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OZET

Glioblastoma, en agresif ve en malin (grade IV) beyin tiimoériidiir. Glioblastoma,
mevcut terapotik yaklasimlara direng gosterir ve bu nedenle kotii bir prognoza sahiptir.
Glioblastomada kemoterapotik direncin en biiyiikk nedeni MGMT proteinidir. MGMT
inhibisyonuyla TMZ temelli alkilasyon tedavisinin basarisinin  artmasi
beklenmektedir. Dietilamin NONOate (DEA/NO), nitrik oksit (NO) salinimi
yapabilen bir MGMT inhibitoriidiir. NO’nun, glioma hiicrelerinin biiylime, invazyon,
farklilasma ve terapotik direnci etkileyebilecegi belirtilmektedir. Glioblastomada
terapotik dirence neden olan hiicresel olaylardan biri de Epitelyal Mezenkimal Gegis
(EMT)’tir.  DEA/NO’nun kanser hiicrelerinde EMT yolagi {izerine etkisi
bilinmemektedir. Bu tez ¢alismasinda DEA/NO’nun glioblastoma hiicrelerinde EMT
siirecinde rol alan genlerin ekspresyonuna olan etkisinin arastirilmasi amaglanmistir.
Bu amagla T98G ve U-87 MG hiicre serisi kullanilmistir. DEA/NO’nun glioma
hiicrelerindeki sitotoksisitesi MTT ile belirlendikten sonra hiicre gogiine etkisi yara
iyilesmesi testi ile belirlenmistir. DEA/NO’nun EMT yolaginda yer alan genlerin
ekspresyonlarina olan etkisi qRT-PZR ile saptanmistir. Elde edilen verilerin
degerlendirilmesi amaciyla IBM SPSS Versiyon 20.0. kullanilmistir. Sitotoksisite
sonug¢larina gore U-87 MG hiicre serisi T98G’ye gore daha duyarl bulunmustur. U87-
MG hiicre serisinde DEA/NO’nun hiicre gogiine etkisi T98G hiicre serisine gore daha
yiiksek bulunmustur. DEA/NO, T98G ve U-87 MG hiicre serisinde EMT genlerinin
ekspresyonunu istatistiksel a¢sindan anlamli diizeyde azaltmistir (p<0.05). DEA/NO
glioma hiicrelerinde EMT yi indiiklememektedir ve EMT genlerinin ekspresyonunu
azaltmasiyla kemoterapdtik ilaglarla birlikte kullanim potansiyeline sahip olabilir.
Calismamiz, DEA/NO’nun EMT siirecini tetikleyen genlerin ekspresyonlarina olan
etkisini arastiran literatiirdeki ilk ¢alismadir.

Anahtar Kelimeler: Dietilamin NONOate, Epitelyal-Mezenkimal Gegis, Hiicre
Kiiltiirii, Glioblastoma
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M.Sc. THESIS
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ABSTRACT

Glioblastoma is the most aggressive and malignant (grade IV) brain tumor.
Glioblastoma shows resistance to current therapeutic approaches, resulting in a poor
prognosis. The primary cause of chemotherapeutic resistance in glioblastoma is the
MGMT protein. Enhancement of the success of TMZ-based alkylating therapy is
expected with MGMT inhibition. Diethylenetriamine NONOate (DEA/NO) is an
MGMT inhibitor capable of releasing nitric oxide (NO). It is indicated that NO may
affect the growth, invasion, differentiation, and therapeutic resistance of glioma cells.
One of the cellular events contributing to therapeutic resistance in glioblastoma is
Epithelial-to-Mesenchymal Transition (EMT). The effect of DEA/NO on the EMT
pathway in cancer cells is unknown. This thesis aims to investigate the effect of
DEA/NO on the expression of genes involved in the EMT process in glioblastoma
cells. For this purpose, T98G and U-87 MG cell lines were used. The cytotoxicity of
DEA/NO in glioma cells was determined using MTT assay, and its effect on cell
migration was determined using wound healing assay. The effect of DEA/NO on the
expression of genes involved in the EMT pathway was detected by qRT-PCR. IBM
SPSS Version 20.0 was used for data analysis. According to the cytotoxicity results,
the U-87 MG cell line was found to be more sensitive than T98G. The effect of
DEA/NO on cell migration was found to be higher in the U87-MG cell line compared
to the T98G cell line. DEA/NO significantly reduced the expression of EMT genes in
both T98G and U-87 MG cell lines (p<0.05). DEA/NO does not induce EMT in glioma
cells and may have the potential to be used in combination with chemotherapeutic
drugs by reducing the expression of EMT genes. Our study is the first in the literature
to investigate the effects of DEA/NO on the expression of genes involved in the EMT
process.

Keywords: Diethylenetriamine NONOate, Epithelial-to-Mesenchymal Transition,
Cell Culture, Glioblastoma

June, 2024; 50 pages
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1. GIRIS

Glioblastoma (GBM), yetiskinlerde goriilen en yaygin malign tiimordiir. Tiim malin
beyin tiimdrlerinin ve merkezi sinir sistemi tiimdrlerinin %45,2’sini olusturmaktadir
(Kanderi T ve Gupta V., 2022). Son derece invaziv ve tedaviye direngli 6zellikleri
nedeniyle standart ve giincel gelismis tedavi yaklasimlarina ragmen, yeni tani almis
GBM’in ortalama yasam stiresi sadece 15 aydir (Wu vd., 2023). Boylesine ¢ok yonlii
tedavide dahi GBM kaginilmaz olarak tekrarlar ve nihayetinde 6liime yol acar (Majd
vd., 2021). Cerrahi, radyoterapi ve kemoterapi segenekleri standart tedavi protokoliinii
olusturmaktadir. GBM kemoterapi se¢eneginde temozolomid (TMZ)’in miitkemmel
anti tiimdr aktivitesine kargin primer ve/veya kazanilmis dirence bagli olarak terapotik
basart sinirhidir (Wu vd., 2023). Bu nedenle, GBM ig¢in yeni terapdtik yaklagimlar
gelistirilmesi acil bir ihtiyagtir (Majd vd., 2021).

TMZ'nin etkinligi ve basarisi O-6-metilguanin-DNA metiltransferaz (MGMT)
aktivitesine ve yanlis esleme tamir sistemine (MMR) baghdir (Kirstein vd., 2021,
Majd vd., 2021; Wu vd., 2023). MGMT aktivitesi ylikske ise TMZ direnci
gelismektedir. Diisik MGMT aktivitesi gosteren ve aktif bir MMR sistemine sahip
timor hiicrelerinde ise TMZ’nin apoptoza yol ac¢tigi bildirilmektedir (Pagani vd.,
2007; Majd., 2021). Eger hiicre igerisinde MGMT ekspresyonunu inhibe edebilirsek
daha diisik TMZ ile daha etkin bir tedavi sunabiliriz. Diethylamine NONOate
(DEA/NO), Nitrik oksit (NO) salinim1 (Weyerbrock vd., 2009) ve otofaji inhibisyonu
(Vucicievic vd., 2014) yapabilen ve MGMT inhibit6rii oldugu bilinen bir molekiildiir
(Tang vd., 2012). DEA/NO, MGMT’yi inhibe ederek alkilasyon tedavisine sinerjistik
veya aditif katki sunabilir. DEA/NO’nun otofajiyi inhibe etmesi de hiicrelerin
kemoterapétik direngten otofaji yoluyla ka¢malarimi engelleyebilir. Ciinkii, NO
salinim1 yapabilen molekiillerin hiicrede sitotoksik etki gosterdigi ve hiicrelerin hem
kemoterapi hem de radyoterapi duyarliligini arttirdig: belirtilmektedir (Weyerbrock
vd., 2009). NO'un, gliomada, tiimdriin baslamasinda, farklilagmasinda,
anjiyogenezinde ve terapotik direncinde rol alabilecegi ve bu etkinin detayl
arastirilmasi gerektigi bildirilmektedir (Tran vd., 2017). Ancak kemoterapdtik direncte
DEA/NO, MGMT inhibitorleri arasinda kullanimi ve fizyolojik 6nemi tam olarak
ortaya konmamis bir molekiildiir. GBM’de kemoterapétik direng yolaklarindan biri de

Epitelyal mezenkimal doniisimdiir (EMT= Epithelial-mesenchymal transition).
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EMT, geri doniisiimlii bir hiicresel programlanma olup, epitel karakterli hiicrelerin
mezenkimal 6zellikler kazanma siireci olarak tanimlanir. Bu siiregte, epitel hiicrelerin
ekstraseliiler matriksi pargalanir, bazal membran ve hiicre iskelet yapilar1 yeniden
diizenlenir ve bdylece bu hiicreler goc kabiliyeti yiiksek, daha invaziv ve apoptoza
direncli hiicreler haline gelirler (Majc vd., 2020). Terapoitk direngli hiicrelere dontisen
hiicrelerin omik yapilar1 (genomiks, transkriptomiks, proteomiks ve metabolomiks)
kok hiicre yoniinde pozitif ayrisir. Dolayisiyla EMT kemoterapdotik dirence katki sunar
(lwadate Y., 2016). Kemoterapotik tedavide son yillarda artan “farkli etki
mekanizmali ilaglarin kombine kullanim1” yaklasiminda ilgili ilag veya aday
molekiillerin EMT siirecindeki rolleri mutlaka bilinmelidir. Ciinkii, eger ila¢ veya
molekiillerin EMT’yi inhibe edici veya indiikleyici etkisi bilinirse kullanilacak
kombinasyonun igerigini belirlenmesine ve sonugta terapdtik potansiyelinin

arttirtlmasina katki sunulabilir.

DEA/NO’nun kanser hiicrelerindeki sitotoksik etkileri ile ilgili literatiirde az sayida
calisgma bulunmaktadir (Weyerbrock vd., 2009; Kokilakanit vd. 2024). Ancak,
DEA/NO’nun EMT siirecindeki rolii bilinmemektedir. Bu konuda literatiirde herhangi
bir ¢alisma bulunmamaktadir. DEA/NO, NO salinimi ile sitotoksik etki gosterir ve
EMT siirecini inhibe edebilirse alkilasyon ilaglar1 basta olmak iizere kemoterapotik
ilaglarin toksisitelerine katki sunabilir. Bu nedenle bu tez ¢calismasinda DEA/NO’nun
GBM hiicrelerinde EMT siirecinde indiikleyici indiiklemediginin arastirilmasi
amaclanmistir. Eger indiikleyici bir etkisi ortaya ¢ikarsa kullaninminda sinirlama,
inhibe edici etkisi ortaya c¢ikarsa da kemoterapide kombinasyon tedavisinde
kullanilabilecek yeni bir molekiil 6nerilebilir. Bu nedenle, bu tez calismasi bu

yaklasimiyla literatiirdeki 6nemli bir katki sunma potansiyeli tasimaktadir.

1.1. Kanser

Kanser, viicuttaki hiicrelerin kontrolsiiz biiyiimesi ve yayilmasi sonucu olusan bir
hastaliktir. Normalde, viicut hiicreleri, belirli bir diizen i¢inde biiylir, boliiniir ve oliir.
Ancak, kanser gelistiginde, bu hiicrelerin biliylime ve boliinme kontrolii kaybolur.
Kontrolsiiz hiicre biiytimesi, timér olusumuna ve bu tiimoriin ¢cevre dokulara veya

diger viicut bolgelerine yayilmasina (metastaz) neden olabilir (Siegel vd., 2018).



Kanser, genetik ve ¢evresel faktorlerin etkilesimi sonucu ortaya cikabilir. Genetik
mutasyonlar, hiicrelerin normal biiylime ve bolinme diizenini bozarak kanser

gelisimine katkida bulunabilir (Biserova vd., 2021).

Cevresel faktorler arasinda sigara igmek, zararli kimyasallara maruz kalma,
radyasyon, obezite ve bazi enfeksiyonlar yer alir. Ayrica, yas, cinsiyet ve genetik

yatkinlik da kanser riskini etkileyebilir (Siegel vd., 2018).

Kanserin teshisi genellikle goriintiileme testleri (6rnegin, rontgen, manyetik rezonans
gorlntiileme, bilgisayarli tomografi) ve biyopsi gibi prosediirlerle yapilir. Tedavi
secenekleri cerrahi miidahale, radyoterapi, kemoterapi, hedefe yonelik ilag¢ tedavisi ve
immiinoterapi gibi yontemleri igerebilir. Tedavi plani, tiimoriin tiiri, evresi ve hastanin
genel saglik durumu gibi faktorlere bagli olarak belirlenir (Siegel vd., 2018; Biserova
vd., 2021).

