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OZET

Glioblastoma, kiiratif tedavisi olmayan en malign beyin tiimoriidiir. Glioblastoma
tedavisinde yeni ve etkin tedavi protokolleri gelistirme ¢alismalari devam etmektedir.
Glioblastomada alkilasyon temelli tedavideki kemoterapdtik direng cogunlukla
MGMT isimli proteinden kaynaklanmaktadir. Bu nedenle MGMT inhibitorleri
kullanilarak kemoterapiye duyarliligin arttirtlmasi hedeflenmektedir. Lomeguatrib,
bu MGMT inhibitdrlerlerinden biridir. Kanserde terapdtik direng yolaklarindan biri
de Epitelyal Mezenkimal Gegis (EMT) mekanizmasidir. EMT ile hiicreler gog
kabiliyeti yiiksek invaziv bir karakter kazanarak tedavide dirence neden olmaktadir.
Terapotik direncin azaltilmasi amaciyla kullanimi planlanan lomeguatribin EMT
stirecindeki rolii bilinmemektedir. Bu tez ¢alismasinda lomeguatribin glioblastoma
hiicrelerinde EMT siirecini tetikleyip tetiklemediginin arastirilmasi amaglanmstir.
Bu amacla T98G ve U-87 MG hiicre serisi kullanilmistir. Lomeguatribin glioma
hiicrelerindeki sitotoksisitesi MTT ile belirlendikten sonra lomeguatribin hiicre
gociine etkisi yara iyilesmesi testi ile belirlenmistir. Lomeguatribin EMT yolaginda
yer alan genlerin ekspresyonlarina olan etkisi qRT-PZR ile belirlenmistir. Elde edilen
verilerin degerlendirilmesi amaciyla IBM SPSS Versiyon 20.0. kullanilmistir.
Sitotoksisite sonuclarina gore U-87 MG hiicre serisi T98G’ye gore daha sensitif
bulunmustur. U- 87 MG hiicre serisinde lomeguatribin hiicre gogiine etkisi T98G
hiicre serisine gore daha yiiksek bulunmustur. Lomeguatrib, MGMT ekspresyonu
pozitif olan T98G hiicre serisinde EMT genlerinin ekspresyonu istatistiksel agisindan
anlaml diizeyde azaltirken (p<0.001) MGMT ekspresyonu negative olanU-87 MG
hiicre serisinde ise istatistiksel a¢sindan anlamli diizeyde arttirmistir (p<0.001).
Lomeguatrib U-87 MG glioma hiicresinde EMT yolagini tetikleyebilmektedir.
Lomeguatrib MGMT ekspresyonu olan ve olmayan hiire serilerinde farkli fizyolojik
etkiler gosterebilmektedir. Lomeguatiribin klinik kullaniminda MGMT proteinin
varligima ve olast EMT etkisine dikkat edilmelidir. Caligmamiz, lomeguatribin
glioma hiicre serisinde EMT genlerinin ekspresyonu arttirdigimi  gosteren
literatiirdeki ilk ¢alismadir.

Anahtar Kelimeler: Lomeguatrib, Epitelyal-Mezenkimal Gegis, Hiicre Kiiltiiri,
Glioblastoma

Haziran, 2024; 57 sayfa
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ABSTRACT

Glioblastoma is the most malignant brain tumor with no curative treatment. Studies
to develop new and effective treatment protocols for glioblastoma are ongoing.
Chemotherapeutic resistance in alkylation-based treatment of glioblastoma is mostly
due to a protein called MGMT. Therefore, the aim is to increase sensitivity to
chemotherapy by using MGMT inhibitors. Lomeguatrib is one of these MGMT
inhibitors. One of the therapeutic resistance pathways in cancer is the Epithelial-
Mesenchymal Transition (EMT) mechanism. Through EMT, cells acquire a highly
migratory invasive character, leading to treatment resistance. The role of lomeguatrib,
planned to be used to reduce therapeutic resistance, in the EMT process is unknown.
This thesis aims to investigate whether lomeguatrib triggers the EMT process in
glioblastoma cells. For this purpose, the T98G and U-87 MG cell lines were used.
After determining the cytotoxicity of lomeguatrib in glioma cells using the MTT
assay, the effect of lomeguatrib on cell migration was assessed using the wound
healing assay. The effect of lomeguatrib on the expression of genes involved in the
EMT pathway was determined by qRT-PCR. IBM SPSS Version 20.0 was used for
the evaluation of the obtained data. According to the cytotoxicity results, the U-87
MG cell line was found to be more sensitive compared to T98G. The effect of
lomeguatrib on cell migration in the U-87 MG cell line was found to be higher
compared to the T98G cell line. Lomeguatrib significantly reduced the expression of
EMT genes in the T98G cell line with positive MGMT expression (p<0.001), while
it significantly increased the expression in the U-87 MG cell line with negative
MGMT expression (p<0.001). Lomeguatrib can trigger the EMT pathway in U-87
MG glioma cells. Additionally, lomeguatrib shows different physiological effects in
cell lines with and without MGMT expression. In the clinical use of lomeguatrib,
attention should be paid to the presence of the MGMT protein and the potential EMT
effect. Our study is the first in the literature to show that lomeguatrib increases the
expression of EMT genes in glioma cell lines.

Keywords: Lomeguatrib, Epithelial-Mesenchymal Transition, Cell Culture,
Glioblastoma

June, 2024; 57 pages



SEKILLER DiZiNi

Sekil 2.1.
Sekil 2.2.
Sekil 2.3.
Sekil 3.1.
Sekil 3.2.
Sekil 3.3.
Sekil 3.4.
Sekil 3.5.
Sekil 3.6.

Sekil 3.7.
Sekil 3.8.

LOMEQUALITD ...t 13
U farklt EMT tlIT. ..cvevcviececeececeee et 16
EMT siirecine ve klasik gen belirteclerine genel bakis. ...........c.ceevieennns 20
T98G ve U-87MG hiicre serilerinden elde edilen Total RNA’nin

GOTUNTUSTL ..t 35
Vimentin geninin ekspresyon egrisi ve amplifikasyon erime egrisi

(MEILING CUIVE) ..ttt bttt 37
ACTB geninin ekspresyon egrisi ve amplifikasyon erime egrisi

(MEITING CUIVE) ..o 37
Lomeguatrib’in T98G ve U-87 MG hiicre serilerindeki toksisiteleri
(T2.58AL) ...t 38
Hiicrelerde olusturulan yaranin hiicre gogii ile kapanmasinin mikroskop

ile takibi ve yara biiylikligiiniin piksel cinsinden Sl¢im. ............ccoeeeee... 39
Lomeguatribin T98G ve U-87 MG hiicrelerinde hiicre gdciine etkisi.
Pozitif kontrol olarak TGF- B (5Sng/ml) kullantlmistir. ...........ccocvvvennnneee. 40
E-kaderin genindeki ekspresyon degisikligi. Lome: Lomeguatrib............ 41
T98G ve U-87 MG Hiicrelerinde EMT Genlerinin Ekspresyon

Degisimleri. Mavi bar: T98Ghiicre serisi, Sar1 bar: U-87 MG hiicre
serisi, Lome: LOMeguALrib ........cccovviieiieiiie e 41

Vi



CIZELGELER DIiZiNi

Cizelge 2.1. Epitel ve mezenkimal hiicrelerin fenotipik 6zellikleri............cccvvnenee. 15
Cizelge 2.2. Epitel ve mezenkimal hiicrelerin molekiiler belirtegleri............cuvenne... 21
Cizelge 3.1. Calisma kapsaminda kullanilan hiicre serileri...........cocoovvniiiiiiiiiiinnnnn. 25
Cizelge 3.2. Hiicre kiiltiiriin uygulamalarinda kullanilan molekiil ve gerecler. ........ 26
Cizelge 3.3. MTT testinde kullanilan gerecler...........ccoccvvviiiiiiiiiiiiiicecc e 27
Cizelge 3.4. Total RNA izolasyonu i¢in gerekli malzemeler. ..........cccccevvvieniiennnnnn. 28
Cizelge 3.5. cDNA eldesi i¢in gerekli malzemeler...........ccccoevviiiiiiiiiiiicii, 29
Cizelge 3.6. Agaroz jel elektroforezi i¢in gerekli malzemeler. ..........ccccovvvvviiiiennnnn. 29
Cizelge 3.7. RT-PZR icin gerekli malzemeler...........cccccovveiiiiiiiiiiiiiicc e 30
Cizelge 3.8. Yara iyilesme deneyi icin gerekli malzemeler............ccoevviriieiiennnne 30
Cizelge 3.9. Calisma kapsaminda kullanilan alet/makineler. ...........ccccoceviiiiiinnnnnn. 31
Cizelge 3.10. cDNA sentez protokoliine gore reaksiyon igerikleri. ...........cccovennneene. 35
Cizelge 3.11. RT-PZR i¢in reaksiyon 1GeIIZ1. .. .cevveririvirieiieiisiesieie e 36
Cizelge 3.12. RT-PZR ile ekspresyonu arastirilan genlerin primer dizileri. ............. 36
Cizelge 4.1. Lomeguatrib SitotoKSISIteSi (72.58at) ........covvvrrrereienirenineeeeeeeees 38
Cizelge 4.2. EMT genlerinin ekspresyonlarinin gruplara gore karsilagtirilmasi. ...... 40

vii



SIMGELER VE KISALTMALAR

ACTB
BCNU
BT
CCNU
cDNA
DEA/NO
DEPC
dH20
DMEM
DMSO
DNA
dNTP
DSO
EDTA
EMT
FBS
GBM
HCI
IC50
MET
MGMT
MRG
MMP
06-BG
06-MeG
PaTrin-2
PBS
PZR
RNA
RPM
RT-PZR
S
SIG2M
TBE

TE
T™MZ

a- SMA

Actin beta

Carmustine

Bilgisayarli Tomografi
Lomustine

Komplementer DNA
Dietilamin NONOate
Diethylpyrocarbonate

distile su

Dulbecco’s Modified Eagle Medium
Dimetilstilfoksit

Deoksiribo Niikleik Asit
Deoxyniikleotid Trifosfat
Diinya Saglik Orgiitii
Ethylenediaminetetraasetik Asit
Epitelyal-Mezankimal Gegis
Fotal Dana Serumu
Glioblastoma Multiforme
Hidroklorik asit

%50 Inhibitér doz

Mezankimal Epitelyal Gegis
06 -Metilguanin- DNA-Metiltransferaz
Manyetik Rezonans Goriintiileme
Matriks Metolloproteinazlar
06-Benzylguanine

06 -metilguanin

Lomeguatrib

Fosfat Tuz Tamponu

Polimeraz Zincir Reaksiyonu
Riboniikleik Asit

Dakikadaki Devir Sayist
Gergek Zamanli PZR
Sedimentasyon

Sentez/Gap?2

Tris-Borik Asit EDTA

Tris EDTA

Temozolomid

o - Dliz Kas Aktini

viii



1. GIRIS

Glioblastoma, en malign beyin tiimoriidiir (Zacharia vd., 2017) ve evre IV astrositom
olarak simiflandirilmistir. Glioblastoma, hiicrelerinin hizli progresyonu, normal
dokuya infiltre olabilmesi ve yiiksek genetik heterojenite sebebiyle radyoterapi ve
kemoterapiye karsi direngli olmasindan 6tiirii kotii prognoza sahip olan kanserlerden
birisidir (Kanderi ve Gupta, 2022). Cerrahisi sonrasinda kemoterapide en c¢ok
kullanilan ajan Temozolomid (TMZ)'dir. Ancak bu ilaca da direng gelisebilmektedir.
Bu direncin gelismesinde O6-Metilguanin-DNA-Metiltransferaz (MGMT) enzimi rol
almaktadir. MGMT, hiicresel genomu alkilleyici ajanlarin mutajenik etkilerinden
koruyan en 6nemli DNA tamir proteinidir (Kaina vd., 2007).

Tiimor hiicrelerinde alkilasyon ajanlarina karsi gelisen hiicresel direngten yiiksek
MGMT aktivitesinin sorumlu olabilecegine iliskin yapilan c¢alismalar MGMT
aktivitesini azaltabilecek yeni molekiillerin arastirilmasini cesaretlendirmektedir. Bu
amagcla ¢esiti MGMT inhibitorleri gelistirilmistir. “O6-Benzylguanine (06-BG)”,
“Lomeguatrib” ve “Diethylamine NONOate DEA/NO” bugiine kadar MGMT enzim
inhibisyonu yaptig1 bilinen molekillerdir (Yun vd., 2024 ; Bai vd., 2023) .

MGMT inhibitorleri, MGMT’yi inhibe ederek tiimor hiicrelerinin DNA tamir
kabiliyetini azaltir ve bdylece kemoterapiye duyarliligi ve terapotik etkisini arttirir
(Weller et vd., 2019; Kaina vd., 2023). Lomeguatribin kullanimi ile ilgili bir¢ok
preklinik (Taspinar vd., 2013; Akcora-Yildiz vd., 2024) ve faz ¢alismalari (Shaw vd.,
2024) bulunmaktadir. Gilinlimiizde, MGMT inhibitorlerinin  glioblastoma
tedavisindeki rolii lizerine yapilan arastirmalar, bu inhibitorlerin kullaniminin tedavi
sonuglarint olumlu yonde etkileyebilecegini ve hastalarin yasam kalitesini

artirabilecegini ancak daha detayli arastirmalarin yapilmasi gerektigine isaret

etmektedir (Ranson vd., 2006; Shaw vd., 2024).

Kanser hiicrelerinin invaziv karakter kazanarak tedavilere direng gelistirme
stireglerinden biri de Epitelyal Mezenkimal Ge¢is (EMT) mekanizmasidir (Iwadate
Y., 2016; Majc vd., 2020). EMT ile kanser hiicreleri epitelyal karakter 6zelliklerini
kaybederek migrasyon yetenegi yiiksek, invaziv (Kim vd., 2021), apoptoza ve
kemoterapétik ilaglara direngli mezenkim karakterde yeni 6zellikler kazanir (Iwadate

Y., 2016).



