin
kanserdeki etkilerinin kesfedilmesi, dogal bilesikler dahil olmak iizere antikanser
ajanlarin zayif biyoyararlaniminin iistesinden gelmek i¢in nanoteknolojiler, GBM ve
diger sinir sistemi hastaliklar i¢in alternatif veya etkili tedavilerin gelistirilmesine
katkida bulunur. Biyoaktif molekiiller, anti-inflamatuar, anti-kanser ve serbest radikal
stiptiriicli etkilere sahiptir. Kanserde etkinligi kanitlanmis biyoaktif molekiilleri nano
tasiyici ilag tastyicilarina entegre etmek, dagitimi ve biyoyararlanimi arttirmak, yan
etkileri en aza indirerek ve boylece hayatta kalanlarin yasam kalitesini artirarak malign
glioma hiicrelerini yok etmek i¢in sasirtict bir teknik olabilir. Bir¢ok dogal bilesik
igeren balin antiproliferatif aktivitesi, GBM tedavisi i¢in bir kemoterapotik ajan olarak
yeni ve potansiyel bir aday saglayabilir. Ek olarak Bal-TMZ kombinasyonunun
caligilan ¢ hiicre tipinde de farkli patern gdstermesine dayanarak, hiicre spesifik
tedaviler goz oniine alinabilmektedir. Bunun yaninda bu ii¢ hiicre tipinin Bal-TMZ
kombinasyonuyla anti apoptotik-pro apoptotik mRNA-protein profillerinin
cikarilmasi ileriki ¢alismalar ig¢in 6n bilgi saglayacaktir. Balin igerigi polifenol,
vitamin ve mineral gibi birgok madde igermektedir (76). Bir sonraki ¢alismada bu
baskilayict1  6zelligi  sergileten alt bilesenler c¢alisilip, mekanizmalarinin
aydinlatilmasina katki sunmayi hedefliyoruz. Sonug olarak dogal ar1 balini, beyin

tiimorleri i¢in umut verici bir dogal bilesik kaynagi ve diyet {irlinii olarak dneriyoruz.

85



7. Kavnakca;

10.

11.

Ludwig PE, Reddy V, Varacallo M. Neuroanatomy, Central Nervous System
(CNS). StatPearls. 2022.

Brodal P. The Central Nervous System: Structure and Function. 4th editio.
Oxford University Press; 2010. 165-180 p.

Lindsay M. Biga, Sierra Dawson, Amy Harwell, Robin Hopkins, Joel
Kaufmann, Mike LeMaster, Philip Matern, Katie Morrison-Graham DQ& JR.
Anatomy, Physiology,Chapter 12.1 Structure and Function of the Nervous.
2021.

Miller C. 8.2 Introduction to the Nervous System. In: Collins D, editor. Human

Anatomy and Physiology. Thompson Rivers University; 2021.

Berne, Robert M.;Levy, Matthew N.;Koeppen, Bruce M. M.D.;Stanton BA.
Physiology. 4th editio. Moshy Inc; 1998. 81-82 p.

Fields RD. Glial Cells. In: Encyclopedia of Human Behavior. Elsevier; 2012.
p. 255-60.

Li H, Luo Y, Zhu L, Hua W, Zhang Y, Zhang H, et al. Glia-derived exosomes:
Promising therapeutic targets. Life Sci. 2019 Dec;239:116951.

Bruce Blaus. Types of glia. Queensland Brain Institute. 2013.

Kimelberg HK, Nedergaard M. Functions of astrocytes and their potential as
therapeutic targets. Neurotherapeutics. 2010 Oct;7(4):338-53.

Guttenplan KA, Liddelow SA. Astrocytes and microglia: Models and tools. J
Exp Med. 2019 Jan;216(1):71-83.

Glushakova OY, Glushakov A V., Mannix R, Miller ER, Valadka AB, Hayes
RL. The Use of Blood-Based Biomarkers to Improve the Design of Clinical
Trials of Traumatic Brain Injury. In: Handbook of Neuroemergency Clinical
Trials. Elsevier; 2018. p. 139-66.

86



12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

Nichols NR, Day JR, Laping NJ, Johnson SA, Finch CE. GFAP mRNA
increases with age in rat and human brain. Neurobiol Aging. 1993
Sep;14(5):421-9.

Oberheim NA, Takano T, Han X, He W, Lin JHC, Wang F, et al. Uniquely
Hominid Features of Adult Human Astrocytes. J Neurosci. 2009
Mar;29(10):3276-87.

Uwechue NM, Marx M-C, Chevy Q, Billups B. Activation of glutamate
transport evokes rapid glutamine release from perisynaptic astrocytes. J Physiol.
2012 May;590(10):2317-31.

Tabata H. Diverse subtypes of astrocytes and their development during

corticogenesis. Front Neurosci. 2015 Apr;9.

Vasile F, Dossi E, Rouach N. Human astrocytes: structure and functions in the
healthy brain. Brain Struct Funct. 2017 Jul;222(5):2017-29.