1.1.1. Beyin tiimorii

Beyin tiimorlerinin semptomlari ve belirtileri, timoriin biiyiikliigiine, yeri ve etkiledigi
beyin bolgelerine bagli olarak degisir. Bunlar arasinda bag agrisi, bas donmesi, gérme
sorunlari, hafiza kaybi, kas zayifligi, koordinasyon bozuklugu ve davranig

degisiklikleri yer alabilir (Ostrom vd., 2018).

Beyin tiimorleri genellikle primer (birincil) veya sekonder (metastatik) olarak

siiflandirilir.

Sekil 1.1 Beyin timorii
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Primer Beyin Tiimérleri: Beyin dokusundan dogrudan kaynaklanan tiimérlerdir. Bu
tiir tiimdrler, beyin dokusunun iginde veya yakininda baglar ve genellikle benign (iyi
huylu) veya malign (kotii huylu) olarak siniflandirilir. Primer beyin tiimoérleri, gliomlar
(6rnegin, glioblastoma multiforme), meningeomlar, meningioblastomlar, astro

sitomlar, oligodendrogliomlar gibi ¢esitli alt tiplere sahiptir (Ostrom vd., 2018)

Sekonder Beyin Tiimérleri: Viicudun diger bdlgelerindeki kanser hiicrelerinin
beyine metastaz yapmasi sonucu olusan tiimorlerdir. Sekonder beyin tiimorleri,
genellikle kanser hiicrelerinin beyine yayilmasiyla ortaya ¢ikarlar ve beyin dokusunda
yeni biiylimeler olustururlar. Bu tiir timorler, primer kanser tiirlinden adini alir

(6rnegin, meme kanseri metastazi sonucu olusan beyin metastazi). (Biserova vd.,

2021)

Beyin tiimorlerinin teshisi, goriintiileme testleri (6rnegin, manyetik rezonans
goriintlileme, bilgisayarli tomografi), biyopsi ve ndropsikolojik degerlendirme gibi
yontemlerle yapilir. Tedavi se¢enekleri cerrahi miidahale, radyoterapi, kemoterapi,

hedefe yonelik ila¢ tedavisi ve immiinoterapiyi igerebilir (Ostrom vd., 2018)

Beyin kanseri c¢esitleri, koken aldiklar hiicre tiirlerine gore farklilik gdsterebilir. En

yaygin beyin kanseri tiirleri sunlardir:

Astrositomlar: Astrosit hiicrelerinden kaynaklanan tiimorlerdir. Diisiik dereceli
astrositomlar (I ve II) ve yiiksek dereceli astrositomlar (III ve IV) olmak {iizere iki

kategoride incelenirler (Louis vd., 2021).

Meningioma: Beyin zarlarindan (meninksler) kaynaklanan genellikle iyi huylu
timorlerdir. Nadiren kotii huylu olabilirler (Louis vd., 2021).

Medulloblastoma: Cocuklarda daha sik goriilen bir tiir olup, serebellumdan
kaynaklanir (Louis vd., 2021).

Schwannoma (Vestibiiler Schwannoma): I¢ isitme sinirinden (vestibiiler sinir)
kaynaklanan bir tiir timordiir. Genellikle iyi huyludur ve siklikla isitme kaybina neden

olabilir (Louis vd., 2021).



Oligodendroglioma: Oligodendrosit hiicrelerinden kaynaklanan bir tiir beyin
timériidiir (Louis vd., 2021).

Glioblastoma multiforme (GBM): Merkezi sinir sisteminin en sik goriilen ve en
agresif tiirlerinden biridir. Genellikle hizli bir sekilde biiyiir ve yayilir (Louis vd.,
2021).

Yukarida belirtilen timor tiplerinden en invaziv ve malignitesi en yiiksek beyin
timori tiplerinden biri de glioblastomadir. Bu tez ¢alismasinda glioblastomadan

koken almis hiicreler kullanilmistir.

1.1.2. Glioblastoma

Glioblastoma, beyin tiimorlerinin en agresif tiirlerinden biridir. "GBM" olarak
kisaltilan glioblastoma multiforme, beyin dokusundan kaynaklanan bir tiir gliyal
timordiir. Bu tiimorler, beynin glial hiicrelerinden (6zellikle astroglial hiicrelerden)
koken alir ve oldukga hizli bir sekilde biiyliyerek ¢evre dokulara yayilabilirler (Louis
vd., 2016).

Kiiresel verilere gore, glioblastoma (GBM), kotii huylu primer beyin tiimdorlerinin en
yaygin goriileni olarak 6ne ¢ikmaktadir. Glial timoérlerin insidansi, incelenen {ilkenin
saglik sistemine ve politikalarina bagli olarak degisebilir. Amerika Birlesik
Devletleri'nde, gliomlar primer beyin tiimorlerinin %30'unu olusturur ve bunlarin
%80'1 kotii huyludur; bunlarin da %54'i GBM olarak teshis edilir. Avrupa'da ise glial
tiimdrler, primer beyin tlimorlerinin %34'lini olusturur ve %95'1 koti huyludur.

Gliomlar genellikle yetiskinlerde gériiliir (Ozduman vd., 2019).

Tiirkiye'de, santral sinir sistemi kanserleri tiim kanser vakalarinin %4,2’sini olusturur.
Bu oran, kiiresel verilere uyumlu bir sekildedir. Tirkiye'deki hastalarmm %79,9'u
histolojik olarak teyit edilmistir, %11,3"'ii sadece radyolojik olarak tani alirken, %2,4'i
ise sadece Oliim raporuyla santral sinir sistemi kanseri tanist konmustur, bu da
istatistiklerin giivenilirligini gostermektedir. GBM'nin insidans1 yagla birlikte artar ve
ortalama tan1 yas1 64'tiir. GBM'nin erkeklerde goriilme insidansi kadinlara nispeten
daha ytiksektir.Erkeklerde goriilme siklig1 %6,67 iken kadinlarda goriilme siklig
%4,2°dir (Ozduman vd., 2019).



Glioblastomanin tedavi yaklasimi cerrahi miidahale, radyoterapi ve kemoterapi
uygulamalarini igerir. Cerrahi miidahale, tiimdriin miimkiin oldugunca total olarak
cikarilmasini amaglar, ancak ¢ogu durumda tiimor tamamen ¢ikarilamaz. Radyoterapi,
yiiksek enerjili 1sinlar kullanarak kanser hiicrelerini hedeflerken, kemoterapi ise ilaglar

aracilifiyla kanser hiicrelerini yok etmeyi veya biiylimelerini durdurmaya caligir
(Louis vd., 2016).

Glioblastoma tedavisi zordur ve genellikle tiimoriin niiks etmesi ile iliskilidir. Bu
nedenle, glioblastoma hastalarinin genellikle kotii bir prognozu vardir ve ortalama

yasam slireleri tan1 konulduktan sonra 14,6 aydir (Louis vd., 2016).

1.1.2.1. Glioblastomanin tedavi bicimleri

Glioblastoma (GBM) gibi agresif bir beyin tliimoriiniin tedavisi oldukg¢a zorlu ve
karmagiktir. Tedavi genellikle birkag farkli yontemin kombinasyonunu igerebilir ve
hastanin durumuna bagl olarak degisebilir. Yaygin olarak kullanilan GBM tedavi

yontemleri:

Cerrahi Miidahale: Glioblastoma tedavisinin ilk adimi genellikle cerrahi
midahaledir. Cerrahi, tlimoriin miimkiin oldugunca biiyiik bir kisminin ¢ikarilmasini
hedefler. Ancak, tiimoriin beyin dokusuna sikica yerlesmesi ve g¢evredeki onemli
bolgelere yayilmasi nedeniyle tamamen c¢ikarilmasi miimkiin olmayabilir. Cerrahi
miidahale, semptomlarin hafifletilmesi, tliimdriin basincinin azaltilmasi ve rahatlama

saglamak i¢in de kullanilabilir (Van den Bent vd., 2009).

Radyoterapi: Radyoterapi, yiiksek enerjili 1ginlar kullanarak kanser hiicrelerini hedef
alir ve imha eder. Glioblastoma tedavisinde radyoterapi, cerrahi miidahaleden sonra
veya cerrahi miidahaleye uygun olmayan durumlarda genellikle kullanilir. Bu yontem,
tiimoriin biliylimesini kontrol altina almak, hiicrelerin ¢ogalmasini engellemek ve

tekrarlama riskini azaltmak i¢in kullanilir (Stupp vd., 2005).

Immiinoterapi ve Hedefe Yonelik Tedaviler: immiinoterapi, kanserle savasmak igin
hastanin kendi bagisiklik sistemini gliglendirir veya modifiye eder. Bu tedaviler
genellikle, bagisiklik sistemini baskilayan molekiillerin (checkpoint inhibitorleri gibi)

engellenmesi, kanser hiicrelerine saldiran 6zel T hiicrelerinin (CAR T-hiicre terapisi



gibi) laboratuvar ortaminda {retilip hastaya verilmesi veya onkolitik viriislerin

kullanilmasini igerir (Isom vd., 2020).

Hedefe yonelik tedaviler, kanser hiicrelerinin biiylime ve hayatta kalma yollarini hedef
alir. Bu tedaviler, genellikle kanser hiicrelerinin ylizeyindeki veya igindeki spesifik
molekiillere (genellikle proteinlere) baglanan molekiillerdir. Tirozin kinaz inhibitorleri

ve monoklonal antikorlar bu kategorideki popiiler tedavi yontemlerindendir

(Roskoski, 2021).

Kemoterapi: Kemoterapi, kanser hiicrelerini 6ldiirmek veya biiylimelerini durdurmak
icin ilaglart kullanir. Glioblastoma tedavisinde, temozolomid gibi bir kemoterapi ilaci
siklikla kullanilir. Kemoterapi genellikle radyoterapi ile birlikte veya radyoterapiden
sonra kullanilir. Bu tedavi, tiimor hiicrelerini yok etmek ve tekrarlama riskini azaltmak

icin kullanilir (Van den Bent vd., 2009).

Yukarida 6zetlenen tedavi bigimlerinden kemoterapi yaklasimi giiniimiizde halen
etkili bir bi¢imde kullanilmaya devam etmekle birlikte hastalarin biiyiik
cogunlugundan kemoterapdtik direng gelismektedir. Bu tez c¢alismasi da

kemoterapoétik direng yolagindaki bir proteinin hedeflenmesi icermektedir.

1.1.2.2. Glioblastoma kemoterapi direnci

Glioblastoma i¢in standart ameliyat sonrasi tedavi (alkile edici kemoterapi ajam
temozolomid ile eszamanli uygulanan radyasyon ve ardindan adjuvan temozolomid),
on yildan fazla bir siiredir uygulanmasina ragmen, glioblastoma siklikla geri doner ve
daha sonraki kemoterapiye direng gelistirir. Iyonlastiric1 radyasyon, ¢ift sarmall1 ve
tek sarmalli DNA kiriklarina, oksidatif hasara, mitotik hiicre 6liimiine ve sentrozom
asir1 ¢ogalmasina aracilik ederken; temozolomid, 6zellikle O6-metilguanin (O6MeG)

eklentilerinin replikasyonu uyararak sitotoksisiteyi indirir (Ou vd., 2020).

Temozolomid tedavisine karsi en erken tanimlanan diren¢ mekanizmalarindan biri,
DNA onarim enzimi O6MeG DNA metiltransferazin  (MGMT) yukan
regiilasyonudur; bu enzim, uyumsuzluk onarimima ve dolayisiyla tiiméral DNA
replikasyonuna izin vermek i¢in DNA'daki metil eklentisini uzaklastirir. Aslinda,
MGMT'nin epigenetik olarak susturulmasi, glioblastoma hastalarinda klinik olarak en

giiclii prognostik ve prediktif biyobelirteg¢lerden biridir (Ou vd., 2020).

7



1.1.2.3. Glioblastoma kemoterapide alkilasyon ajani

Temozolomid: Glioblastoma tedavisinde en sik kullanilan alkilasyon ajani
temozolomid’dir. Temozolomid, DNA'daki O6-guanin pozisyonuna metil gruplarini
transfer ederek DNA hasarina yol acar. Bu, kanser hiicrelerinin ¢ogalmasini ve
yayllmasmi engelleyebilir. Temozolomid, klinik caligmalarda glioblastoma
tedavisinde radyoterapi ile kullanilarak hastalarin sagkalim siiresini artirmistir. (Stupp

vd., 2005).

