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GLIOMASFERLERDE TiYORIDAZIN ARACILI HUCRE OLUM
CESITLERININ ARASTIRILMASI

Ogrencinin Adi: Ezgi ERSOZ
Damismani: Prof. Dr. Mehmet KORKMAZ
Anabilim Dali: Tibbi Biyoloji

OZET

Amag: Klasik in vitro calismalarinda kullanilan monolayer (2B) hiicre kiiltiir
yontemi in vivo arastirmalara on veri elde etmede yetersiz kaldig1 one siiriilmektedir.
Son yillarda kullanilmaya baglanan sferoid (3B) hiicre kiiltlir yontemi, hiicrelerin in
vivo kosullarindaki mikrogevre ve hiicre-hiicre etkilesimini olusturmayi hedefleyen
bir yontemdir. Yetigkinlerde gozlenen malign beyin tiimdrlerinden biri olan
glioblastoma multiforme (GBM) IV Evre Astrositomdur. Cerrahi operasyon,
kemoterapi ve radyoterapi tedavilerine ragmen sag kalim orami 12-15 aydir. Anti-
psikotik bir ajan olan Tiyoridazin (THZ)’ in yapilan ¢aligmalar dogrultusunda anti-
kanser 6zelligi oldugu ortaya konmustur. Buradan yola ¢ikarak monolayer ve sferoid
hiicre kiiltlirlerinde karsilagtirmali olarak THZ’ nin GBM hiicre hatlar1t T98G ve U-
87 MG lizerindeki sitotoksik etkileri ve tetikledigi 6lim mekanizmalar1 ortaya

konulmasi amaglanmaistir.

Gere¢ ve Yontem: Sferoid hiicre kiiltiirlerini olusturmak amaciyla asili damla
yontemi kullanilmistir. THZ’ nin monolayer ve sferoid kiiltiirlerdeki sitotoksik etkisi
MTT yéntemi ile dl¢iilmiistiir. Oliim mekanizmasinin belirlenmesi amaciyla da Muse
hiicre analiz cihaziyla uyumlu testler ve Olim yollarina spesifik inhibitorler

kullanilmistir.

Bulgular: Monolayer ve sferoid hiicre kiiltlirlerine ayr1 ayri yapilan sitotoksisite
deneyleri sonucunda ICsy degerleri sirasiyla 12,67 uM (monolayer T98G 24 saat),
29,30 uM (sferoid T98G 24 saat), 12,80 uM (monolayer U-87 MG 24 saat), 28,68
uM (sferoid U-87 MG 24 saat) olarak bulunmustur. THZ’ nin monolayer ve sferoid



hiicre kiiltlirleri tlizerindeki sitotoksik etkisinin otofaji mekanizmasi iizerinden
tetiklendigi Muse hiicre analiz yontemi ve 6liim yoluna 6zgii inhibitorler araciligiyla

belirlenmistir.

Sonu¢: Calismamizda THZ’ nin hiicresel etkisinin monolayer ve sferoid GBM
kiiltiirlerinde farklilik gosterdigi ilk kez ortaya konuldu. Bu calismanin bulgular
1s1g¢inda ileride yapilacak in vitro sitotoksisite caligmalarinin sadece monolayer
kiltiirlerde degil ayn1 zamanda in vivo’ ya benzerligi agisindan sferoid kiiltiirlerde de
yapilmasi Onerilmektedir. Bununla birlikte, GBM hiicre hatlarinda THZ’ nin
sitotoksik etkisinin otofaji yolagi iizerinden etkili oldugunun tespit edilmis olmasit bu
ilacin, apoptozu uyaran kemoterapétiklere karsi direngli olan GBM tedavisinde

kullanilabilecek bir ajan oldugunun diisiiniilmesine neden olmaktadir.

Anahtar Kkelimeler: Sferoid kiiltiirii, Monolayer kiiltiirii, Glioblastoma, Tiyoridazin,

Otofaji.
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ABSTRACT

Aim: It has been suggested that monolayer (2B) cell culture method used in classical
in vitro studies is inadequate to obtain preliminary data in in vivo studies. Spheroid
(3B) cell culture method, which has been introduced in recent years, is a method
aimed to form micro-environment and cell-to-cell interaction of cells in in vivo
conditions. Glioblastoma Multiforme (GBM) is the IV Stage Astrocytoma which one
of the malignant brain tumors that observed in adults. Despite the treatments through
surgical operation, chemotherapy and radiotherapy, the survival rate is 12-15 months.
Thioridazine (THZ), an anti-psychotic agent, has been shown to be an anti-cancer
agent in the course of its studies. Starting from this, cytotoxic effects of THZ on
GBM cell lines T98G and U-87 MG was aimed to determine comparatively in

monolayer and spheroid cell cultures.

Material and Methods: Hanging drop method was used to form spheroid cell
cultures. The cytotoxic effect of THZ in monolayer and spheroid cultures was
measured by MTT method. In order to determine the mechanism of cell death tests,

which are compatible with the Muse cell analyzer and specific inhibitors were used.

Results: The ICs, values were determined as 12,67 uM (monolayer T98G 24 hours),
29,30 uM (spheroid T98G 24 hours), 12,80 uM (monolayer U-87 MG 24 hours)
28,68 uM (spheroid U-87 MG 24 hours) as a result of cytotoxicity experiments
performed separately on monolayer and spheroid cell cultures. It has been
determined that THZ stimulates the cytotoxic effect on monolayer and spheroid cell

cultures through the autophagy mechanism by Muse cell analysis method and death
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pathways specific inhibitors.

Conclusions: In our study, it has shown for the first time that cellular effects of THZ
differentiate in monolayer and spheroid GBM cultures. It is suggested in the light of
this study's findings that in vitro cytotoxicity studies should perform with not only
monolayer cell cultures but also with spheroid cell cultures for obtaining data in
vivo-like. After all THZ has been shown to be cytotoxic effective in the GBM cell
lines via the autophagic pathway, suggesting that this drug is an agent that can be
used in the treatment of GBM, which is resistant to apoptosis-inducing

chemotherapeutics.

Keywords: Spheroid culture, Monolayer culture, Glioblastoma, Thioridazine,

Authophagy.



1. GIRIS

Biyomedikal ¢alismalarda ve hiicre biyolojisi deneylerinde kullanilan in vitro bir
yontem olan monolayer hiicre kiiltiirii (2 boyutlu, 2B), tek bir hiicre katmani tizerinde
calisma imkan1 sunarak klinik arastirmalar i¢in 6n veri olusturmaktadir. Elde edilen
on veriler klinik aragtirmalara temel bilgi saglarken in vivo kosullarin getirdigi
farkliliklar1 g6z ardi etmektedir. 19. ylizyilin basinda in vitro deneylerinin in vivo
kosullara benzerligini arttirmak amaciyla sferoid (3 boyutlu, 3B) hiicre kiiltiirii
calismalarina baslanmigtir. Bu yontemle, in vitro kosullarda yapilan arastirma
deneyleri in vivo benzeri kosullara adapte edilerek klinik calismalarda kullanilmak
lizere in vivo’ ya daha yakin sonugclar elde edilmeye imkan saglanmistir (Manome ve

ark. 2010; Millet ve Gillette 2012).

Kanser, koken aldigi dokuya gore farkli karakteristik Ozellikler gosterir.
Astrositlerin kanserlesmesiyle olusan Astrositoma’ larin IV evresi olan Glioblastoma
multiforme (GBM) primer beyin tiimdrleri i¢erisinde yetiskinlerde en sik kargilasilan
ve en Olimciil olandir (Binder ve ark. 2015). GBM’ de tedavi secenekleri
giintimiizde halen kisitli olmakla birlikte tiimdriin en az %95’ inden fazlasinin cerrahi
yolla ¢ikarilmasit ve bunu takiben es zamanli yapilan radyoterapi ve kemoterapi
uygulamalar standart tedavi olarak uygulanmaktadir. GBM’ de kombine tedavilerle
ortalama hayatta kalma siiresi yaklasik 12-15 ay diizeyindedir. GBM tedavisi
sirasinda  karsilasilan en Onemli sorunlardan biri, kanser hiicrelerinin
kemoterapoétiklere karsi direng gelistirmesi ve bir¢ok kemoterapdtigin kan-beyin
bariyerinden gecememesidir. Bu nedenle GBM tedavisinde sag kalimi arttiracak yeni

ajanlara ihtiya¢ duyulmaktadir (Louis ve ark. 2016).

Bir Fenotiyazin tiirevi olan Tiyoridazin (THZ), uzun yillar psikoz ve sizofreni
tedavisinde kullanilmis anti-psikotik bir ajandir. THZ’ nin farmakokinetik,
farmakodinamik 6zellikleri ve yan etkileri oldukca i1yi bilinmektedir. Ayrica THZ,
ileri evre kanser hastalarinda depresyon ve tiimor iliskili terleme tedavisinde
kullanilmistir. Son yillarda yapilan ¢alismalarda ise THZ’ nin kanser hiicre hatlarinda

anti-timor etkisi gosterilmistir (Pantazaki ve ark. 1999; Tuynder ve ark. 2004).
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Bu ¢alismada, THZ’ nin GBM hiicre hatlar1t T98G ve U-87 MG’ nin monolayer
ve sferoid hiicre kiiltiirlerinde konsantrasyon ve zamana bagli olarak sitotoksik
etkisinin belirlenmesi ve bu etkinin tetikledigi 6liim mekanizmasinin tespit edilmesi

hedeflenmistir.



2. GENEL BIiLGi

2.1. Sferoid (3B) Hiicre Kiiltiirii

Klinik oncesi ¢alisma modelleri ¢cogu potansiyel ilag hedeflerinin kesfinde
kullanilmasima ragmen, hiicre biyolojisi ¢alismalarinda kullanilan in vitro
yontemlerden biri olan monolayer hiicre kiiltiiriinde elde edilen verilerin bazilar1 in

vivo ¢aligmalar i¢in yeterli 6l¢lide bilgi saglayamamaktadir (Thoma ve ark. 2013).

Monolayer hiicre kiiltiirii, bir yiizey lizerinde (hiicre kiiltiirii kaplar1 veya
plakalar) homojen hiicre ortam: saglayarak c¢ogu hiicre tipi i¢in hiicre
proliferasyonunun  siirdiiriilebilmesini, molekiiler  biyolojisini, kok hiicre
farklilasmasin1 ve doku morfogenezisini iceren kompleks biyolojik fenomenlerin
yorumlanabilmesi i¢in gerekli olan temel bilgiyi saglarken, hiicrenin dogal
ortamindaki konumlanmasindan dolayr kazandig1 6zellikleri géz ardi etmek zorunda
birakir (Thoma ve ark. 2013; Fennema ve ark. 2013; Senkowski ve ark. 2015).
Monolayer kiiltiir caligsmalarinda hiicrelerin petri kabinin ylizeyine tutunmasi sonucu
hiicre-hiicre etkilesimini minimum diizeye inmektedir. Hiicreler in vivo kosullardaki
morfolojilerini kaybederler. Ayrica hiicre-hiicre etkilesimleri, polarizasyonlari, hiicre
gocleri ve mekansal orgiitlenmeleri sinirh bir hal alir (Giinter ve ark. 2016; Antoni ve
ark. 2015). Dolayisiyla monolayer hiicre kiiltiirlerinden elde edilen sonuglar hiicrenin
morfolojik, fizyolojik o6zelliklerini ve deneyin amacina gore kullanilan maddelerin
mekanizmalaria 151k tutma imkani saglayarak 6n bulgu verirken in vivo kosullara

tam bir uyumluluk saglayamazlar (Sung ve Beebe 2014; Keely ve Nain 2015).