Bellot-Saez A, Kékesi O, Morley JW, Buskila Y. Astrocytic modulation of
neuronal excitability through K + spatial buffering. Neurosci Biobehav Rev.
2017 Jun;77:87-97.

Andriezen WL. The Neuroglia Elements in the Human Brain. BMJ. 1893
Jul;2(1700):227-30.

Colombo J., Quinn B, Puissant V. Disruption of astroglial interlaminar
processes in Alzheimer’s disease. Brain Res Bull. 2002 Jun;58(2):235-42.

Falcone C, McBride EL, Hopkins WD, Hof PR, Manger PR, Sherwood CC, et
al. Redefining varicose projection astrocytes in primates. Glia. 2022
Jan;70(1):145-54.

Phatnani H, Maniatis T. Astrocytes in Neurodegenerative Disease: Table 1.
Cold Spring Harb Perspect Biol. 2015 Jun;7(6):a020628.

Pustchi SE, Avci NG, Akay YM, Akay M. Astrocytes Decreased the Sensitivity

87



23.

24.

25.

26.

27.

28.

29.

30.

31.

32.

of Glioblastoma Cells to Temozolomide and Bay 11-7082. Int J Mol Sci. 2020
Sep;21(19):7154.

Bergles DE, Richardson WD. Oligodendrocyte Development and Plasticity.
Cold Spring Harb Perspect Biol. 2016 Feb;8(2):a020453.

Koenig AM, Arvanitakis Z, Arnold SE. The Role of Insulin Resistance and
Signaling in Dementia. In: Type 2 Diabetes and Dementia. Elsevier; 2018. p.
143-68.

Waymire JC. Organization of Cell Types. In: Cellular and Molecular
Neurobiology. McGovern Medical School; 2021.

Fancy SPJ, Miller RH. Signaling pathways that regulate glial development and
early migration—oligodendrocytes. In: Patterning and Cell Type Specification
in the Developing CNS and PNS. Elsevier; 2020. p. 867-90.

Brophy PP. Myelination: oligodendrocyte engaging with neurites. 2015.

Davalos D, Akassoglou K, Cardona AE. Microglia. In: Patterning and Cell Type
Specification in the Developing CNS and PNS. Elsevier; 2020. p. 995-1020.

Colonna M, Butovsky O. Microglia Function in the Central Nervous System
During Health and Neurodegeneration. Annu Rev Immunol. 2017
Apr;35(1):441-68.

Ginhoux F, Lim S, Hoeffel G, Low D, Huber T. Origin and differentiation of

microglia. Front Cell Neurosci. 2013;7.

Perry VH, Nicoll JAR, Holmes C. Microglia in neurodegenerative disease. Nat
Rev Neurol. 2010 Apr;6(4):193-201.

MacDonald A, Lu B, Caron M, Caporicci-Dinucci N, Hatrock D, Petrecca K,
et al. Single Cell Transcriptomics of Ependymal Cells Across Age, Region and
Species Reveals Cilia-Related and Metal lon Regulatory Roles as Major

Conserved Ependymal Cell Functions. Front Cell Neurosci. 2021 Jul;15.

88



33.

34.

35.

36.

37.

38.

39.

40.

41.

42.

43.

Ji W, Tang Z, Chen Y, Wang C, Tan C, Liao J, et al. Ependymal Cilia:
Physiology and Role in Hydrocephalus. Front Mol Neurosci. 2022 Jul;15.

Wang X, Zhou Y, Wang J, Tseng I-C, Huang T, Zhao Y, et al. SNX27 Deletion
Causes Hydrocephalus by Impairing Ependymal Cell Differentiation and
Ciliogenesis. J Neurosci. 2016 Dec;36(50):12586-97.

Hesketh R. Introduction to Cancer Biology: A Concise Journey from
Epidemiology through Cell and Molecular Biology to Treatment and Prospects.
United States of America by Cambridge University Press, New York; 1-43 p.

Mun EJ, Babiker HM, Weinberg U, Kirson ED, Von Hoff DD. Tumor-Treating
Fields: A Fourth Modality in Cancer Treatment. Clin Cancer Res. 2018
Jan;24(2):266-75.

Hanahan D, Weinberg RA. Hallmarks of Cancer: The Next Generation. Cell.
2011 Mar;144(5):646-74.

Hanahan D. Hallmarks of Cancer: New Dimensions. Cancer Discov. 2022
Jan;12(1):31-46.

McKinney PA. Brain tumours: incidence, survival, and aetiology. J Neurol

Neurosurg Psychiatry. 2004 Jun;75(suppl_2):ii12—7.

Armstrong TS, Cohen MZ, Eriksen LR, Hickey J V. Symptom Clusters in
Oncology Patients and Implications for Symptom Research in People with
Primary Brain Tumors. J Nurs Scholarsh. 2004 Sep;36(3):197-206.

Shirahata M, Mishima K. [Metastatic Brain Tumors]. Brain Nerve. 2021
Jan;73(1):5-11.

Gritsch S, Batchelor TT, Gonzalez Castro LN. Diagnostic, therapeutic, and
prognostic implications of the 2021 World Health Organization classification

of tumors of the central nervous system. Cancer. 2022 Jan;128(1):47-58.