1.1.2.4. Alkilasyon ajanlarinda direng

DNA Tamiri Mekanizmalarinin Aktivasyonu: Kanser hiicreleri, alkilasyon ajanlarina
kars1 diren¢ gelistirmek i¢in DNA tamiri mekanizmalarini1 aktive edebilirler. Bu
mekanizmalar arasinda NER (niikleotid eksizyon onarimi), BER (baz eksizyon

onarimi) ve MMR (mismatch onarimi) bulunur (Zhang vd., 2020).

DNA Hasarina Yaniti Degistiren Mutasyonlar: Kanser hiicrelerindeki genetik
degisiklikler, alkilasyon ajanlarma kars: direnci artirabilir. Ozellikle MGMT (O6-
metilguanin-DNA metiltransferaz) genindeki promotor metilasyon, temozolomid

tedavisine yanit1 etkileyebilir (Hegi vd., 2005).

[lag Pompalarmin Aktivasyonu: Ilag pompalari, 6zellikle ABC (ATP-binding cassette)
transportor ailesi tiyeleri olan P-glikoprotein (P-gp), MRP1 (Multidrug resistance
protein 1) ve BCRP (Breast cancer resistance protein) gibi proteinler, kemoterapi
ajanlarmi hiicre disina aktif olarak tasiyarak kanser hiicrelerinin ilaglara direng
kazanmasina neden olur. Bu pompalar, hiicre zarinda bulunur ve ATP hidrolizi yoluyla

enerji kullanarak gesitli ilaglar1 hiicre digina tasir (Robey vd., 2018).

Kanser hiicreleri, hiicre disina ilag pompalayan ve bu sekilde ilacin hiicre i¢ine girisini
engelleyen 6zel pompalar1 aktive edebilirler. Ornegin, ABC transportdr ailesinden
olan ABCG2 pompasinin temozolomid direncinde rol oynadig1 gosterilmistir (Lagas

vd., 2010).

MGMT Aracili Direng Mekanizmasi: MGMT enzimi, DNA'nin O*6-methylguanine
gibi hasar gormiis bazlarin1 onarir. Bu onarim islemi sirasinda, MGMT enzimi hasar
gérmiis bazdaki alkil grubunu kendisine transfer eder ve bu sayede DNA'nin normal

yapida kalmasini saglar. Bu mekanizma, hiicrelerin mutasyona ugramasini ve 6lmesini
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onlerken, ayn1 zamanda alkilleyici ajanlarin (6rnegin temozolomid) kanser hiicrelerini
oldiirme kabiliyetini de azaltir (Richard vd., 2019). Inhibtorler araciligiyla da bu

direng yikilabilir ve kanser hiicresinin mezenkimal karakter kazanmasini onleyebilir.

1.1.3. MGMT (O6-Metilguanin-DNA Metiltransferaz) nedir?

MGMT'nin temel islevi, DNA'daki alkil grubunu transfer ederek hasarli bazlar
onarmaktir. Bu mekanizma, hiicrelerin alkilleyici kimyasallara (6rnegin, ¢evresel
toksinler ve baz1 kanser kemoterapileri) maruz kaldiginda DNA hasarim1 diizeltir.
Klinik olarak, MGMT'nin en belirgin 6nemi glioblastoma gibi bazi kanser tiirlerindeki
tedavi direnciyle iligkilidir. GBM tedavisinde kullanilan temozolomid gibi alkilleyici
ajanlar, DNA'ya zarar vererek kanser hiicrelerini 6ldiiriir. Ancak, MGMT'nin aktif
oldugu hiicreler bu hasar1 onarabilir ve sonu¢ olarak ilaca direng gelisebilir. Bu
nedenle, MGMT promotorunun metilasyon durumu, GBM tedavisinde bir prognostik
ve prediktif biyomarker olarak kullanilir; metilasyon, genin ifadesinin baskilanmasi ve

dolayisiyla daha diisiik MGMT protein seviyeleri ile iliskilidir (Brandner vd., 2021).

1.1.3.1. MGMT inhibisyonunun 6nemi

MGMT, DNA'daki alkil hasarin1 onararak mutasyonlar1 ve hiicre 6liimiinii 6nler. Bu
onarici aktivite, alkilleyici kanser ilaclarinin (6rnegin, temozolomid) etkili bir sekilde
DNA hasar1 yaratmasini engelleyebilir. Bu nedenle tiimor hiicreleri bu tiir ilaglara kars1
direng gelistirebilir. MGMT'nin inhibe edilmesi, 6zellikle de glioblastoma gibi zorlu
kanser tiirlerinde bu direnci agsmaya ve tedavi etkinligini artirmaya yardimei olabilir

(Johnson vd., 2021).

1.1.3.2. MGMT Inhibisyonunun Kanser Tedavisindeki Onemi

Alkilleyici Ajanlarin Etkinliginin Artirnlmasi: MGMT, alkil gruplarim1 DNA'dan
cikararak, alkilleyici ajanlarin neden oldugu hasar1 onarir. MGMT inhibe edildiginde,
DNA'daki hasar onarilamaz ve kanser hiicreleri apoptoza (programlanmis hiicre

6liimii) siiriiklenir (Johnson vd., 2021).

Tedaviye Direncli Tiimoérlerin inhibisyonu: Bazi timorler, 6zellikle MGMT geni
yiiksek derecede ifade edildiginde, standart kemoterapiye diren¢ gosterir. MGMT
inhibisyonu, bu direnci kirarak daha etkili bir tedavi saglamay1 hedefler (Johnson vd.,

2021).



Prognostik ve Prediktif Bir Biyomarker Olarak MGMT: MGMT metilasyon
durumu, Ozellikle glioblastoma tedavisinde bir biyomarker olarak kullanilir.
MGMT'in az ifade edildigi veya promotorunun metillendigi durumlarda, hastalar

genellikle temozolomide daha iyi yanit verirler (Johnson vd., 2021).

1.1.3.3. MGMT inhibitorlerinin calisma mekanizmalari

Dogrudan MGMT Inhibisyonu: Baz1 bilesikler, MGMT enziminin aktif bolgesine
dogrudan baglanarak onun DNA onarici aktivitesini bloke edebilir. Bu tip inhibisyon,

MGMT'nin alkil grubunu transfer eden kabiliyetini gecici olarak devre dis1 birakir
(Hegi vd., 2005)

Gen Ifadesinin Baskilanmasi: MGMT geninin promotor bélgesindeki metilasyon,
genin transkripsiyonunu inhibe ederek MGMT protein seviyelerini azaltabilir. Bu
metilasyon, epigenetik modifikasyonlarla veya farmakolojik ajanlarla tesvik edilebilir.

(Hegi vd., 2005)

mRNA Interferansi: RNA interferans teknolojisi (SIRNA veya shRNA), MGMT
mRNA'sin1 hedefleyerek MGMT proteininin sentezini baskilayabilir. Bu yaklagim,

gen ekspresyonunu dogrudan diisiirerek enzim aktivitesini azaltir. (Hegi vd., 2005)

Direncin Azaltilmasi: MGMT enzimi, DNA'deki O6-metilguanin hasarin1 onararak
alkilasyon ajanlarmin etkisini noétralize eder. Ancak, MGMT inhibisyonuyla bu
enzimin aktivitesi baskilanabilir ve boylece ilaglara karsi direng azaltilabilir. (Hegi vd.,

2005)

Tedaviye Yamitin Artirilmasi: MGMT inhibisyonu, alkilasyon ajanlarinin kanser
hiicrelerinde daha etkili olmasini saglar. Bu, ilaglarin kanser hiicrelerinde daha fazla

DNA hasari olusturmasini ve dolayisiyla hiicre 6liimiinii artirmasini saglar (Hegi vd.,

2005).

Klinik Onem: Cesitli klinik calismalar, MGMT inhibisyonunun glioblastoma
tedavisinde 6nemli bir rol oynayabilecegini gdstermektedir. Ozellikle, temozolomid
ile MGMT inhibisyonu stratejilerinin, hastalarin sag kalimini artirdig1 ve tedaviye

yaniti iyilestirdigi gosterilmistir (Hegi vd., 2005).
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1.1.3.4. MGMT inhibitorleri ve etki mekanizmasi.

MGMT (O6-metilguanin-DNA metiltransferaz) inhibitorleri, MGMT enziminin
aktivitesini bloke ederek kanser hiicrelerinin alkilasyon ajanlarina karsi direncini
azaltmaya yonelik bir stratejidir. Bu inhibitorler, genellikle alkilasyon ajanlari ile
birlikte kullanilarak kanser tedavisinde etkinligi artirilabilir. MGMT inhibitorleri,
MGMT'nin DNA'deki O6-metilguanin hasarin1 onarma yetenegini engeller, boylece

alkilasyon ajanlarinin kanser hiicrelerinde daha fazla DNA hasar1 olusturmasini saglar

(Johnson vd., 2014).

MGMT inhibitorleri, MGMT enziminin etkinligini durdurarak kanserli hiicrelerin
alkilasyon ajanlarina olan direncini diisiirir. MGMT inhibitorleri alkilasyon
ajanlartyla birlikte kullanildiginda kanser tedavisinde etkinligi yiikseltebilir. Bu
inhibitérler, MGMT'nin DNA'daki O6-metilguanin hasarinin onarilmasin1 engeller.
Boylelikle alkilasyon ajanlarinin kanser hiicreleri iizerinde meydana getirdigi DNA

hasarini azaltir.
Etki Mekanizmasi:

MGMT inhibitdrleri, MGMT enziminin aktif bolgesine baglanarak etki ederler. Bu
baglanma, MGMT'in DNA hasarini onarma yetenegini engeller ve bdylece
alkilasyon ajanlarinin kanser hiicrelerinde daha etkili olmasini saglar. MGMT
inhibitorleri, 6zellikle temozolomid gibi alkilasyon ajanlart ile birlikte kullanildiginda,

kanser hiicrelerinin DNA hasarina kars1 daha savunmasiz hale gelmesini saglar

(Johnson vd., 2014).

O6-benzilguanin (O6BG): MGMT enziminin aktif bdlgesini baglayarak DNA
onarimini engeller (Hindle vd., 2021).

Lomemustine: MGMT enzimini inhibe ederek ve DNA hasarina yol agarak ¢alisir
(Drugbank Online, 2024).

Temozolomide: MGMT enzimini inhibe ederek ve DNA hasarina yol acarak caligir
(Zhang vd., 2012).
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1.1.3.5. MGMT inhibitorlerinin etki bicimleri:

MGMT enziminin aktif bolgesini baglama: Bu inhibitorler, MGMT enziminin DNA
onarimi i¢in gerekli olan kimyasal reaksiyonlart gergeklestirmesini engeller (Hindle
vd., 2021).

MGMT enziminin yapisim degistirme: Bu inhibitorler, MGMT enziminin aktif
bolgesinin seklini degistirerek DNA onarimini engeller (Zhang vd., 2012).

MGMT enziminin iiretimini azaltma: Bu inhibitorler, MGMT enziminin Ureten

genlerin ekspresyonunu azaltarak ¢aligir.

1.1.3.6. Diethylamine nonoate

Diethylamine NONOate, nitrik oksit (NO) salinimini saglayan bir bilesiktir. Nitrik
oksit, bir¢cok biyolojik siirecte dnemli bir rol oynar ve diizenleyici bir molekiil olarak
islev goriir. Ancak, MGMT (O”"6-methylguanine-DNA methyltransferase) ile olan
iligkisi daha az dogrudan ve daha ¢ok dolayli yollarla olabilir. Nitrik oksit ve MGMT
arasindaki potansiyel etkilesimler, nitrik oksidin DNA hasar1 ve onarim siiregleri

tizerindeki etkileri ile ilgilidir. (Pegg vd., 2011)

Nitrik oksit, yiiksek konsantrasyonlarda DNA'ya zarar verebilir ve gesitli tiplerde
DNA hasarina yol agabilir. Bu hasarlar, baz degisimleri, DNA zincir kiriklar1 ve DNA-
protein c¢apraz baglar icerebilir. NO, ayrica DNA'daki guanin bazlarini modifiye
ederek, O"6-methylguanine gibi lezyonlar olusturabilir. Bu tiir lezyonlar, MGMT

tarafindan onarilan hasar tiirleridir (Pegg vd., 2011).