Sferoid kiiltiir ise hiicrelerin kiiltlir plakalarinin yiizeylerine yapismadan kiire
bi¢ciminde hiicre kiimeleri, doku sferoidleri veya gomiilii hiicreler olarak canli doku
formundaki yapisal proteinlerin ve diger biyolojik molekiillerin ekstraselliiler matriks
(ECM) benzeri bir doku iskeletinde veya sivi tabanli yontemlerde olusmasini
saglayarak belirli bir diizeye kadar in vivo kosullara benzerlik saglayan bir yontemdir

(Fennema ve ark. 2013).



Sferoid hiicre kiiltiirii, monolayer hiicre kiiltiirii ile karsilagtirildiginda 3 boyutlu
kiiresel bir form olusturarak, hiicre-hiicre ve hiicre-matriks etkilesimini, hiicre
cogalmasi ve farklilasmasini in vivo benzeri doku yapisi ve homeostazi kosullarini
saglayarak daha dogru bir bi¢imde ifade edebilen bir yontemdir (Aijian ve Garrell
2015; Schmal ve ark. 2016; Katt ve ark. 2016; Sekil 2.1).

Monolayer Sferoid

Sekil 2.1 Monolayer hiicre kiiltiiriinde petri kabinda ekilmis taslak hiicre sekli (A) ve faz-kontrast
mikroskop (Leica Microsystems, Heerbrugg, isvigre) goriintiisii (B); Sferoid hiicre kiiltiiriinde taslak
sferoid sekli (C) ve asili damla yonteminde olustururmus sferoidin faz-kontrast mikroskop goriintiisii

(D).

2.1.1. Asith Damla Yontemi (Hanging Drop)

Harrison tarafindan 1910 yillarinda bulunan, Kelm ve ark.” nin hiicre kiiltiirti
caligmalarina adapte ederek gelistirdigi sferoid hiicre kiiltiir yontemlerinden biridir

(Kelm ve ark. 2003).

Yontemin temel prensibi tek bir damlacik igerisindeki hiicrelerin sferoid
olusturmasidir. En eski sferoid kiiltiir yontemlerinden birisi olan asili damla
yonteminde ilk yapilan caligmalarda asili damla olusturmak icin petri kapaginin i¢
yiizeyine hiicre iceren besiyeri damlaciklar halinde birakilir ve kapak ters c¢evrilirdi.
Bu sayede hiicreler tutunacak bir ylizey bulamadiklar1 i¢in birbirlerine tutunarak

sferoid formunu almalar1 hedeflenmekteydi. Giliniimiizde ise hazir asili damla
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plakalar iiretilerek yontem daha basit bir hale getirilmistir (Breslin ve O'Driscoll

2013; Hsiao ve ark. 2012; Thoma ve ark. 2014; Sekil 2.2).

B

<@

Sekil 2.2 Petri kapagina hiicre ekimi (A), petri kabinda sferoid olusumu (B), sferoid kiiltiiriinde
kullanilan asili damla plakalar1 (C,D) (Perfecta3D® 96-well hanging-drop plates, 3D Biomatrix,
USA).

2.2. Kanser

Kanser, tek bir hiicrede meydana gelen bir dizi molekiiler degisimin birbirleri ile
olan etkilesimlerinden kaynaklanan karmasik bir hastaliktir. Sadece gerekli
zamanlarda c¢ogalan normal hiicrelerde biiylimenin tetiklendigi veya baskilandig
hassas bir denge var iken kanser hiicrelerinde bu dengeyi diizenleyen proteinleri
kodlayan genlerde meydana gelen mutasyonlar s6z konusudur (Hanahan ve
Weinberg 2011). Bu mutasyonlar sonucu hiicre normalde hiicre biiylimesini inhibe
eden sinyaller varliginda bile biiylimeye ve bdliinmeye devam eder (Macdonald ve
ark. 2004). Bu anormal biiylime modeli ¢ok hiicreli organizmada hiicrenin
cogalmasini, farklilasmasini ve sag kalimimi diizenleyen genlerdeki mutasyonlar

sonucu gozlenir (Lieberman ve Marks 2013). Ilk mutasyon hiicrelerin genetik agidan
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homojen klon iiretmek icin bdliinmelerine neden olur. Daha sonra olusan
mutasyonlar hiicrenin biiylime potansiyelini arttirmaya yonelik meydana gelirler. Bu
hiicreler hiicre yapisinda, hiicre adezyonunun azalmasinda ve yeni enzim
iretilmesindeki degisiklikleri kapsayan yeni karakteristik ozellikler gelistirirler. Bu
sayede olusan hiicre toplulugu, yani tiimdr, icerisinde farkli 6zelliklere sahip alt
klonlar meydana getirir ki tiimoér bu sekilde heterojen bir yapi1 kazanir. Bu artan
bliylime sonucu kanser hiicreleri normal saglikli hiicrelerin fonksiyonlarini baskilar.
Kanser hiicreleri koken aldiklari bolgede kaldiklar1 siirece benign olarak, fakat
invazif 6zellik kazadiklarinda ise malign olarak kabul edilirler. Malign timorlerdeki
kanser hiicreleri genellikle metastatik 6zellige sahiptirler (Macdonald ve ark. 2004;

Frederick ve ark. 2003).

Kanser hiicrelerinde meydana gelen mutasyon ve mutasyonlarin birikmesi
sonucu gozlenen proliferatif sinyalizasyonun siirdiiriilmesi, biiyiimeyi baskilamadan
kacinma, isgal ve metastaz aktivitesi, replikatif 6liimstiizliik saglama, hiicre 6liimiine
kars1 diren¢ kazanma, indiikleyici anjiyogenez karateristik Ozellikleri tiimorigenez
asamalarinda karsilasilan siireclerdir (Hanahan ve Weinberg 2011). Tiimorigenez
sirasinda meydana gelen siireclerin mekanizmalart tam olarak agikliga kavugmamis
olmasina ragmen tiimorigenez siirecinin desteklenmesinde genlerdeki mutasyonlarin
birikmesi oldugu agiktir. Tiimor hiicrelerinin her bir jenerasyonunun normal hiicre
biiyiimesini diizenleyen biyolojik kurallar1 zayiflatarak ekstrem kosullara daha fazla
adaptasyon sagladigit Darvinci evrimde oldugu gibi tiimor gelisimi iginde

diisiiniilebilir. Buna klonal evrim denilmektedir (Martinez ve ark. 2003).

2.2.1. Glioblastoma Multiforme (GBM)

Sinir sistemi hiicreleri “ndéron” ve “glia olarak iki sinifa ayrilir. Glia hiicreleri,
ndronlarin etrafinda fiziksel bir bariyer olarak bulunan, onlara besin ve oksijen temin
eden, atiklar1 uzaklastiran, patojenlere karsi koruyan ve diger noronlar arasindaki
sinyal iletimini saglayan noronlardan daha kii¢iik boyutlardaki sinir hiicreleridir
(Allen ve Barres 2009). Glia hiicrelerinin merkezi (MSS) ve periferal sinir

sistemlerinde (PSS) morfolojilerine, fonksiyonlarina ve sinir sistemindeki
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konumlanmalarina gore siniflandirmalart Sekil 2.3” de gosterilmistir (Verkhratsky ve

Butt 2007).

Sinir sistemi hiicreleri

/ \

Néronlar (%10) Glia (%90)
MSS PSS
Makroglia (%85-90) Mikroglia (%10-15) Schwann

Astrositler (%80) l Ependimal (%5)

Oligodendrositler (%10)

Sekil 2.3 Sinir sistemi hiicrelerinin siniflandirilmasi (Verkhratsky ve Butt 2007).

2.2.1.1 Astrositler

Merkezi sinir sisteminin ¢cogunlugunu olusturan astrositler, noronlar gibi yildizsi
formda ve ¢ok sayida uzantiya sahiptirler. Astrositleri diger glia hiicrelerden
fonksiyonel olarak ayiran onemli Ozelliklerinden bir tanesi sitoiskelet olusumuna

katilan ara filament ekspresyonudur (Allen ve Barres 2009).

Astrositler beyin endotelyal hiicreleri ile etkileserek kan beyin bariyerinin
olusumuna katilirlar. Kan vasitasiyla beyine gelen maddelerin segici gegirgen olarak
girigini diizenlemede, hasar goren noronlarin onariminda astrositler biiyiik dnem

tasimaktadirlar (Siegel ve Agranoff 1999; Huse ve Holland 2010).
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2.2.1.1.1. Glioma

Tiim kanser tipleri i¢erisinde beyin tiimorlerinin goriilme insidanst 100.000°de 7
olup kansere bagli 6liimlerin %2 sini olustururlar (Ferguson 2011).

Glia hiicrelerinin alt grubu olan astrositlerin kanserlesmis formlarina glioma
veya astrositoma adi verilmektedir. Gliomalar beyin dokusunda goriilen tiimorlerin

yaklasik %80’ini olusturmaktadir (van Tellingen ve ark. 2015; Lee 2010; Bauman ve
ark. 1999; Sekil 2.4).
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Sekil 2.4 Glia hiicrelerinin farklilagsmasi (Huse ve Holland 2010).

Astrosit kokenli glioma WHO (Diinya saglik 6giitli) tarafindan dort evrede
siniflandirmistir (Louis ve ark. 2016).

I. Evre: Pilositik Astrositom: Tan1 konduktan sonra 20 yil hayatta kalma orani

%380°dir. Geng yastaki bireylerde gozlenir ve normal dokularda invazyona neden

olmaz. Cerrahi islemlerle veya kemoterapi ve radyoterapi ile tedavi edilebilir
(Collins ve ark. 2015).
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II. Evre: Diisiik dereceli Astrositom: Ortalama yasam siiresi 5 ile 10 yildir.
Normal dokulara invazyon yapar ve tedavi olarak cerrahi miidahale, radyoterapi ve

kemoterapi uygulanir (Schiff 2015).

III. Evre Anaplastik Astrositoma (AA): Yiksek evre astrositomalardan olup

ortalama yasam siiresi 2-3 yildir (Alifieris ve Trafalis 2015).

IV. Evre: Glioblastoma: Yetigkinlerde en sik goriilen malign beyin timortdir.
Tan1 konduktan sonra ortalama yasam stiresi 12 ile 15 aydir. Glioblastoma
hiicrelerinin olusturdugu tiimorler hiicresel ve molekiiler diizeyde genis bir
heterojenite  gdstermelerinden dolayr Glioblastoma ‘multiforme’ olarak da

isimlendirilir (Young ve ark. 2009; Kanu ve ark. 2009).

GBM goriildiigii yas grubu, tiimdr gelisim asamalari ve molekiiler bakiminda
“primer” ve “sekonder” GBM olarak iki sinifa ayrilmaktadir (Sekil 2.5). Primer
GBM, genellikle 55-60 yas ve lizeri bireylerde goriiliir ve hastalik 3 aylik bir siirede
ilerler. Sekonder GBM ise 45 yas alt1 bireylerde goriilmektedir. Sekonder GBM ise
II. veya III. evre astrositomalarin malign transformasyonundan gelisir. Hastaligin I'V.
evre GBM formuna ilerleme siiresi ortalama 4-5 yildir (Kanu ve ark. 2009; Sarkar ve

ark. 2009; Hayden 2010).
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Astrosit / Tumor Kok Hiicreleri

l

Pilositik Astrositom (WHO I)

| P53 mutasyonu (%50) | l

Diisiik dereceli Astrositom (WHO II)

pl4ARF amplifikasyonu

P53 mutasyonu (%50) 1
MGMT metilasyonu (%75)

Anaplastik Astrositoma (WHO IIT)

LOH 10q

PDGFR amplifikasyonu
P14ARF delesyonu (%620)
EGFR amplifikasyonu (%10)
TP53 mutasyonu (%65)
MGMT metilasyonu (%75)
PTEN mutasyonu (%5)

RB1 metilasyonu (%640) Vv

N

y

P16INK4a delesyonu (%30)
RB1 metilasyonu (%615)
EGFR amplifikasyonu (%40-60)
LOH 17p. 22q

CDKN2A amplifikasyonu
CDK4 amplifikasyonu
TP53 mutasyonu (%30)
PTEN mutasyonu (5%0)
MGMT metilasyonu (%636)
MDM2- 4 protein firetimi
LOH 10qg/ kr 10 monozomi

Sekonder GBM (WHO IV) (%10)

Primer GBM (WHO IV) (%90)

Sekil 2.5 Primer ve Sekonder GBM’deki 6nde gelen genetik mutasyonlar (Kanu ve ark, 2009).