Lapointe S, Perry A, Butowski NA. Primary brain tumours in adults. Lancet.

89



44,

45.

46.

47.

48.

49.

50.

51.

2018 Aug;392(10145):432-46.

Wen PY, Huse JT. 2016 World Health Organization Classification of Central
Nervous System Tumors. Contin Lifelong Learn Neurol. 2017 Dec;23(6):1531—
47.

Louis DN, Perry A, Reifenberger G, von Deimling A, Figarella-Branger D,
Cavenee WK, et al. The 2016 World Health Organization Classification of
Tumors of the Central Nervous System: a summary. Acta Neuropathol. 2016
Jun;131(6):803-20.

Philips A, Henshaw DL, Lamburn G, O’Carroll MJ. Brain Tumours: Rise in
Glioblastoma Multiforme Incidence in England 1995-2015 Suggests an
Adverse Environmental or Lifestyle Factor. J Environ Public Health. 2018
Jun;2018:1-10.

Korja M, Raj R, Seppd K, Luostarinen T, Malila N, Seppild M, et al.
Glioblastoma survival is improving despite increasing incidence rates: a
nationwide study between 2000 and 2013 in Finland. Neuro Oncol. 2019
Feb;21(3):370-9.

Ostrom QT, Gittleman H, Farah P, Ondracek A, Chen Y, Wolinsky Y, et al.
CBTRUS Statistical Report: Primary Brain and Central Nervous System
Tumors Diagnosed in the United States in 2006-2010. Neuro Oncol. 2013
Nov;15(suppl 2):ii1-56.

Delgado-Lopez PD, Corrales-Garcia EM. Survival in glioblastoma: a review on
the impact of treatment modalities. Clin Transl Oncol. 2016 Nov;18(11):1062—
71.

Grochans S, Cybulska AM, Siminska D, Korbecki J, Kojder K, Chlubek D, et
al. Epidemiology of Glioblastoma Multiforme—Literature Review. Cancers
(Basel). 2022 May;14(10):2412.

Reiter-Brennan C, Semmler L, Klein A. The effects of 2-hydroxyglutarate on
the tumorigenesis of gliomas. Wspotczesna Onkol. 2018;22(4):215-22.

90



52.

53.

54.

55.

56.

57.

58.

59.

60.

Otero,Jos¢ Javier ,Aline Paixao B. Precision Molecular Pathology of
Glioblastoma. 1st Editio. Otero JJ, Becker AP, editors. Cham: Springer
International Publishing; 2021. (Molecular Pathology Library).

Hochberg F, Toniolo P, Cole P. Nonoccupational risk indicators of glioblastoma
in adults. J Neurooncol. 1990 Feb;8(1).

Kuan AS, Green J, Kitahara CM, De Gonzalez AB, Key T, K. Reeves G, et al.
Diet and risk of glioma: combined analysis of 3 large prospective studies in the
UK and USA. Neuro Oncol. 2019 Jul;21(7):944-52.

Ogawa T, Sawada N, lwasaki M, Budhathoki S, Hidaka A, Yamaji T, et al.
Coffee and green tea consumption in relation to brain tumor risk in a Japanese
population. Int J Cancer. 2016 Dec;139(12):2714-21.

Y. Shan F, Castro E, Sybenga A, Mukherjee S, Wu E, Fung K, et al. Molecular
Diagnostics and Pathology of Major Brain Tumors. In: Primary Intracranial
Tumors. IntechOpen; 2019.

Stupp R, Hegi ME, Mason WP, van den Bent MJ, Taphoorn MJ, Janzer RC, et
al. Effects of radiotherapy with concomitant and adjuvant temozolomide versus
radiotherapy alone on survival in glioblastoma in a randomised phase I11 study:
5-year analysis of the EORTC-NCIC trial. Lancet Oncol. 2009 May;10(5):459—
66.

Prabhu VC. A Neurosurgeon Explains: Glioblastoma Multiforme. American

Association of Neurological Surgeons. 2018.

Stevens MFG, Hickman JA, Langdon SP, Chubb D, Vickers L, Stone R, Baig
G, Goddard C. Anti-tumour activity and pharmacokinetics in mice of 8-
(carbamoyl)-3-methyl  imidazo-[5,1-d]-1,2,3,5-tetrazin-4(3H)-one  (CCRG
81045) - a novel drug with potential as an alternative to dacarbazine. Cancer
Res. 1987;47:5846-58.

Nanegrungsunk D, Onchan W, Chattipakorn N, Chattipakorn SC. Current

evidence of temozolomide and bevacizumab in treatment of gliomas. Neurol

91



61.

62.

63.

64.

65.

66.

67.

68.

69.

70.

Res. 2015 Feb:37(2):167-83.

Silber JRR, Bobola MSS, Blank A, Chamberlain MCC. O6-Methylguanine-
DNA methyltransferase in glioma therapy: Promise and problems. Biochim
Biophys Acta - Rev Cancer [Internet]. 2012 Aug;1826(1):71-82. Available
from: https://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0304419X12000029

Michael JS, Lee B-S, Zhang M, Yu JS. Nanotechnology for treatment of
glioblastoma multiforme. J Transl Intern Med. 2018 Oct;6(3):128-33.