1.1.3.7. MGMT ve nitrik oksit iliskisi

MGMT, alkilleyici hasar1 onaran bir DNA onarim enzimidir ve genellikle O"6-
methylguanine gibi alkilleyici hasarlar1 hedef alir. NO tarafindan indiiklenen benzer
hasarlarin varligi, teorik olarak MGMT'nin aktivitesi ile iligkilendirilebilir. Eger NO,
MGMT'nin hedefledigi DNA hasarim1 artirirsa, MGMT'in bu hasarlar1 onarma
kapasitesi onem kazanir. Ancak, spesifik olarak diethylamine NONOate ve MGMT
arasindaki dogrudan iliskiyi agiklayan genis capta kabul gormiis bilimsel literatiir

sinirhdir (Pegg vd., 2011).
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Sekil 2.2 Diethylamine Nonoate Kimyasal Formdilii

1.1.4. EMT Nedir?

Epithelial-to-Mesenchymal Transition (EMT) karmasik bir biyolojik siire¢ olup,
epitelyal hiicrelerin mezenkimal hiicre 6zellikleri kazanarak morfolojik ve fonksiyonel
olarak doniismesidir. Bu siireg, hiicrelerin yapisal olarak epitelyal, yapiskan, polarize
hiicrelerden, mezenkimal, hareketli hiicrelere donlismesini igerir. EMT, gelisim, yara
iyilesmesi, fibroz ve kanserin metastazi gibi ¢esitli fizyolojik ve patolojik siireclerde
kritik bir rol oynar. EMT nin diizenlenmesi, hiicrelerin gé¢ etme, invaze olma ve

gevresel sinyallere yanit verme yeteneklerini 6nemli 6lgiide etkiler (Nieto vd., 2016).

EMT, hiicrelerin epitelyal fenotipten mezenkimal fenotipe dogru bir gecis stirecidir.
Epitelyal hiicreler, polarize bir yapiya ve siki hiicre baglantilarina sahiptirler. Bu
hiicreler, dokularin yapisini korur ve islevlerini yerine getirirler. Mezenkimal hiicreler
ise daha invaziv, migrasyon yetenegi daha yiiksek ve hiicreler arasi baglantilar daha
az olan hiicrelerdir. EMT, epitelyal hiicrelerin bu siki baglantilarim1 kaybederek
mezenkimal fenotipe gecis yapmalarini saglar. Bu siireg, kanser metastazi gibi invazif
fenotiplerin gelisiminde Onemli bir rol oynar. Glioblastoma gibi agresif beyin
timorlerinde, EMT'nin aktive oldugu bilinmektedir. Bu siire¢, gliyoma hiicrelerinin
cevresel bariyerleri agmasina, ¢evre dokulara invaze olmasina ve nihayetinde metastaz
yapmasina olanak tanir. GBM'de EMT'nin molekiiler mekanizmalar1 hala tam olarak
anlasilmamis olsa da bu fenotipin tiimorlerin agresif ve tedaviye direngli hale

gelmesinde kritik bir rol oynadig1 diistiniilmektedir (Bao vd., 2006).
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Sekil 3.3 EMT

1.1.4.1. EMT'nin temel 6zellikleri

Morfolojik Degisiklik: Epitelyal hiicreler genellikle yuvarlak veya kuboidal
sekillerde iken, EMT sirasinda bu hiicreler uzunlamasma ve ipliksi bir yapiya

dontisiird (Nieto, 2016).

Hiicre Baglantilarindaki Azalma: EMT sirasinda epitelyal hiicreler arasindaki
baglantilar1 saglayan E-kaderin gibi proteinlerin ifadesi azalir. Bu, hiicrelerin

birbirlerinden ayrilarak daha bagimsiz hareket etmelerini saglar (Nieto, 2016).

Mezenkimal Markerlarin Artmasi: EMT siirecinde, mezenkimal hiicrelere 6zgi
proteinler olan vimentin ve fibronectin gibi markerlar ifade edilmeye baslar (Nieto,
2016).

Hareketlilik ve Invazyon: EMT gegiren hiicreler, artan hareketlilik ile cevre dokulara
gb¢ edebilme ve invaze olabilme kapasiteleri kazanir (Nieto, 2016).
1.1.4.2. Glioblastomada epitelyal-mezenkimal ge¢is (EMT) mekanizmasi:

Sinyal Yollar1 Aktivasyonu: Glioblastoma hiicrelerinde, ¢esitli sinyal yollart EMT'yi
tetikleyebilir. Bunlar arasinda Wnt/p-katenin, TGF-p (Transforming Growth Factor-

14



beta), Notch ve Hedgehog sinyal yollar1 bulunur. Bu sinyal yollari, hiicrelerin epitelyal

fenotipten mezenkimal fenotipe gegisini baglatir ve siirdiiriir (Nieto, 2016).

Transkripsiyonel Diizenleme: EMT siirecinde, cesitli transkripsiyon faktorleri,
hiicrelerin gen ekspresyonunu degistirerek epitelyal hiicre 6zelliklerini kaybetmelerini
ve mezenkimal fenotipe ge¢melerini saglar. Ornegin, Snail, Slug, Twist gibi
transkripsiyon faktorleri, E-kadherin'in inhibisyonunu saglayarak hiicreler arasi

baglantilarin kaybolmasina neden olur (Nieto, 2016).

Hiicre iletisimi ve Cevresel Faktorler: GBM'de EMT'yi etkileyen cevresel faktorler
de vardir. Tiimo6r mikrogevresindeki inflamasyon, hipoksi, sitokinler ve diger timor

hiicreleri ile etkilesimler, EMT siirecini tetikleyebilir veya modiile edebilir. (Nieto,

2016).

1.1.4.3. EMT fenotipik ve genotipik

Fenotipik Degisiklikler
1. Morfolojik Degisim:

Epitelyal hiicreler, polarize ve birbirine yapisik yapidadir; genellikle kuboidal veya

yasst morfolojiye sahiptir.

EMT siireciyle hiicreler, uzunlamasina, ipliksi ve daha az polarize mezenkimal
hiicreler haline gelir. Bu degisim, hiicrelerin hareketliligini ve doku i¢inde go¢ etme

yetenegini artirir (Kalluri vd., 2009).
2. Hiicre Baglantilarinda Azalma:

Epitelyal hiicreler arasindaki siki baglantilar (tight junctions) ve adezyon molekiilleri
(E-kaderin) EMT ile azalir veya kaybolur, bu da hiicrelerin birbirinden ayrilmasini ve

bagimsiz hareket etmesini saglar (Kalluri vd., 2009).
3. Mezenkimal Markerlarin Artisi:

EMT siireciyle, hiicreler epitelyal markerlar1 (E-kaderin, occludin) kaybederken,

mezenkimal markerlar (N-kaderin, vimentin, fibronectin) kazanir (Kalluri vd., 2009).
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Genotipik Degisiklikler
Gen ifade Degisiklikleri:

EMT sirasinda, epitelyal hiicrelerden mezenkimal hiicrelere doniisiim sirasinda gen
ifade profilleri 6nemli 6l¢iide degisir. Bu degisiklikler, EMT ile iliskili transkripsiyon
faktorlerinin (Snail, Slug, ZEB1, ZEB2, Twist) aktivasyonu ve regiilasyonu yoluyla
gerceklesir (Tam vd., 2013).

Epigenetik Modifikasyonlar:

DNA metilasyonu ve histon modifikasyonlarinda meydana gelen degisiklikler,
EMT'yi tetikleyen ya da inhibe eden genlerin ifade diizeylerini degistirir. Ornegin, E-
kaderin geninin promotor bolgesindeki DNA metilasyonu artisi, genin ifadesinin

azalmasina ve hiicre baglantilarinin kaybina neden olur. (Peinado vd., 2004)

1.1.4.4. EMT'nin ii¢ ana tipi

Tip 1: Gelisimsel EMT

Rolii: Bu tip EMT, embriyonik geligsim siirecinde kritik bir rol oynar. Gastriilasyon
sirasinda ve organ gelisimi esnasinda, hiicrelerin yeni dokulari olusturabilmesi ve

gerekli yerlere goc edebilmesi icin gerceklesir.

Ornekler: Neuriilasyon siirecinde sinir tiipiiniin olusumu, kalp ve yiiz kaslarmin

olusumu (Nieto vd., 2011)
Tip 2: Fibrotik EMT

Rolii: Tip 2 EMT, yara iyilesmesi, organ fibrozisi ve inflamatuar cevaplarda meydana
gelir. Bu tip, hasarli veya inflamasyon gecirmis dokularin onarilmasina yardimci olur,

ancak kontrolsiiz oldugunda fibrozise neden olabilir.

Ornekler: Karaciger fibrozu, bobrek fibrozu ve kronik yaralarim iyilesmesi (Kalluri

vd., 2003).
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Tip 3: Onkogenik EMT

Rolii: Kanser hiicrelerinin, primer tiimorden ayrilarak diger dokulara metastaz
yapmalarin1 saglar. Tip 3 EMT, kanser metastazinda ve tiimor mikrogevresinin

modifikasyonunda 6nemli bir yere sahiptir.
Ornekler: Kanserin ilerlemesi ve metastaz sirasinda goriilen EMT (Thiery vd., 2002).

EMT siiregleri, hiicrelerin epitelyal ozelliklerinden mezenkimal ozelliklere gegisi
igerir. Bu degisiklikler, hiicre morfolojisinde, adezyon ozelliklerinde ve hareket
kabiliyetinde 6nemli degisiklikler yaratir. Tip 1 EMT genellikle reversibl (geri
dontigiimlii) iken, Tip 2 ve Tip 3 daha kalict doku degisiklikleri ile iligkilendirilebilir.
Bu tipler arasindaki sinirlar her zaman net olmayabilir ¢iinkii bazi biyolojik durumlar

birden fazla EMT tipinin 6zelliklerini gosterebilir.

1.1.4.5. EMT ve kanser

EMT, epitelyal hiicrelerin mezenkimal hiicre 6zellikleri kazanarak yapisal ve islevsel
olarak degismesini igerir. Kanserde, EMT'nin tetiklenmesi, hiicrelerin primer
tiimorden koparak diger dokulara gog¢ etmelerini ve yayilmalarini saglar. Bu 6zellikler,

kanser hiicrelerinin metastaz yapabilmesi i¢in kritik 6neme sahiptir.

Fenotipik ve Genotipik Degisiklikler: EMT sirasinda hiicreler, epitelyal 6zellikler
olan yiiksek hiicre-hiicre adezyonu ve polariteyi kaybederler. Bu degisimler,
hiicrelerin daha hareketli ve invazif olmalarini saglar. Genotipik olarak, transkripsiyon
faktorleri (Snail, Slug, ZEB1/2, Twist vb.) aktive olur ve bu faktorler, epitelyal

genlerin baskilanmasini ve mezenkimal genlerin ifadesinin artirilmasini saglar.

1.1.4.6. EMT'nin kanser tedavisindeki 6nemi

Metastazin Inhibisyonu: EMT, metastazin temelini olusturur. Bu siiregteki
inhibisyon, kanser hiicrelerinin yayilma kabiliyetini kisitlar ve tiimoriin diger
bolgelere smirli kalmasini saglar. EMT yollarin1 hedefleyen terapiler, metastazi

Onleyici potansiyel tasir (Singh vd., 2010).

Kemoterapi Direnci: EMT'nin kemoterapiye direngle iligkili oldugu gosterilmistir.

EMT yoluyla kazanilan mezenkimal 6zellikler, hiicrelerin ilaglara kars1 daha dayanikl
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hale gelmesine neden olur. EMT'yi inhibe eden ajanlar, bu direnci kirabilir ve ilaglarin

etkinligini artirabilir (Zheng vd., 2015).

Tiimér Mikrogevresi ve immiin Yamt: EMT, tiimor mikrogevresini modifiye
ederek, Ozellikle immiin hiicrelerin tiimdr hiicrelerini taniylp yok etmesini
zorlastirabilir. EMT'nin inhibisyonu, immiinoterapi gibi tedavilere olan yaniti

artirabilir ve immiin ka¢is mekanizmalarini kirabilir (Tam vd., 2015).

1.1.5. Vimentin

Vimentin, hiicre iskeletinin (sitoskeleton) bir bileseni olan bir tiir ara filament
proteinidir. Mezodermal kokenli hiicrelerde bol miktarda bulunur ve hiicre yapisi,
hiicre gogii, hiicre sinyallesmesi ve mekanik biitiinliik gibi cesitli hiicresel islevlerde
onemli rol oynar. Vimentin, epitel-mezenkimal gegis (EMT) siirecinde Ozellikle
onemlidir, bu siire¢ kanser metastazi sirasinda kanser hiicrelerinin invazif ve hareketli

hale gelmesini saglar (Liu vd., 2015).

1.1.5.1. Vimentin'in rolii ve mekanizmalari

Hiicre Mekanigi ve Yapisal Destek: Vimentin, hiicre iskeletinin kritik bir bileseni
olarak hiicresel yapinin ve mekanik dayaniklili§in korunmasina yardimei olur. Kanser
hiicrelerinde vimentin, hiicre hareketliligini ve invazyonunu artiran dinamik

degisiklikleri destekler (Liu vd., 2015).