Glioblastoma tedavisinde karsilasilan en biiyiik sikint1 uygulanan kemoterapi ve
radyoterapiye karsi gelisen direngtir. Kemoterapi tedavisinin basarisiz olmasinin
onemli bir sebebi de kullanmilan ilaglarin kan-beyin bariyerine takilmasi veya
gecebilmeyi basaran ilaglarin da hiicre 6lim yolaklarin1 uyarmadaki yetersizligidir.
Bunlarin diginda kontrolsiiz ¢ogalmasi ve metastatik yapida olmasi cerrahi

miidahalelerin basar1 oranin1 da 6nemli Slgiide azaltmaktadir (Louis ve ark. 2016;

Adamson ve ark. 2009).
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2.3. Tiyoridazin (THZ - Thioridazine)

Tiyoridazin (10-[2- (1-metil-2-piperidil)etil]- 2-metiltiyo- fenotiyazin) molekiiler
agirligi 407.04 g/mol olan fenotiyazin ilag grubuna dahil, piperidin iceren giiglii bir
anti-psikotik ve anti-anksiyete ajanidir (Strobl ve ark. 1990; Rho ve ark. 2011; Kang
ve ark. 2012; Otrgba ve ark. 2015; Sekil 2.6). Uzun yillardir psikoz ve sizofreni gibi
psikotik bozukluklarin tedavisinde kullanilmaktadir (Cheng ve ark. 2015; Lu ve ark.
2015). Aym1 zamanda ilerlemis kanser tedavisinde kansere bagli terleme ve
depresyon tedavisinde de kullanildig1 bilinmektedir (Rho ve ark. 2011; Kang ve ark.
2012; Byun ve ark. 2012).
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Sekil 2.6 Tiyoridazin’in molekiil formiilii (http://www.sigmaaldrich.com Erisim Tarihi: 07 Nisan

2017).

THZ’ nin piperidin halkas: sert hidrofobik ii¢ halkal1 bir gruptan meydana gelir
(Kopec ve Khandelia 2014). THZ, lipofilik bir bilesik olmasindan miitevellit hizli bir
sekilde absorbe edilerek organlara yayilabilmekte ve kan-beyin bariyerinden kolayca

gecebilmektedir (Daniel ve Wojcikowski 1999; Daniel 2003).
Son yillarda yapilan arastirmalarda THZ’ nin anti-psikotik etkisinin yani sira

tiimor hiicrelerinde sitotoksik etki gosterdigi tespit edilmistir (Strobl ve ark. 1990;
Sekil 2.7).
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Sekil 2.7 Tiyoridazin’in metabolizmasi (Daniel ve ark. 1997).

Yapilan ¢alismalarda THZ’ nin meme kanseri (Strobl ve ark. 1990; Yin ve ark.
2015), melonama (Glass-Marmor ve ark. 1996; Gil-Ad ve ark. 2006), monositik
16semi (Tuynder ve ark. 2004), 16semi (Zhelev ve ark. 2004), yumurtalik kanseri
(Rho ve ark. 2011; Byun ve ark. 2012; Park ve ark. 2014), bobrek kanseri (Min ve
ark. 2014), serviks kanseri (Mao ve ark. 2015), endometriyal kanser (Kang ve ark.
2012), prostat kanseri (Ronald ve ark 2013; Csonka ve ark. 2013), mide kanseri (Mu
ve ark. 2014), kiiglik hiicreli olmayan akciger kanseri (Sudo ve ark. 2015), pankreas
kanseri (Chien ve ark. 2015), noroblastoma (Gil-Ad ve ark. 2004) ve Glioblastoma
(Min ve ark. 2014; Cheng ve ark. 2015) hiicre hatlar iizerinde sitotoksik etkileri
gosterilmistir.  Yapilan calismalar sonucu bu sitotoksik etkilerin farkli kanser

tiplerinde farkli 6liim mekanizmalar1 tizerinden ¢aligtig1 belirtilmektedir.

THZ’nin anti-kanser Ozelliginden yola c¢ikarak yapilmis olan c¢alismalarda
GBMS8401 ve US7MG Glioblastoma hiicre hatlar1t THZ’ nin artan konsantrasyonlari

(1-10 uM) ile 72 saat muamele edildiginde sitotoksik etki gosterdigi gozlenmistir. Bu
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etkiden yola c¢ikilarak yapilmis olan protein ekspresyonu g¢aligmasinda kaspaz-3
protein miktarinda bir degisim gozlenmezken, LC3-II protein miktarinda onemli
Olcide artis goriilmiis ve THZ’ nin sitotoksik etkisinin otofaji iizerinden

gerceklesmis olabilecegi one stiriilmiistiir (Cheng ve ark. 2015).

Insan néroblastoma (SH-SYSY) ve fare glioblastoma (C6) hiicre hatlar1 THZ’
nin artan konsantrasyonlar1 (10-30 pM) ile 24 saat muamele edildiklerinde ise
sitotoksik etkinin apoptoz mekanizmasi {iizerinden oldugu kaspaz-3 artis1 ile
belirlenmistir (SH- SY5Y igin ICsp, 11 £ 1,2 uM ve C6 igin 13 + 1,5 uM) (Gil-Ad ve
ark. 2004). Farkli kanser tipleri ile ilgili yapilan ¢aligmalarda neoloplastik bir ajan
olan THZ’ nin, meme kanseri hiicre hattinda (MCF-7) hiicre proliferasyonunu inhibe
ettigi gosterilmistir (Strobl ve ark. 1990). Bununla birlikte, MDR fare T-lenfoma
hiicreleri THZ’ nin artan konsantrasyonlarindaki (5-10-20 uM, 24 saat) sitotoksisite
analizi sonucu belirlenen ICsy (9,56 pg/ml) degeri ile 90 dakika muamele edildiginde
ise populasyonun yaklasik %50’ sinin erken apoptoz ile 06ldiigii gosterilmistir
(Spengler ve ark. 2011). Ayrica paclitaxel direngli MDA-MB-361 ve BT-474 hiicre
hatlarinda THZ muamelesi sonucu MDR-1 protein (multi drug resistence-1/¢coklu
ilag direnci-1) ekspresyonunun baskilandigi, tiimoér hacminin azaldigi, apoptozun
uyarildigr ve tiimdr anjiogenezinin inhibe edilerek proliferasyonun azaldigi tespit
edilmistir (Yin ve ark. 2015). Ovaryum kanser hiicre hatlarinin (OVCAR-3 ve 2774)
THZ ile 24 saat muamele edilmesi sonucunda ise ICsy degerleri sirasiyla 15 pM ve
25 uM olarak belirlenmis, ayrica vaskuler endoteliyal biiyiime faktoriiniin uyarildigi
ve HUVEC hiicrelerinin migrasyonunda azalmaya yol actig1 tespit edilmistir (Byun

ve ark. 2012).

Servikal (HeLa, Caski ve C33A) ve endometrial (HEC-1- A ve KLE) hiicre
hatlarina uygulanan THZ’ nin hiicre proliferasyonunu inhibe ettigi ve apoptozu
tetikledigi, ayn1 zamanda p53 transkripsiyonunu arttirarak hiicre dongiisiinde Gl
fazin1 uyardigr ve Akt/mTOR/p70s6k sinyal yolag: araciligiyla timor biiyiimesini ve
metastazi inhibe ettigi gosterilmistir (Kang ve ark. 2012). Son zamanlarda yapilan
calismalarin birinde ise hepatoma hiicre hatlarinda (SNU449, LM3, huh7) THZ’ nin

artan konsantrasyonlarmin (5-10-100 pM, 24 saat) hiicre dongiisiinii durdurarak
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hiicre proliferasyonunu inhibe ettigi belirlenmistir (Lu ve ark. 2015).

Min ve ark yaptiklari ¢alismada THZ’ nin, TRAIL-aracili apoptoz {izerindeki
etkileri arastirllmistir. THZ ve TRAIL kombinasyonunun glioma (U251MG), bobrek
kanseri (Caki, ACHN ve A498) ve meme kanseri hiicre hatlarinin (MDA-MB231)
apoptoza duyarliligin1 arttirdigini  ancak normal hiicreler {izerinde bir etki
gostermedigini saptamistir (Min ve ark. 2014). PTEN-hasarli kanser hiicre hatlarinda
yapilan caligmada ise THZ’ nin PI3K/Akt sinyal yolagin1 inhibe ederek hiicre
proliferasyonunu inhibe ettigi gosterilmistir (Kau ve ark. 2003). Yapilan bir baska
calismada da THZ’ nin paclitaxel direngli MDA-MB-361 ve BT-474 meme kanser
hiicre hatlarinda MDR-1 protein (multi drug resistence-1/coklu ila¢ direnci-1)
ekspresyonunu baskiladigi gosterilmistir (Yu ve ark. 1998). THZ (10 pM) ve
gefitinib (10 uM) kombinasyonunun akciger kanser hiicresine (H1975) hattinda
hiicre ¢ogalmasini1 %65’ e kadar inhibe ettigi ve apoptozu tetikledigi tespit edilmistir
(Sudo ve ark. 2015). Ovaryum kanserinde (SKOV-3) THZ’nin (20 uM) sitotoksik
etki gosterdigi ve bu etki sonucunda yapilan western blot analizlerinde kaspaz-3
aktivasyonunun arttigt gozlenmis, sonuglardan elde edilen veriler dogrultusunda
sitotoksik etkinin 6liim tiplerinden apoptozu tetikledigi belirtilmistir. Ayn1 zamanda
THZ’ nin Akt fosforilasyonunu baskiladigint ve hiicre biiylimesini GO/G1 fazinda
inhibe ettigini tespit etmislerdir. THZ (20 uM), cisplatin (20 uM) ve paclitaxel (30
uM) ile kombinlenerek yapilan calismalarda ise sitotoksisitenin 6nemli 6l¢iide arttigi

gosterilmistir (Rho ve ark. 2011).