Arora A, Somasundaram K. Glioblastoma vs temozolomide: can the red queen
race be won? Cancer Biol Ther. 2019 Aug;20(8):1083-90.

Iranzo J, Martincorena I, Koonin E V. Cancer-mutation network and the number
and specificity of driver mutations. Proc Natl Acad Sci. 2018 Jun;115(26).

Torgovnick A, Schumacher B. DNA repair mechanisms in cancer development
and therapy. Front Genet. 2015 Apr;6.

Jain M V., Paczulla AM, Klonisch T, Dimgba FN, Rao SB, Roberg K, et al.
Interconnections between apoptotic, autophagic and necrotic pathways:
implications for cancer therapy development. J Cell Mol Med. 2013
Jan;17(1):12-29.

Elmore S. Apoptosis: A Review of Programmed Cell Death. Toxicol Pathol.
2007 Jun;35(4):495-516.

Taylor RC, Cullen SP, Martin SJ. Apoptosis: controlled demolition at the
cellular level. Nat Rev Mol Cell Biol. 2008 Mar;9(3):231-41.

Zhao M, Sun J, Zhao Z. Distinct and Competitive Regulatory Patterns of Tumor
Suppressor Genes and Oncogenes in Ovarian Cancer. Semsey S, editor. PL0S
One. 2012 Aug;7(8):e44175.

Porta C, Paglino C, Mosca A. Targeting PI3K/Akt/mTOR Signaling in Cancer.
Front Oncol. 2014 Apr;4.

92



71.

72.

73.

74.

75.

76.

77.

78.

79.

Soleimani A, Rahmani F, Saeedi N, Ghaffarian R, Khazaei M, Ferns GA, et al.
The potential role of regulatory microRNAs of RAS/MAPK signaling pathway
in the pathogenesis of colorectal cancer. J Cell Biochem. 2019
Dec;120(12):19245-53.

Luke JJ, Ott PA, Shapiro GI. The Biology and Clinical Development of MEK
Inhibitors for Cancer. Drugs. 2014 Dec;74(18):2111-28.

Tian T, Li X, Zhang J. mTOR Signaling in Cancer and mTOR Inhibitors in
Solid Tumor Targeting Therapy. Int J Mol Sci. 2019 Feb;20(3):755.

Vaghari-Tabari M, Ferns GA, Qujeq D, Andevari AN, Sabahi Z, Moein S.
Signaling, metabolism, and cancer: An important relationship for therapeutic
intervention. J Cell Physiol. 2021 Aug;236(8):5512-32.

Bucekova M, Jardekova L, Juricova V, Bugarova V, Di Marco G, Gismondi A,
et al. Antibacterial Activity of Different Blossom Honeys: New Findings.
Molecules. 2019 Apr;24(8):1573.

Bogdanov S, Jurendic T, Sieber R, Gallmann P. Honey for Nutrition and Health:
A Review. J Am Coll Nutr. 2008 Dec;27(6):677-89.

Gheldof N, Engeseth NJ. Antioxidant Capacity of Honeys from Various Floral
Sources Based on the Determination of Oxygen Radical Absorbance Capacity
and Inhibition of in Vitro Lipoprotein Oxidation in Human Serum Samples. J
Agric Food Chem. 2002 May;50(10):3050-5.

Shen S, Wang J, Chen X, Liu T, Ma Y, Wang L, et al. [Determination of
flavonoids in honey by solid phase extraction coupled with ultra-performance
liquid chromatography-tandem mass spectrometry method]. Wei Sheng Yan
Jiu. 2020 Mar;49(2):259-66.

Al-Waili NS, Al-Waili FS, Akmal M, Ali A, Salom KY, Ghamdi AA Al. Effects
of natural honey on polymicrobial culture of various human pathogens. Arch
Med Sci. 2014;2:246-50.

93



80.

81.

82.

83.

84.

85.

86.

87.

Alvarez-Suarez J, Giampieri F, Battino M. Honey as a Source of Dietary
Antioxidants: Structures, Bioavailability and Evidence of Protective Effects
Against Human Chronic Diseases. Curr Med Chem. 2013 Jan;20(5):621-38.

Porcza L, Simms C, Chopra M. Honey and Cancer: Current Status and Future
Directions. Diseases. 2016 Sep;4(4):30.

C.Yilmaz U, Bagca BGG, Karaca E, Durmaz A, Durmaz B, Aykut A, et al.
Propolis Extract Regulates microRNA Expression in Glioblastoma and Brain
Cancer Stem Cells. Anticancer Agents Med Chem [Internet]. 2022
Jan;22(2):378-89. Available from:
https://www.eurekaselect.com/193112/article

Ahmad F, Seerangan P, Mustafa MZZ, Osman ZFF, Abdullah JMM, Idris Z.
Anti-Cancer Properties of Heterotrigona itama sp. Honey Via Induction of
Apoptosis in Malignant Glioma Cells. Malaysian J Med Sci [Internet]. 2019
May 31;26(2):30-9. Available from:
http://www.mjms.usm.my/MJIMS26022019/04MJIMS26022019 OAL.pdf

Borawska MH, Markiewicz-Zukowska R, Naliwajko SK, Moskwa J, Bartosiuk
E, Socha K, et al. The Interaction of Bee Products With Temozolomide in
Human Diffuse Astrocytoma, Glioblastoma Multiforme and Astroglia Cell
Lines. Nutr Cancer. 2014 Oct;66(7):1247-56.