EMT ve Kanser Metastazi: EMT sirasinda, epitel hiicreleri mezenkimal 6zellikler
kazanarak daha invazif hale gelirler. Vimentin bu siirecte kritik bir rol oynar ve
EMT'nin bir gostergesi olarak kabul edilir. EMT, kanser hiicrelerinin primer timoérden

ayrilarak metastatik 6zellikler kazanmasina olanak tanir (Liu vd., 2015).

Fokal Adezyon ve Hiicre Gocii: Vimentin, fokal adezyonlarin olgunlasmasina ve
hiicre gdc¢ii sirasinda hiicre iskeletinin yeniden diizenlenmesine katkida bulunur. Bu
stiregler, kanser hiicrelerinin hareketliligini ve invazyon kapasitesini artirir (Liu vd.,

2015).

1.1.5.2. N-kaderin

N-kaderin (neural-cadherin), hiicre-hiicre adezyon molekiilleri ailesinin bir iiyesi olan

kalsiyum bagimli bir hiicre yapisma proteinidir. Bu protein, 6zellikle sinir dokularinda
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yaygindir ve hiicresel hareket, morfogenez, doku homeostazi ve hiicre
sinyallesmesinde 6nemli rol oynar. N-kaderin, ayrica epitel-mezenkimal gegis (EMT)
siirecinde de kritik bir role sahiptir ve kanser hiicrelerinin invazyon ve metastaz

kapasitelerini artirir (Loh vd., 2019).
N-Kaderin'in rolii ve mekanizmalari

Epitel-Mezenkimal Gecis (EMT): N-kaderin, EMT sirasinda 6nemli bir marker
olarak iglev goriir. EMT, epitel hiicrelerinin mezenkimal hiicre 6zellikleri kazanarak
daha hareketli ve invaziv hale geldigi bir siirectir. Bu stirecte, E-kaderin ekspresyonu
azalirken, N-kaderin ekspresyonu artar. Bu degisim, hiicrelerin birbirine daha gevsek

baglanmasini ve metastatik 6zellikler kazanmasini saglar (Loh vd., 2019).

Hiicre-Hiicre Iletisimi: N-kaderin, hiicre-hiicre iletisimini ve adezyonunu diizenler.
Bu, hiicrelerin ¢evrelerindeki diger hiicrelerle etkilesimlerini ve sinyallesme yollarini

etkiler, bu da hiicresel go¢ ve invazyon igin kritiktir (Loh vd., 2019).

Kanser Invazyonu ve Metastazi: N-kaderin, kanser hiicrelerinin invaziv ve
metastatik potansiyelini artirir. Yiiksek N-kaderin ekspresyonu, tiimdr hiicrelerinin
doku sinirlarini agmasina ve uzak organlara metastaz yapmasina olanak tanir (Loh vd.,

2019).

1.1.5.3. E-kaderin

E-kaderin (epithelial-cadherin) hiicre-hiicre adezyonunu saglayan kalsiyum bagiml
bir protein olup, epitel hiicrelerinin bir arada kalmasini ve dokunun yapisal
biitiinliglini korumasin1 saglar. E-kaderin kaybi, kanser hiicrelerinin epitel-
mezenkimal gecis (EMT) siirecine girerek invazif ve metastatik hale gelmesine katkida
bulunur. Bu nedenle, E-kaderin hem tiimor baskilayici bir protein olarak hem de EMT

ve kanser progresyonunda énemli bir biyomarker olarak kabul edilir (Singh vd., 2018).
E-Kaderin'in rolii ve mekanizmalari

Hiicre-Hiicre Adezyonu: E-kaderin, hiicreler arasindaki adherens junctions adi
verilen yapisal baglantilar1 olusturarak hiicrelerin birbirine yapigsmasini saglar. Bu
adezyon, epitel hiicrelerinin bir arada kalmasini ve diizgiin bir doku yapisini
stirdiirmesini saglar (Singh vd., 2018).

19



Tiimér Baskilayic1r Fonksiyon: E-kaderin, hiicre proliferasyonunu ve motilitesini
kontrol ederek tiimor baskilayici bir rol oynar. E-kaderin kaybi veya fonksiyon
bozuklugu, hiicrelerin invazyon yeteneklerini artirarak kanser gelisimine katkida

bulunur (Singh vd., 2018).

Epitel-Mezenkimal Gecis (EMT): EMT, epitel hiicrelerinin mezenkimal hiicre
Ozellikleri kazanarak hareketli ve invaziv hale geldigi bir siirectir. Bu siiregte E-
kaderin ekspresyonu azalirken, N-kaderin ve vimentin gibi mezenkimal markerlar
artar. E-kaderin kaybi, EMT'nin kritik bir gostergesidir ve metastatik siiregte 6nemli
bir rol oynar (Singh vd., 2018).

1.1.5.4. Snail

Transkripsiyon faktorii, epitel-mezenkimal gecis (EMT) siirecinde 6nemli bir rol
oynayan bir protein ailesidir. Snail, E-kaderin gibi epitel markerlarinin ekspresyonunu
baskilayarak hiicrelerin mezenkimal 6zellikler kazanmasini saglar. Bu 6zellik, kanser

hiicrelerinin invaziv ve metastatik kapasitelerini artirir (Dongre vd., 2019).
Snail'in Rolii ve Mekanizmalan

EMT indiiksiyonu: Snail, EMT'yi indiikleyen ana transkripsiyon faktorlerinden
biridir. E-kaderin ekspresyonunu baskilar ve vimentin, N-kaderin gibi mezenkimal
markerlarin ekspresyonunu artirir. Bu, hiicrelerin yapisal ve islevsel olarak

degismesine yol agar, bdylece daha invaziv hale gelirler (Dongre vd., 2019).

Gen Ekspresyonunun Diizenlenmesi: Snail, hiicrelerde bircok genin
transkripsiyonunu  diizenler. E-kaderin gibi hiicre adezyon molekiillerinin
baskilanmasimin yani sira, hiicre hareketliligi ve invazyonunu artiran genlerin

ekspresyonunu tesvik eder (Dongre vd., 2019).

Tiimoér Invazyonu ve Metastazi: Snail'in asir1 ekspresyonu, kanser hiicrelerinin
primer tiimorden ayrilarak uzak dokulara metastaz yapma kapasitesini artirir. Bu
stirecte, hiicre adezyonunun azalmasi ve hiicre hareketliliginin artmasi kritik rol oynar

(Dongre vd., 2019).
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1.1.5.5. Snail2

Snail2, Snail ailesinin bir {iyesidir ve epitel-mezenkimal gecis (EMT) siirecinde
onemli bir transkripsiyon faktorii olarak rol oynar. Snail2, E-kaderin gibi epitel
markerlarini baskilar ve kanser hiicrelerinin invazyon ve metastaz kapasitesini artirir

(Stemmler vd., 2019).
Snail2'nin Rolii ve Mekanizmalari

EMT Indiiksiyonu: Snail2, EMT siirecini indiikleyen baslica transkripsiyon
faktorlerinden biridir. E-kaderin ekspresyonunu baskilar ve N-kaderin, vimentin gibi
mezenkimal markerlarin ekspresyonunu artirir. Bu degisiklikler, hiicrelerin yapisal ve

islevsel olarak epitelden mezenkimale gegisini saglar (Stemmler vd., 2019).

Gen Ekspresyonunun Diizenlenmesi: Snail2, EMT sirasinda kritik rol oynayan
bir¢ok genin transkripsiyonunu diizenler. E-kaderin gibi hiicre adezyon molekiillerinin
ekspresyonunu baskilayarak hiicre hareketliligini ve invazyonunu artiran genlerin

aktivasyonunu tesvik eder (Stemmler vd., 2019).

Kanser Invazyonu ve Metastazi: Snail2, kanser hiicrelerinin primer tiimorden
ayrilarak uzak dokulara metastaz yapma yetenegini artirir. Bu siirecte, hiicre

adezyonunun azalmasi ve hiicre hareketliliginin artmasi kritik rol oynar (Stemmler vd.,

2019).

1.1.5.6. Twist ve kanser

Epitel-Mezenkimal Gegis (EMT) indiiksiyonu: Twistl, EMT siirecinde kritik bir
transkripsiyon faktoriidiir. Epitel markerlarinin (E-kaderin gibi) baskilanmasini ve
mezenkimal markerlarin (vimentin gibi) ekspresyonunun artmasmi saglar. Bu

degisim, hiicrelerin epitel 6zelliklerinden mezenkimal 6zelliklere gegisine olanak tanir

(Liu vd., 2021).

Hiicre Hareketliligi ve Invazyonu: Twist], hiicre iskeletinin yeniden diizenlenmesini
tesvik eder ve hiicre hareketliligini artirir. Bu 6zellikler, kanser hiicrelerinin invazyon
ve metastaz yeteneklerini artirarak tlimorlerin diger dokulara yayilmasini kolaylastirir

(Liu vd., 2021).
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Apoptozun Engellenmesi: Twistl, apoptotik sinyalleri baskilayarak hiicrelerin
hayatta kalmasina katkida bulunur. Bu, kanser hiicrelerinin daha direngli olmasini

saglar ve tedaviye kars1 direng gelistirmelerine yardimer olur (Liu vd., 2021).

Epigenetik Diizenleme: Twistl'in ekspresyonu, DNA metilasyonu ve histon
modifikasyonlar1 gibi epigenetik mekanizmalarla diizenlenir. Bu epigenetik

degisiklikler, Twistl'in aktivitesini modiile ederek kanser progresyonuna katkida

bulunur (Liu vd., 2021).

1.2. Amag

Cesitli  kanserlerde klinik kullanimina iligkin ¢alismalar1 olan ve GBM’de
kullanilmasmin faydali olabilecegi rapor edilen MGMT inhibitorlerinin GBM
hiicrelerinde EMT yolagina nasil bir katki sunacagina iliskin literatiirde herhangi bir
veri bulunmamaktadir. Bu ¢alismada kullanilmasi planlanan DEA/NO’nun bir otofaji
inhibitdrii olmasi, otofaji ile EMT nin birbirlerini negatif regiile etmesi ve her iki
yolagin mikrogevre faktorlerine bagli olarak coklu ila¢ direncine katki sunmasi

DEA/NO’nun EMT’deki roliiniin arastirilmasi gerekliligini dogurmustur.

Bu calismada, Diethylamine NONOate’in GBM hiicrelerinin invazyonuna ve EMT
yolaginda rol alan genlerin ekspresyonlarina olan olasi etkileri ilk kez aragtirilacaktir.
Bu sayede literatiire MGMT inhibitorlerinin EMT yolagindaki rollerine iliskin dnemli

bir katk: sunacaktir.
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2. GEREC VE YONTEM

Bu calismanin deneylerinde Aksaray Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Biyoloji
Laboratuvarlar1 ile Aksaray Universitesi Bilimsel Arastirma ve Uygulama Merkezi

Laboratuvarlar1 kullanilmstir.

2.1. Gereg

2.1.1. Hiicre serileri

Bu tez calismasinda 2 adet glioblastoma hiicre serisi kullanilmistir. Hiicrelere ait

biyolojik bilgileri asagidaki Tablo 1°de verilmistir

Tablo 2.1. Calisma kapsaminda kullanilan hiicre serileri

T98G U-87MG
Organizma Insan Insan
Cinsiyet, yas Erkek, 61 Bayan, 44
Doku Beyin Beyin
Morfoloji Fibroblast Epitel
o o
Tiimor22ijenik Hayir Evet
Karyotip Hiperpentaploid Hipodiploid
Besi yeri g/)MEM (Yiiksek glukoz), | DMEM (yiiksek
010 FBS glukoz), %10FBS

Besi yeri yenileme siiresi

Haftada 2-3 kez

Haftada 2-3 kez

Pasaj metodu

%0,25 Tripsin + %0,1
EDTA

90,25 Tripsin + %0,1
EDTA

Ayirma orani

1:3-1:10

1:2-1:5

Biyogiivenlik Diizeyi

1

1
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2.1.2. Hiicre kiiltiiriinde kullanilan sarf malzemeler

Hiicre kiiltiirii uygulamalarinda kullanilan molekiil ve gerecler Tablo 2°de verilmistir.