Literatiirde THZ ile in vitro ¢aligmalarin yani sira bazi in vivo c¢aligmalar da
mevcuttur. Fare ksenograft ¢alismalarinda GBMS8401 ve U87MG hiicre hatlar
kullanilarak olusturulan modellerde THZ tedavisi sonucunda tiimér caplarinda
kiiciilme gozlenmis (Cheng ve ark. 2015) ve ovaryum kanserinde de THZ tedavisi
(25 mg/kg) sonucunda tiimdr ¢aplarinda %70 kiigiilme meydana gelmistir. Ayrica
Bcl-2, Survivin, c-Mye, Siklooksijenaz (COX-2), interseliiler adhezyon molekiil-1
(ICAM-1) ve X-bagl apoptoz inhibitdr proteinin (XIAP) THZ tedavisi uygulanan
tiimorlerde downregule oldugu gozlenmis ayni zamanda timor biiylimesi ve

anjiogenezi de inhibe ettigi goriilmiistiir (Park ve ark. 2014). HCC (hepatoselliiler
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karsinom) hiicre hatlarinda fare ksenograft calismasinda THZ tedavisinin DMSO
tedavisinden daha fazla timor boyut ve agirhigini azalttigi gosterilmistir (Lu ve ark.
2015). Deri alt1 tiimorlerinden meme kanseri (MDA-MB231) ve monositik 16semi
(U937) hiicre hatlarinda de THZ tedavisi (6,75 mg/kg) ile timdr ¢aplarinda kiiglilme
gozlenmistir. Ayrica translasyon kontrol timor proteini (TCTP) miktarinda 6nemli

Ol¢iide azalma tespit edilmistir (Tuynder ve ark. 2004).

2.4. Hiicre Oliim Tipleri

Tim organizmalarda oldugu gibi canliligin en kiigiik birimini olusturan
hiicrelerin yasam dongiisii embriyonik donemden itibaren kendi i¢ kontrolleriyle
diizenlenmektedir. Cok hiicreleri organizmalarda doku homeostazisi, mitozun ve
hiicre 6liim mekanizmalarinin dengeli bir sekilde islemesiyle saglanmaktadir
(Ameisen 2009). Ancak kanser hiicrelerinde meydana gelen mutasyonlar bu
dengenin bozulmasina neden olur. Kanser tedavisine yonelik yapilan aragtirmalarda
kullanilan ilaglarin genel hedefi kanserli hiicrede 6liim yolaklarini tetikleyebilmeye
yoneliktir. Bu nedenle kanser hiicreleri iizerine yapilan caligmalarda hiicre 6liim
mekanizmalarin1 anlamak ve bu mekanizmalarda meydana gelen mutasyonlara karsi
bir yanit olusturmak amaclanmaktadir (Constantinou ve Papas 2009; Marzban ve ark.

2015; Kaza ve ark. 2012).

2.4.1. Apoptoz

Apoptoz ilk olarak Carl Vogt tarafindan 1842 yilinda karada ve suda yasayan
organizmalarin hiicrelerinin normal gelisimleri esnasinda gerceklesen 6liimii olarak
tanimlanmistir. 1972 yilinda ise Kerr ve ark. hiicre 6liimiinii fizyolojik olarak
incelemis ve hiicrelerin oldiiklerinde dokudan kopuyormus gibi uzaklagsmasindan
yola c¢ikarak, apoptoz (Apo: ayri, Ptozis: diismek) terimini ilk kez literatiire

kazandirmistir (Peter ve ark. 1997).

Apoptoz, hiicrenin planh bir sekilde kendi kendini 6liime gondermeyi sectigi bir

yontem yani bagka bir ifadeyle hiicresel intihardir (Lu ve ark. 2000). Temel olarak
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belirli genler tarafindan diizenlenen, RNA ile protein sentezi gerektiren ve enerjiye
ihtiya¢ duyan programli bir hiicre 6liimiidiir (Coskun ve Ozgur 2011). Apoptozda
morfolojik olarak membran biitiinliigli korunarak hiicre biiziisiir ve diger hiicrelerle
olan baglantisin1 kaybeder. Hiicre kiiciik apoptotik cisimcikler olusturarak parcalanir

ve makrofajlar tarafindan fagositoza ugrar (Martinez 2010).

Embriyonik gelisimden itibaren doku homeostazisini koruma, organlarin
diizenlenmesi, hasarli ve yash hiicrelerin eliminasyonu ve patogeneze karsi etkin bir
mekanizma olarak apoptoz is géormektedir (Bellamy ve ark. 1995; Schwartzman ve

Cidlowski 1993; Hu ve ark. 2001).

2.4.1.1. Apoptoz Mekanizmasi

Apoptoz hiicre i¢i kaspazlar ile yonlendirilen, 6liim reseptorleri aracili dis yolak
ve mitokondri iliskili i¢ yolak olmak {izere iki farkli mekanizma {izerinden
tetiklenmektedir. Her iki mekanizmanin temelinde hiicre icinde inaktif formda
bulunan kaspazlarin (Sisteine bagli aspartat yonlendirmeli proteazlar, Caspase) aktif
hale gecerek apoptotik sinyallerin olusmasi vardir. Kaspaz-2, 8, 9, 10 apoptoz
baslatmada rol oynarken kaspaz-3, 6, 7 apoptotik hiicrenin morfolojisinin

olugmasindan sorumludur (He ve ark. 2014).

Dis yolakta (6liim resptorii aracili, extrinsic) apoptotik sinyal; hiicre
membraninda bulunan 6liim reseptorlerine (FasR, Fas reseptér; TNFRI1, Timor
nekroz faktor reseptorii-1; DR4/5, 6liim reseptorii 4/5 ) 6liim ligandlarinin (FasL, Fas
ligand; TNFa, timor nekrozis faktor alfa; TRAIL, timoér nekroz faktorii ile ilgili
apoptoz-indiikleyici ligand) baglanmasi ile baslar. Ligand-reseptor etkilesimi sonucu,
membran Oliim reseptorlerinin hiicre i¢i tarafinda bulunan FADD (Fas iligkili 6lim
domaini) ve TRADD (TNF reseptor iliskili 6liim domaini) aktive olarak baslatici
kaspazlardan pro-kaspaz 8 ve pro-kaspaz 10’ u aktif form olan kaspaz 8 ve kaspaz
10> a doniistiirtir. Aktiflesen baslatict kaspazlar pro-kaspaz 3’ i aktif form olan

kaspaz-3 haline getirir ve hiicre apoptoza siiriiklenir (Elmore 2007).
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Ic yolak (mitokondri aracili, intrinsic); mitokondri membran biitiinliigiinii
etkileyerek hiicrenin hayatta kalmasi ya da 6liime gitmesinde rol oynayan Bcl-2 (B-
hiicre lenfoma 2) protein ailesi tarafindan diizenlenir. Bcl-2 ailesi pro-apoptotik
(BAX, BAK, BFK, Bcl-XS, BID, BAD, NOXA, PUMA) ve anti-apoptotik (Bcl-2,
Bcl-XL, Bcl-W, Bcl-B, MCL-1, BFL1/A1) olarak iki gruba ayrilir. Kemoteropatik
ajanlar, iyonize radyasyon, biiyiime faktorii eksikligi ve DNA hasarlar1 pro-apoptotik
Bcl-2 protein ailesinin aktive ederken anti-apoptotik Bcl-2 protein ailesini de
noétralize eder. Pro-apoptotik sinyalin artmasi sonucunda mitokondri i¢ membran
potansiyeli azalir ve mitokondri dis membran gegirgenligi artarak iki membran arasi
boslukta bulunan sitokrom-c sitoplazmaya salinir. Sitokrom-c, APAF-1 (apotozisi
aktive eden faktor-1,Apoptotic protease activating factor-1) ve pro-kaspaz 9 ATP
varliginda apoptozom kompleksi olusturulur. Apoptozom olusumuyla aktive edilen
kaspaz-9 sirasiyla kaspaz 3, 6, 7° yi aktive ederek hiicreyi apoptoza siirlikler

(Favaloro ve ark. 2012; Lincz 1998; Sekil 2.8).

Kemoterapi

Fasl, TNFo, TRATL _ Radvoterapi Biyiime falctiri

Y 1 Fessptori
D Yolak S FasR. TNFR1, DR4/S 4 i | I
_; = o _I_-‘ S = —__. — SRR .-_\.._
‘\D\‘AH‘L&“ o -:-I.'—E- —
FaDD []J” T
TR_-\DD ‘a

Pro-laspaz 8,10

®e

Kaspa= 8§10

Kaspaz 3 6 I

Apoptozis

Sekil 2.8 Apoptozis i¢ ve dis yolak mekanizmasi. (Ashkenazi 2008).
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2.4.2. Otofaji

Hiicrenin kendi kendini sindirmesi olarak bilinen otofaji (auto; kendi, phagy;
yeme) hiicre igerisindeki makro molekiillerin ve organellerin kese icerisinde
lizozoma gelerek lizozamda par¢alanmasi ile son bulan bir mekanizmadir. Hiicresel
stres durumlarinda, besin ve biiyiime faktorii eksikliginde, hiicre homeostazisinin
korunmasinda, hiicre metabolizmasinin diizenlenmesinde, morfogenezde, hiicre
farklilasmasinda, yaslanmada, hiicre 6liimiinde ve bagisiklik sistemin bir pargasi
olarak hiicre i¢i patojenlerin yikiminda gorevlidir (Gallagher ve ark. 2016). Ayrica
cok hiicreli organizmalarda otofaji ayni zamanda besin ve enerji dengesinin
saglanabilmesi icin, proteinlerin veya gerekli hiicresel bilesenlerin hiicreye geri

kazanilmasinda da rol oynar (Ding ve ark. 2015; Mathew ve ark. 2007).

2.4.2.1. Otofaji mekanizmasi

Hiicreye gelen sinyal tipi ve hiicre i¢i yapilarin lizozomlara tasindiklar1 yollara

gore 3 farkl otofaji ¢esidi vardir.

1. Saperonlar aracili otofaji, Lys-Phe-Glu-Arg-Gln (KFERQ) motifli
proteinlerin lizozom zarina segici bir bicimde tasinmasi ile gerceklesir.

2. Mikrootofaji, hiicrede hasar gérmiis veya gerekli olmayan organellerin ve
proteinlerin otofagozom araciligiyla lizozoma aktarilarak dogrudan yikilmasi i¢in
tasarlanmis segici bir islemdir.

3. Makrootofaji, otofajinin en sik gozlenen ve bilinen ¢esididir (Kiang ve ark.

2010).

Otofajinin baslama agamasinda mTORC1 (Rapamisin memeli hedef kompleksi -
1) ve sif III PI3K kompleksi (siif III fosfatidilinositol-3-kinaz) olmak iizere iki
biiylik makromolekiil kompleksi etkili olur.

mTORCI1 kompleksi; mTOR, Raptor (mTOR' un diizenleyici iliskili protein),

GBL (memeli G proteini PB-altbirim benzeri protein), Deptor (DEP alani igeren

22



mTOR etkilesen protein) ve PRAS40 (prolin- 40 kda'lik zengin Akt substrat)
proteinlerinden olusur. Hiicredeki aglik, hipoksi ve c¢esitli stres kosullar1 altinda
mTORC1 kompleksi; ULK1 / 2, Atgl3 (otofajiye bagl gen 13), FIP-200 (200 kda'
lik fokal adezyon kinaz ailesi ile etkilesen protein) ve AtglOl'den olusan ULK
kompleksi (UNC-51 benzeri kinaz) ile etkilesime girer. Aktiflesen ULK kompleksi

otofagozom olusumunu baslatir (Ding ve ark. 2015).

Smuf III PI3K kompleksi sinif III PI3K, Vps34 (vakuoler protein siralama 34),
p150, Beclin 1 ve Atgl4'den olusur. Bu kompleks Vsp34 ile aktivasyonu sonucu

lipid bir molekiil olan Psp3P iireterek otofagozomun uzamasinda is goriir (Gallagher

ve ark. 2016).