Pasupuleti VR, Sammugam L, Ramesh N, Gan SH. Honey, Propolis, and Royal
Jelly: A Comprehensive Review of Their Biological Actions and Health
Benefits. Oxid Med Cell Longev. 2017;2017:1-21.

Mohd Salleh MA, Eshak Z, Wan Ismail WI. ACACIA HONEY INDUCES
APOPTOSIS IN HUMAN BREAST ADENOCARCINOMA CELL LINES
(MCF-7). J Teknol. 2017 Apr;79(4).

Samarghandian S, Nezhad M, Mohammadi G. Role of Caspases, Bax and Bcl-
-2 in Chrysin-Induced Apoptosis in the A549 Human Lung Adenocarcinoma
Epithelial Cells. Anticancer Agents Med Chem. 2014 Jun;14(6):901-9.

94



88.

89.

90.

91.

92.

93.

Moskwa J, Borawska MH, Markiewicz-Zukowska R, Puscion-Jakubik A,
Naliwajko SK, Socha K, et al. Polish Natural Bee Honeys Are Anti-Proliferative
and Anti-Metastatic Agents in Human Glioblastoma multiforme U-87 MGMG
Cell Line. Pizzo S V., editor. PL0oS One. 2014 Mar;9(3):e90533.

Chen B, Chen C, Zhang Y, Xu J. Recent incidence trend of elderly patients with
glioblastoma in the United States, 2000-2017. BMC Cancer. 2021
Dec;21(1):54.

Markiewicz-Zukowska R, Borawska MH, Fiedorowicz A, Naliwajko SK,
Sawicka D, Car H. Propolis changes the anticancer activity of temozolomide in
U-87 MGMG human glioblastoma cell line. BMC Complement Altern Med
[Internet]. 2013 Dec 27;13(1):50. Available from:
https://omccomplementalternmed.biomedcentral.com/articles/10.1186/1472-
6882-13-50

Borawska MH, Naliwajko SK, Moskwa J, Markiewicz-Zukowska R, Puscion-
Jakubik A, Soroczynska J. Anti-proliferative and anti-migration effects of
Polish propolis combined with Hypericum perforatum L. on glioblastoma
multiforme cell line U87MG. BMC Complement Altern Med [Internet]. 2016
Dec 20;16(1):367. Available from:
http://bmccomplementalternmed.biomedcentral.com/articles/10.1186/s12906-
016-1351-2

Cardoso SM, Ribeiro M, Ferreira IL, Cristina Rego A. Northeast Portuguese
propolis protects against staurosporine and hydrogen peroxide-induced
neurotoxicity in primary cortical neurons. Food Chem Toxicol [Internet]. 2011
Nov;49(11):2862-8. Available from:
https://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0278691511004145

Chao R, Chow J-M, Hsieh Y-H, Chen C-K, Lee W-J, Hsieh F-K, et al. Tricetin
suppresses the migration/invasion of human glioblastoma multiforme cells by
inhibiting matrix metalloproteinase-2 through modulation of the expression and

transcriptional activity of specificity protein 1. Expert Opin Ther Targets

95



94.

95.

96.

97.

98.

99.

100.

[Internet]. 2015 Oct 3;19(10):1293-306. Available from:
http://www.tandfonline.com/doi/full/10.1517/14728222.2015.1075509

Qiao J, Chen L, Kong L, Dong J, Zhou Z, Zhang H. Characteristic Components
and Authenticity Evaluation of Rape, Acacia, and Linden Honey. J Agric Food
Chem [Internet]. 2020 Sep 9;68(36):9776-88. Awvailable from:
https://pubs.acs.org/doi/10.1021/acs.jafc.0c05070

Aliyu M, Odunola OA, Farooq AD, Rasheed H, Mesaik AM, Choudhary Ml, et
al. Molecular Mechanism of Antiproliferation Potential of Acacia Honey on
NCI-H460 Cell Line. Nutr Cancer [Internet]. 2013 Feb;65(2):296-304.
Available from:
http://www.tandfonline.com/doi/abs/10.1080/01635581.2013.756920

Jaganathan SK, Mandal M. Antiproliferative Effects of Honey and of Its
Polyphenols: A Review. J Biomed Biotechnol [Internet]. 2009;2009:1-13.
Available from: http://www.hindawi.com/journals/bmri/2009/830616/

Murphy LO, Blenis J. MAPK signal specificity: the right place at the right time.
Trends Biochem Sci [Internet]. 2006 May;31(5):268-75. Available from:
https://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0968000406000867