EMT’nin Onlenmesi veya tetiklenmesi tedavinin basarisinda 6nemli rol oynar.
Tedavi amacl kullanilan molekiillerin, ilaclarin ve diger yaklasimlarin EMT
siirecinin tetikleyip tetiklemedigi bilinmesi gereken bir durumdur. Eger verilen
tedavi protokolii EMT siirecini tetikler ise tedavide basarisizlik ile sonuglanma riski
artar. Eger tedavi protokolii EMT siirecinin inhibe ediyorsa bu durumda da kullanilan
ajan veya ajanlarin toksik etkilerinin artmasi s6z konusu olabilir. Bu nedenle
tedavide kullanilma potansiyeli olan molekiillerin EMT’deki rolerini bilinmesi
onemlidir. Toksisitesi diisiik lomeguatribin bir¢ok kanserde tedavi etkinliginin
arttirllmasi amaciyla kullanimi arastirilmaktadir (Kirstein vd., 2021; Yun vd., 2024;
Akcora-Yildiz vd., 2024). Bu nedenle lomeguatribin EMT siirecindeki roliiniin
bilinmesi ve gelistirilmek istenen yeni tedavi protokollerinin buna goére belirlenmesi
Oonem arz etmektedir. Lomeguatribin EMT siirecinindeki rolii bilinirse, lomeguatribin
tek basina veya farkli bir molekiil ile kombine kullaniminda karsilasabilecek klinik
sonuglarin Oongoriilmesine katki sunacaktir. Bu tez ¢alismasinda da, lomeguatribin
glioblastoma hiicrelerinde EMT siirecini tetikleyip tetiklemediginin arastirilmasi

amaclanmustir.



2. GENEL BILGILER
2.1 Kanser

Kanser, viicut hiicrelerinin anormal ve kontrolsiiz bir sekilde biiyiiyiip ¢cogalmasiyla
karakterize edilen bir hastaliktir (Weinberg, 2013). Farkli organ ve dokularda ortaya

¢ikabilen bir dizi hastalik tiiriinii igermektedir (American Cancer Society, 2020).

Genetik mutasyonlar, ¢evresel faktorler ve yasam tarzi degisiklikleri gibi cesitli
etkenler kansere neden olabilir (Hanahan & Weinberg, 2011). Erken teshis ve tedavi,
kanserin yayilmasini onleyebilir ve hayatta kalma oranlarini da artirabilir (Allemani

vd., 2018).

Tedavi secenekleri, kanserin tiirli, evresi ve hastanin genel saglik durumuna gore
belirlenir (Hollenbeak vd., 2014). Saglikli bir yagam tarzi benimsemek, kanser riskini
azaltmada 6nemli bir rol oynamaktadir (World Cancer Research Fund/American
Institute for Cancer Research, 2018). Yapilan bilimsel arastirmalar ve ilag gelistirme
calismalarinda, kanserle miicadelede yenilik¢i tedavi yontemlerinin kesfedilmesine

olanak saglamaktadir. (Garraway & Janne, 2012).

2.2 Beyin Tiimorii

Beyin tiimorleri, beyin dokusunda baslayan ve anormal hiicre biiylimelerini igeren bir
hastalik kategorisidir (Louis vd., 2021). Bu tiimoérler, beyinde baslayabilir ve
zamanla diger dokulara veya organlara yayilabilir. Beyin tlimorleri, bas agrisi,
norolojik belirtiler, biling degisiklikleri ve diger semptomlara neden olabilir (Quinn
T Ostrom vd., 2018). Bu tiir timdrler beyin fonksiyonlarini etkilemekte olup; primer
ve sekonder (metastatik) beyin tiimorleri olarak siniflandirilmaktadir (Ostrom vd.,
2020).

Primer beyin tiimdrleri, beyin dokusunun i¢inde baslayan ve genellikle beyinde
olusan tiimdrlerdir (Ostrom vd., 2015). Bu tiir timorler gliomlar, menenjiomlar ve
medulloblastomlar gibi ¢esitli alt tiplere ayrilan tiimoérlerdir (Louis vd., 2021).
Semptomlar1 ise bas agrisi, gébrme sorunlari, motor ve duyu kayiplart gibi ¢esitli

norolojik belirtilerle yol agabilmektedir (Ostrom vd., 2015).



Sekonder beyin tiimorleri ise, viicudun diger bolgelerinden metastaz yoluyla beyne
yayilan kanser hiicreleri tarafindan olusturulur (Achrol vd., 2019). En sik goriilen
metastatik tiimorler meme, akciger, bobrek ve cilt kanseri gibi malign tiimorlerdir
(Nayak vd., 2012). Bu tiir tiimorler, beyin dokusunun i¢ine yerleserek ¢evresindeki
dokulart etkileyebilir ve norolojik belirtilere yol acabilmektedir (Nayak vd., 2012).
Sekonder beyin tiimorleri, genellikle prognozu kétiilestiren ve tedavi se¢eneklerini

kisitlayan bir durumu isaret etmektedir (Nayak vd., 2012).

Beyin tiimoérlerin belirtileri ise; bas agrisi, bulanti, kusma ve nérolojik bozukluklar
gibi semptomlar, beyin tiimoérlerinin sik goriilen belirtileridir (Ostrom vd., 2015).
Gorme problemleri, konugma giicliikleri, denge kaybi ve duyu kayiplari gibi
norolojik bulgular da beyin tiimdrlerinin belirtileri arasinda yer alir (Louis vd., 2016).
Tiimoériin konumuna ve bilytkliigiine bagl olarak, nobetler, kas giigsiizliigii ve
davranig degisiklikleri gibi semptomlar da ortaya ¢ikmaktadir (Ostrom vd., 2015).
Hafiza kaybi, dikkat eksikligi, zihinsel bulaniklik ve uyku bozukluklar1 gibi biligsel
ve duygusal degisiklikler de beyin tiimorlerinin belirtileri arasinda yer almaktadir
(Louis vd., 2016).

Beyin tiimorlerin teshisi , genellikle manyetik rezonans goriintileme (MRG) ve
bilgisayarli tomografi (BT) gibi goriintilleme teknikleri kullanilarak yapilmaktadir
(Ostrom vd., 2015). Bu goriintiilleme yontemleri, timoriin boyutunu, konumunu ve
dokusunu belirlemek i¢in kullanilir ve tanida 6nemli bir rol oynamaktadir (Louis vd.,
2016). Beyin biyopsisi, tiimoriin histolojik 6zelliklerini ve malignite derecesini
degerlendirmek icin siklikla kullanilan bagka bir teshis yontemidir (Louis vd., 2016).
Goriintiileme bulgular1 ve biyopsi sonuglarina dayanarak, beyin tiimérlerinin tipi,
evresi ve tedavi plami belirlenmektedir (Ostrom vd., 2015). Teshis siirecinde,
norolojik  muayene de semptomlarin  degerlendirilmesinde ve  taninin
dogrulanmasinda énemli bir rol oynamaktadir (Ostrom vd., 2015). Beyin kanserleri
koken aldiklart hiicre tiirlerine gore cesitlilik gosterebilmektedir. En yaygin beyin

kanserileri ise sunlardir:

Oligodendroglioma: Oligodendroglioma, beyin ve omurilikte bulunan nadir bir
primer merkezi sinir sistemi timoriidiir; bu tlimor, oligodendrosit kokenli malign
hiicrelerin asir1 biiylimesiyle karakterizedir ve genellikle frontal lob veya temporal
lobda yer alir (Louis vd., 2016).



Schwannoma (Vestibiiler Schwannoma): Akustik ndrinom olarak da bilinen,
Schwann hiicrelerinden koken alan bir tiir sinir kilifi tiimoriidiir; genellikle isitme
sinirinin (8. kraniyal sinir) Schwann hiicrelerinden kaynaklanir ve i¢ isitme kanalinda

yer alir (Louis vd., 2016).

Medulloblastoma:Genellikle ¢ocuklarda goriilen nadir bir primer beyin tiimdriidiir;
bu tiir timorler, kiiglik yastaki bireylerde siklikla serebellumda bulunur ve agresif bir
sekilde biiyiiyebilir, genellikle serebrospinal sivida spinal metastazlarla iliskilidir

(Louis vd., 2016).

Meningioma: Meningioma, genellikle meninkslerin (beyin zarlarinin) kaynaklandig,
genellikle iyi huylu bir beyin tiimoriidiir; bu timdrler genellikle yavas biiylir ve
cogunlukla belirgin semptomlara neden olmaz, ancak biiyiidik¢e ¢evreleyen

dokulara baski1 yapabilir ve semptomlara yol agabilir (Louis vd., 2016).

Astrositomlar: Astrositomlar, astrosit adi verilen beyin hiicrelerinden kaynaklanan
bir tir primer beyin timoridir; bu tiimoérler, astrositlerin asirt bilylimesiyle
karakterizedir ve genellikle cesitli semptomlara, Ozellikle bas agrisi, norolojik

bozukluklar ve motor islev bozukluklarina neden olabilir (Louis vd., 2016).

Glioblastoma multiforme (GBM): Primer merkezi sinir sistemi tiimorlerinin sik
goriilen en agresif ve en kotii prognoza sahip olanidir. Bu tiir tiimorler genellikle
astroglial hiicrelerden koken alir ve hizli bir sekilde yayilir. GBM, genellikle yash
erigskinlerde goriiliir ve genetik, cevresel ve yasam tarzi faktorlerinin birlesimi sonucu

ortaya cikabilir (Louis vd., 2021).
2.3 Glioblastoma

Glioblastoma, beynin en agresif ve yaygin primer tiimorlerinden biridir (Louis vd.,
2016). Genellikle yagsami tehdit eden semptomlara yol agar, bunlar arasinda bas
agrisi, norolojik bozukluklar ve davranis degisiklikleri bulunur (Ostrom vd., 2015).
Genellikle hizli biiyiir ve beyin dokusuna invaze olur, bu da tedaviyi zorlastirir
(Stupp vd., 2005). Glioblastoma'nin gelisimi, ¢evresel faktorlerin, genetik
mutasyonlarin ~ ve  radyasyon  maruziyetinin  kompleks  etkilesiminden
kaynaklanmaktadir (Ostrom vd., 2014). Ozellikle, DNA hasarina neden olabilecek

kimyasal maddeler, sigara i¢imi ve asir1 radyasyon maruziyeti gibi c¢evresel
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faktorlerinde rolii bulunmaktadir (Louis vd., 2016). Ayrica, belirli genetik
mutasyonlarin, 6zellikle p53 ve EGFR gibi genlerin anormalliklerinin, glioblastoma
riskini artirabilecegi bilinmektedir (Louis vd., 2016). Immiin sistemini diizenleyen
genlerdeki bozukluklar da glioblastomanin gelisimine katki saglamaktadir (Ostrom
vd., 2014). Bununla birlikte, Glioblastoma'nin kesin nedenlerini belirlemek i¢in daha
fazla aragtirmaya ihtiya¢ vardir ve bu alandaki ¢aligmalar devam etmektedir (Ostrom
vd., 2014).

Glioblastoma, primer beyin tiimdrlerinin en yaygin formudur. Amerika Birlesik
Devletleri’'nde yasa gore diizeltilmis genel goriilme siklik oran1 100.000 kisi basina
3.22’dir ve tan1 anindaki ileri yas ve erkek cinsiyet ile artig gosterir. Son verilere gore,
ABD veya Kanada’da insidans oranlarinda artis gdzlenmemekte, ancak ingiltere’den
gelen veriler insidans oranlarmin arttifini gostermektedir. Bu farkliliklar, farkli
gbzetim prosediirleri, kodlama ve zaman iginde glioblastoma siniflandirmalarindaki

degisiklikleri yansitmaktadir (Weller vd., 2020).

Glioblastomalar, tan1 anindaki yas ve cinsiyete gore degisen 5 yillik genel goreceli
sagkalim oranit sadece % 6.8’dir. Kuzey Amerika’da glioblastomanin insidansi,
100.000 niifus basmma 5.0 olarak bildirilmistir ve tiim primer intrakraniyal
neoplazmlarim %15 ila %20’sini temsil eder. Glioblastoma olduk¢a agresiftir ve
genellikle tanidan sonraki ilk 15-16 ay i¢inde 6liimle sonuglanan son derece kotii bir

prognoza sahiptir. 5 yillik sagkalim oran1 %5’tir (Oronsky vd., 2021).

Tirkiye'de, tim kanser vaka sayilarmin %2'sini santral sinir sistemi kanseri
olusturmaktadir. Kiiresel verilere bakildiginda bu oran uyumlu bir sekilde oldugunu
gostermektedir.  Tirkiye'deki hastalarin  %79,9'u  histolojik  olarak teyit
edilirken , %11,3"0 radyolojik tan1 , %2,4"l ise 6lim raporuyla santral sinir sistemi
kanseri tanist1 konmustur. Bu da istatistiklerin giivenilirligini gostermektedir.
GBM'in ortalama tanm1 yas1 64 olmakla birlikte insidansi yasla birlikte artmaktadir.
GBM'nin erkeklerde goriilme insidans1 kadinlara nispeten daha yiiksektir (Ozduman,
vd., 2019).

Glioblastoma, hizli biiyiimesi ve tedaviye diren¢li olmasinin sebebinden o6tiirii zorlu
bir hastalik olarak kabul edilir. Glioblastoma ile ilgili tedavi seceneklerinin

gelistirilmesi ve iyilestirilmesi i¢in siirekli ¢aba gosterilmektedir.
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2.3.1 Glioblastoma tedavi bicimleri

Glioblastoma da baslica tedavi yontemleri cerrahi, radyoterapi ve kemoterapi
gelmektedir. Son yillarda basta immunoterapi olmak {izere akll ilag teknolojilerinin

ve kisilestirilmis tedavi yontemlerine ait yaklasimlar da kullanilmaktir.
2.3.1.1 Cerrahi miidahale

Glioblastoma tedavisinde cerrahi miidahale, tlimoriin miimkiin oldugunca ¢ikarilmasi
icin 6nemli bir adimdir. Cerrahi olarak ¢ikarilan tiimoriin miktari, genellikle hastanin
yasam siiresini etkiler. Ancak, glioblastoma, genellikle beyin dokusuna sikica
yerlesir ve tamamen c¢ikarilmast zor olabilir. Cerrahi iglem, timoériin mimkiin
oldugunca ¢ikarilmasi veya tiimoriin ¢evresindeki baskiy1 azaltmak i¢in yapilan bir

girisimi icermektedir (Stupp vd., 2005).
2.3.1.2 Radyoterapi

Radyoterapi, glioblastoma tedavisinde yaygin olarak kullanilan bir yontemdir.
Radyoterapi, tiimor hiicrelerinin DNA'sina zarar vererek hiicrelerin boliinmesini ve
cogalmasin1 engeller. Bu sekilde, tiimor hiicrelerinin biliylimesi durdurulur veya
yavaglatilir. Ancak, radyoterapi ayni zamanda saglikli beyin dokusuna da zarar
verebilir, bu nedenle dozajin dikkatli bir sekilde belirlenmesi ve tedavinin yan
etkilerinin yonetilmesi énemlidir (Weller vd., 2017). Radyoterapi, cerrahi miidahale
sonrast veya timoriin bliylimesini kontrol altina almak i¢in tek basina veya

kemoterapi ile birlikte uygulanabilir (Stupp vd., 2005).
2.3.1.3 Kemoterapi

Kemoterapi, glioblastoma tedavisinde kullanilan 6nemli bir yontemdir ve genellikle
cerrahi ve radyoterapi ile kombine edilir (Yersal vd., 2017). Temozolomid (TMZ),
glioblastoma tedavisinde yaygin olarak kullanilan bir kemoterapi ilacidir ve DNA

hasar1 yoluyla timor hiicrelerinin 6liimiinii indiikleyerek etki gosterir (Cokluk, 2021).