Oncii- otofagozom yapisinin uzatilmasinda iki ubikitin benzeri konjugasyon
sistemi bulunur. Birinci konjugasyon sisteminde, Atgl2, Atg 7 ve 10 aracilifiyla
Atg5’ e baglanir. Daha sonra Atgl6 ¢ift kivrimli bélgeden Atgl2-AtgS’ e baglanarak
800 kDa’ luk makro bir kompleks olusturarak otofagozomun dis zarina baglanir ve
otofagozom olgunlastigi zaman dis zardan ayrilir. Ikinci konjugasyon sisteminde,
Atg4B inaktif halde bulunan LC3/Atg8 kompleksini C-terminal ugtan keserek LC3-1
meydana getirir. LC3-1 Atg3 ve Atg7 gerektiren ubikitin -benzeri reaksiyonda
fosfatidiletanolamin (PE) ile birleserek LC3-II formunu alir. LC3-1I ve PE kompleksi
otofagozomun i¢ zarina baglanir (Ding ve ark. 2015; Mathew ve ark. 2007).

Otofagozom ve lizozom, Kiigiik GTPaz (Rab7 gibi), syntaxin 5, bazt SNARES
(¢Oziinebilir N-etilmaleimide duyarli protein bagdastiricis1), LAMP1 ve LAMP2
(lizozom ile iliskili membran proteini) ve smif C Vps proteinleri kapsayan ¢esitli
proteinler araciligiyla fiizyon olusturur ve bunun sonucunda otofgazom igerigi

parcalanir (Cohignac ve ark. 2014; Sekil 2.9).
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Sekil 2.9 Otofaji mekanizmasi (Cohignac ve ark. 2014).
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3. GEREC VE YONTEM
3.1. Hiicre Hatlar1 Temini

Insan GBM hiicre hatlar1 T98G ve U-87 MG, Tiilay Aktas Onkoloji Hastanesi
Tibbi Onkoloji Arastirma Laboratuvari’nin Interlab Cell Line Collection (ICLC,
ftalya) ve American Type Culture Collection (ATCC) (Wesel, Almanya)’ den ticari

olarak satin aldig1 kanser hiicre hatlar1 panelinden temin edildi (Sekil 3.1).

TI8G US7MG
A ‘ B

Sekil 3.1 Glioblastoma multiforme hiicre hatlar1 T98G (A) ve U-87 MG (B).

3.2. Hiicre Hatlarimin Cogaltilmasi ve Pasajlanmasi

T98G hiicre hattt %5 FBS (Fetal Dana Serumu, Capricorn), %]l
Penisilin/Streptomisin (Capricorn) ve %1 L-Glutamin (Capricorn) ilave edilen
DMEM (Dulbecco’s modified Eagle’s minimal essential medium, Capricorn)
besiyerinde 37 °C’ de %5 CO; igeren inkiibatérde (Esco CO,'li inkiibator) 10 cm’lik
doku kiiltiir kaplarinda (Sarstedt TC Dish 100 mm, Standard 83,1802) ¢ogaltild:.

U-87 MG hiicre hatt1 %10 FBS, %1 Penisilin/Streptomisin ve %1 L-Glutamin
ilave edilen MEM (Minimum Essential Medium Eagle, Capricorn) besiyerinde 37
°C’ de %5 CO; igeren inkiibatorde 10 cm’lik doku kiiltiir kaplarinda ¢ogaltildi.
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Hiicre devamlilig1 saglanmasi1 amaciyla 48 saat arayla kiiltiir kaplarinda ¢ogalan
hiicre hatlarinin besiyerleri degistirildi. Kiiltiir kabindaki besiyeri vakum pompasi
(Vacuum Pump) ve steril pastor pipet (FL Medica) yardimiyla uzaklastirildi. Kiiltiir

kaplarina 24 saat i¢in 5 ml olacak sekilde besiyeri eklenerek inkiibatore kaldirildi.

Hiicreler kiiltiir kaplarinda %80’ in {izerinde hiicre yogunluguna ulastiginda

tripsinizasyon yontemi ile pasajlama islemi uygulandi.

e Ilk olarak kiiltir kabinda bulunan besiyeri vakum pompast yardimiyla
uzaklastirildi.

e Kiiltiir kaplarina 4 ml PBS (Fosfat Tuz Tamponu, invitrogen) eklenerek
yiizey yikandi ve PBS vakum pompasi ile uzaklastirildi.

e Daha sonra kiiltiir kaplarma 1,5 ml Tripsin-EDTA (%0,025°li, Capricorn)
eklenerek 2-5 dakika inkiibasyona birakildu.

e Inkiibatérden ¢ikartilan kiiltiir kaplarmma Tripsin-EDTA’ nm enzimatik
etkisini notralize etmek i¢in 4 ml besiyeri ilave edildi.

e Pipetaj islemi ile toplanan hiicreler 15 ml’ lik falkon tiiplere aktarilarak 2850
rpm de 5 dakika santrifiij (niive) edildi.

e Santrifiij sonrasi falkon tiipteki siipernatant vakum pompasi ile uzaklastirildi.
Tiipilin dibinde kalan pellet 1 ml besiyerinde siispanse edildi.

e 24 saat i¢in 5 ml besiyeri eklenen kiiltiir kaplarina falkon tiipte ¢oziilen hiicre

siispansiyonundan 250 pl eklenerek inkiibatore kaldirildi.

3.3. Hiicre Hatlarinin Dondurulmasi ve Saklanmasi

Calismanin sonraki asamalarinda kullanilmak tizere hiicre hatlar1 dondurularak

stok alindi.

e ilk olarak kiiltiir kabinda bulunan besiyeri vakum pompasi yardimiyla
uzaklastirildi.
e Kiiltiir kaplarina 4 ml PBS eklenerek yiizey yikandi ve PBS vakum pompasi

ile uzaklastirildu.
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e Daha sonra kiiltiir kaplarina 1,5 ml Tripsin-EDTA eklenerek 2-5 dakika
inkiibasyona birakildi.

e inkiibatérden c¢ikartilan kiiltiir kaplarma Tripsin’® in enzimatik etkisini
notralize etmek i¢in 4 ml besiyeri ilave edildi.

e Pipetaj islemi ile toplanan hiicreler 15 ml’ lik falkon tiliplere aktarilarak 2850
rpm de 5 dakika santrifiij edildi.

e Santrifiij sonrasi falkon tiipteki siipernatant vakum pompasi ile uzaklastirildi.

e Tiipiin dibinde kalan pellet 1 ml dondurma soliisyonunda (%90 FBS, %10
DMSO; Dimetil siilfoksit, Sigma) slispanse hale getirildi

e Siispanse hale gelen hiicreler kriyo tiipe konularak -80 °C” deki dondurucuya

(New Brunswick, Ultra-low Temperature Freezer) kaldirildi.

3.4. Hiicre Sayim

Yapilan her bir deneyde belirli sayida hiicre ile isleme baslamak amaciyla

Thoma lamu ile hiicre sayimi yapildu.

e Hiicreler kiiltiir kabindan tripsinizasyon islemi ile kaldirilarak falkon tiiplere
aktarildi.

e 2850 rpm’ de 5 dakika santrifiij edildi.

e Tiipteki slipernatant vakum pompasi ile uzaklastirildi, dipte kalan pellet 1 ml
besiyerinde ¢oziildii.

e Siispanse hale gelmis stvidan 50 pl ¢ekilip 1,5 ml’ lik mikrosantrifiij tiiplerine
konuldu ve tizerine 50 pl tripan-mavisi ilave edildi.

e Pipetaj yapildiktan sonra 50 upl cekilip Thoma lami iizerine konuldu ve

inverted 151k mikroskobunda (Leica DMIL) hiicreler sayildi.

Hiicre membran biitlinliigii bozuldugu i¢in mavi renkli boyanan hiicreler oli,
mavi renkli boyanmayan beyaz hiicreler canli kabul edildi. Thoma laminin
tizerindeki bes bolgedeki hiicreler sayilip asagida belirtilen formiile goére 1ml’ de

bulunan hiicre sayis1 hesaplandi.
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5 karede sayilan toplam hiicre sayist x dilusvon faktori x 10%

Hiicre/ml =

2

Falkon tiip igerisinde siispanse halde bulunan hiicreler, kurulacak deney plani
icin hesaplanan hiicre sayis1 dogrultusunda dilue edilerek hiicre ekim islemi

gergeklestirildi.

3.5. Hiicre Kinetigi

THZ’ nin hiicre canlilii calismalarinda kullanilacak hiicre sayisim1 belirleme
amaciyla hiicre kinetikleri olusturuldu. T98G ve U-87 MG hiicre hatlarinin kinetigini
olusturmak amaciyla 96 kuyucuklu plakalara 5x10* - 8x10* hiicre/kuyucuk hiicre
ekildi. Her kuyucuga 200 pl ortam ilave edildi. MTT yontemi kullanilarak 24., 48.,

72. ve 96. saatlerde absorbans degerleri 6l¢iildii.

3.6.Hiicre Hatlarinin ikilenme Siirelerinin Hesaplanmasi

Calismada kullanilacak olan T98G ve U-87 MG hiicre hatlarinin ikilenme
siirelerinin hesaplanmasi igin alti kuyucuklu plakalara 2,5x10° hiicre/kuyucuk
24.48.,72. ve 96. saatlerde Olciim yapilacak sekilde ikiser tekrarli olarak ekim
yapildi. Kuyucuklara 5 ml ortam eklendi ve kuyucuklarin 24, 48, 72 ve 96 saat

sonraki sayimlar1 yapildi.

3.7.Tiyoridazin (THZ)’ in Hazirlanmasi

Son konsantrayon 24,5 uM olacak sekilde 10 mg toz halindeki THZ (sigma
T9025) hassas terazide tarttirip 1 ml distile su igerisinde ¢oziildii. Bir deney i¢in

kullanilacak en yiliksek miktar hesaplanarak bu miktara uygun bir bicimde 1ml’ lik

tiyoridazin kii¢iik hacimlere boliinerek (aliquatlar) — 20 °C’ ye kaldirirdi.
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3.8. Monolayer ve Sferoid Hiicre Kiiltiirlerine Tiyoridazin Uygulamasi

Monolayer hiicre kiiltiirii i¢in Thoma lami ile hiicre sayim isleminden sonra 96
kuyucuklu plakalarin her bir kuyucuguna 200 pl icerisinde 10* hiicre olacak sekilde
ekim yapildi. Hiicrelerin plakanin tabanina tutunmalari igin 24 saat 37 °C, % 5 CO’

de inkiibasyona birakildi.

Sferoid hiicre kiiltlirii i¢in asili damla yontemi kullanildi. Hiicreler, 96
kuyucuklu asili damla plakalarina 45 pl igerisinde 10° hiicre olacak sekilde ekildi.
Asili damla yonteminin protokolii esas alinarak plakanin altindaki tabla haznelerine
I’er ml, plakanin kendi haznelerine 2’ser ml PBS eklenerek sferoid olusumu
gergeklesmesi i¢in 72 saat 37 °C, %5 CO,’ de inkiibasyona birakildi (Sekil 3.2).
Sferoid form alan GBM hiicrelerine ayn1 zamanda gliomasfer denilmektedir (Laks ve

ark. 2016).
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Sekil 3.2 Sferoid hiicre kiiltiirii i¢in asili damla yontemi.

THZ’ nin 24., 48. ve 72. saatlerdeki hiicre canliligin1 belirlemek icin her iki
hiicre kiiltiirline de ilacin artan konsantrasyonlar1 (100 nM,1 pM,10 uM,12,5 uM,15
uM, 17,5 uM, 20 uM, 50 uM, 100 uM) uygulandu.

Monolayer hiicre kiiltiirii i¢in hazirlanan 96 kuyucuklu plakalardan ortam
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uzaklagtirirdi. Her kuyucuk i¢in hazirlanan ila¢ konsantrasyonlarindan 200 pl

eklendi. Sferoid hiicre kiiltiiriine ise her kuyucuga 5 pl eklendi.