SugiuraR, Satoh R, Takasaki T. ERK: A Double-Edged Sword in Cancer. ERK-
Dependent Apoptosis as a Potential Therapeutic Strategy for Cancer. Cells
[Internet]. 2021 Sep 22;10(10):2509. Available from:
https://www.mdpi.com/2073-4409/10/10/2509

Cagnol S, Chambard J-C. ERK and cell death: Mechanisms of ERK-induced
cell death - apoptosis, autophagy and senescence. FEBS J [Internet]. 2010
Jan;277(1):2-21. Available from:
https://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1111/].1742-4658.2009.07366.x

Zhai K, Mazurakova A, Koklesova L, Kubatka P, Biisselberg D. Flavonoids
Synergistically Enhance the Anti-Glioblastoma Effects of Chemotherapeutic
Drugs. Biomolecules [Internet]. 2021 Dec 7;11(12):1841. Available from:

96



101.

https://www.mdpi.com/2218-273X/11/12/1841

Zhai K, Siddiqui M, Abdellatif B, Liskova A, Kubatka P, Biisselberg D. Natural
Compounds in Glioblastoma Therapy: Preclinical Insights, Mechanistic
Pathways, and Outlook. Cancers (Basel) [Internet]. 2021 May 12;13(10):2317.
Available from: https://www.mdpi.com/2072-6694/13/10/2317

97



8. Ekler

Ek 3. Arbis Ozgecmis

Kisisel Bilgiler

iletisim Bilgileri

lletisim Adresi
Telefon
E-posta

Internet Sayfasi

Ogrenim Bilgileri

Yabanci Dil Bilgileri

DENIiZ EVRIM KAVAK

04 Mart 2021 - Su Anda (1 vil 6 ay)

Yiksek Lisans, Tezli Program, DOKUZ EYLUL UNIVERSITESI, TURKIYE
SAGLIK BILIMLERI ENSTITUSU, TIBBI BIYOLOJi VE GENETIK (YL) (TEZLI)
Agirlikli Genel Not Ortalamasi: 2.61/ 4.0

12 SQubat 2021 - 02 Kasim 2022 (1 yil 9 ay)

Yiksek Lisans, Tezli Program, ISTANBUL UNIVERSITESI-CERRAHPASA, TURKIYE
LISANSUSTU EGITIM ENSTITUSU, TIBBI BIYOLOJI (YL) (TEZLI)

Diploma Numarast: -

05 Ekim 2018 - 09 Temmuz 2020 (1 yil 10 ay)

On Lisans, Acikogretim, ANADOLU UNIVERSITESI, TURKIYE

ACIKOGRETIM FAKULTESI, TIBBI DOKUMANTASYON VE SEKRETERLIK PR.
(ACIKOGRETIM)

Diploma Numarasi: 2020-84269

Agirlikli Genel Not Ortalamasi: 2.61/ 4.0

28 Temmuz 2015 - 15 Haziran 2020 (4 yil 11 ay)

Lisans, Anadal/Normal Ogretim, CANAKKALE ONSEKIZ MART UNIVERSITESI,
TURKIYE

FEN VE EDEBIYAT FAKULTESI, MOLEKULER BIYOLOJI VE GENETIK PR. (INGILIZCE)
Diploma Numarasi: 2019/234678/0144

Agirlikl Genel Not Ortalamasi: 3.15/ 4.0

INGILIZCE (Okuma: lyi, Yazma: lyi, Konugma: Orta)

Sayfa1/2

98



TUBITAK Burs ve Destekleri

Panelistlik/izleyicilik/Raportarliik Sayisi
Hakemlik/Panelistlik/Dis Danismanlik Sayisi
izleyicilik/Damismanlik Sayisi

Raportorluk Sayisi

ARDEB/BIDEB 0
ARDEB/BIDEB 0

ARDEB/BIDEB 0

Sayfa2/?2

TEYDEBO

TEYDEB 0

TEYDEB O

Toplam O
Toplam 0

Taplam O

99



Ek 4. Etik Kurul Onay1

-

DOKUZ EVLUL ONIVERSITESI
GIRISIMSEL OLMAYAN ARASTIRMALAR ETIK KURUL KARAR!

Saym Prof Dr. Sefs Kinldag

Aragtirmaniza iligkm Kural Karan agaduda sunubmugtur.
Bilgilerinizi ve geregini rica ederiz.

| pokuz EYLOL UNIVERSITEST

TETIK
KOMISYONUN ADI qlxlgtg% OLMAYAN ARASTIRMALAR K _—
K Dokuz Exiul mr_y_nn-mg. L_G—L%IR 1

0232412225402324122288
rm mmno e
E-POSTA _

DOSYANO. B T174.00A

= UZMANLIK TE leUWU
A_W'“-W\  YUKSEKLISANS nox’rom iz |
Glioblastoma (GBM) Hocre Hatlan ()—uc Multifioral Bal ve
| ARASTIRMANIN ACIK ADI  Temazolomid-Bal Kombine Tedavisinin Sitotoksik, Antimetastatik
BASVURU ————————— —_|veApoptotik Potansiyelinln Aragtwibmas
e 7] i