Glioblastoma tedavisinde kemoterapi uygulamasinin yani sira, hastalarin yasam

kalitesini ve sagkalim siirelerini artirmak i¢in yeni tedavi stratejileri iizerinde



calismalar devam etmektedir. Yeni tedavi stratejileri arasinda immunoterapi ve

hedefe yonelik tedaviler yer almaktadir.
2.3.1.4 Immunoterapi

Glioblastoma tedavisinde immiinoterapinin temel prensibi, timor hiicrelerini
bagisiklik sistemi tarafindan tanitilarak ve hiicresel bagisiklik tepkilerinin uyarilmasi
yoluyla yok edilmesidir. Bu genellikle, tiimor hiicrelerinin yiizeyinde bulunan belirli
antijenlerin taninmasi ve hedeflenmesi ile gergeklesir. Bununla birlikte, glioblastoma,
bagisiklik sistemi tarafindan "goriinmez" olarak kabul edilir ve bu nedenle
immiinoterapi genellikle diger tedavi yontemleriyle birlikte kullanilir (Weller vd.,

2017).

Asilar da glioblastoma tedavisinde kullanilan immiinoterapi yontemlerinden biridir.
Ornegin, Rindopepimut adli asi, EGFRVIII antijenine karsi gelistirilmistir ve
glioblastoma hastalarinda immiinojeniteyi artirarak bagisiklik sisteminin tiimor

hiicrelerini tanimasini saglamay1 hedefler (Weller vd., 2017).
2.3.1.5 Hedefe yonelik tedavi

Hedefe yonelik tedaviler, GBM’nin molekiiler biyolojisinin daha iyi anlagilmasiyla
gelistirilmis ve anjiogenez, biiylime faktorleri, hiicre i¢i sinyal ileti yolaklar1 gibi
timor patogenezinde onemli rol oynayan mekanizmalari hedef alir. Bu tedaviler,
geleneksel kemoterapilere kiyasla daha diisiik toksisiteye sahip olup, tedavi

stratejileri bu hedefli ilaglar ve kombinasyonlarina dogru kaymaktadir (Ekenel, 2017).

Glioblastoma icin hedefe yonelik tedavi stratejileri, molekiiler hedefleri vurgulayarak
daha yiiksek etkinlige sahip tedavi yontemlerinin gelistirilmesine odaklanmaktadir.
Bu stratejiler, mevcut tedavi segeneklerinin etkinligini artirmayr ve hastalarin

sagkalim siirelerini uzatmay1 hedeflemektedir (Erbayrakar vd., 2015).
2.3.2 Glioblastomada kemoterapide direng

Kemoterapiye direng, glioblastoma tedavisinde sik karsilagilan bir sorundur. Timor

hiicreleri, DNA hasarini onarmak i¢in gelismis mekanizmalara sahip olabilirler ve bu



da ilacin etkisini azaltabilir. Ayrica, glioblastoma hiicreleri genetik veya epigenetik

degisiklikler yoluyla ilaca kars1 direng gelistirebilirler (Hegi vd., 2005).

Glioblastomada ameliyat sonrasi i¢in standart tedavi (alkile edici kemoterapi ajani
temozolomid ile eszamanli uygulanan radyasyon ve ardindan adjuvan temozolomid),
on yildan fazla bir siiredir uygulanmaktadir. Iyonlastiric radyasyon, ¢ift sarmall1 ve
tek sarmalli DNA kiriklaria, oksidatif hasara, mitotik hiicre 6liimiine ve sentrozom
asir1 ¢ogalmasina aracilik ederken; temozolomid, 6zellikle O6-metilguanin (O6MeG)
eklentilerinin replikasyonu uyararak sitotoksisiteyi indirir.Bundan 6tiirti glioblastoma

tekrar goriiliir ve daha sonraki kemoterapiye direng gelistirir (Alexander vd., 2020).
2.3.3 Kemoterapide alkilasyon ajanlari

Temozolomide (TMZ): Temozolomide, glioblastoma tedavisinde yaygin olarak
kullanilan bir alkilleyici ajan olarak bilinir. DNA'y1 alkile ederek kanser hiicrelerinin
¢ogalmasmi engeller (Stupp vd., 2005). Temozolomid, radyoterapi ile birlikte
kullanildiginda daha etkili olabilir (Keskin, vd., 2021).

Lomustine (CCNU): Lomustine, glioblastoma tedavisinde kullanilan alkilasyon
ajanlarindan biridir ve nitroziire tiirevlerinden biridir. Bu ilag, timor hiicrelerinin
DNA'sin1 alkile ederek ve onarilamaz hasar olusturarak c¢alisir. Genellikle,
tekrarlayan veya ileri evre glioblastoma vakalarinda kullanilir. Lomustine, diger
tedavilere direncli olan tiimdrlerde veya cerrahi miidahale ve radyoterapi sonrasinda
tiimoriin geri donmesini onlemek icin kullanilabilir. Ancak, lomustine'nin kullanimi
baz1 toksisite sorunlarina neden olabilir ve bu nedenle dikkatli bir sekilde izlenmesi
gerekebilir. Hastanin genel saglik durumu ve tiimoér oOzellikleri goz Oniinde

bulundurularak tedavi plan1 belirlenir (Stupp vd., 2005).

Carmustine (BCNU): Glioblastoma tedavisinde uzun bir ge¢mise sahip olan ve
alkilasyon ajanlarindan biri olarak smiflandirilan bir ilagtir. BCNU, tiimor
hiicrelerinin DNA'sin1 alkile ederek ve onarilamaz hasar olusturarak caligir. Ancak,
BCNU'nun kullanimi bazi toksisite sorunlar1 nedeniyle sinirhidir. Ozellikle, kemik
iligi baskilanmasi, karaciger toksisitesi ve akciger toksisitesi gibi ciddi yan etkiler
riski vardir. Bu nedenle, BCNU genellikle diger tedavi seceneklerinin basarisiz

oldugu veya tolere edilemedigi durumlarda tercih edilir. Tedavi plami belirlenirken



hastanin genel saglik durumu, yasam kalitesi ve yan etki riskleri dikkate alinmalidir

(Stupp vd., 2005).

Procarbazine: Procarbazine, glioblastoma gibi beyin tiimérlerinin tedavisinde
kullanilan bir alkilasyon ajanidir. Bu ilag, tiimdr hiicrelerinin DNA'sin1 alkile ederek
ve onarilamaz hasar olusturarak c¢alisir. Procarbazine genellikle temozolomid ve
lomustine gibi diger kemoterapi ilaglar1 ile birlikte kullanilir. Bu ilag
kombinasyonlari, bir¢ok glioblastoma vakasinda standart tedavi protokolleri olarak
kullanilmaktadir. Ancak, procarbazine'nin kullanimi baz1 yan etkilere neden olabilir,
bunlar arasinda kemik iligi baskilanmasi, mide bulantisi, kusma ve halsizlik gibi
durumlar yer alabilir. Hastanin genel saglik durumu ve tiimor ozellikleri dikkate
alinarak tedavi plani belirlenir. Procarbazine'nin etkinligi ve yan etkileri, hastalarin

diizenli olarak izlenmesini gerektirebilir (Stupp vd., 2005).
2.3.3.1 Kemoterapide alkilasyon ajanlarina diren¢

Alkilasyon ajanlari, DNA'y1 alkile ederek tiimor hiicrelerini 6ldiirmeyi amaglar.
Ancak, GBM hiicreleri bu ajanlara direng gelistirebilirler. Direng, tiimdr hiicrelerinin
DNA tamir mekanizmalarinin artirilmasi yoluyla veya alkilasyon ajanlarinin hiicre
icine girisini azaltarak ya da etkisini engelleyerek gelisebilir. Bu direng
mekanizmalari, genellikle tiimor hiicrelerinin ¢esitli sinyal yollarin1 daha ¢ok aktive
ederek veya inhibe ederek gerceklesir. Ornegin, DNA onarim enzimlerinin
ifadesinde ki artis, alkilasyon ajanlarinin neden oldugu DNA hasarin1 onarmaya
yonelik bir savunma mekanizmasi meydana gelmesine sebep olabilir. Bu nedenle,
alkilasyon ajanlarma karsi direng gelistiren GBM vakalarinda tedavi segenekleri
kisith kalmaktadir (Smith vd., 2017). Alkilasyon ajanlarina diren¢ mekanizmalari

sunlardir:

DNA Onarim Mekanizmalarimin = Aktivasyonu: Timor hiicreleri, alkilasyon
ajanlarinin neden oldugu DNA hasarim1 hizla onaran DNA tamir mekanizmalarimi

asir1 sekilde aktive ederek direng gelistirebilirler (Bao vd., 2006).

Molekiiler Yol Degisiklikleri: Tiimor hiicreleri, ilacin hedef aldigi DNA onarim
yollarinin veya apoptozis yollarin aktivitesini degistirerek veya etkisini azaltarak

direng kazanabilirler (Hegi vd., 2005).
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Molekiiler Mutasyonlar: Tiimdr hiicrelerinde meydana gelen genetik veya epigenetik
degisiklikler, alkilasyon ajanlarinin hedef aldigi DNA bdlgelerinde veya etkiledigi
molekiiler hedeflerde mutasyonlara neden olabilir ve bu da ilacin etkinligini

azaltabilir (Weller vd., 2012).

[lag Pompalarmin Artisi: Tiimér hiicreleri, hiicre digina ilaci pompalayan ve igerigini
diizenleyen membran pompalariin aktivitesini artirarak ilacin hiicre i¢ine girisini

azaltabilirler (Dean vd., 2005).

Hiicresel Metabolizma Degisiklikleri: Tiimor hiicreleri, ilacin hiicre icindeki

metabolik yollarin1 degistirerek veya etkisini azaltarak direng gelistirebilirler (Hegi

vd., 2005).

Kemoterapi sirasinda alkilasyon ajanlarina diren¢ gelistiren tiimor hiicrelerinde
Epitel-Mezenkimal Gegis (EMT) geligebilir. EMT, tiimor hiicrelerinin agresifligini
ve metastatik potansiyelini artiran bir siirectir. Alkilasyon ajanlarma direngli
hiicrelerde EMT'nin baslamasi, tiimor hiicrelerinin daha invaziv ve migrasyon hale

gelmesine neden olabilir, boylece metastaz riski artar.
2.3.4 O6-metilguanin-DNA metiltransferaz (MGMT) nedir?

MGMT (O6-Metilguanin  DNA Metiltransferaz), DNA'nin O6-pozisyonundaki
guaninleri onaran bir enzimdir (Hegi vd, 2005). Glioblastomada MGMT (O6-
Metilguanin DNA Metiltransferaz), DNA'nin O6-pozisyonundaki guaninleri onaran
bir enzimdir. Bu enzim, tiimoér hiicrelerinin kemoterapiye direng gelistirmesinde
kritik bir rol oynar. MGMT' nin promotor boélgesindeki metilasyon durumu,
glioblastoma tedavisinde 6nemli bir prognostik faktor olarak kabul edilir. MGMT
promotorunun metillenmesi, MGMT proteininin diisiik diizeylerde ifade edilmesine
neden olabilir ve bu da alkilasyon ajanlarina duyarlilig1 artirabilir bu sayede tedavi
sonuglarmi olumlu ydnde etkileyebilir. Ornegin, temozolomid gibi alkilasyon
ajanlarina MGMT promotor metilasyonu ile duyarhilik artist
iliskilendirilmektedir MGMT promotorunun metilasyon durumu, glioblastoma
hastalarinin tedavi planlamasinda ve prognozun belirlenmesinde O6nemli bir rol

oynamaktadir (Hegi vd., 2005).
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2.3.4.1 MGMT inhibasyonun 6nemi

MGMT inhibitorleri, alkilasyon ajanlarinin etkinligini artirarak timor hiicrelerinin
DNA onarim yeteneklerini azaltir ve bdylece kemoterapinin etkisini giiclendirir

(Weller et vd., 2019).

MGMT inhibitérlerinin, glioblastoma tedavisindeki Onemi, tiimor hiicrelerinin
kemoterapiye diren¢ kazanmasini engelleyerek, daha etkili bir tedavi saglamaktadir

(Stupp vd., 2021).

Gilintimiizde, MGMT inhibitdrlerinin glioblastoma tedavisindeki rolii iizerine yapilan
aragtirmalar, bu inhibitorlerin kullaniminin tedavi sonuglarint olumlu yo6nde
etkileyebilecegini ve hastalarin yasam Kkalitesini artirabilecegini gostermektedir

(Wick vd., 2021).

2.3.4.2 MGMT inhibitorleri ve etkisi

MGMT inhibitorleri, glioblastoma tedavisinde kullanilan alkilasyon ajanlarinin
etkinligini artirmak i¢in tasarlanmistir. Bu inhibitorler, genellikle MGMT enziminin
aktif bolgesine baglanarak onun aktivitesini engellerler. Bu sekilde, tiimor
hiicrelerinin DNA onarim yetenekleri azalir ve alkilasyon ajanlarinin neden oldugu
DNA hasar1 daha etkili bir sekilde birikir. MGMT inhibitorleri arasinda temozolomid
gibi ilaglar yer alir (Stupp vd., 2005). Ayrica, son arastirmalar, farkli kimyasal
bilesiklerin MGMT inhibitrleri olarak potansiyel etkiye sahip oldugunu
gostermektedir (Hegi vd., 2005).

MGMT (O6-Metilguanin DNA Metiltransferaz) enziminin aktif bolgesine baglanan
MGMT inhibitorleri onun aktivitesini engellemektedir. Bu enzim, DNA'nin O6-
pozisyonundaki guaninleri onararak tiimor hiicrelerinin kemoterapiye direng
gelistirmesinde kritik bir rol oynar. MGMT inhibitorleri sayesinde, tiimor
hiicrelerinin DNA onarim yetenekleri azalir ve alkilasyon ajanlarinin neden oldugu
DNA hasari daha etkili bir sekilde birikir. Bu durum, tiimor hiicrelerinin 6liimiine ve

tedaviye daha iyi bir yanit verilmesine olanak tanir (Esteller vd., 2000).
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2.3.4.2.1 Lomeguatrib
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Sekil 2.1. Lomeguatrib

Lomeguatrib'm  yapisi,  6-(benziloksi)-2-(metoksimetil)-9H-purin-9-il)  metil
karbamat olarak tanimlanir. Molekiiler agirligi: 326.17 g/mol.Bu bilesik, MGMT
(O6-Metilguanin DNA Metiltransferaz) inhibitorii olarak bilinir. Kimyasal formiili
CiiHu1N4Os Lomeguatrib, kanser tedavisinde potansiyel bir kullanim alanina sahip

bir DNA tamir inhibitoriidiir (Kaye vd., 2010).