Tablo 2.2. Hiicre kiiltiirii uygulamalarinda kullanilan molekiil ve geregler

Alkol (%6100)

Isim Marka Ozellik/Katalog Numarasi
Diethylamine NONOate  [Sigma D5431
Capricorn DMEM-HA (DMEM High
Besi yeri Scil?entific Glucose (4.5 g/l), with L-
Glutamine) Lot No: CP18-2472
. . Capricorn -
Fotal Bovine Serum Scientific FBS-11B, 0.1uM filtre edilmis
- . Capricorn
Penisilin-Streptomisin Scientific 100X, PS-B, (100 ml)
L-Glutamine eoricon 200 MM, GLN-B (100 ml)
Scientific
. Capricorn ..
Trypsin-EDTA Scientific TRY-1B, DBPS i¢inde
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 kuyuklu 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)
.. Neubauer
Hiicre sayim lamm Haemocytometry 68052-14, 68052-15
Dimetilsiilfoksit (DMSO) |Merck 102952
Fosfat Tuz Tamponu Sigma P4417, Tablet, (pH: 7,4) (Ca™ ve
(PBS) g Mg"" igermeyen)
Ethylenediaminetetraaceti .
¢ acid (EDTA): Goldbio E-210-100
Sterilizasyon amach Etil Honeywell 3229125

5 ml ve 10 ml serolojik
pipet

Greiner Cellstar

P7615 (5 ml) ve P7740 (10 ml)

Steril Tiipler

Biologix

Farkl1 biiytikliiklerde
(0,2;0,5;1,5;2 ml tiipler, Polietilen
mikrosantrifiij tiip
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2.1.3. 3-(4,5-dimethyldiazol-2-yl)-2,5 diphenyl Tetrazolium Bromid] (MTT)

sitotoksisite testi

MTT testi i¢in gerekli malzemeler Tablo 3’te verilmistir.

Tablo 2.3 MTT testinde kullanilan geregler

Isim Marka Ozellik/Katalog Numarasi
Thiazoly Blue Tetrazolium |
Bromide (MTT) Sigma M5655-19
5mg toz MTT 1 ml steril PBS igerisinde
MTT stok soliisyonu ¢oziildii ve filtre edilerek (0,20 pm’lik)
kullanild1
MTT calisma soliisyonu 10 pul MTT soliisyonu (5 mg/1 ml)
(96 kuyucuklu plakta bir 90 pl besi yeri karigtirilir ve her bir
kuyucuk i¢in) kuyucuga eklenir
Dimetilsiilfoksit (DMSO) [Merck 102952
96 kuyuklu plak Biologix  [331196
;I'Sr :t?rr:;( Her bir kuyucuga hazirlanan
Ny c% (01N [fOliisyondan 100 ml eklenir. 100 ml lizis
MTT lizis soliisvon Fischer’ soliisyonu hazilranmasi:
usyontu Scientificy |T1iton X (T8787) (1 ml)
isopropanol HCI (AC 12420-0010) 0,1 N (10 ml)
(Merck) Isopropanol (109634) (89 ml)
Filtre Sarorius —; ¢535. 022 um’lik
Minisart >
R . . Farkl biiytikliiklerde (0,2; 0,5; 1,5; 2
Steril Tiipler Biologix ml’lik), Polietilen mikrosantrifiij tiipler
Pipet ve pipet uclart Biologix Farkl1 biiytikliiklerde mikropipet ve

uglari
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2.1.4. Total RNA izolasyonu

Total RNA izolasyonu i¢in gerekli malzemeler Tablo 4’te verilmistir.

Tablo 2.4 Total RNA izolasyonu i¢in gerekli malzemeler

Isim Marka Ozellik/Katalog Numarasi
Trizol Geneall RiboEx™, Cat No. 301-001
Kloroform Merck 102445
Isopropanol
(=Propanaol-2) Merck 109634
Etil Alkol Sigma 3221
Steril Su BioShop WAT222.100
Farkli biiytikliiklerde (0,2; 0,5; 1,5; 2
Steril Tiipler Biologix ml’lik) tlipler, Polietilen mikrosantrifiij
tiipler
D5758-50 ml %0,1 konsantrasyonda 100
ml steril distile su (dH20)’ya 0,1 ml
Diethyl pyrocarbonate .. DEPC eklendi. Bu soliisyon oda
Sigma 3 e
(DEPC) sicakliginda 1 saat bekletildi, ardindan
otoklanip (15 dakika, 100°C) sogutularak
kullanildi
Pipet ve pipet uclar1  [Biologix Farkl1 biiytikliiklerde mikropipet ve uglari

2.1.5. cDNA (Komplementer DNA) izolasyonu

cDNA eldesi icin gerekli malzemeler Tablo 5°de verilmistir.

Tablo 2.5 cDNA eldesi i¢in i¢in gerekli malzemeler

fsim Marka Ozellik/Katalog Numarasi
. . cDNA Synthesis Kit with RNase Inh.

CONA izolasyon kiti |/ ABT (High Capacity) C03-01-05 (C03-01-05)

Steril Tiipler Biologix ():2ml lik tiipler, Polietilen mikrosantrifiij
tiipler

Steril Su BioShop WAT222.100

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

Pipet ve pipet uclar1  |Biologix Farkli biiyiikliiklerde mikropipet ve uglari
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2.1.6. Agaroz jel elektroforezi

Agaroz jel elektroforezi igin gerekli malzemeler Tablo 6°da verilmistir.

Tablo 2.6 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 soliisyon Tris baz (54'gr ) porlk a5|t“(2.?,5) ve ZQ ml EDTA
) (0,5 M) steril distile suda ¢oziilerek 1 litreye
(pH:7,5)
tamamlanmistir.
Agaroz Genedirex |MB755-0100
1 g agaroz, 100 ml 1XTBE igerisinde mikro dalga
%1’lik agaroz firin yardimiyla eritilerek hazirlands. Igerisine 2,5
ul Etidyum bromiir (10 mg/ml) karilistirildu.
Etidyum Bromiir |Biotium 40042
Brom fenol mavisi |Ambresco [115-39-9
E;Fl):ﬁlve pipet Biologix  [Farkli bityiikliiklerde mikropipet ve uglari

2.1.7. Ger¢ek zamanh PZR (RT-PZR)

RT-PZR i¢in gerekli malzemeler Tablo 7°de verilmistir.

Tablo 2.7 RT-PZR i¢in gerekli malzemeler

Isim Marka Ozellik/Katalog Numarasi
ABT® RealAmp SYBR
gPCR Master mix ABT Q05-02-01
Steril Tiipler Biologix 0:2m1 lik tiipler, Polietilen mikrosantrifiij
tiipler
Primer ABT HPLC saflagtirma primer
Steril Su BioShop WAT222.100
Pipet ve pipet uglar Biologix Farkl1 biiytikliiklerde mikropipet ve uglari
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2.1.8. Yara iyilesmesi deneyi

Yara iyilesme i¢in kullanilan malzemeler Tablo 8’de verilmistir.

Tablo 2.8 Yara iyilesme deneyi i¢in gerekli malzemeler

isim Marka Ozellik/Katalog
Numarasi
15 mP’lik tiip Biologix 10-9151 (15 ml)
24 kuyucuklu plak Sunub TCP-24
Hiicre sayim lam Neubauer (Hemocytometer) 68052-14, 68052-15
Farkl bliytikliiklerde
Steril Tiip Biologix (0.5ml, Polietilen
mikrosantrifiyj tiip
Steri, temiz pipet ve
Pipet ve pipet uclari Biologix mikropipet uglar1 (10 ve
200 pl biiyiikligiinde)

2.2. Calismada Kullanilan Alet/Makineler

Calisma kapsaminda yapilan deneylerde kullanilan alet/makineler Tablo 9’da

verilmigtir.

Tablo 2.9 Calisma kapsaminda kullanilan alet/makineler

Isim Marka Ozellik/Katalog Numarasi
Laminar Kabin Demair Clas II-TipA
CO02’li incubator RWD D180-P
Etiiv MIPRO MLF-120
inverted Mikroskop Olympus CKX53
Sogutmali Santrifiij MRC CENLBR
Vortex MRC SI-100
Hassas Terazi Dikoman FGH
Hassas terazi Radwag AS220.R2
Isitmali plak MRC HSD-135
Mikrofiij INOVIA MINO-10K
Translimiinator MRC UV-26
Elektoroforez Tanki SCIE-PLAS SVG-SYS Vari-gel
Gii¢ Kaynag Consort EV231
Mikrodalga Firin Arcelik MD 574
Su banyosu MIPRO MCS-30
RT-PZR Long gene Q200B
Derin dondurucu (-80 °C) GMS ULT-587
Akim Sitometri Beckman Coulter EPICS XL MCL,
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2.3. Yontem

2.3.1. Hiicre kiiltiirii

T98G ve U87-MG hiicre serileri 37°C’de, CO2-li inkiibatorde, steril kiiltiir ortaminda,
standart kiiltiir sartlarinda g¢ogaltilmistir. Hiicreler, yapilan tiim deneylerde 15’in
altinda olan diisiik pasaj sayisina sahip hiicrelerde ¢alismalar gerceklestirilmistir.

Standart kiiltiir islemleri asagida belirtilen siirecler takip edilmistir.

Hiicreler yukarida belirtilen besi yeri kullanilarak kiiltiir flasklari igerisinde ekilmis ve
cogaltilmigtir. Flask igerisinde hiicre yogunluklar1 %70-80 oranina ulastiginda,
hiicrelerin tizerindeki besi yeri atilarak flasklar 1-2ml PBS (Ca™ ve Mg** icermeyen)
ile yikanmistir. 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 toplanmistir.
Tiipler 1500 rpm (revolutions per minute, dakikadaki devir sayisi)’de 5 dakika
santrifiij edilmistir. Santrifiij islemi sonrasinda tliplin iist kismi atilmis ve hiicre
peletinin yogunlugu da dikkate alinarak ortalama 2ml besi yeri eklenmistir. Mikropipet

yardimiyla (1000 pl’lik) hiicrelerin besi yeri ile karigmast saglanmaistir.

Bu islem sonrasinda hiicreler Thoma lam1 kullanilarak sayilmis ve ardindan pasaj ve
diger test siireglerine gec¢ilmistir. Hiicrelerin dondurularak stoklama yapilmasi
siirecinde 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.

2.3.2. Sitotoksisite testi

Sitotoksik etkisi arastirllam DEA/NO’nun sitotoksik etkisinin belirlenmesinde ve
inhibitér dozunun (ICso) saptanmasinda klasik MTT yontemi kullanilmistir. MTT
yonteminde asagida yer alan prokol izlenmistir. MTT yontemi her bir madde i¢in 4

kez ve her bir deneyde 5 tekrarli olacak bi¢gimde yapilmistir.

29



Ilgili molekiiliin uygun konsantrasyonlarinin hazirlanmasi i¢in dncelikle DEA/NO

steril suda ¢ozdiiriilerek DEA/NO i¢in 67.200 pM ana stok hazirlanmistir.

Cogaltilan hiicreler tripsinasyon ve sayim islemleri sonucunda 96’lik plagin her bir
kuyucuguna 8X10® olacak bicimde ekilmistir. Ekim sonrasi hiicreleri plak tabanina
yapigmasi ve uyum siireci i¢in hiicreler bir gece 37°C’de CO2’li etiivde inkiibasyona

brrakilmstir.

Inkiibasyon sonunda her bir hiicre tipinin yer aldii plaklar hiicrelerin hiicre
dongiilerinin esitlenmesi amaciyla 8 saatlik serum agligia birakilmistir. Bu islem
sayesinde hiicreler senesens siirecine girmeden hiicre dongiilerinin esitlenmesi

saglanmustir.

Serum aglig1 siireci sonunda, farkli konsantrasyonlari hazirlanmis olan DEA/NO
hiicrelere uygulanmistir. Yukarida belirtilen ana stoktan DEA/NO i¢in 250, 500, 750,
1000, 1250, 1500, 2000, 2500, 3000, 4000, 5000, 6000, 10000, 13000 uM
konsantrasyonlar1 hazirlanmistir. Hazirlanan konsantrasyonlar 96 kuyucuklu plagin

her bir kuyucuguna 100 pl biiyiime besi yeri igerisinde olacak bi¢imde verilmistir.

Madde uygulanmasindan 72 saat sonunda MTT siireci baglatilmistir. 24 ve 48. saat
morfolojik degerlendirme sonunda inhibitér konsantrasyonun tespit edilecegi siirenin
72. saat olduguna karar verilmistir. Bu nedenle toplam inkiibasyon siiresi 72 saat
olarak secilmistir. 72 saat sonunda hiicrelerin tizerindeki medium atilmis ve her bir
kuyucuga MTT caligma soliisyonunda 100ul [10 pul MTT (5 mg/ml) +90 ul besi yeri]

eklenmistir.