SORUMLU ARASTIRMACI | Prof.Dr. Sefs Kizildag
[NVANIADI/SOYADI ve Tibbi Biyoloji v Genetik A.D.
| UZMANLIK ALANI

ARASTIRMAYA KATILAN | TEK MERKEZ BJ | cox MERKEZLIL]
| MERKEZLER
;M'MOLD Meveu | Turkse B Ingitizce [ Diger O
ILE ILGILY - ey
%wmm“m“: [ Meves: kmwﬂ Ingilizce B Diger [J
bR et T ——
OLUR Moveut 1
0080 erkge B Ingitizee ] Diger O
i OLGU RAPOR FORMU | Mevest. | Tukge B lngilize (] Diger
Erbur Dolol Danvcnmet Cusganed Ol an Atsgamusn Dk Kuuls Kaar Forme

100



| KARAR BILGILERI

Karar No:2022/17-24

Tarih:11,052022

ProfDr. Sefa Kinkdag'm sorumlusu okuf

.+ “Glioblastoms (GBM) Hocre Hatlan Userinde

Multiflors! Bal ve Temozolomid-Bal Kombine Tedavisinin Sitotoksik, Antimetnsiatik ve
w.m Aragtirihmas” isimii khinik araptemadya Alt araglirmaci delekgesine ilsgkin,
Kurum iz ile ilgili bilgl edmiliytic
£ e ETIK KURUL BILGILERI :
ylul { niversitesi Girtgimsel rmalar Etik Kurwlu lyleyis Yonergesi
CALISMA ESASL | 1/ yyinik Uy raagris T
‘ ___ETIKKURUL CVELERI
UmvanvAdSoysds | Ummankk Alas  Kuruma Clasiye ‘"!!";!'..,“' i o
" Prof Dr Mebaset " DED Tip Fakies Sl = i
Birkan Yilmaz | Kandoyoo Dabili Tp Bilimlen e (EQ (HE
“ProfDr.Emel | ] = e =] PEY ‘
Calskoghu | Prevantf Onkolojt | Onkoloji Enstis Kk |EO |WE
(B Yorthimes) | |
\ - ' ¢
Prof.Dr. Abmset Okay saghk Bilimleri
T . e | EO uﬂ_l_ e
DFU Top Fakultesi
Py (o mus:mw Dbl T Blimkert |k £ (HE
= - {
. \ ‘
Dog.Dr.Seber Muskuloskeletal DEL Fizik Tedavi ve
- I;m eQ W@ L I
3 I
Nil . F
m Hosoodlt | s Farmaikolofi Oals Kadin 0 HB ’
| r—{
Ouamirk Hasey Hemprellp Halk Sapiipy Hemgirclii ki |80 |88 {
] i — s e
* DED Tip Fakiltosi
Dog Dr. Aylin Ougen Hastaliklaer | GOy Hasubiklsn Kadin ‘
Alpayde [w M:llllm £0 \"a )
| DogDr. Allye Akealt | Periodontolofi Dig Hekimii FukOhest | Kada | EC) | HED
I e
c DE( Tup Faktihest
Anesteaiyolofi ve ;
Gl Ozb Cerrabi Tip Bilimleri Kadin
Om A o ot REpIR
1 Oyes Octenen | Tibi Biyolojive | Seghk Bkmer |
i L o el )
e Oy Dyesi T Spar Yonetin Necat Hepkoo Spor
Sal?-' olga ol o ko me (0 (HB
s Tiokd Oniversitesi T —
O Goe De Kivang mﬁ“ Eszlunip'-:l me (€0 |HE
Yuhsel ve Biligim AD

W

£k Kandu Kae Py

101






DOKUZ EYLUL UNIVERSITESI
GIRiSIMSEL OLMAYAN ARASTIRMALAR ETIK KURUL KARARI

Saymin

Prof.Dr. Sefa Kizildag

Aragtirmaniza iliskin Kurulumuz karar asagida sunulmugtur.

Bilgilerinizi ve geregini rica ederiz.

ETiK DOKUZ EYLUL UNIVERSITESI
KOMISYONUN ADI | GIiRiSIMSEL OLMAYAN ARASTIRMALAR ETiK KURULU
ACIK ADRES Dokuz Eyliil Universitesi Tip Fakilltesi Dekanh 2. Kat inciralti-iZMIR
TELEFON 0232 412 22 54-0 232 412 22 58
FAKS 02324122243
E-POSTA goaek@deu.edu.tr
\7 DOSYA NO: 7174-GOA
UZMANLIK TEZI [] MOUNFERIT ARASTIRMA [] ocM [
ARASTIRMA YUKSEKLISANS [X] DOKTORA O
Glioblastoma (GBM) Hiicre Hatlar Uzerinde Multifloral Bal ve
ARASTIRMANIN ACIK ADI Temozolomid-Bal Kombine Tedavisinin Sitotoksik, Antimetastatik
ve Apoptotik Potansiyelinin Arastirilmasi
BASVURU
B‘lAl?GiLERl ARASTIRMA PROTOKOL
KODU
SORUMLU ARASTIRMACI Prof.Dr. Sefa Kizildag
UNVANI/ADI/SOYADI ve Tibbi Biyoloji ve Genetik A.D.
UZMANLIK ALANI e
ARASTIRMAYA KATILAN TEK MERKEZ [X] COK MERKEZLI[]
MERKEZLER
et Versiyon .
Belge Ad: Tarihi Namarasi Dili
ARASTIRMA sie 5
PROTOKOLU Mevcut |Torkge B4 ingilizee (] Diger O
DEGERLENDIRILEN ARASTIRMA ILE iLGILI i .
e LITERATUR Meveut Turkge [ Ingilizce ) Diger []
BiLG'lLEN‘DIRILMIS
GONULLU OLUR Mevcut Turkge (X ingilizce (]  Diger []
FORMU
OLGU RAPOR FORMU | Mevcut Turkee X Ingilizee ]  Diger (]