Bu bilesik, 6zellikle DNA metiltransferaz enziminin (MGMT) inhibisyonu yoluyla
timor hiicrelerinin DNA tamir kapasitesini hedefler (Kaye vd., 2010). Lomeguatrib,
glioblastoma multiforme gibi MGMT aktivitesinin arttig1 kanser tiirlerinde 6zellikle
degerlendirilmistir (Wick vd., 2012). Bu bilesigin etkisi, kanser hiicrelerinin DNA
hasarinin  onarilmasin1  engelleyerek hiicre oOliimiinii  tesvik etmek {izerine

odaklanmaktadir (Wick vd., 2012).
2.3.4.2.2 Neden GBM’de lomeguatrib

Kemoterapi uygulamalar1 GBM tedavisinde onemli bir yer tutmaktadir ve en ¢ok
tercih edilen kemoterapi ajan1 DNA alkilasyonu (metil ve etil eklentileri) yoluyla etki
gosteren Temozolomid (TMZ)’tir. Hiicrede bulunan MGMT isimli enzim DNA’da
TMZ uygulamasi sonrasi olusan metil eklentilerini kendi iizerine alarak DNA’nin
metil gruplarindan temizlenmesi saglar (Marchesi, vd., 2007). Bu durumda, TMZ
kemoterapotik etkisini gosteremediginde hasta tedaviye yanit veremez ve direng

gelistirmis olur.
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GBM’de, hiicrede asir1 diizeyde MGMT enzimin bulunmas: ile iliskili direng
yolaginin tstesinden gelebilmek adina cesitli MGMT inhibitorleri gelistirilmistir
(Shao vd.,2020). Lomeguatrib bu MGMT inhibitérlerinden biridir ve toksisitesi
digerlerine gore en diisiik (Louis vd., 2016) ve inhibisyon giicli daha yiiksek olan
bilesik olarak bilinmektedir (Barvaux, vd., 2004).

EMT, kanser hiicrelerinin hiicre-hiicre baglant1 proteinlerini, apikal bazal polaritesini
ve bazal ile olan etkilesimini kaybettigi hiicresel bir siiregtir ( Coelho vd., 2020).
EMT ile hiicrelerin metastaz GBM mikrogevresinin hiicrelerin ilk tedavi sonrasi daha
agresif ve infiltratif yap1 kazanarak mezenkimal karaktere biirlinmesine dnemli bir
rol oynadig1 ve mezenkimal GBM hiicrelerinin ¢oklu ilag direnci (Kim vd., 2021) ve
apoptozise direng ile iliskili ve oldugu belirtilmektedir (Majc vd., 2020).

2.3.5 Epitelyal-mezankimal gegis (EMT) nedir?

b

Epitelyal Mezankimal Doniisiim ° ilk olarak E.Hay ’in ilkel ¢izginin olusum
modelini  kullanarak tavuk embriyosunda yapmis oldugu ¢alismaslar ile
adlandirilmistir.(Hay vd., 1995) Gegis’ terimi bu siirecten neoplastik doniisiimden
farkli olmasindan dolayr ‘Doniisiim’ teriminin yerini almaktadir.( Kalluri,vd.,2003)
Epitel mezankimal gecis (EMT), hiicrelerin epitel yapisindan mezankimal fenotipe
gecisini ifade eder (Thiery vd., 2009). Bu siire¢, embriyonik gelisimde ve yetiskin
organizmalarda 6nemli rol oynar (Nieto vd., 2016). EMT, hiicrelerin morfolojik
degisimleri, migrasyon yeteneklerinin artmasi ve invaziv ozellikler kazanmasi ile
karakterizedir (Lamouille vd., 2014). Aktivasyonu, hiicreler arasindaki adezyonun

azalmas1 ve hiicre-matriks etkilesimlerinin degismesiyle gerceklesir (Kalluri ve

Weinberg, 2009).

EMT, kanser metastazi, fibroz ve doku rejenerasyonu gibi birgok fizyolojik ve
patolojik siirecte Onemli bir rol oynar (Nieto vd., 2016). Bu siireg, hiicrelerin
polarizasyonunu kaybetmesi ve epitel tabakanin yapisinin  degismesiyle
karakterizedir (Kalluri ve Weinberg, 2009). Bu siirecin molekiiler mekanizmalari
arasinda hiicresel sinyal iletim yollar1 ve hiicre iskeletinin yeniden diizenlenmesi
bulunur (Lamouille vd., 2014). EMT'nin hiicresel fenotipleri, hiicre ¢ogalmasi, gogii

ve apoptozu tizerinde etkili olabilir (Nieto vd., 2016). Bu mekanizmanin anlasilmast,
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kanser biyolojisi ve dokusal rejenerasyon gibi alanlarda Onemli terapdtik ve

arastirma firsatlari sunmaktadir (Thiery vd., 2009).

2.3.5.1 EMT ozellikleri

Gelisimin ayrilmaz pargasi olan EMT yara iyilesmesi, fibrosiz ve kanserde yeniden
aktivite olmaktadir (Kalluri ve Weinberg, 2009; Thiery vd., 2009).

Cizelge 2.1. Epitel ve mezenkimal hiicrelerin fenotipik 6zellikleri.

Epitel Hiicreleri Mezenkimal Hiicreler
Sikica yapisan Yapiskan olmayan
Apikal-bazolateral polarite Polarize olmayan
Sabit hiicre katmani Gogmen

Epitel hiicre-hiicre baglantilar Lamellipodial uzanti

Bagli hiicrelerin tabakalar1 veya tiipleri Gevsek bir sekilde paketlenmis
baglantisiz hiicreler

EMT esnasinda; hiicre iskeletinde yeniden diizenleme olur, hiicreler apikal ve
polaritelerini kaybeder. Gen eksperesyonunu saglayan sinyal yollarinda degisiklikler
meydana gelmektedir. Gelen degisikliklerle birlikte hiicrede fenotip kazanim olarak

hareketlilik artar bu da invaziv 6zellik kazanimi saglamaktadir (Thiery vd., 2006).

Adherens baglantilarindaki baglantiy1; epitel hiicrelerinde, adhezyon molekiilii ve

kalsiyuma bagli olan kaderin proteinleri gergeklestirmektedir (Takeichi vd., 1991).

E-kaderin gen ekspresyonundaki azalis kanser hiicresinin epitel kaynakli oldugu
invaziv ve farklilasma gostermedigi bir fenotiple iligkilendirilmektedir (Richmond,
vd., 1997; Yawhari vd., 1997). Farkli bir adhezyon molekiilii N-kaderin (ndral
kaderin) kanserde artis goOstermesi invazvlik o6zelligi ile iliskilendirilmektedir.
Mezankimal hiicrelerde daha sik goriilmektedir (Araki vd., 2011). Hiicrelerdeki artan
hareketlilik i¢in kaderin proteinleri gerekli olmakta, fakat EMT’de goriilen
morfolojik degisiklikler i¢cin her zaman gerek duyulmamaktadir (Maeda vd., 2005).

EMT siiregleri ayn1 zamanda fenotipik ozellikleri bakimindan epitelyal fenotipin
baskilanmast mezankimal fenotipin aktivitesini gerceklestiren gen ekspresyonu
modifikasyonunu igermektedir (Lamouille vd., 2013; Puisieux vd., 2014). E-kaderin
ve B-katenin bunlarin basinda gelir. E-kaderin gen ekspresyonunun azalmasi EMT

baskilayici transkripsiyon faktorleri (EMT-TF’ler) olan SNAIL, ZEB ve TWIST ile
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gerceklesmektedir (Vaquero vd., 2017). EMT-TF’lerin en 6nemli ozellikleri E-
kaderinin promotoriinii baskilayarak gen ekspresyonunu diizenlemektedir (Moyret-

Lalle vd., 2014).

Ayn1 zamanda mezankimal fenotiple iligskili genler; N-kaderin, Vimentin,
Fibronektin, a-diiz kas aktini (a-SMA), MMP’ler (Matriks Metolloproteinazlar) gen
ekspresyonunda artis gostermektedir (Moyret-Lalle vd., 2014).

2.3.5.2 EMT’nin tipleri

Siire¢ bakimindan EMT ti¢ ayr1 biyolojik olay1 icermektedir. 3 ayr1 biyolojik
tiplendirmesine yonelik ¢aligmalar 2007°de Polonya ve 2008’de Cold Spring Harboi
Laboratuvar’inda yapilmis olan EMT toplantilarinda kabul edilmektedir (Zeisberg
vd., 2009).

T ) ] (]

EMBRIYOGENESIZ FIBROSIZ KANSER
ENFLAMASYON VE METESTAZ

Sekil 2.2. Ug farkli EMT tiirii.
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2.3.5.2.1 TiP 1 EMT: implantasyon, embriyogenez, gelisim

Tip I EMT gastrulasyonun bir parcasi olarak bulunmaktadir. lkel epitelyal hiicreleri
mezankimal hiicrelere gecisini saglayabilen ve go¢ etme Ozelliklerine hakim olan
noral krest hiicresini iireten noral epitelyal hiicrelerini bulundurmaktadir. EMT siireci
sonunda {iretilen hiicre endodermal ve mezodermal organlarinda mezankimal
epitelyal gegis (MET) sonunda tekrar ikinci epitelyal hiicreye doniismektedir
(Zeisberg vd., 2009).

Embriyonik morfogenez ile tek iliskli EMT tip I EMT dir (Acloque vd., 2009). Tip |
EMT biyokimyasal olarak incelendiginden gastrulasyon Wnt sinyal yolag: ile

diizenlenmektedir. Noroektodermi meydana getiren noral krest hiicreler goc etme

ozelligi tip  EMT ile iliskilendirilmektedir (Liu vd., 1999; Duband vd., 1982).
2.3.5.2.2 TIP II EMT: fibrosiz ve enflamasyon

Organ Fibrosizi, epitel dokuda meydana gelmekte olup birden fazla inflamatuvar
hiicreyle birlikte fibroblastlar; kollajen, elastin, laminin ve teraksin vb. hiicreler arasi

matriks bilesenleriyle birlikte ger¢eklesmektedir (Kalluri vd., 2009).

Tip IT EMT ile iliskisi bulunan fibrosiz olaylarina 6rnek olarak; bobrek, karaciger,
akciger ve bagirsakta meydana gelen fibrosizler tip I EMT ile iligskilendirilmektedir
(Potenta vd., 2008; Kim vd., 2006).

Tip II EMT iltihaplanmada da énemli bir rol oynar. Oncelikle iltihap; viicudun
enfeksiyon ve yaralanmaya kars1 koruyan savunma mekanizmadir. Yara iyilesmesi
sirasinda, keratinositlerin gogiinii ve yeniden epitelizasyonunu aktive etmek icin
sitokinleri ve biiylime faktorlerini harekete gegiren inflamatuvar yanit baslatir. Bu
yeniden epitelizasyon, keratinositlerin yara kenarindan derin — italize bdlgeye
gOciinii ve bu arada epitelyal 6zellikleri kaybetmesini igerir, ancak Kkeratinositler,
hiicreler arasi1 baglantilara sahip yapigkan hiicre tabakasi olarak kalmaktadir. Slug,
yara kenarlarini ¢evreleyen keratinositlerde buluna yara iyilesmesinde 6nemli bir role
sahiptir. Slug eksikligi olan farelerde deri eksplantlarindan epitelyal biiyiimenin

azaldig1 goriilmektedir (Savagner vd., 2005).
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2.3.5.2.3 TiP III EMT: kanser ve metestaz

EMT’nin kanserde ortaya ¢ikmasi, kanser hiicresinin istilasini, plastisitesini, gogiine
ve malignitesini artirir. Metestaz, birincil timdr biiyiimesi anjiogenez, EMT, komsu
dokulara istila, kan damarina intravazasyon, dolasimda hayatta kalma kan
damarindan eksrtavasazyon, uyku hali ve ikincil tiimor biliylimesi gibi birka¢ adimi
igerir. Epitel hiicreleri apikal-bazal polariteyi kaybederek On-arka polarite kazanur,
komsu hiicrelerle temasin1 kaybeder, hiicre iskeleti degisiklige ugrar ve proteazlarin

aktivasyonu ile ekstraseliiler matriksi istila eder.

Metestaz sirasinda epitel hiicreleri yassi, kiiboidal, kolumner seklini kaybedip, kanser
kok hiicresi Ozelliklerini kazanir ve metestaz sonrasi kolaylikla hareket edebilir hale
gelir. Mezankimal fenotip kazanilmasi dolasiyla EMT’in kanser metastazinda 6nemli

bir rol oynadig1 aciktir.

Hareket etmeye basladiklarinda birincil bolgeden ayrilirlar ve c¢evredeki dokulara
istila ederler. Daha sonra bu hiicreler yani bolgede ikincil bir tiimdr olusturur ve
makroskobik metestazlar olusturmak i¢in MET’e yani mezankimalden Epitelyal

Gegise ugrar (Shibue vd., 2017; Kalluri vd., 2010).
2.3.5.3 EMT transkripsiyon faktorleri

Epitelyal fenotipin baskilandigi, mezankimal fenotipin aktivetisini saglanmasindaki
gen ifadesi degisiklilerini kontrol eden transkripsiyonel faktorlerin basinda; SNAIL,
TWIST ve ZEB (¢inko-parmak e kutu baglama) gelmektedir (Lamouille vd., 2014).