3.9. THZ’ in Sitotoksik Etkisinin Belirlenmesi ve ICsy Degerinin

Hesaplanmasi

U-87 MG ve T98G hiicre hatlarinin monolayer ve sferoid kiiltiirlerine belirli
zaman araliklarinda (24-72 saat) farkli konsantrasyonlarda (100 nM,1 uM,10
uM,12,5 uM,15 uM, 17,5 uM, 20 uM, 50 uM, 100 uM) THZ uygulandiktan sonra
kolorimetrik bir yontem olan MTT testi (3- [ 4,5- dimethylthiazol- 2- yl]- 2,5-
diphenyl- tetrazolium bromide, Sigma) ile hiicre canlilii/zindeligi (viability/vitality)
Olciildi. MTT stok soliisyonu, 5 mg/ml olacak sekilde steril PBS igerisinde
¢ozdiiriilerek hazirlandi. Stok MTT kuyucuktaki son hacimde 1:10 oraninda olacak
sekilde besiyerinde diliie edildi.

Sferoid hiicre kiiltiirleri i¢in hazirlanan 96 kuiyucuklu asili damla plakalar1 U
tabanli 96 kuyucuklu plakalara aktarildi. Aktarim islemi sirasinda olusan sferoidlerin
dagilmamalart i¢cin U tabanli plakalarin her kuyucuguna 50 pl hazir besiyeri
eklendikten sonra sferoidler asili damla kuyucugu tizerinden 100 pl hava verilerek

aktarildi.

Monolayer hiicre kiiltiiriinde 96 kuyucuklu plakalardan THZ igeren besiyeri
vakum pompasi ile uzaklastirirdi. Her kuyucuga 200 pl diliie edilen (1:10) MTT

soliisyonu eklendi.

MTT 1s18a duyarlt oldugu icin 96 kuyucuklu plakalar aluminyum folyo ile
sarildi. 4 saat 37°C’de %5 CO, de inkiibe edildi. 4 saat sonra MTT igeren ortam
uzaklastirildi. Kuyucuklara 200 pl %100 DMSO eklenerek olugan mor formazan
kristallerinin ¢oziilmesi i¢in 15 dakika shaker da bekletildi. Olusan mor formazan
miktar1 570-690 referans araliklarinda mikroplaka okuyucu kullanilarak 6l¢iildi. %
Hiicre canliligi, ilac konsantrasyonlar1 uygulanan Kuyucuklarin Absorbans

Ortalamas1 / Kontrol Kuyucuklarinin Absorbans Ortalamasi olarak hesaplandi.
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Sonuglar Mikrosoft Excel (XP) ve Graphpad Prism yazilimi aracilifiyla grafiksel
olarak degerlendirildi, ilacin hiicrelerin %50’sini Oldiiren konsantrasyon (50%

Inhibition Concentration, ICsg) degeri hesaplandi.

3.10. Oliim yolagina spesifik inhibitérlerin kullanim

3.10.1. Apoptotik inhibitorler

Apoptoz yolag tizerinden THZ’ nin sitotoksik etkilerini incelemek amaciyla dig
yolak icin kaspaz-8 inhibitorii (Z-IETD-FMK, Kang ve ark. 2014; Antonopoulos ve
ark. 2015) ve i¢ yolak icin kaspaz-9 inhibitérii (Z-LEHD-FMK, Fukushima ve ark.
2008; Gomes ve Colquhoun 2012) kullanildi. Kullanilan inhibitorler temelde pro-
kaspaz8 ve pro-kaspaz-9’ un katalitik bolgelerine spesifik olarak baglanarak onlarin
aktif formlarma ge¢melerini engelleyerek apoptoz yolaginin inhibe edilmesini

saglarlar.

3.10.1.1.Monolayer Hiicre Kiiltiiriine Cas 8 ve 9 Inhibitérlerinin Eklenmesi

e Kaspaz 8 ve kaspaz 9 inhibitérleri DMSO i¢inde 20 pl ve 10 mM olarak
temin edildi ve -20 °C” de saklandh.

e Monolayer hiicre kiiltiirii i¢in 96 kuyucuklu plakalara her kuyucuga 200 pl’
de 10" hiicre olacak sekilde ekim yapildi. 24 saat 37 °C” de %5 CO,’de inkiibe edildi.

e Kaspaz inhibitorleri 20 pM olacak sekilde besiyerinde seyreltildi. 1000 pl
besiyerine ana stoktan (10 mM) 2yl ilave edildi.

e Monolayer hiicre kiiltiiriinde 24 saat sonra 96 kuyucuklu plakadaki hazir
besiyeri vakum pompasi ile uzaklastirirdi.

e Kontrol ve THZ (ICsy konsantrasyonunda) eklenecek kuyucuklara 100 pl
besiyeri eklendi.

e Bir inhibitor eklenecek kuyucuga 50 pl, iki inhibitor eklenecek kuyucuga 25
pl ve ¢ inhibitér eklenecek kuyucuga 16,6 pl inhibitor ilave edilerek 1 saat
inhiiblisyona birakild.

e THZ’ nin ICsy konsantrasyonu hesaplanarak (kontrol gruplari hari¢) her
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kuyucuga 50 pl eklendi ve 24 saat inkiibisyona birakildi.

e 24 saat sonunda kuyucuklardaki sivi vakum pompast ile uzaklagtirildi.

e Uzerlerine 200 pl MTT soliisyonu eklendi.

e Plakalar aliminyum ile 151k gérmeyecek sekilde kaplandi ve 4 saat boyunca
inkiibatorde bekletildi.

e Plakalardaki MTT uzaklastirird1 ve her kuyucuga 200 ul DMSO eklenerek 15
dakika shakerde sallandi.

e Plakalar EIx800 absorbans okuyucuda 540-620 absorbans araliginda
okutuldu.

3.10.1.2. Sferoid Hiicre Kiiltiiriine Cas 8 ve 9 inhibitorlerinin Eklenmesi

e Sferoid hiicre kiiltiirli i¢in asilt damla plakalarinin tabandaki bolmesine 2 ml
ekim yapilan bélmesinin yan kisimlarina 4 ml PBS eklendi.

e Her kuyucuga 40 ul igerisinde 3x10” hiicre olacak sekilde ekim yapildi ve 72
saat 37°C’de %5 CO,’ de sferoid olusumu beklendi.

e Kaspaz inhibitorleri 20 M olacak sekilde hazir besiyerinde seyreltildi. 1000
ul hazir besiyerine ana stokdan (10 mM) 2l ilave edildi.

e Sferoid hiicre kiiltiiriinde 72 saat sonunda her asili damla kuyucuklaria bir
inhibitdr eklenecek kuyucuga 5 pl, iki inhibitdr eklenecek kuyucuga 2,5 pl ve ii¢
inhibitdr eklenecek kuyucuga 1,66 pl eklendi ve 16 saat inkiibiisyona birakildi.

e THZ’ nin ICsy konsantrasyonu hesaplanarak (kontrol gruplar1 harig) her
kuyucuga 5 pl eklendi ve 24 saat inkiibisyona birakildi.

e U- tabanl plakalara 50 ul besiyeri eklendi.

e 16 saat sonra asilt damla plakalarindan 120 pl hava verilerek asili damlaciklar
U tabanli plakalara aktarirdi.

e Uzerlerine 100 pl MTT soliisyonu eklenerek inkiibatorde 8 saat beklendi. (U
tabanli plakada 100 pl hiicreli hazir besiyeri oldugu i¢in kuyucuklara eklendiginde
dilisyon oranmin degismemesi igin MTT soliisyonu %10 yerine %20 olarak
hesaplanip hazirland)

e Plakalardaki MTT uzaklastirird1 ve her kuyucuga 200 ul DMSO eklenerek 15
dakika shakerde sallandi.
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e Plakalar EIx800 absorbans okuyucuda 540-620 absorbans araliginda
okutuldu.

3.10.2. Otofajik inhibitor

THZ’ nin sitotoksik etkisinin otofaji yolag1 iizerinden gergeklesip
gerceklesmedigini belirlemek i¢in otofaji mekanizmasini spesifik olarak inhibe eden
klorokin difosfat tuzu (CQ) kullanildi. Klorokin, endozomal asidifikasyonu dnleyen
bir lizozomotropik ajandir. CQ pH seviyesini yiikselterek lizozomal enzimleri inhibe
eder ve otofagozomla flizyonunu engeller. Bu sayede otofaji yolagi inhibitor

kullanilarak inhibe edilmis olur (Solomon ve Lee 2009; Liang ve ark. 2014).

3.10.2.1. Monolayer Hiicre Kiiltiiriine CQ Inhibitorlerinin Eklenmesi

e Klorokin difosfat tuzu 25 g toz olarak oda 1sisinda saklandi.

e Monolayer hiicre kiiltiirii icin 96 kuyucuklu plakalara her kuyucuga 200 pl’
de 10* hiicre olacak seklide ekim yapildi. 24 saat 37°C” de %5 CO,’de inkiibe edildi.

e Klorokin 5 mg (0,005 g) hassas terazide tartildi. Uzerine 9690 pl saf su
eklenerek vorteksde ¢oziildii. Son konsantrasyonu 1000 uM olarak hesaplandi ve +4
°C’ de saklandu.

e Klorokin inhibitorii 50 um olacak sekilde hazir besiyeri ile seyreltildi. 142,5
ul hazir besiyerinin tizerine 7,5 pl CQ (Ana stok 1000 um) ilave edildi.

e Monolayer hiicre kiiltiiriinde 24 saat sonra 96 kuyucuklu plakadaki hazir
besiyeri vakum pompasi ile uzaklastirirdi.

e Kontrol ve THZ (ICsy konsantrasyonunda) eklenecek kuyucuklara 100 pl
besiyeri eklendi.

e Bir inhibitdr eklenecek kuyucuga 50 pl, iki inhibitor eklenecek kuyucuga 25
pl ve ¢ inhibitér eklenecek kuyucuga 16,6 pl inhibitor ilave edilerek 1 saat
inhiiblisyona birakild.

e THZ’ nin ICsp konsantrasyonu hesaplanarak (kontrol gruplari hari¢) her
kuyucuga 50 pl eklendi ve 24 saat inkiibasyona birakildi.

e 24 saat sonunda kuyucuklardaki sivi vakum pompasi ile uzaklastirildi.
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e Uzerlerine 200 ul MTT soliisyonu eklendi.

e Plakalar aliimiinyum ile 151k gérmeyecek sekilde kaplandi ve 4 saat boyunca
inkiibatorde bekletildi.

e Plakalardaki MTT uzaklastirird1 ve her kuyucuga 200 ul DMSO eklenerek 15
dakika shakerde sallandi.

e Plakalar EIx800 absorbans okuyucuda 540-620 absorbans araliginda

okutuldu.