MTT c¢aligma soliisyonunun eklenmesinden sonra hiicreler 37°C’de, CO2 inkiibatorde
3 saat inkiibe edilmistir. Ug saatlik inkiibasyon sonunda hiicrelerin {izerindeki 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 ICso degerleri saptanmustir.
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2.3.3. Hiicre gocii deneyi (Yara iyilesmesi, Wound healing)

Hiicrelerde DEA/NO’nun hiicre gogii iizerine olan etkisinin belirlenmesi i¢in yara
iyilesmesi deneyi gerceklestirilmistir. Bu amagla, 24 kuyucuklu plagin her bir
kuyucuguna 5x10*hiicre ekimi yapilmustir. Hiicrelerin uyum ve yapismasi i¢in plak 24
saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyon siiresi sonunda hiicrelerin {izerindeki medyum
almarak 200 pL’lik pipet ucuyla kuyucugun ortasindan arti seklinde yara (gizik)
olusturulmustur. Yaranin olusmasi flasktan kalkan hiicrelerin tam olarak ayrilmasi i¢in
medyumla hiicreler yikanmis ve medyum tekrardan ortamdan alinmistir. Temizleme
islemini takiben hiicrelere 5 ng/ml konsantrasyonlarinda TGF-B1; 250, 500 ve 1000
uM konsantrasyonlarda DEA/NO verilmistir. Yara olusumu sonrasi olusturulan
yarada hiicreler arasi1 mesafe mikroskobun EPview programiyla Ol¢lilmiis 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
DEA/NO’nun 250, 500 ve 1000 uM konsantrasyonlarinda kullanilmasinin nedeni
MTT sonucuna gore bu degerlerde 24 ve 48.saatte proliferasyonlarinda kontrol

grubuna gore benzer ve/veya yakin proliferasyon degerlerine sahip olmasindandir.

2.3.4. RNA izolasyonu

ICso degerleri saptanan DEA/NO molekiiliiniin, hiicrelerde, EMT genlerinin
ekspresyonlar1 iizerindeki etkilerinin belirlenmesi amaciyla total RNA izolasyonu
yapilmistir. Bu amagla ilgili molekiil hiicrelere uygulanmis ve ICso degeri saptanan
stirede inkiibe edildikten sonra total RNA izolasyonu yapilmistir. Total RNA
izolasyonu i¢in izlenilen Trizol temelli izolasyon protokolii asagida yer almaktadir.
Hiicreler yukarida belirtilen IC50 degerlerinde hiicrelere uygulanmistir. Bu uygulama
icin olusturulan gruplar sirasiyla hi¢cbir molekiil uygulanmayan kontrol grubu ve
DEA/NO olmak tizere 2 farkli grup olusturulmustur. 25cm2’lik flasklara ortalama
1X10° yogunlukta ekilen hiicreler bir gece (16/24 saat) flask tabanina tutunmasi ve
uyum i¢in bir gece inkiibe edildikten sonra kontrole herhangi bir madde verilmezken,
DEA/NO uygulanacak gruba ise 4000 pM DEA/NO verildi ve 72 saat inkiibasyona
birakildi. DEA/NO’nun 4000 puM sec¢ilme nedeni, sitotoksisite testinde ilgili
molekiiliin hiicrelerde %25’lik bir hiicre 6liimiine neden oldugu doz olmasidir. Bu
sayede eger DEA/NO EMT siirecini tetikliyorsa hem kismi 6liimiin oldugu dozda bu
tetiklenmeyi saptayabilmektir.
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72. saatin sonunda hiicreler tripsine edilerek, toplandi ve ardindan Trizol-Koloroform-
Izopropilalkol ve etilalkol prosediirii kullanilarak total RNA izole edilmistir. Buna
gbre 72. saatin sonunda tripsine edilerek toplanan hiicreler 1500 rpm’de 5 dakika
+4°C’de santrifiij edildi. Santrifiij sonras1 supernatant kismi atilarak {izerine 2 ml steril
soguk PBS (Ca™ ve Mg™" icermeyen) eklenerek, 1000ul’lik pipet yardimiyla pipetaj
yapilarak karigsmasi saglandi. Bu basamaktan sonraki islemler aksi belirtilmedik¢e buz
tizerinde devam edilmistir. PBS iceren 15ml’lik falkon tiipler 1500 rpm’de 5 dakika
+4°C’de tekrar santrifiij edildi. Santriflij sonras: iist kisim atilarak tiipiin igerisinde
bulunan hiicrelere 1000 pl soguk Trizol eklendi ve mikropipet yardimiyla homojenize
edildi. Bu karisim 1,5ml’lik steril tiipe alinmistir. Bu asamadan sonra klasik Trizol-
Koloroform-izopropilalkol ve etilalkol prosediirii uygulanmigtir. Total RNA elde
edildikten sonra RNA 30-50 pl DEPC’li su ile ¢oziilmiistiir. Ayrica elde edilen total
RNA’nin goriintiilenmesi i¢in 3-5 pl RNA bagka bir steril tiipe alinmis ve tiim RNA’lar
cDNA sentezi yapilana kadar -80°C’ye kaldirilmistir.

2.3.5. RNA’min kalitatif degerlendirilmesi

Total RNA’larin kalitatif degerlendirilmesi (par¢alanma olup olmadiginin anlasilmasi
gibi) amaciyla total RNA’lardan ortalama 3-5 pl RNA agaroz jel (%1’lik)
elektroforezinde yiiriitiilmistiir. Yirtme sonrast elde edilen goriintilerde 28S

(Sedimentasyon), 18S ve 5S RNA net bir sekilde saptanmistir (Sekil 1).

28S
18S

5S

Sekil 2.1 Hiicrelerden elde edilen total RNA nin goriintiisii

2.3.6. cDNA izolasyonu

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

elde edilmistir. cDNA sentezi i¢in izlenilen protokol asagida yer almaktadir.

Tablo 2.10 cDNA sentez protokoliine gore reaksiyon igerikleri

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

0.2mI’lik steril tlip icerisinde hazirlanan reaksiyon igerigi PZR cihazi kullanilarak

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 saklanmustir.

2.3.7. Gercek zamanh polimeraz zincir reaksiyonu (Real time-PZR; RT-PZR)

Elde edilen cDNA’larda arastirilmasi planlanan genlerin ekspresyonlarinin saptanmasi
amactyla RT-PZR yapilmistir. Bu amagla ABT® RealAmp SYBR qPCR Master mix
kitinin protokolii izlenmistir (Tablo 11). Hedef genlere karsi kontrol geni olarak
GAPDH (Glyceraldehyde-3-Phosphate Dehydrogenase) geni her iki serisi i¢in de
kullanilmistir. Ekspresyonu arastirilan genlerin RT-PZR’da kullanilan primer dizileri
Tablo 12°de verilmistir. RT-PZR’dde genlerin annealing sicakliklari arasinda
farkliliklar bulunmaktadir. Her o6rnek i¢in 3 bagimsiz tekrar yapilmistir ve her
reaksiyonda amplifikasyon erime egrisi (melting curve) analizi yapilmistir. Ornek

erime egrileri Sekil 5 ve 6’da sunulmustur.

Ekspresyonlar arasi rolatif farkliligin saptanmasinda 2-AACt formiilasyonu
kullanilmis buradan ekspresyonlar arasi kat degisimleri saptanmistir. Reaksiyon

igerikleri hem hedef hem de kontrol geni (housekeeping) i¢in aynidir.
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Tablo 2 11 RT-PZR igin reaksiyon igerigi

Reaksiyon Dongiisii (Genel)

Reaksiyon icerigi Bir ornek icin

Tampon (2X) SYBR gPCR 10 ul

master miks a
Forward: 0.5 ul

. (10pmol/pul)

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

dH20 7 ul

cDNA 2 ul

Toplam 20 pul

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 artig, her
basamakta 3 saniye )

90 °C 5 saniye

Tablo 2.12 RT-PZR ile ekspresyonu arastirilan genlerin primer dizileri

Gen Sense Antisense Bﬁgziili;llﬁg NCBI Referans
ii (bp) Kodu

E-Kaderin |F:5'-tacaacgacccaacccaaga R: 5'-tcacacacgctgacctctaa  |137 NM_001317185
Vimentin |[F:5'-ttgaacgcaaagtggaatctt R:5'-aggtcagcaaacttggatttgta (235 NM_003380.5
N-Kaderin |F:5'-tattttgcccccaatcctaa R: 5'-ttttcacatttggtgattctcg ~ |217 XM_054318138.1
Snaill F:5'-tctaatccagagtttaccttcca R: 5'-ttgttgcagtatttgcagttga  |410 NM_005985.4
Snail2 F:5'-ttcaaggacacattagaactcaca |R: 5'-aaggttttggagcagtttttg {151 NM_003068.5
Twistl F:5'tgtttccagagaaggagaaaatgg |R: 5'aatgcagaggtgtgaggatggt |216 NM_000474.4
ACTB F:5'-catcctcaccctgaagtacc R: 5'tgaaggtctcaaacatgatctg {194 NM_001101.5
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2.4. istatistiksel Analiz

Denek sayisina bagli olarak parametrik olmayan test yontemleri kullanilmigtir. Bu
amagla ikiden fazla bagimsiz grubun siirekli degerler bakimindan karsilastirilmasi
amactyla Kruskal Wallis testinden faydalanilmustir. Istatistiksel olarak anlamliligin
bulunmasi durumunda, farklili1 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. Stirekli degiskenler kullanilan test yontemine uygun olarak ortanca
(Minimum-Maksimum) ile Kkategorik degiskenler ise frekans dagilimlar1 ve
yiizdelikler ile &zetlenmistir. Istatistik anlamlilik simirmin p<0,05 olarak alindig
calismada, elde edilen verilerin degerlendirilmesi amaciyla IBM SPSS Statistics for

Windows, Version 20.0. kullanilmistir.

36



3. BULGULAR

3.1. DEA/NO Sitotoksisitesi

Tez c¢alismasinda kullanilan DEA/NO’nun T98G ve U-87 MG hiicre serileri
tizerindeki sitotoksik degerleri (Tablo 13) ve bu degerlerin elde ediligi canlilik egrisi
(Sekil.7) asagida sunulmustur. Kullanilan DEA/No bir MGMT inhibitoridii ve

sitotoksisite sonuglarina

gore MGMT eksprese etmeyen U87-MG hiicresinin

DEA/NO’ya MGMT eksprese eden ve TMZ gibi alkilasyon ajanina direncli oldugu

bilinen T98G hiicresine gore daha sensitif oldugu belirlenmistir. Sitotoksisite

sonuclarina gore hiicrelerde EMT ile ilgili hedef genlerin ekspresyonlarinin analizinde
DEA/NO’nun 4000 puM olarak kullanilmasia karar verilmistir. Ciinkii, 4000 pM
DEA/NO’da hem hiicre populasyonu %70-80 oranindadir. Bdylece hem yasayan

hiicrelerin varsa EMT genlerindeki degisim rahatlikla saptanabilir. Eger IC50 degerini

uygulasaydik hiicrelerin biiylik yaris1 6lecek ve canli hiicre populasyou daha az

saptanmig olacaktir.

Tablo 3.1 DEA/NO’nun Sitotoksisite Verileri (72.saat)

Hiicre Serisi | DEA/NO, 1Cs0 (uM)

T98G

13024,33

U-87 MG

9020,69

DEA/NO Toksisitesi

120 -

100 -

80 -

60 -

Canhilik (%)

40 -

20 +

m U-87TMG
mT98G

Dozlar (nM)

Sekil 3.1 DEA/NO’nun T98G ve U-87 MG hiicre serisindeki sitotoksisitesi
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1-13.000 pM arasinda farkli konsatrasyonlarda hazirlanan DEA/NO hiicreler
sunulmus ve 72.saat inkiibasyon sonunda canlilik-doz grafigi elde edilmistir.

Hiicrelerin %50’sinin 61diigii doz DEA/NO i¢in IC50 dozu olarak tespit edilmistir.