SNAIL; EGF, HGF, FGF, BMP’ler, TGF-B, Wnt, Notch, PI3K-AKT, NK-kB ve
TNF- a gibi gesitli sinyal yolaklari tarafindan aktive edilir. Gelisim, fibroz ve kanser
sirasinda EMT aktivasyonu esas olarak SNAIL ve SLUG’a baghidir. SNAIL, E-
Kaderini baskilar ve E-kaderinin promotor boélgesinin proksimaldeki E-kutularin
baglanarak E-kaderinin transkripsiyon tepkisini geri cevirerek EMT’yi baskilar.
Mutant SNAIL aleli i¢in homozigot olan fare embriyolari, mezoderm hiicrede E-
Kaderini tutar ve epitelyal 6zellikler gosterir bu da gastrulasyon agamasinda embriyo

gelisinin durmasina ve 6liimiine yol acar (Ciruna vd., 2001).
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TWIST; bHLH transkripsiyon faktorleri i¢erisinde yer almakta olup EMT ‘de 6nemli
rolii bulunmaktadir (Peinado vd., 2007; Craene vd., 2013). bHLH transkripsiyon
diizenleyicileri temel olarak hiicre biiyimesi, farklilasma ve say belirleme gibi
gelisimsel siireclerde rol alir. Doku dagilimi, dimerizasyon yetenegi ve DNA
baglanma 06zellik bakimindan 7 smifi vardir (Massari vd., 2000). EMT ile iliskili
bHLH transkripsiyon faktorii arasinda TWIST1 ve TWIST2 bulunmaktadir (Peinado
vd., 2007) TWIST; tiimorlerde fazla bir sekilde gen ekspresyonu olur ve Kkoti
prognozla birlikte iligskilendirilir (Duagkumpha vd., 2014). TWIST, mezankimal gen
ekspresyonunda baskilanmaktadir (Xu vd., 2009). Twistl kanser hiicrelerinde; N-
kaderin gen ekspresyonunu SNAIL’den bagimsiz baskilamaktadir. Ayrica E-kaderin
gen ckspresyonunda bastirir (Yang vd., 2010; Yang vd., 2012). ZEB; ZEB
transkripsiyon faktoriiniin EMT ile iligkili 2 ana transkripsiyon faktorleri ZEBI ve
ZEB2’dir. E-kaderinin promotoriindeki E-kutularina baglanarak gen ekspresyonunu
azaltmaktadir (Zhang vd., 2015). ZEB2 ayrica siki baglantilarda, desmozomlarda ve
bosluk baglantilarinda yer alan genler gibi hiicre baglanti komplekslerini koruyan
genleride gen ekspresyonunda azaltmaktadir. Bu ekspresyon; mide, hepatoseliiler,
yumurtalilk ve meme karsinomlari gibi bir¢ok kanserde arttigni gosterilmektedir

(Vandewalle vd., 2005).
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2.3.5.4 EMT’NIN molekiiler belirtecleri

Epithelial cells  AS, Cd, Co, Cr, Ni, Cu Mesenchymal cells
EMT / \ \
Q : MET O Q

AS, Cd. Cu a/\ _a/\ _ "

EPITEL BELIRTECLER .' |
EXADERIN
CLAUDIN! (CLAUDIN3

MEZANKIMAL BELIRTECLER

AKTIN ALFA 2 N-KADERIN
FIRRONEKTIN] VIMENTIN
INTEGRIN BETA -1 INTEGRIN BETA -3
PAXILLIN

KOLLATENTIP 1o
K ATENI BETA-1

DESMOCCLLIN

EPITEL HUCRE YAPISMA PROTEINI
KERATIN/ KERATINI
SIKTBAGLANTI PROTEDNT 1

MATRIX METALLOPROTEINASE 23-9

SNATL FAMILY TRANSCRIPTIONAL REPRESSOR I-
2 (SNATI-SNAT?)

TRANSFORMING GROWTH FACTOR BETA
RESEPTORU (TGF-B) I

Sekil 2.3. EMT siirecine ve klasik gen belirteglerine genel bakis.
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Cizelge 2.2. Epitel ve mezenkimal hiicrelerin molekiiler belirtegleri

Epitel Hiicreleri Mezenkimal Hiicrele

E-Kaderin N-Kaderin
Claudinl /Claudin3 Vimentin
KOLLAJEN TIP 1 A FIBRONEKTIN-1
Katenin Beta-1 Integrin Beta -1
Desmokol Integrin Beta -3
Epitel Hiicre Yapisma Proteini Paxillin
Keratin7 Snail Family Transcriptional Repressor
12 (Snail-Snai2)
Keratinl4
TRANSFORMING GROWTH
y < FACTOR BETA RESEPTORU
SIKI BAGLANTI PROTEINI 1 (TGFB) - 3
AKTIN ALFA 2

E-Kaderin, Zona occludenl, claudins, sitokeratin ve tip IV kollajen gibi epitel hiicre
belirteglerinin ekspresyonu azalirken; N-kaderin, tip |1 ve Ill kollajen vimentin,
Fibroblast spesifik protein-1 (FSP), a- Diiz kas aktin, fibronektin gibi mezenkimal

hiicre belirteclerinin ekspresyonu artar (Kovacic vd., 2012).

EMT sirasinda meydana gelen hiicre iskeleti degisikliklerine 6zellikle deginmek
gerekirse, apiko-bazal polariteyi koruyan epitelyal hiicrelerde mevcut olan giiglii
hiicre-hiicre baglantilari; siki baglantilar, yapisik baglantilar ve dezmozomlar ortadan
kaybolurken, aktin agisindan zengin ¢ikintilar adi verilen filopodia ve lamellopodia
go¢ eder, bu vyapilar mezenkimal hiicrelerin goriinlimiinii temsil ettigi

belirtilmektedir.
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Ek olarak, desmozomlara baglanarak hiicreler arasi yapigsmay1 destekleyen hayati ara
filament keratinim ekspresyonu azaltmaktadir. EMT sirasinda bagka bir ara filament

olan vimentinin gen eksperesyonu artmaktadir.

Ayrica, Slug, Twist ve Snaill gibi transkripsiyon faktorlerininde ve ECM degrede
eden enzimlerin gen ekspresyonlarinda artig, hiicre iskeleti proteinlerinin yeniden
diizenlenmesi yam1 sira spesifik bir takim miRNA'larin ekspresyonundaki
degisiklikler de epitelyalden mezenkimal gegisi gostermektedir. Tek bir miRNA
birden fazla mRNA'y1 hedefleyebilir ve her mRNA birden fazla miRNA tarafindan
diizenlenebilir (Cai vd., 2009).

miR-200, ZEB1/ZEB2, B-katenin/Wnt sinyalini baskilayarak EMT'yi inhibe eder
MDM4 boylece E-kaderini yukari regiile eder ve N-kaderin, vimentin, MMP2 ve
MMP9'u asagi regiile eder; bu da tamamen EMT'nin baskilandigin1 gésterir (Korpal
vd., 2008). Yapilan EMT ile ilgili ¢alismalarda Glioblastoma da direng geni olan
MGMT inhibisyonunun tek basina kemoterapdotik etkisi ve EMT tizerindeki etkisine

iliskin veri bulunmamaktadir.

2.3.5.4.1 Vimentin

Epitel mezankimal gecis (EMT), bir hiicrenin epitelyal 6zelliklerden mezankimal
ozelliklere dogru doniisiimiinii ifade eder. Bu siire¢, embriyonik gelisim sirasinda ve
yetiskin organizmalarda doku onarimi, yara iyilesmesi ve kanser metastazi gibi
durumlarda gerceklesebilir. EMT sirasinda, epitelyal hiicrelerin fenotipi degisir ve
vimentin gibi mezankimal proteinlerin ifadesi artar. Vimentin, tip 11l ara filament
proteinlerinden biridir ve hiicrelerin mekanik dayanikliligini saglamada ve seklini
korumada 6nemli bir rol oynar. Artan vimentin ifadesi, hiicrelerin migrasyon ve
invazyon yeteneklerini artirir, bdylece metastatik potansiyellerini artirabilir. Bu
stire¢, kanser metastaz1 gibi patolojik durumlar i¢in Snemlidir, ¢linkii metastatik
hiicreler EMT yoluyla daha invazif hale gelir ve bu da tiimoriin diger dokulara

yayilmasini kolaylastirir (Johnson vd., 2020).
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2.3.5.4.2 E-kaderin

E-kaderin, hiicreler arasindaki baglantiy1 saglayan ve doku biitiinliiglinii koruyan bir
protein molekiiliidiir. E-kaderin, epitel mezankimal gegis (EMT) siirecinde kritik bir
rol oynar. Normal kosullarda, epitel hiicrelerde yogun olarak bulunan E-kaderin,
hiicreler arasinda siki baglantilarin korunmasinda ve dokularin biitiinliigiiniin
saglanmasinda onemli bir rol oynar. Ancak, EMT sirasinda, hiicrelerin epitel
hiicrelerden mezankimal hiicrelere doniismesiyle, E-kaderin 'in ifadesinde azalma
goriilir. Bu azalma, hiicreler arasindaki baglantinin zayiflamasina ve hiicrelerin
birbirinden ayrilmasina yol agar. E-kaderin'in azalmasi, hiicrelerin migrasyonu ve
invazyonunu kolaylastirarak, kanser metastazi gibi patolojik durumlarin gelisimine
katkida bulunur. Bu nedenle, E-kaderin, EMT siirecinin diizenlenmesinde ve kanser
metastazinin Onlenmesinde 6nemli bir hedef olarak kabul edilir (Wheelock vd.,
2008).

2.3.5.4.3 N-kaderin

Epitel mezankimal geg¢is (EMT) siirecinde, N-kaderin 'in rolii olduk¢a 6nemlidir.
Normal sartlarda, hiicreler arasindaki baglantiyr saglayan E-kaderin gibi epitel
kaderinler baskindir. Ancak, EMT sirasinda, hiicrelerin mezankimal fenotipe
dontismesiyle N-kaderin 'in ifadesinde artig goriiliir. Bu artig, hiicreler arasinda
baglantinin degismesine ve siki yapismalardan daha gevsek baglantilara dogru bir
gecise neden olur. N-kaderin 'in artis1, hiicrelerin migrasyon yetenegini artirirken,
invazyon yetenegini de destekler. Bu, hiicrelerin doku i¢inde hareket etme ve
metastaz  yapma  yeteneklerini artirir.  Dolayisiyla, N-kaderin, EMT'nin
baslatilmasinda ve hiicrelerin mezankimal fenotipe gegisinde kritik bir rol oynar

(Lamouille, Xu, & Derynck, 2014).

2.3.5.4.4 Snall

Epitel mezankimal gecis (EMT) siirecinde, Snail transkripsiyon faktorii, hiicrelerin
epitel hiicrelerden mezankimal hiicrelere donlismesinde kritik bir rol oynar. Snail,
gen ekspresyonunu degistirerek hiicrelerin yapisini ve iglevini doniistiiriir; 6zellikle
hiicreler arasindaki baglantilar1 zayiflatir ve hiicrelerin migrasyonunu artirir. Bu

siire¢, invaziv hale gelmelerini ve sonunda metastaz yapmalarini saglar. Ayrica,
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Snail'in embriyonal gelisim, doku rejenerasyonu ve fibrozis gibi diger biyolojik

stireclerde de rol oynadigi gosterilmistir (Lamouille, Xu & Derynck, 2014).
2.3.5.4.5 Smail2

Epitel mezankimal gegis (EMT) siirecinde SMAIL2, hiicrelerin fenotipik
degisiminde énemli bir rol oynar. SNAI2 geninin transkripsiyon faktorii olarak islev
goren bu protein, hiicrelerin epitel hiicrelerden mezankimal hiicrelere doniigiimiinii
kolaylastirir. Bu déniisim siirecinde, SMAIL2 hiicrelerin morfolojik ve islevsel
ozelliklerini degistirir. Ornegin, hiicreler arasindaki baglantilar gevser ve hiicrelerin
migrasyon yetenekleri artar. Ayrica, SMAIL2'nin etkisiyle hiicrelerin invaziv
ozellikleri artar, yani hiicreler ¢evre dokulara yayillmaya ve metastaz yapmaya yatkin
hale gelirler. SMAIL2'nin kanser metastazi gibi patolojik siirelerdeki bu rolii, kanser
ilerlemesi ve tedavisi iizerinde biiyiikk 6neme sahiptir. Bu nedenle, SMAIL2'nin
molekiiler mekanizmalar1 ve etkileri iizerine yapilan ¢alismalar, kanser biyolojisi ve

tedavisi alaninda 6nemli bilgiler saglamaktadir (Gupta vd., 2019).
2.3.5.4.6 Twist

Epitel mezankimal geg¢is (EMT) siirecinde, Twist transkripsiyon faktorii, hiicrelerin
epitel hiicrelerden mezankimal hiicrelere doniisiimiinde kritik bir rol oynar. Bu
stirecte, Twist gen ekspresyonunu diizenleyerek hiicrelerin fenotipini degistirir ve
hiicreler arasindaki baglantilar1 gevsetir. Ayrica, Twist'in etkisiyle hiicrelerin
migrasyon yetenekleri artar ve invaziv 6zelliklerini kazanirlar. Bu, hiicrelerin doku
icinde hareket etmesini kolaylastirir ve metastatik yayilma potansiyelini artirir.
Twist'in bu ¢ok yonlii rolii, hem embriyonal gelisimde ve doku rejenerasyonunda
normal fizyolojik siireclerde hem de kanser metastazi gibi patolojik durumlarda

onemli bir konu olmustur (Yang, Hou, & Cai, 2020).
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3. MALZEME VE YONTEM

Bu tez calismasinin deneylerinde Aksaray Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Biyoloji
Anabilim Dali Laboratuvarlar1 ve Aksaray Universitesi Bilimsel Arastirma ve

Uygulama Merkezi Laboratuvarlart kullanilmistir.
3.1 Gerec
3.1.1 Hiicre serileri

Bu tez caligmasinda iki adet insan kokenli glioblastoma hiicre serisi kullanilmustir.

Tgili hiicrelere ait biyolojik bilgileri asagidaki tabloda verilmistir (Cizelge 3.1).

Cizelge 3.1. Calisma kapsaminda kullanilan hiicre serileri

T98G us7 MG

Organizma Insan Insan

Cinsiyet, yas Erkek, 61 Bayan, 44

Doku Beyin Beyin

Morfoloji Fibroblast Epitel

Yiizey tutunumu | Yapisan Yapisan
Hiicreler Hiicreler

Tiimdrijenik Hayir Evet

Karyotip Hiperpentaploid Hipodiploid

Besi yeri DMEM (yiiksek glukoz), | DMEM (yiiksek glukoz), %10FBS
%10 FBS

Besi yeri Haftada Haftada

yenileme stiresi 2-3 kez 2-3 kez

Pasaj metodu %0,25 Tripsin + %0,1 %0,25 Tripsin + %0,1 EDTA
EDTA

Ayirma orani 1:3- 1:10 1:2-1:5

Biyogiivenlik 1 1

diizeyi
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3.1.2 Hiicre kiiltiiriinde kullanilan sarf malzemeler

Hiicre kiiltiiri uygulamalarinda kullanilan molekiil ve gerecler Cizelge 3.2°de

verilmistir.

Cizelge 3.2. Hiicre kiiltiiriin uygulamalarinda kullanilan molekiil ve geregler.