3.10.2.2. Sferoid Hiicre Kiiltiiriine CQ Inhibitorlerinin Eklenmesi

e Sferoid hiicre kiiltiirli i¢in asilt damla plakalarinin tabandaki bolmesine 2 ml
ekim yapilan bélmesinin yan kisimlarina 4 ml PBS eklendi.

e Her kuyucuga 40 ul ierisinde 3x10° hiicre olacak sekilde ekim yapildi ve 72
saat 37 °C’de %5 CO,’ de sferoid olusumu beklendi.

e Klorokin 5 mg (0,005 g) hassas terazide tartildi. Uzerine 9690 pl saf su
eklenerek vorteksde ¢oziildii. Son konsantrasyonu 1000 uM olarak hesaplandi ve +4
°C’ de saklandi.

e Klorokin inhibitorii 50 uM olacak sekilde hazir besiyeri ile seyreltildi. 142,5
pl hazir besiyerinin iizerine 7,5 pl CQ (Ana stok 1000 uM) ilave edildi.

e Sferoid hiicre kiiltiiriinde 72 saat sonunda her asili damla kuyucuklarina bir
inhibitdr eklenecek kuyucuga 5 pl, iki inhibitor eklenecek kuyucuga 2,5 pl ve ii¢
inhibitor eklenecek kuyucuga 1,66 pl eklendi ve 16 saat inkiibiisyona birakildi.

e THZ’ nin ICsy konsantrasyonu hesaplanarak (kontrol gruplar1 harig) her
kuyucuga 5 pl eklendi ve 24 saat inkiibisyona birakildi.

e U- tabanli plakalara 50 pl besiyeri eklendi

e 16 saat sonra asilt damla plakalar1 120 pl hava verilerek asili damlaciklar U
tabanl plakalara aktarirdi.

e Uzerlerine 100 pl MTT soliisyonu eklenerek inkiibatorde 8 saat beklendi. (U
tabanli plakada 100 pl hiicreli hazir besiyeri oldugu ic¢in kuyucuklara eklendiginde
dilisyon orani degismemesi icin MTT soliisyonu %10 yerine %20 olarak hesaplanip
hazirlandr)

e Plakalardaki MTT uzaklagtirird: ve her kuyucuga 200 pl DMSO eklenerek 15
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dakika shakerde sallandi.
e Plakalar EIx800 absorbans okuyucuda 540-620 absorbans araliginda
okutuldu.

3.11. Hiicre Oliim Tiplerinin Belirlenmesi

THZ’ nin sitotoksik etkisinin hangi 6liim mekanizmasi iizerinden etki ettiginin
tespiti i¢in Muse analiz hiicre kitleri ve dogrulama yontemi olarak spesifik

inhibitorler kullanildi.

3.11.1. Muse® Annexin V & Dead Cell Kiti ve Oliim Tipine Spesifik

Inhibitérler ile Apoptozun Belirlenmesi

Muse® Annexin V & Dead Cell Kiti, adherent (yapisik) ve siispanse hiicre
hatlarinda canli, erken veya ge¢ apoptoz ve Oli hiicreleri floresans temelli nicel
analizini yapan bir yontemdir. Hiicre zar1 lipidlerinden fosfatidilserinin (PS) plazma
membraninin i¢ yiizeyinden dis ylizeyine translokasyonu sonucunda hiicre membran
biitiinliigli bozulur ve hiicre apoptoza girmeye baglar. Yontemde membran dis
yiizeyline transloke olan PS' e baglanabilen kalsiyum bagimli Anneksin V proteini ve
bu baglanmay1 goriiniir hale getiren 7-Aminoactinomycin D (7-AAD) boyasi
kullanilir. 7-AAD ¢ift zincirli DNA’ ya baglanir. Apoptozun erken sathasinda hiicre
membran biitiinliigli korundugu i¢in 7-AAD boyanmasi1 gozlenmez, ancak gec
apoptoz sathasinda hiicre membran biitiinliigii bozulur ve 7-AAD DNA’ ya baglanir
(Kerr ve ark. 1972; Hammill ve ark. 1999; Gaforio ve ark. 2002; Zembruski ve ark.
2012; Chen ve ark. 2017). Bu kit kullanilarak apoptozun erken ve ge¢ evreleri ayri
ayr gosterilebilmektedir (Tablo 3.1).
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Tablo 3.1 Hiicrelerin Apoptotik evrelerinin Anneksin V ve 7-AAD belirtecleri.

Belirlenen Evreler

Beirtegler Canli Erken apoptoz Geg apoptoz Nekrotik Niikleer
pop ¢ apop Debris

Annexin V - + +

(7-AAD) - - + +

Kontrol hiicrelerinin ve ilacin hem ICsy konsantrasyonlartyla hem de spesifik

inhibitdrler ile muamele edilen hiicrelerin apoptoz evrelerinin belirlenmesi i¢in;

Monolayer hiicre kiiltiiriinde;

e Monolayer hiicre kiiltiiriinde son hiicre konsantrasyonu 1x10° hiicre olacak
sekilde 96 kuyucuklu plakalara 200 pl besiyerinde 24 saat 37°C ,% 5 CO,’ de inkiibe
edildi.

e 24 saat sonunda 96 kuyucuklu plakadaki hazir besiyeri vakum pompasi ile
uzaklastirirdi.

e Kontrol ve THZ (ICsy konsantrasyonunda) eklenecek kuyucuklara 100 pl,
inhibitor eklenecek kuyucuklara 50 pl besiyeri eklendi.

e Kaspaz 8 (20 uM), kaspaz 9 (20 puM) ve CQ (50 uM) inhibitorleri
kuyucuklara 50 pl ilave edilerek 1 saat inhiiblisyona birakildi.

e THZ’ nin ICsy konsantrasyonu hesaplanarak (kontrol gruplari hari¢) her
kuyucuga 50 pl eklendi ve 24 saat inkiibisyona birakildi.

e Tripsinizasyon islemi ile mikrosantrifiij tiiplerine toplanan monolayer kiiltiir
hiicreleri 1000 rpm’ de 10 dakika santrifiij edildi.

e Pellet PBS ile ¢oziildii ve tekrar 2000 rpm’ de 5 dakika santrifiij edildi.
Stipernatant dokiildi.

e Tiplerdeki pellet tizerine %1 FBS iceren 100 ul besiyeri eklendi ve pipetajla

hiicre siispansiyonu olusturuldu.
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e Oda sicakligmma getirilmis olan Muse® Annexin V ve Oli hiicre kit
soliisyonundan her tiipe 150 ul eklenip yavasca pipetaj yapildi.

e Karanlikta, oda sicakliginda, 20 dakika inkiibe edildi.

e Muse hiicre analiz cihazinda Muse® Annexin V ve 06l hiicre kit protokoliine

uygun olarak analizi yapildi.

Sferoid hiicre kiiltiiriinde;

e Sferoid hiicre Kkiiltiirtinii asili damla yonteminde her kuyucukta 40 pul
besiyerinde 3x10° hiicre olacak sekilde toplam 60 kuyucuga ekim yapilarak 72 saat
37°C, %5 CO,’ de inkiibe edildi.

e Sferoid formu olustuktan sonra inhibitdr eklenecek kuyucuklara 5 pl inhibitor
ilave edildi ve 16 saat boyunca inkiibe edildi.

e THZ’ nin ICsy konsantrasyonu hesaplanarak (kontrol gruplari harig) her
kuyucuga 5 pl eklendi ve 24 saat inkiibisyona birakildi.

e Asili damla plakalarinda olusan sferoidler 1000 ul’ lik pipetlerle tistten
cekilerek mikrosantrifiij tliplerine aktarildi.

e Tipler hiicrelerin sferoid yapidan ayrilip tiipte homojen olarak dagilmalarini
saglamak i¢in 2000 rpm’ de 5 dakika santrifiij edildi. Stipernatant uzaklastirildi.

e Pellet PBS ile ¢oziildii ve tekrar 2000 rpm’ de 5 dakika santrifiij edildi.
Stipernatant dokiildii.

e Tiplerdeki pellet tizerine %1 FBS igeren 100 pl besiyeri eklendi ve pipetajla
hiicre slispansiyonu olusturuldu.

e Oda sicakligina getirilmis olan Muse® Annexin V ve oOli hiicre kit
soliisyonundan her tiipe 150 pl eklenip yavasga pipetaj yapildi.

e Karanlikta, oda sicakliginda, 20 dakika inkiibe edildi.

e Muse hiicre analiz cihazinda Muse® Annexin V ve 6lii hiicre kit protokoliine

uygun olarak analizi yapildu.
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3.11.2 Muse® Autophagy LC3-antibody based Kit ve Oliim Tipine Spesifik

Inhibitorler ile Otofajinin Belirlenmesi

Muse® Autophagy LC3-antibody based Kit LC3 seviyesinin floresans temelli
Ol¢iimiinii kullanarak analiz eden bir yontemdir. Otofaji Reaktif A (Autophagy
Reagent A) soliisyonu LC3' iin lizozomal parcalanmasini engelleyerek flow (akis)
sitometri ile miktarinin belirlenmesini saglar. Spesifik otofaji reaktifleri, antikor ve
sitozolik LC3 ile lipid formdaki LC3’ ii ayirt ederek otofaji 6l¢limii yapar. Sitozolde
bulunan LC3 ile otofagozoma tutunan LC3' ii birbirinden ayirmak ve korumak i¢in
iki farkli otofaji reaktifi kullanilir. Otofaji reaktif A LC3' iin lizozomal
par¢alanmasin1 dnlemek amaciyla, otofaji reaktif B ise hiicre membraninin segici
gecirgenligini  bozarak otofagozomal LC3-II ile sitozolik LC3-1 ayriminin
yapilabilmesi i¢in kullanilir. Flow sitometri kullanilarak LC3' iin yer degisimleri
izlenerek sitozolik ve otofagozoma bagli LC3 arasindaki ayrimi yapilabilmektedir.
Otofagozomal LC3 seviyesini belirlemek i¢in Anti-LC3 Alexa Fluor®555 yani anti-
LC3 fare monoklonal antikoru kullanilir (Fleming ve ark. 2011; Tian ve ark. 2011).

Kontrol hiicrelerinin ve ilacin hem ICsy konsantrasyonlariyla hem de spesifik

inhibitorler ile otofaji belirlenmesi i¢in;

Monolayer hiicre kiiltiiriinde;

e Monolayer hiicre kiiltiiriinde son hiicre konsantrasyonu 4x10* hiicre olacak
sekilde 96 kuyucuklu plakalara 200 ul besiyerinde 24 saat 37 °C ,% 5 CO, de inkiibe
edildi.

e 24 saat sonunda 96 kuyucuklu plakadaki hazir besiyeri vakum pompasi ile
uzaklastirirdi.

e Kontrol ve THZ (ICsy konsantrasyonunda) eklenecek kuyucuklara 100 pl,
inhibitor eklenecek kuyucuklara 50 pl besiyeri eklendi.

e Kaspaz 8 (20 uM), kaspaz 9 (20 uM) ve CQ (50 uM) inhibitorleri
kuyucuklara 50 pl ilave edilerek 1 saat inhiibiisyona birakildi.

e THZ’ nin ICsy konsantrasyonu hesaplanarak (kontrol gruplar1 harig) her

kuyucuga 50 pl eklendi ve 24 saat inkiibisyona birakildi.
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e Tripsinizasyon islemi ile mikrosantrifiij tiiplerine toplanan monolayer kiiltiir
hiicreleri 1000 rpm’ de 10 dakika santrifiij edildi.

e Pellet PBS ile ¢oziildi ve tekrar 2000 rpm’ de 5 dakika santrifiij edildi.

e ilac ile muamele edilen hiicreler aclik kosullar1 altinda otofajinin uyarilmasi
icin 200 pl PBS + 0,2 ul Autophagy Reagent A (1:1000 dilution) 37°C de 2-6 saat
inkiiblisyona birakildi. Kontrol hiicrelerine sadece FBS iceren besiyeri eklendi.

e Bekleme siiresinden sonra 2000 rpm’ de 5 dakika santrifiij edildi, siipernatant
uzaklagtirirdi.

e Her tiipe 100 pul PBS eklendi ve 2500 rpm’ de 5 dakika 4 °C’ de santrifiij
edildi ve siipernatant uzaklastirildi.

e Tiiplerdeki pelletlerin iizerine 5 pl Anti-LC3 Alexa Fluor®555 ve 95 ul 1X
Autophagy Reagent B eklendi. Yavasca pipetaj yapildi.

e Karanlikta 30 dakika buz {izerinde bekletildi.

e 2500 rpm’ de 4 °C' de 5 dakika boyunca santrifiij edildi. Siipernatant
uzaklagtirirdi.

e Her tiipe 200 pl 1X Assay Buffer eklendi ve Muse cihaziyla uyumlu program

secilerek analiz yapildi.