3.2. Yara lyilesmesi Deneyi

Hiicrelerde mikropipet ucuyla olusturulan ¢izik bolgesinin (yaranin) 0., 24. ve 48.saat
Ol¢iimii mikroskobun programi {iizerinden piksel cinsinden yapildiktan sonra
yapildiktan sonra elde edilen veriler kontrole gore ylizde olarak degerlendirilmistir.
Yapisan deneye iliskin 6rnek Ol¢timler Sekil 8 de verilmistir. Yapilan Sng/ml TGF- 3
kullanilan hiicrelerde hiicre gocli kontrole ve diger gruplara gore erken kapanmistir.
DEA/NO’nun hiicre serilerilerinde hiicre gogii iizerindeki etkisi birbirinden farklilik
gostermistir. U-87 MG hiicresinde hem 24 hem de 48.saatteki kapanma mesafesi T98G
hiicresine gore daha diisiiktiir. U87-MG hiicre serisinde DEA/NO’nun hiicre gociine
etkisi T98G hiicre serisine gore daha yiliksek bulunmustur (Sekil 8). Ayrica TGF- ’nin
U-87 MG hiicre serisindeki hiicre gogii tetiklemesinin T98G hiicre serisine gore daha

etkili oldugu saptanmistir.

Kontrol 0.saat TGF-5 (5ng/ml)0.saal

DEA/NO 48. saat 250 M DEA/NO 48. saat 500 tM

Kontrol 4.sam .
Sekil 3.2 Hiicrelerde olusturulan yaranin hiicre gogii ile kapanmasinin mikroskop ile
takibi ve yara biiyiikliigiiniin piksel cinsinden 6l¢timii.
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DEA/NO'nun Hiicre Gociine Etkisi

S

o

%)

=

=

g

= m 0.Saat
o

E H 24.saat
§ m 48.Saat
<

>

Sekil 3. 3 DEA/NO’nun T98G ve U-87 MG hiicrelerinde hiicre gociine etkisi.

3.3. Gen Ekspresyon Analizi

Sitotoksisite sonuglarina gore hiicrelerde EMT ile iligli hedef genlerin
ekspresyonlarinin analizinde DEA/NO’nun 4000 puM olarak kullanilmasina karar
verilmistir. Clinkii, 4000 uM DEA/NO’da hiicre populasyonu %70-80 oranindadir.
Boylece yasayan hiicrelerin varsa EMT genlerindeki degisim rahatlikla saptanabilir.
Eger IC50 degerini uygulasaydik hiicrelerin yarisi 6lecek ve canli kalan ancak 6limii

tetiklenen hiicrelerde de ekspresyon degisikligi arastirmis olacaktik.

3.4. Epitelyal Ozellik icin Gen Ekspresyonu

Epitelyal karakterin analizi i¢in E-kaderin genin ekspresyon degisikligi Sekil 8’de
verilmistir. Her iki hiicre serisinde de DEA/NO kontrole gore E-kaderin ekspresyonu

istatistiksel agidan anlamli diizeyde azalmistir (p<0,001).
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Tablo 3. 2 EMT genlerinin ekspresyonlarinin gruplara gore karsilastiriimasi

Genler Kontrol 198, 87 MG, pl p2
DEA/NO DEA/NO

E-kaderin 1+0 0,04+0,33 014+0,05 <0,001 |<0,001
N-kaderin 1+0 0,79+0,10 0,65+0,12 0,026 <0,008
Vimentin 1+0 0,70+0,10 0,63+0,25 <0,001 |<0,001
Twist 10 0,58++0,79  |0,06+0,25 0,001  [<0,001
Snaill 1+0 0,17+0,19 0,51+0,02 <0,001 |<0,001
Snail2 1+0 0,46+0,10 0,12+0,15 0,001 <0,001
pl: Kontrol vs T98 p2: Kontrol vs U-87 MG

E
7))
& 09
o]
A 08
[em)
S 0.7
o 06
o
i) 0.5
m
s 04
g 03
= 02
He)
~oo01

E-Kaderin Ekspresyon Degisikligi

Kontrol
T98G

DEA/NO
T98G

Kontrol DEA/NO
U-87 MG U-87 MG

3.5. Mezenkimal Ozellik icin Gen Ekspresyonu

Hiicrelerde DEA/NO uygulamasi sonras1 meydana gelen gen ekspresyon analizi Sekil
9’da verilmistir. DEA/NO her iki hiicre serisinde de EMT genlerinin ekspresyonunu
kontrole gore istatistiksel agidan anlamli diizeyde diisiik saptanmistir (p<0,05) (Tablo
I). Rolatif gen ekspresyon degisiklikleri her ki hiicre serisinde de benzerdir.
Dolayisiyla DEA/NO T98G

tetiklememektedir.

ve U-87 MG hiicrelerinde
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Sekil 3.4 E-kaderin genindeki ekspresyon degisikligi.

EMT

surecini




T98G ve U-87 MG Hiicrelerinde EMT Genlerinin Ekspresyon

l ‘ Degisimlerj

(e}

1
0.8
0.
0.
0.

Rolatif Gen Ekspresyon Degigimi

4

2 I

0 ' [ [ [ - ]
— 0 =0 - 0 =0 - 0 =0 - 0 =0 - 0 =0
282 2282 £28zZ EzEz gz:i:z
C<C< C<C C<C< C<C< C<C<
o o o o o o o o o o
L L L L L Ll L L L L
Xag¥no ¥p¥p ¥p¥a ¥Xa¥ap ¥Xp¥Qg
N- Vimenti Twist Snaill Snail2
kaderin n

Sekil 3.5 T98G ve U-87 MG Hiicrelerinde EMT Genlerinin Ekspresyon Degisimleri.
Kirmizi bar: T98Ghiicre serisi, Mavi bar: U-87 MG hiicre serisi, DEA/NO: Dietilamin
NONOate
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4. TARTISMA

Bu tez ¢alismasinda MGMT inhibitérit DEA/NO’nun T98G ve U-87MG glioblastoma
hiicrelerinde EMT mekanizmasim1  indiikleyip indiikklemedigi DEA/NO’nun
sitotoksisitesi belirlendikten sonra yara iyilesmesi ve EMT genlerinin ekspresyonunun

incelenmesiyle arastirilmistir.

Glioblastomanin gelisen teknolojik ilerlemelere ragmen halen kesin bir tedavisi
bulunmamaktadir. Glioblastomada alkilasyon tedavisinde karsilagilan kemoterapotik
direncin en bilylk etkeni MGMT proteindir (Kirstein vd., 2021). MGMT
inhibisyonuyla o6zellikle TMZ temelli alkilasyon tedavisinin basarisinin artmasi
beklenmektedir (Shindo vd., 2016; Gulati vd., 2020). Bu konuda yapilan preklinik ve
klinik ¢aligmalar TMZ ile MGMT inhibitorlerinin kullanilabilecegini ama optimize
edilmesi gereken yerlerin de oldugunu belirtmektedir (Quinn vd., 2009; Taspinar vd.,
2013; St-Coeur vd., 2015; Akcora-Yildiz vd., 2024; Yun vd., 2024) Ciinkiibu MGMT
inhibisyonu yapan molekiiller genelde kendi baglarina toksik degil ama bir toksik
ajanla kullanildiginda ise ilgili ajanin toksisitesini arttirabilmektedir (Tawbi vd., 2011)
Ayrica, bir MGMT inhibitdrii olan lomeguatribin de TMZ ile verildigi glioblastoma
disindaki bazi kanser tiirlerinde etkin bir toksisiteye ulasilamadig da bildirilmektedir
(Ranson., 2007; Khan vd, 2008; Kefford vd., 2009). MGMT inhibitorlerinin kullanimi
ve 6nemi hakkindaki bu veriler MGMT inhibitérlerinin fizyolojik etkilerinin ortaya
konmadigini gostermektedir. MGMT inhibisyonu disindaki hiicre fizyolojisi agisindan
etkilerinin tam olarak bilinmemesidir. Calismalar agirlikli olarak MGMT eksprese
eden hiicrelerde yapilmaktadir (Kirstein vd., 2021; Yun vd., 2024). MGMT
inhibitorlerinin kullanimindaki sonuglarin net olarak anlagilmasi ve agiklanmasi igin
bu molekiillerin MGMT eksprese etmeyen hiicrelerde de arastirilmasi varsa fakli
hiicresel fonksiyonlar1 da ortaya konmasi gerekmektedir. Bu nedenle, tez ¢aligmasinda
DEA/NO hem MGMT eksprese eden T98G hem de etmeyen U-87 MG hiicre serisinde
arastirilmistir. Amacimiz DEA/NO hedef dis1 bir fonksiyonunun olup olmadiginin

ipuclarini elde etmekti.

DEA/NO’nun kanser hiicrelerindeki sitotoksik etkileri ile ilgili literatiirde az sayida
calisma bulunmaktadir. Kokilakanit vd. (2024) tarafindan yapilan ¢alismada
DEA/NO’nun 4 farkli bas boyun kanseri hiicre serilerinde 500 uM DEA/NO

uygulaninca bazi hiicrelerde sitotoksik iken bazilarinda sitotoksisite saptanmadigi
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bildirilmigtir. DEA/NO’nun hiicre ¢esidine gore farkl bir sitotoksik etki gostermistir.
Bu tez ¢aligmasinda da her iki hiicre serisinde farkli sitotoksik etki gdstermistir ve
1000 uM’a kadar olan dozlarda sitotoksisite saptanmamistir. Bu a¢idan sonucumuz
literatiirle uyumludur. Ayrica DEA/NO’nun hiicre kiiltiirii sartlarinda sitotoksik bir

molekiil olmadigi da anlagilmistir.

NO dondrlerinin rat C6 glioma hiicrelerinin klonojenik potansiyelini azalttigin1 ve NO
donorlerinin glioblastoma tedavisinde TMZ ile verilebilecegini bildirmektedir (Yang
vd., 2007). Glioma mikr¢evresine nitik oksit sentetaz (NOS) enzimlerince (NOSI,
NOS2 ve NOS3) NO salinim1 yapilabilecegi bunun da glioma hiicrelerinin biiylime,
invazyon, farklilasma, immiin baskilama ve terapotik direnci etkileyebilecegi
belirtilmektedir (Tran vd., 2017). Bu nedenle de bu tez ¢aligmasinda NO vericisinin
glioblastoma hiicrelerindeki etkileri arastirilmistir.  Insan glioma hiicrelerinde
DEANO’nun sitotoksik etkileri ile ilgili literatiirde yalnizca bir adet ¢aligma yer
almaktadir. Weyerbrock vd., (2009) tarafindan yapilan calismada U87 MG hiicre
serisinde DEA/NO’nun kii¢lik dozlarda (10-12M)’da sitoprotektif oldugu ve 10.000
uM’da ise hiicre oliimiinii indiikledigi bildirilmistir. Bizim ¢alismamizda da 10 uM
altinda proliferatif etki gdsteren DEA/NO’nun yiiksek dozlarda hiicre oliimiinii
indiikledigi saptanmistir. Bu tez calismasinda da ilk oliimler 100-1500 pM’da
baslamistir. Bu nedenle elde edilen sitotoksik veriler Veyerbrock vd (2009) ¢alismasi
ile uyumludur. Ayrica, bu tez calismasinda MGMT eksprese eden T98G hiicre
serisinin MGMT eksprese etmeyen U-87 MG hiicre serisine gore daha direngli oldugu
saptanmigtir. Bu sonu¢ NO donériinin  MGMT’den bagimsiz  hiicresel

fonksiyonlarmin olabilecegini gostermektedir.

EMT, geri dontigiimlii bir hiicresel programlanma olup, epitel karakterli hiicrelerin
mezenkimal karakter ve fenotip kazanma siireci olarak tanimlanir. Epitel hiicreler bu
siirecte hiicre-hiicre baglarim1 kaybederler, ekstraseliiler matriks parcalanir, bazal
membran ve hiicre iskelet yapilar1 yeniden diizenlenerek go¢ kabiliyeti yiiksek, daha
invaziv ve apoptoza direncli hiicreler haline gelirler (Majc vd., 2020). EMT siireci bazi
indiikleyici transkripsiyon faktorleri (EMT-TF'ler) tarafindan kontrol edilir ve bu da
hiicre gecisini kontrol eden genlerin ekspresyonunda degisikliklere yol agar. Genel
olarak E-kaderin, okkludinler ve klaudinlerin ekspresyonu azalirken, N-kaderin,

Vimentin, fibronektin, B-integrinler ve ekstrasiilerl matriksin degrdasyonunu

43



saglayacak proteazlar1 ekspresyonlart artar. Bu ekspresyon degisiklikler zeb, snaill,
snail2, slug ve twist gibi transkripsiyon faktorlerince kontrol edilir (Kubelt vd., 2015;
Majc vd., 2020). EMT ile hiicrelerin kemoterapi ve radyoterapiye diren¢ kazanimina
katki sunar (Iwadate, 2016). Glioblastomada da bu genlerin yanmi sira kok hiicre

belirteglerinin arttig1 da bilinmektedir (Iwadate Y., 2016).
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