Isim Marka Ozellik/Katalog Numaras1
Lomeguatrib Sigma SML0586-5gr
TGF-B1 Sigma T7039
Besi yeri Capricorn DMEM-HA (DMEM High
Scientific Glucose (4.5 g/l), with L-
Glutamine) Lot No: CP18-2472
Fotal Bovine Serum Capricorn FBS-11B, 0.1uM filtre edilmis
Scientific
Penisilin-Streptomisin Capricorn 100X, PS-B, (100 ml)
Scientific
L-Glutamine Capricorn 200 mM, GLN-B (100 ml)
Scientific
Trypsin-EDTA Capricorn TRY-1B, DBPS i¢inde
Scientific
Flask (25cm?) Biologix Polystrene, 07-8025
Flask (75cm?) Biologix Polystrene, 07-8075
15 ve 50 ml Tiip Biologix 10-9151 (15 ml), 10-0502 (50 ml)
96 kuyucuklu plak Biologix 331196/331296
12 kuyucuklu plak Sunub TCP-12
6 kuyucuklu plak Sunub TCP-6
Dondurma tiipleri CryoKING 88-6200
Transfer pipeti Biologix 30-135A1 (3ml)
Hiicre sayim lami Neubauer 68052-14, 68052-15
(Haemocytometry)
Dimetilstilfoksit (DMSO) Merck 102952
Fosfat Tuz Tamponu (PBS) | Sigma P4417, Tablet, (pH: 7,4) (Ca™
ve Mg"" icermeyen)
Ethylenediaminetetraacetic | Goldbio E-210-100
acid (EDTA):
Sterilizasyon amagl Etil Honeywell 32221-2.5
Alkol (%100)
5 ml ve 10 ml serolojik Greiner Cellstar P7615 (5 ml) ve P7740 (10 ml)
pipet
Steril Tiipler Biologix Farkl1 bitytikliiklerde
(0,2;0,5;1,5;2 ml tiipler,
Polietilen mikrosantrifiij tiip
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3.1.3 3-(4,5-dimethyldiazol-2-yl)-2,5 diphenyl Tetrazolium Bromid (MTT)
sitotoksisite testi

Tez kapsaminda EMT etkisi arastirllan lomeguatribin sitotoksik etkisinin
belirlenmesi amaciyla MTT gerceklestirilmistir.  MTT testi ic¢in kullanilan

malzemeler Cizelge 3.3’de verilmistir.

Cizelge 3.3. MTT testinde kullanilan geregler.

Isim Marka Ozellik/Katalog Numaras1

Thiazoly Blue Tetrazolium | Sigma M5655-1g
Bromide (MTT)

MTT stok soliisyonu 5mg toz MTT 1 ml steril PBS
igerisinde ¢oziildi ve filtre edilerek
(0,20 um’lik) kullanild:

MTT ¢alisma soliisyonu 10 ul MTT soliisyonu (5 mg/ ml) 90
(96 kuyucuklu plakta bir ul besi yeri karistirilir ve her bir
kuyucuk i¢in) kuyucuga eklenir

Dimetilstilfoksit (DMSO) Merck 102952

96 kuyucuklu plak Biologix 331196

MTT lizis soliisyonu Triton-X Her bir kuyucuga hazirlanan

(Sigma) HCI soliisyondan 100 ml eklenir. 100 ml
(0,1 N Fischer lizis soliisyonu hazilranmasi: Triton

Scientific) X (T8787) (1 ml) HCI (AC 12420-
Isopropanol 0010) 0,1 N (10 ml) Isopropanol
(Merck) (109634) (89 ml)
Filtre Sartorius 16532; 0,22 pm’lik
Minisart
Steril Tiipler Biologix Farkl1 biiytikliiklerde (0,2; 0,5; 1,5;
2 ml’lik), Polietilen mikrosantrifiij
tiipler
Pipet ve pipet uglari Biologix Farkli biiytikliiklerde mikropipet ve
uclari
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3.1.4 Total RNA izolasyonu

Lomeguatrib uygulanan hiicrelerdeki gen ekspresyon degisikliklerinin tespiti
amaciyla lomeguatrib uygulamasi sonrasi total RNA izolasyonu gerceklestirilmistir.

Total RNA izolasyonu i¢in gerekli malzemeler Cizelge 3.4’de verilmistir.

Cizelge 3.4. Total RNA izolasyonu igin gerekli malzemeler.

Isim Marka | Ozellik/Katalog Numarasi
Trizol Geneall | RiboEx™, Cat No. 301-001
Kloroform Merck 102445
Isopropanol (=Propanaol-2) | Merck | 109634
3221
Etil Alkol Sigma
Steril Su BioShop | WAT222.100
Farkli biyiikliklerde (0,2; 0,5; 1,5; 2
Steril Tiipler Biologix | mI’lik) tiipler, Polietilen mikrosantrifiij
tiipler
D5758-50 ml

%0,1 konsantrasyonda 100 ml steril distile

Diethyl pyrocarbonate su (dH20)’ya 0,1 ml DEPC eklendi. Bu

Sigma soliisyon oda sicaklifinda 1  saat

(DEPC) bekletildi, ardindan otoklanip (15 dakika,
100°C)

sogutularak kullanildi

Pipet ve pipet uglari Biologix | Farkli biiyiikliiklerde mikropipet ve uglari

3.1.5 cDNA (Komplementer DNA) sentezi

Total RNA izolasyonu sonrasi cDNA sentez siireci tamamlanmistir. cDNA sentezi

icin gerekli malzemeler Cizelge 3.5’de verilmistir.
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Cizelge 3.5. cDNA eldesi i¢in gerekli malzemeler.

[sim

Marka

Ozellik/Katalog Numarasi

cDNA izolasyon kiti | ABT

cDNA Synthesis Kit with RNase Inh. (High
Capacity) C03-01-05 (C03-01-05)

Steril Tiipler Biologix | 0,2ml’lik tiipler, Polietilen mikrosantrifiij tiipler

Steril Su BioShop | WAT222.100

PZR makinesi Rotor Gergek zamanli PZR aleti cDNA sentezinde
Gene kullanilmustir.

Pipet ve pipet uglar1 | Biologix

Farkl1 biiytikliiklerde mikropipet ve uglari

3.1.6 Agaroz jel elektroforezi

Total RNA izolasyonu ve cDNA sentezi sonrasi elde edilen RNA ve ¢cDNA’nin

goriintlilenmesi agaroz jel elektroforezi kullanilmistir. Agaroz jel elektroforezi icin

gerekli malzemeler Cizelge 3.6’da verilmistir.

Cizelge 3.6. Agaroz jel elektroforezi igin gerekli malzemeler.

Isim Marka Ozellik/Katalog Numarasi

Tris baz Goldbio T-400-500

Borik asit Vivantis PR 0607

EDTA Vivantis E-210-100

10XTBE Tris baz (54 gr ), borik asit (27,5) ve 20 ml EDTA

sollisyon (0,5 M) steril distile suda ¢oziilerek 1 litreye

(pH:7,5) tamamlanmigtir.

Agaroz Genedirex MB755-0100

% 1’1ik 1 g agaroz, 100 ml 1XTBE igerisinde mikro dalga

agaroz firin yardimiyla eritilerek hazirlands. Igerisine 2,5 ul
Etidyum bromiir (10 mg/ml) kariligtirildi.

Etidyum Biotium 40042

Bromtr

Brom fenol Ambresco 115-39-9

mavisi

Pipet ve pipet | Biologix Farkl1 biiytikliiklerde mikropipet ve uglari

uglari

29




3.1.7 Gercek zamanh PZR (RT-PZR)

Gen ekspresyon analizinde kantitatif RT-PZR yapilmistir. RT-PZR i¢in gerekli

malzemeler Cizelge 3.7’de verilmistir.

Cizelge 3.7. RT-PZR i¢in gerekli malzemeler.

Isim Marka Ozellik/Katalog Numaras1

ABT® RealAmp ABT Q05-02-01

SYBR gPCR Master

mix

Steril Tiipler Biologix | 0,2ml’lik tiipler, Polietilen mikrosantrifiij tiipler
Primer ABT HPLC saflastirma primer

Steril Su BioShop | WAT222.100

Pipet ve pipet uglari Biologix | Farkli biiyiikliiklerde mikropipet ve uglari

3.1.8 Yara iyilesmesi deneyi

Yara iyilesme i¢in kullanilan malzemeler Cizelge 3.8’de verilmistir.

Cizelge 3.8. Yara iyilesme deneyi i¢in gerekli malzemeler.

Isim Marka Ozellik/Katalog Numaras1
15 mP’lik tiip Biologix 10-9151 (15 ml)

24 kuyucuklu plak Sunub TCP-24

Hiicre sayim lami Neubauer (Hemocytometer) | 68052-14, 68052-15
Steril Tiip Biologix Farkl1 biiytikliiklerde

(0.5ml, Polietilen

mikrosantrifiyj tiip

Pipet ve pipet uglari Biologix Steril, temiz pipet ve
mikropipet uglar1 (10 ve
200 pl biiyiikligiinde)
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3.1.9 Cahismada kullanilan alet/makineler

Calisma kapsaminda yapilan deneylerde kullanilan alet/makineler Cizelge 3.9’da

verilmistir.

Cizelge 3.9. Calisma kapsaminda kullanilan alet/makineler.
Isim Marka Ozellik/Katalog Numarasi
Laminar Kabin Demair Clas II-TipA
CO2’1i incubator RWD D180-P
Etiiv MIPRO MLF-120
Inverted Mikroskop Olympus CKX53
Sogutmali Santrifiij MRC CENLBR-600
Vortex MRC S1-100
Hassas Terazi Dikoman FGH
Hassas terazi Radwag AS220.R2
Isitmal1 plak MRC HSD-135
Mikrofiij INOVIA MINO-10K
Translimiinator MRC UV-26
Elektroforez Tanki SCIE-PLAS SVG-SYS Vari-gel
Gli¢ Kaynag Consort EV231
Mikrodalga Firin Arcelik MD 574
Su banyosu MIPRO MCS-30
RT-PZR Long gene Q200B
Derin dondurucu (-80 | GMS ULT-587
°C)
Akim Sitometri Beckman Coulter | EPICS XL MCL,
3.2 Yontem

3.2.1 Hiicre kiiltiirii

T98G ve U887 MG hiicre serileri 37°C’de, CO»-li inkiibatorde, steril kiiltlir ortaminda,

standart kiiltiir sartlarinda c¢ogaltilmistir. Hiicreler, yapilan tiim deneylerde 15’in
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altinda olan diisiik pasaj sayisina sahip hiicrelerde ¢alismalar gerceklestirilmistir.

Standart kiiltiir islemleri agsagida belirtilen siirecler takip edilmistir.

Hiicreler %10 FBS iceren yiiksek glikozlu besi yerinde kiiltlir flasklar1 igerisinde
biiyiitiilmiis ve ¢ogaltilmistir. Flask igerisinde hiicre yogunluklari %70-80 oranina
ulastiginda, hiicrelerin {izerindeki besi yeri atilarak flasklar 1-2ml PBS (Ca™ ve
Mg** icermeyen) ile yikanmustir. Yikama islemi sonrasinda 25 cm®’lik flaska 0.4 ml,
75 cm’lik flaska 1 ml Tripsin/EDTA eklenmis, boylece yapismis olan hiicrelerin
tripsinasyon islemi ile birbirlerinden ve flask yiizeyinden ayrilmalar1 saglanmistir.
Bu islem sonrasinda hiicreler steril serolojik pipet yardimiyla 15 ml’lik falkon
tiiplerine toplanmustir. Tiipler 1500 rpm (revolutions per minute, dakikadaki devir
sayis1)’de 5 dakika santrifiij edilmistir. Santrifiij islemi sonrasinda tiipilin Ust kismi
atilmig ve hiicre peletinin yogunlugu da dikkate alinarak ortalama 2ml besi yeri
eklenmistir. Mikropipet yardimiyla (1000 pl’lik) hiicrelerin besi yeri ile karigmasi
saglanmistir. Bu islem sonrasinda hiicreler Thoma lami kullanilarak sayilmis ve
ardindan pasaj ve diger test siireclerine gecilmistir. Hiicrelerin dondurularak
stoklama yapilmasi silirecinde ise uygun sayidaki hiicre popiilasyonunun iizerine
dondurma soliisyonu eklenerek karistirilmis ve sonrasinda 6zel dondurma tiiplerine
(cryovial) aktarilmistir. Bu tiipler, buz igerisinde -20°C’de 1 saat ve -80°C’de 24 saat

tutulduktan sonra likit nitrojen bulunan tanklara aktarilmistir.
3.2.2 Sitotoksisite testi

Sitotoksik etkileri arastirilan lomeguatribin sitotoksik etkilerinin belirlenmesinde ve
inhibitoér dozlarmin (ICsg) saptanmasinda klasik MTT yontemi kullanilmistir. MTT

yontemi madde i¢in 4 kez ve her bir deneyde 5 tekrarli olacak bigimde yapilmistir.

Tgili molekiiliin uygun konsantrasyonlarmin hazirlanmast igin dncelikle lomeguatrib
DMSO’da ¢oziilmiistiir. Lomeguatrib i¢in 100.000 pM ana stok hazirlanmistir.
Molekiiliin hiicrelere uygulanacak en yiiksek konsantrasyonunda DMSO oraninin

%05’°1n altinda tutulmasi saglanmistir.

Cogaltilan hiicreler tripsinasyon ve sayim islemleri sonucunda 96’lik plakta her bir
kuyucuga 8X10® olacak bi¢imde ekilmistir. Ekim sonrasi hiicreleri plak tabanina

yapigmasi ve uyum siireci i¢in hiicreler bir gece 37°C’de CO3’li etiivde inkiibasyona
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birakilmigtir. Inkiibasyon sonunda her bir hiicre tipinin yer aldigi plaklar farkli
konsantrasyonlar1 hazirlanmis olan lomeguatrib ile muamele edilmistir. Yukarida
belirtilen ana stoktan lomeguatrib i¢in 1, 2, 3, 5, 7, 10, 25, 40, 500, 100, 200, 450,
600, 750, 1000, 5000, 15000 uM konsantrasyonlar1 hazirlanmistir. Hazirlanan
konsantrasyonlar 96 kuyucuklu plakta her bir kuyucuga 100 pl biiylime besi yeri

icerisinde olacak bicimde verilmistir.