Dokuz Eylal Universitesi Girigimsel Olmayan Aragtirmalar Etik Kurulu Karar Formu

103



p Karar No:2022/16-13 Tarih:27.04.2022
’ ProfDr. S
[ .Dr. Sefa Kizildag’in sorumlusu old: “ =— Uzerinde
Multi ugu “Glioblastoma (GBM) Hiicre Hatlari Uzerinde
KARAR BILGILERI A:t::)l:::irltll’ol::l .Ver Temozolomid-Bal Kombine Tedavisinin Sitotoksik, Antimetastatik ve
sastirhann “;‘)’e inin Aragtirllmas:” isimli klinik aragtirmaya ait bagvuru dosyasi ve ilgili belgeler
haltvie ctik gerekge, amag, yaklasim ve ydntemleri dikkate alinarak incelenmis, aragtirmanin meveut
% yle etl ybnden- uygun olduguna oy birligi ile karar verilmistir.
— urum izinin 3 ay icerisinde Kurulumuza gdnderilmesi gerekmektedir.
- = i ETIK KURUL BILGILERI
CALISMA ESASI Dokuz Eylil Universitesi Girigimsel Olmayan Arastirmalar Etik Kurulu Isleyis Yonergesi
Ivi Klinik Uygulamalar Kilavuzu
ETIK KURUL UYELERI
Ui Aragtirma ile
nvan/AdySoyad: Uzmanlik Alam Kurumu Cinsiyet i sklll mi? , imza
Pl:of.Dr.Mehmet o DEU Tip Fakilltesi
Birhan Yilmaz Kardiyoloji Dahili Tip Bilimleri Erkek e] |HK
(Baskan) Bolimil e - il
Prof.Dr. Emel i
Galikoglu Prevantif Onkoloji Onkoloji Enstitisil Kadin ed (HR
(Bagkan Yardimcist) .
Prof.Dr. Ahmet Okay Saglik Bilimleri ' ?
Caglayan Molekiler Tip Enstitilsii Brkale D |H \ A
L ja
DEU Tip Fakultesi
" Cocuk Saghg Ve Dahili Tip Bilimleri
Prof.Dr. Suna Asilsoy | piocatiklan Bl Kadin ed [HK
I |..¢ ]
Dog.Dr.Seher Muskuloskeletal DEU Fizik Tedavi ve
Ozyiirek Fizyoterapi Rehabilitasyon Fakilltesi Kadn D |HK
l————] | [Emem—— =8
DEU Tip Fakltesi Tibbi
Dog.Dr.Nil Hocaoglu < o Farmakoloji Anabilim
i Tibbi Farmakoloji Dalt Kadin ed |HK
/]
Dog.Dr. Meryem Halk Sagh@ Hemsirelik Fakilltesi
Oztiirk Haney Hemsireligi Halk Saglig Hemsirelii Kaan |EO [HE
- I A 1
i DEU Tip Fakiltesi
Dog.Dr. Aylin Ozgen | Ggus Hastaliklan | GOgus Hastaliklan Kam * | | W
Alpaydin Anabilim Dalt
_/_//—— =}
Dog.Dr. Aliye Akcall Periodontoloji Dis Hekimligi Fakultesi Kadin ed |HK
. 1 —DEU / _
Anesteziyoloji ve DEU Tip Fakilltesi
Dog.Dr. Sule Ozbilgin | peanimasyon g;::::l Tip Bilimleri Kadin e0 |HR
//_,____’___,__ _
Dr.Opr.Uyesi Ozlenen | Tibbi Biyoloji ve Saglik Bilimleri
Simsek Papur Genetik Enstitiisti Kadin ed |HE
///— L —
Dr.Ogr.Uyesi Tolga Spor Yonetim Necat Hepkon Spor
Sahin Bilimleri Bilimleri Fakultesi ek |EO] |HE
_‘___——____,____-—____/___# |
5 r - . | Ege Universitesi Tip
i gﬁ;s(z?r.Dr.klvmc g:lyiz;;wnsﬂk ve Tibbi | povuitesi Biyoistatistik | Erkek - | E O |HK
[ ve Biligim A.D
- R : — L___L/—

Dokuz Eylul Oniversitesi Girl

1gimsel Olmayan Aray

urmalar Etik Kurulu Karar Formu

104