Madde uygulanmasindan 72 saat sonunda MTT siireci basglatilmistir. 72 saat sonunda
hiicrelerin iizerindeki medyum atilmig ve her bir kuyucuga MTT c¢alisma
solisyonunda 100ul [10 pl MTT (5 mg/ml) +90 ul besi yeri] eklenmistir. MTT
calisma sollisyonunun eklenmesinden sonra hiicreler 37°C’de, CO; inkiibatorde 3
saat inkiibe edilmistir. Ug saatlik inkiibasyon sonunda hiicrelerin iizerindeki besi yeri
atilmis ve her bir kuyucuga 100 pl lizing soliisyonu eklenerek yasayan hiicrelerce
olusturulan formazan kristallerinin ¢éziinmesi saglanmistir. Formazan kristallerinin
¢oziinmesinden sonra plak okuyucu spektroforometrede plaklarin her bir
kuyucugunun 570 nm’deki absorbans degerleri tespit edilmistir. Elde edilen
absorbans degerleri excel ve Graphad Prism programlari kullanilarak 1Cso degerleri

saptanmistir.
3.2.3 Hiicre gogii deneyi (yara iyilesmesi, wound healing)

Hiicrelerde lomeguatribin hiicre gogii lizerine olan etkisinin belirlenmesi i¢in yara
lyilesmesi deneyi gerceklestirilmistir. Bu amagla, 24 kuyucuklu plagin her bir
kuyucuguna 5x104 hiicre ekimi yapilmistir. Hiicrelerin uyum ve yapigmasi igin plak
24 saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyon siiresi sonunda hiicrelerin iizerindeki medyum
almarak 200 pL’lik pipet ucuyla kuyucugun ortasindan arti seklinde yara
olusturulmustur. Yaranin olugmasi flasktan kalkan hiicrelerin tam olarak ayrilmasi
icin medyumla hiicreler yikanmig ve medyum tekrardan ortamdan alinmistir.
Temizleme islemini takiben hiicrelere 5 ng/ml konsantrasyonlarinda TGF-B1; 5, 10
ve 25 uM konsantrasyonlarda lomeguatrib verilmistir. Yara olusumu sonrasi
olusturulan yarada hiicreler arast mesafe mikroskobun EPview programiyla dl¢tilmiis
ve fotograflanmistir. Yara olusumu sonrasi elde edilen ilk mesafe degeri 0.saat olarak
kabul edilmis ve her 24 saatte bir toplamda 48 saat takip edilmistir. Burada

lomeguatribin 5, 10 ve 25 uM konsantrasyonlarinda kullanilmasinin nedeni MTT
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sonucuna gore bu degerlerde 24 ve 48.saatte proliferasyonlarinda kontrol grubuna

gore benzer proliferasyon degerlerine sahip olmasindandir.
3.2.4 RNA izolasyonu

ICsp degeri saptanan lomeguatribin EMT genlerinin ekspresyonlar1 tizerindeki
etkilerinin belirlenmesi amaciyla 6nce total RNA izolasyonu yapilmistir. Bu amagla
ilgili molekiiliin ICsg degerinde hiicrelere uygulanmis ve 1Csg degeri saptanan siirede
inkiibe edildikten sonra total RNA izolasyonu yapilmistir. Total RNA izolasyonu

icin izlenilen Trizol temelli izolasyon protokolii asagida yer almaktadir.

Hiicreler yukarida belirtilen ICsy degerlerinde hiicrelere uygulanmistir. Bu uygulama
icin olusturulan gruplar sirasiyla hi¢cbir molekiil uygulanmayan kontrol grubu ve

lomeguatrib olmak tizere 2 farkli grup olusturulmustur.

25cm?lik flasklara ortalama 1X10° yogunlukta ekilen hiicreler bir gece (16/24 saat)
flask tabanina tutunmasi ve uyum igin bir gece inkiibe edildikten sonra lomeguatrib
icin ise 200 pM hiicrelere verildi ve 72 saat inkiibasyona birakildi. Lomeguatrib’in
200 puM secilme nedeni, sitotoksisite testinde ilgili molekiiliin hiicrelerde %15-20
arasinda o6liime neden oldugu doz olmasidir. Lomeguatrib 200 uM olarak secilerek
Bu sayede eger lomeguatrib EMT siirecini tetikliyorsa hem kismi 6liimiin oldugu
dozda bu tetiklenmeyi saptayabilmektir. 72. saatin sonunda hiicreler tripsine edilerek,
toplandi ve ardindan Trizol-Koloroform-izopropilalkol ve etilalkol prosediirii

kullanilarak total RNA izole edilmistir.
3.2.5 RNA’mn Kkalitatif degerlendirilmesi

Total RNA’larin kalitatif degerlendirilmesi (parcalanma olup olmadiginin
anlagilmas1 gibi) amaciyla total RNA’lardan ortalama 3-5 pul RNA agaroz jel
(%]1°lik) elektroforezinde yiiriitiilmiistiir. Yiiriitme sonrasi elde edilen goriintiilerde

28S (Sedimentasyon), 18S ve 5S RNA net bir sekilde saptanmustir (Sekil 3.1).
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28S

18S

5S
Sekil 3.1. T98G ve U-87MG hiicre serilerinden elde edilen Total RNA’nin goriintiisii.

3.2.6 cDNA (Complementer DNA) izolasyonu

Hiicrelerden elde edilen total RNA’dan ekspresyon analizi yapmak icin dncelikle bu
RNA’lardan cDNA elde edilmesi gerekmektedir. cDNA sentezi icin cDNA Synthesis
Kit with RNase Inh. (High Capacity) (C03-01-05) kullanilmistir. Bu kitin 6nerdigi
protokol uygulanarak her bir gruba ait orneklerin 1pg RNA’sindan cDNA elde
edilmistir. cDNA sentezi i¢in izlenilen protokol asagida yer almaktadir (Tablo 10).

Cizelge 3.10. cDNA sentez protokoliine gore reaksiyon igerikleri.

10X Reaction Buffer 2 ul
dNTP mix (2.5 mM each) 1 ul
Random hexamer (50 uM) 2 ul
Reverse Transcriptase (200 U/pl) 1 pl
RNase Inhibitor 0.5 ul
RNase free Water 3.5ul
RNA Template 10 ul

0.2ml’lik steril tiip igerisinde hazirlanan reaksiyon igerigi PZR cihazi ullanilarak
25°C 10 dk, 37°C 120 dk, 85°C 5 dk ve 4°C 10 dk inkiibe edilmistir. Inkiibasyon
sonunda elde edilen cDNA’lar RT-PZR’da kullanilana kadar -20°C’de saklanmastir.

3.2.7 Gercek zamanh Polimeraz Zincir Reaksiyonu (Real time-PZR; RT-PZR)

Elde edilen cDNA’larda arastirilmas: planlanan genlerin ekspresyonlarinin
saptanmas1 amaciyla RT-PZR yapilmistir. Bu amagla ABT® RealAmp SYBR qPCR
Master mix Kitinin protokolii izlenmistir (Cizelge 3.11). Hedef genlere kars1 kontrol
geni olarak Actin Beta (ACTB) geni her iki serisi i¢in de kullanilmistir. Ekspresyonu

arastirilan genlerin RT-PZR’da kullanilan primer dizileri Cizelge 3.12°de verilmistir.
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RT-PZR’dde genlerin annealing sicakliklari arasinda farkliliklar bulunmaktadir. Her
ornek icin 3 bagimsiz tekrar yapilmistir ve her reaksiyonda amplifikasyon erime

egrisi (melting curve) analizi yapilmistir. Ornek erime egrileri Sekil 2 ve 3’te

-AACt
2

sunulmustur.  Ekspresyonlar aras1 rolatif farkliligin  saptanmasinda

formiilasyonu kullanilmis buradan ekspresyonlar arasi kat degisimleri saptanmuistir.

Reaksiyon icerikleri hem hedef hem de kontrol geni (housekeeping) i¢in aynidir.

Cizelge 3.11. RT-PZR i¢in reaksiyon igerigi.

Reaksiyon igerigi

Bir 6rnek i¢in

Reaksiyon Dongiisii (Genel)

Tampon (2X) 10 pl

SYBR gPCR

master miks

Primerler Forward: 0.5 ul (10pmol/ul)
Reverse: 0,5ul (10pmol/ul)

dH20 7 ul

cDNA 2 ul

Toplam 20 ul

saniye

1-95°C 5' denatiirasyon (1
dongii) 2-95°C 15" 3-55°C (54-
62°C, gene gore degiskenlik
gosterdi) 50" 4-72°C 30" 40
dongii (2°den 4’¢) Meting
Curve (erime egrisi) Analizi
Ramp: 50-99 (0.5°C artis, her
basamakta 3 saniye) 90 °C 5

Cizelge 3.12. RT-PZR ile ekspresyonu arastirilan genlerin primer dizileri.

Gen Sense Antisense Uriin NCBI Referans Kodu
Biiytikligi
(bp)

E-Kaderin F:5'- R:5'- 137 NM_001317185.
tacaacgacccaac | tcacacacgctgacctct
ccaaga aa

Vimentin F:5'- R:5'- 235 NM_003380.5
ttgaacgcaaagtg | aggtcagcaaacttggat
gaatctt ttgta

N-Kaderin | F:5'- R: 5'- 217 XM_054318138.1
tattttgcccccaatc | ttttcacatttggtgattct
ctaa cg

Snaill F:5'- R: 5'- 410 NM_005985.4
tctaatccagagttta | ttgttgcagtatttgcagtt
ccttcca ga

Snail2 F:5'- R: 5'- 151 NM_003068.5
ttcaaggacacatta | aaggttttggagcagtttt
gaactcaca tg

Twistl F:5'tgtttccagag | R: 216 NM_000474.4
aaggagaaaatgg | 5'aatgcagaggtgtga

ggatggt

ACTB F:5'- R: 194 NM_001101.5
catcctcaccctgaa | 5'tgaaggtctcaaacat
gtacc gatctg
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Sekil 3.2. Vimentin geninin ekspresyon egrisi ve amplifikasyon erime egrisi (melting
curve)
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Sekil 3.3. ACTB geninin ekspresyon egrisi ve amplifikasyon erime egrisi (melting
curve)

3.3 istatistiksel Analiz

Denek sayisina bagl olarak parametrik olmayan test yontemleri kullanilmistir. Bu
amagla ikiden fazla bagimsiz grubun siirekli degerler bakimindan karsilastiriimasi
amactyla Kruskal Wallis testinden faydalanilmustir. Istatistiksel olarak anlamliligin
bulunmasi durumunda, farklilig1 yaratan gruplarin tespitinde Dunn’in post-hoc ¢oklu
karsilastirma testi kullanilmistir. Frekans dagilimlarinin  gruplar arasindaki
homojenliginin test edilmesi amaciyla Ki-kare ve/veya Fisher’in exact testi
kullanilmistir. Siirekli degiskenler kullanilan test yontemine uygun olarak ortanca
(Minimum-Maksimum) ile kategorik degiskenler ise frekans dagilimlari ve
yiizdelikler ile dzetlenmistir. Istatistik anlamlilik smirmin p<0,05 olarak alindig
calismada, elde edilen verilerin degerlendirilmesi amaciyla IBM SPSS Statistics for

Windows, Version 20.0. kullanilmustir.
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4. SONUCLAR

4.1 Lomeguatrib Sitotoksisitesi

Tez calismamizda kullanilan lomeguatribin T98G ve U887 MG hiicre serileri

tizerindeki sitotoksik degerleri (Cizelge 4.1) ve bu degerlerin elde edildigi canlilik

egrisi (Sekil 3.4) asagida sunulmustur. Elde edilen verilere gore 72.saat lomeguatrib
sitotoksisitesi U87 MG ig¢in 7067,07 uM, T98G igin ise 5988,21 uM olarak tespit

edilmistir. Sitotoksisite sonuglarina gore hiicrelerde hedef genlerin ekspresyonlarinin

analizinde Lomeguatribin 200 pM olarak kullanilmasina karar verilmistir. Cilinki

kisa stireli MGMT inhibisyonlarinda nanomolar (nM) veya mikromolar kullanildig1

literatlirde tespit edilmistir. Bizim sonuglara goére de hem uzun siire MGMT

inhibisyonu hem de sitotoksisitenin %15-20 arasinda o6lime neden oldugu doz

secilmistir.
Cizelge 4.1. Lomeguatrib Sitotoksisitesi (72.saat)
Hiicre Serisi Lomeguatrib ICsq (uM)
T98G 5988,21
U-87 MG 7067,07
Lomeguatrib Toksisitesi
120 ~
100
~ 80
2
= 60
5 = T98G
40 m US7TMG
20
0
s eBEEIE8BES 88
=] - N < O~ O O O O
2 Sw gy
¥
Dozlar (nM)
Sekil 3.4. Lomeguatrib’in T98G ve U-87 MG hiicre serilerindeki toksisiteleri

(72.saat)
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4.2 Yara iyilesmesi deneyi

Hiicrelerde mikropipet ucuyla olusturulan ¢izik bdlgesinin (yaranin) 0.,24. ve 48.saat
Ol¢iimii mikroskobun programi iizerinden piksel cinsinden yapildiktan sonra (Sekil
3.5) vyapildiktan sonra elde edilen veriler kontrole gore yiizde olarak
degerlendirilmistir. 5Sng/ml TGF-B kullanilan hiicrelerde hiicre go¢ii kontrole ve diger
gruplara gore anlamli diizeyde erken kapanmistir. Her iki hiicre serisinde

lomeguatribin hiicre gocii tizerindeki etkisi farklilik gostermistir. U87 MG hiicre

serisinde lomeguatribin hiicre gociine etkisi T98G hiicre serisine gore daha yiiksek

bulunmustur (Sekil 3.6)

Sekil 3.5. Hiicrelerde olusturulan yaranin hiicre gogii ile kapanmasinin mikroskop ile
takibi ve yara biiylikliigiiniin piksel cinsinden dl¢timii.
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Sekil 3.6. Lomeguatribin T98G ve U-87 MG hiicrelerinde hiicre gogiine etkisi.
Pozitif kontrol olarak TGF-f (5ng/ml) kullanilmistir.

4.3 Gen Ekspresyon Analizi
4.3.1 Epitelyal ozellik icin gen ekspresyonu

Epitelyal karakterin analizi i¢in E-kaderin genin ekspresyon degisikligi Sekil 8’de
verilmigtir. T98G hiicre serisinde lomeguatrib verilen hiicrede ekspresyon kontrole
istatistiksel agidan anlamli diizeyde azalirken (p<0,001) U87-MG hiicre serisinde ise
kontrole gore istatistiksel olarak anlamli bir artig saptanistir (p<0,001) (Cizelge 4.2).

Cizelge 4.2. EMT genlerinin ekspresyonlarinin gruplara gore karsilagtirilmasi.

Genler Kontrol T98, Lome |U-87 MG, Lome pl p2

E-kaderin 1+0 0,05+0,04 7,34+0,51 <0,001 |<0,001
N-kaderin 1+0 1,19+£0,06 20,7+0,61 0,005 <0,001
Vimentin 140 0,03+0,03 13,66+1,09 <0,001 |<0,001
Twist 1+0 0,04+0,03 13,66+1,09 <0,001 |<0,001
Snaill 1+0 0,02+0,03 12,69+1,03 <0,001 |<0,001
Snail2 1+0 2,12+0,17 5,26+0,35 <0,001 |<0,001

pl: Kontrol vs T98 p2: Kontrol vs U-87 MG
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E-Kaderin Ekspresyon Degisikligi
8,0
7,0
6,0
5,0
40
3,0
2,0
1,0
00 | I
Kontrol Lome Kontrol Lome
T98G T98G U-87 MG U-87 MG

GEN EKSPRESYON DEGISIKLIGI

Sekil 3.7. E-kaderin genindeki ekspresyon degisikligi. Lome: Lomeguatrib

4.3.2 Mezenkimal o6zellik icin gen ekspresyonu

Hiicrelerde lomeguatrib uygulama sonrast meydana gelen gen ekspresyon analizi
Sekil 9°da verilmistir. U-87 MG hiicre serisinde lomeguatrib verilen hiicrelerde
aragtirtlan EMT genlerinin tamaminin ekspresyonu kontrole istatistiksel agidan gore
anlamli diizeyde artmistir (p<0,001) (Tablo I). T98G hiicresinde ise kontrole gore
Snail2 genin ekspresyonu 2,11 kat (p<0,001) ve N-kaderin ekspresyonu 1,19 kat
artmistir (p=0.005). Lomeguatrib, U-87 MG hiicrelerinde T98G hiicrelerine gore

EMT genlerinin ekspresyonlarinda belirgin artislara neden olmustur.

T98G ve U87-MG Hiicrelerinde EMT Genlerinin Ekpsresyon Degisimleri
24 -

19

[N
S

[{e]
\

i
N

Rolatif Gen Ekspresyon Degisimi

— O [«5) — (<5 R (<6 — O - (<5} — [«b R (<5} — [«b R (5]
S £ © E S E © E S E © E S E © E S E © E
b o < o = o < o = o < o = o < o - o = o
s -1 5 - s <4 & - s <4 & - s 4 5 - s 4 5 -
¥ ¥ ¥ ¥ ¥ ¥ ¥ X ¥ v

N-kaderin Vimentin Twist Snaill Snail2

Sekil 3.8. T98G ve U87 MG Hiicrelerinde EMT Genlerinin Ekspresyon Degisimleri.

Mavi bar: T98Ghiicre serisi, Sar1 bar: U87 MG hiicre serisi, Lome:
Lomeguatrib
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5. TARTISMA VE SONUC

Bu tez calisgmasinda lomeguatribin glioblastoma hiicrelerinde EMT siirecini
indiikleyip indiiklemedigi lomeguatribin glioblastoma hiicrelerindeki sitotoksisitesi
belirlendikten sonra hiicre goc¢li deneyi ve EMT siirecinde yer alan genlerin

ekspresyonlarinin belirlenmesi iizerinden arastirilmistir ve degerlendirilmistir.

Literatiirde Lomeguatrib’in in vitro sitotoksik etkisine iliskin ¢ok az ¢alisma vardir.
Bu c¢alismalarda lomeguatribin sitotoksik IC50 verisinin arastirilmast yerine
kemoterapotik ajanlarla kombine edildiginde terapotik etkisindeki degisiklik
arastirilmistir. Bu calismalarda da lomeguatribin 10 uM (Clemons vd., 2005) veya 50
uM konsantrasyonlar1 kullanilmigtir (Taspinar vd., 2013, Ugur vd., 2014). Clemons
vd., (2005), lomeguatrib’in (10 puM) tek asina MCF-7 meme kanseri hiicresinin
proliferasyonunda inhibitor etkisi olmadigini bildirmistir. Ayrica Kirsten vd. (2021)
tarafindan yapilan calismada lomeguatribin 1 ve 20uM konsantrasyonlarinin glioma
hiicrelerinde sitotoksik etkisi olmadigini bildirmistir. Bizim c¢alismamizda da
lomeguatrib hem 10 puM hem de 20 pM konsantrasyonlarinda herhangi bir
proliferasyon inhibisyon etkisi saptanmamistir. Leong vd (2024) tarafindan yapilan
calismada glioma dokularindan nérosfer olusturan hiicrelerin izole edildigi ve, 5, 10
ve 20 uM lomeguatib uygulandiginda 72. saat sonunda hiicrelerin toksisitelerinin
birbirinden farkli oldugu tespit edildigi bildirilistir. Dolaysiyla bu ¢alismayla (Leong
vd., 2024) lomeguatribinde hiicrelere gore farkli toksisite gosterdigi anlagilmaktadir.
Bu tez calismasinda da her iki hiicre serimizin toksisite yaniti birbirinden farkli
bulunmustur. Ayrica, lomeguatribin konsantrasyon artisiyla sitotoksik —etki
gosterebilecegi gosterilmistir. Ornegin 200 pM lomeguatribin kontrole gore
ortalama %20 sitotoksisitesi saptanmistir. Kullanilan 200 uM, Kirsten vd (2021)’nin
caligmasina gore 10 kat yiiksektir ve bu konsantrasyonda kismen de olsa sitotoksisik

olmasi bilimsel olarak elde edilebilecek bir sonugctur.

St-Coeur vd. (2015) 20 uM lomeguatrib uygulanan U373R ve U373S hiicrelerinde
MGMT ekspresyonu daha yiiksek olan U373R hiicresinin U373S hiicresine gore
daha duyarli oldugunu bildirmistir. Sonuglarimiza goére lomeguatrib’in diisiik
konsantrasyonlarda (1-50 uM arasinda) T98G lomeguatribe daha duyarl iken yiiksek
konsantrasyonlarda (100-15.000 uM) MGMT proteinin eksprese etmeyen U87
MG’nin daha duyarli hale geldigi tespit edilmistir. Ancak IC50 hesaplamasinda U87
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MG’nin T98G’ye gore daha direngli oldugu belirlenmistir. Dolayisiyla elde edilen
sonug St-Coeur vd., (2015) ile uyumludur.

MGMT inaktivatorlerinin yiiksek derecede toksik olmasi beklenmemesine ragmen
hedef dis1 toksisite meydana gelebilir (Signorell vd., 2018). Bizim ¢alismamizda da
MGMT negatif hiicre (U87 MG) lomeguatribe MGMT pozitif (T98G) hiicreye gore
daha direncli olmasi lomeguatribin hedef dis1 toksisitenin varligin1 ve hiicre iginde

MGMT inhibisyonu disinda fonksiyonel rollerinin olabilecegini géstermektedir.

Kirsten vd. (2021) tarafindan yapilan ¢alismada, 1 puM and 20 uM lomeguatribin
LN-18, U118 ve T98G hiicrelerine uygulandiktan 24 saat sonrasinda, hiicrelerin iki
katina (doubling time) ¢ikma siirelerini Alamar mavisi testiyle (Alamar blue assay)
incelemiglerdir.  Kirsten vd (2021) lomeguatribin  glioma  hiicrelerinin
proliferasyonunu arttirmadigini bildirmislerdir. Bu tez ¢alismasinda ise hiicre gocii
yara iyilesme testi kullanilmis ve lomeguatribin 5, 10 ve 25 pM konsantrasyonlarinin
hiicre gogline etkisi 24 ve 48 saat boyunca takip edilmistir. Sonuglarimiza gore
24.saatte her iki hiicre serisinde de her hangi bir yara kapanmasi agisindan
konsantrasyonlar arasi belirgin bir fark bulunmamaktadir. Ancak 48 saat sonunda
MGMT ekspresyonu pozitif olan T98G hiicre serisinde konsantrasyonlar arasi yara
kapanmas1 agisindan fark yok iken MGMT ekspresyonu negatif olan U-87 MG
hiicresinde ise yaranin daha hizli kapandigi saptanmistir. Sonuglarimiz 24 saat
verileri agisindan Kirsten vd., (2021) ¢alismasiyla uyumludur. Kirsten vd., (2021)
calismasinda MGMT ekspresyonu negatif olan hiicre hatti kullanilmamigtir. Bu tez
caligmasinda ise lomeguatribin MGMT negatif olanlardaki olast etkisinin de
saptanmasi i¢in U-87 MG hiicre serisi kullanilmistir. Sonuglarimiza gore 48 saat
sonunda ise U-87 MG hiicre serinde yaranin T98G’ye gore daha hizli kapandigini
gostermektedir. Literatiirde lomeguatribin yara iyilesmesi ve hiicre gocii etkisine
iliskin her hangi bir veri bulunmamaktadir ve ilk kez bu tez ¢alismasiyla ortaya
konmustur. Bu sonug, lomeguatribin MGMT inhibisyonu disinda da farkli bir

fonksiyonu olabilecegini gostermektedir.

Kirsten vd. (2021) tarafindan yapilan c¢alismasinda lomeguatribin 20 uM
konsantrasyonlarda hiicre dongiisiinii degistirdigini ve bu etkinin her bir glioma
hiicre serisinde farkli tespit edildigini bildirilmistir. Ayrica baska bir ¢alismada da
lomeguatribin (30 ve 43 pM) multiple myelom hiicrelerinde MGMT pozitif
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hiicrelerde S faz girisini azalttig belirtilmistir (Akcora-Yildiz vd., 2024). Dolayisiyla
lomeguatrib her hiicrede ayni konsantrasyonlarda ayni etkiyi gostermemektedir.
Bizim c¢alismamizda da lomeguatrib her bir hiicrede aymi hiicresel etkiyi
gostermemistir. Ayrica gorildiigii lizere caligmalarda lomeguatribin hep MGMT
ekspresyonu olan hiicrelerdeki etkisi arastirilmis. Bu tez calismasinda MGMT
ekspresyonu negatif olan hiicre serisi de kullanarak bu hiicrelerde de farkli bir

etkisinin olup olmayacaginin ipuglari aranmuistir.

EMT, epitel kokenli hiicrelerin bircok metabolik ve biyokimyasal olaylar sonucunda
g0¢ yetenegi yiiksek, daha invaziv karakterli mezenkimal fenotip kazanma stirecidir.
EMT mekanizmasi; yara iyilesmesi, farklilasma, kok hiicre fenotipi kazanma ve
dokularin yeniden dizayn edilme siireclerinde kullanilir (Majc vd., 2020). EMT,
kanser hiicrelerinin daha agresif karakter kazanmasi yani sira toksik ajanlara ve
radyoterapiye direng gelisimine katki sunar (Iwadate vd., 2016). EMT siirecinin
basinda hiicre hiicre baglantilarinda bozunma sonucu hiicrelerin go¢ yetenegi artar.
Bunu i¢in E-kaderin genlerinde azalma ve N-kaderin, fibronektin, Vimentin, Twist,
Snail 1 ve Sinail 2 gibi genlerin ekspresyonlarinda artis olur (Majc vd., 2020).
Glioblastomada da bu genlerin yami sira kok hiicre belirteglerinin artugi da

bilinmektedir (Iwadate vd., 2016).

Lomeguatribin EMT yolag1 genlerini etkileyip etkilemedigine iliskin yaptigimiz bu
tez ¢alismasinda EMT yolagi icin hem U87 hem de T98G hiicre serileri se¢ilmistir.
Her iki hiicre serisinin de EMT yolagi indiiklenmesine uygun oldugunu iliskin
caligmalar bulunmaktadir (Kubelt vd., 2015; Ouanouki vd., 2018). Tez ¢alismamizda,
lomeguatrib uygulamasinin U-87 MG hiicrelerinde EMT genlerinden N-kaderin,
Vimentin, Twist, Snail 1 ve Sinail 2 genlerinin ekspresyonlarini arttirdigi T98G’de
bu genlerin ekspresyonunun kontrole gore azaldig tespit edilmistir. Lomeguatribin
MGMT ekspresyonu yapmayan hiicrede bdyle bir etki gostermesi literatiirde ilk kez
gosterilmigtir. Bu etkinin arastirilmasinda olasi hem canlilik hem de 6liimiin var
oldugu bir konsantrasyon secilmis bdylece olasi proliferasyon ve EMT siirecine

iligkin veriye ulasilmak istenmistir.

Deubuqutinasyon enzimi DUB3/USP17’nin anormal ekspresyonunun inflamasyon
ve karsinogenez ile iliskili oldugu belirtilmektedir (Yang vd., 2021). X vd. (2019)
tarafindan yapilan bir ¢alismada MGMT’ nin DUB3’lin transkripsiyonunu aktive
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ettigi ve lomeguatribin MGMT inhibisyonu ile DUB3’iin baskilanacag1 bildirilmistir.
Bu bilgi dogrultusunda lomeguatrib T98G hiicre serisinde MGMT ve dolayisiyla
DUB3 transkripsiyonunu baskilayarak T98G hiicrelerinin proliferasyonunu azaltmis
ve bu nedenle de EMT genlerinin ekspresyonlarinin azalmasina neden olmus olabilir.
Benzer bir durum, Ducker ve Shaw (2021) tarafindan yapilan derlemede de
Ozetlenmistir. Buna gore, USP17 asir1 ekspresyonunun meme kanseri hiicrelerinin
EMT siirecini tetikledigi ve lomeguatribinde USP17 ekspresyonunu inhibe ettigi
bildirilmistir. Bu veri, lomeguatribin MGMT ekspresyonu pozitif hiicrede EMT’yi

inhibe etmesini sonucuna katki sunmaktadir.

Literatiirde lomeguatribin EMT siirecine olan etkisine iliskin her hangi bir ¢aligma
saptanmamistir. Bu nedenle, bu tez c¢alismasi lomeguatribin EMT siirecini

tetikleyebilecegini gdsteren literatiirdeki ilk ¢aligmadir.

Sonuc¢

Bu tez ¢alismastyla;

e Lomeguatribin glioma hiicrelerinde yliksek konsantrasyonlarda sitotoksik
olabilecegi gosterilmistir.

e Lomeguatrib’in MGMT eksprese eden ve etmeyen hiicre serilerinde farkl
etki gosterebilecegi gosterilmistir,

e Sitotoksisite testlerindeki farkliliklarin temel nedenlerini, hiicrelerin pasaj
sayist farkliligi, kullanilan medyum c¢esidi, sitotoksisite metot farkliligi,
hiicrelerin genom, epigenom, proteom ve proliferasyon yapir farkliliklart
olarak oOzetleyebiliriz. Bizim c¢alismamizda elde ettigimiz degerler bizim
calismamiza 6zgii ve literatiirle uyumludur.

e Lomeguatribin MGMT eksprese eden ve etmeyen hiicre serilerinde farkli
etkiler gosterebilecegi ve EMT yolagmi etkileyebilecegi ilk defa

gosterilmistir.
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