Sferoid hiicre kiiltiiriinde;

e Sferoid hiicre kiiltiirlinii asili damla yonteminde her kuyucukta 40 pl
besiyerinde 3x10° hiicre olacak sekilde toplam 60 kuyucuga ekim yapilarak 72 saat
37°C, %5 CO;’ de inkiibe edildi.

e Sferoid formu olustuktan sonra inhibitor eklenecek kuyucuklara 5 pl inhibitor
ilave edildi ve 16 saat boyunca inkiibe edildi.

e THZ’ nin ICsy konsantrasyonu hesaplanarak (kontrol gruplari hari¢) her
kuyucuga 5 pl eklendi ve 24 saat inkiibisyona birakildi.

e Asili damla plakalarinda olusan sferoidler 1000 ul’ lik pipetlerle iistten
cekilerek mikrosantrifiij tliplerine aktarildi.

e Tiipler hiicrelerin sferoid yapidan ayrilip tiipte homojen olarak dagilmalarim
saglamak i¢in 2000 rpm’ de 5 dakika santrifiij edildi. Stipernatanlar uzaklastirildi.

e Pellet PBS ile ¢oziildi ve tekrar 2000 rpm’ de 5 dakika santrifiij edildi.

e ila¢ ile muamele edilen hiicreler aglik kosullar1 altinda otofajinin uyarilmasi
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icin 200 ul PBS + 0,2 ul Autophagy Reagent A (1:1000 dilution) 37°C de 2-6 saat
inkiibiisyona birakildi. Kontrol hiicrelerine sadece FBS iceren besiyeri eklendi.

e Bekleme siiresinden sonra 2000 rpm’ de 5 dakika santrifiij edildi, siipernatant
uzaklagtirirdi.

e Her tiipe 100 pl PBS eklendi ve 2500 rpm’ de 5 dakika 4 °C’ de santrifiij
edildi ve siipernatant uzaklastirildi.

e Tiiplerdeki pelletlerin iizerine 5 pl Anti-LC3 Alexa Fluor®555 ve 95 ul 1X
Autophagy Reagent B eklendi. Yavasca pipetaj yapildi.

e Karanlikta 30 dakika buz iizerinde bekletildi.

e 2500 rpm’ de 4 °C' de 5 dakika boyunca santrifiij edildi. Siipernatant
uzaklastirirdi.

e Her tlipe 200 pl 1X Assay Buffer eklendi ve Muse cihaziyla uyumlu program

secilerek analiz yapildi.
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4. BULGULAR

4.1. T98G ve U-87 MG Hiicre Hatlarimin ikilenme Siirelerinin Belirlenmesi

ve Kinetiginin Olusturulmasi

24., 48., 72. ve 96. saatlerde sayimlar1 yapilan T98G ve U-87 MG hiicre
hatlarinin ikilenme siireleri hesaplandi (Sekil 4.1). Buna gore T98G ve U-87 MG’

nin ikilenme siireleri sirasiyla 48 ve 72 saat olarak belirlendi.

T98G U-87 MG

- ] ]
h L T TR
R ] [ 1.004
A W
@ 075- R E
] o
- =

0.254

0.004 : : T T
o 24 a8 72 96 0 2 48 2 96
Zaman (Saat) Zaman (Saat)

Sekil 4.1. T98G hiicre hattinin ikilenme siiresi 48 saat, U-87 MG hiicre hattinin ikilenme siiresi ise 72

saat olarak belirlendi.

T98G ve U-87 MG hiicre hatlarimin 24., 48., 72. ve 96. saatlerdeki absorbans
degerleri MTT yontemi kullanilarak 6lciildi (Sekil 4.2). Sitotoksite ¢aligsmalarinda
kullanilacak olan hiicre sayisini belirlemek icin sekilde gosterilen hiicre sayilar
dikkate alinarak absorbans degerleri karsilastirildi. Deney protokoliine uygun olmasi
icin 48 saat temel alinarak absorbans degerinin 1.000 iizerinde olan hiicre sayilari
belirlendi. Her iki hiicre hatti igin kuyucuk basma ekilecek hiicre sayismm 10*

hiicre/kuyucuk olmasi uygun goriildii.
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Sekil 4.2 sitotoksite ¢aligmalarinda kullanilacak hiicre sayisinin hesaplanmasinda absorbans degeri

1.000 iizerinde olan egriler degerlendirildi. T98G ve U-87 MG hatlari i¢in ekilecek hiicre sayis1 10*

hiicre/kuyucuk olarak belirlendi.

4.2. GBM Hiicre Hatlarinin Monolayer ve Sferoid Kiiltiirlerinde THZ’ nin

Hiicre Canlihga Etkisi (MTT Analizi)

Monolayer GBM hiicre kiiltiirlerinde (T98G, U-87 MG) THZ’ nin sitotoksik
etkisi hem artan konsantrasyonlarda (100nM-100uM) hem de zamana (24, 48, 72
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saat) bagli olarak analiz edildi (Sekil 4.3). Kontrol grubuna gore canlilik oranlari

sekil 4.3° de gosterilen hiicre hatlarinda THZ’ nin 24. saatte anlamli bir etki yarattig1
48. ve 72. saatlerde etkisinin 24. saatten sonra fazla degisiklik gostermedigi

saptanmistir. Calismanin bu asamasindan sonra THZ’ nin 24. saatteki etkileri goz

ontinde bulundurularak deneylere devam edilmeye karar verildi.

T98G 24 saat T98G 48 saat T98G 72 saat
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- x x
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Sekil 4.3 Monolayer hiicre kiiltiiriinde T98G ve U-87 MG hiicre hatlarinin 24.,48.,72. saatteki hiicre
canliliklarinin MTT yontemi ile belirlenmesi (*p<0.01,**p<0.001).

4.2.1. Monolayer Hiicre Kiiltiiriinde THZ’ nin Hiicre Canhihga Etkisi
Monolayer kiiltirde T98G ve U-87 MG hiicre hatlarinda THZ’ nin hiicre

canlilifina 24. saatteki etkisi Tablo 4.1° de gosterilmistir (Sekil 4.4 A). T98G ve U-

87 MG hiicrelerinin 24. saatteki ICso degeri 12,67 uM ve 12,80 uM olarak istatistik
programi Graphpad Prism 5 kullanilarak hesaplandi (Sekil 4.4 B).
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Tablo 4.1. Monolayer kiiltirde GBM hiicre hatlarinin yiizdesel canlilik oranlari.

Konsantrasy ~ Kontr 100n 1p 10p 12,5p 15p 17,50 20p 25u 50p 100p
on ol M M M M M M M M M M
T98G 100 96 84 71 59 32 10 7 5 4 4

U-87 MG 100 96 87 68 52 43 21 15 7 6 3
A 100

80 Bl TG
< Bl U-87MG
= 60
s
S
- 40
S

20

0

P E & £ 2 & EE & E &

- £ = = = = = = =2 = =

E S -~ S W g G o2

e © - N ™ - 8 8w

gz = o o =4
= 8

Kontrol ( 50

Sekil 4.4 Monolayer kiiltiirde 24. saatte THZ’ nin artan konsantrasyonu ile muamele edilen GBM
hiicre hatlarinin canlilik yiizdeleri (A). THZ’nin ICsy degerinin faz-kontrast mikroskobunda 10x
biiylitmede ¢ekilen goriintiileri (B).

4.2.2. Sferoid Hiicre Kiiltiiriinde THZ’ nin Hiicre Canlihga Etkisi

Sferoid kiiltiirde T98G ve U-87 MG hiicre hatlarinda THZ’ nin hiicre canliligina
24. saatteki etkisi Tablo 4.2° de gosterilmistir (Sekil 4.5 A). T98G ve U-87 MG
hiicrelerinin 24. saatteki ICso degeri 29,30 uM ve 28,68 uM olarak Graphpad Prism 5
programinda hesaplandi (Sekil 4.5 B).
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Tablo 4.2. Sferoid kiiltiirde GBM hiicre hatlarinin yiizdesel canlilik oranlart.

Konsantrasyon Kontrol 10uM 20uM  30uM 40uM 50uM
T98G 100 78 65 48 38 30
U-87 MG 100 79 68 46 37 33

100- T98G

% Canlihk
% Canlilik

E 4 1 1 1 14 E 20213 3 1%
g 2 & 8 ° B8 8§ 2 & 8 % R®
m Konsantrasyon M Konsantrasyon
B T98G U-87 MG
s
«@
.._,):6
g a8 .
Kontrol 29,3 M Kontrol 28,68 uM

Sekil 4.5 Sferoid kiiltiirde 24. saatte THZ’ in artan konsantrasyonu ile muamele edilen GBM hiicre

hatlar1 yiizde canlilik oranlar1 (A); GBM hiicre hatlariin ICs, degerinin faz-kontrast mikroskobunda

10x biiyiitmede ¢ekilen goriintileri (B).

4.3. Apoptotik ve Otofajik Oliim Cesidine Ozgii Inhibitorler Kullanilarak

Hiicre Canhilik Oranlarinin Saptanmasi
4.3.1. Monolayer Hiicre Kiiltiirii Bulgular

Monolayer hiicre kiiltiiriinde THZ’ nin ICsy konsantrasyonu ile 24 saat inkiibe
edilen T98G ve U-87 MG hiicre hatlarinda apoptoz inhibitorleri olan kaspaz-8
inhibitorii (Z-IETD-FMK) ve kaspaz-9 inhibitérii (Z-LEHD-FMK) ve otofaji
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inhibitdrii olan klorokindifosfat ile ilgili bulgular Sekil 4.6’ da gdsterilmistir. Diger
taraftan Tablo 4.3’ de goriilebilecegi iizere, Otofaji inhibitorii olan CQ varliginda
THZ’ nin 1Csy degeri ile muamele edilen monolayer GBM hiicre hatlarinda hiicre
canliligt %86 (T98G) ve %83 (U-87 MG) olarak hesaplandi. Ancak apoptoz
inhibitorlerinde elde edilen canliliklar %70 (T98G Cas-8) , %64 (T98G Cas-9) ve
%62 (U-87 MG Cas-8), %66 (U-87 MG Cas-9) olarak belirlendi. Elde edilen veriler,
CQ inhibitorii varliginda THZ’ nin sitotoksik etkisinin goriilmedigini, Cas-8 ve Cas-

9 inhibitdrleri varliginda ise THZ’ nin hiicre canliligini diistirdiiglinti gostermektedir.

TI8G U-87 MG
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Sekil 4.6 Monolayer GBM hiicre hatlarinda apoptoz ve otofaji inhibitorlerinin canlilik oranlart.

Tablo 4.3 Monolayer GBM hiicre hatlarinda apoptoza ve otofajiye 06zgii inhibitorlerin MTT

yontemiyle belirlenen oransal canliliklart.

THZ

THZ THZ THZ +

THZ THZ THZ + + + Cas-8

Cal?;ylllk Kontrol ggz) KCont_rgl Ké)nt-r;)l K(glérol + + Cas-8 Cas-8 Cas-9 +

3 as s Cas-8 Cas9  CQ + + + Cas-9

Cas-9 CQ CQ +

cQ

T98G 100 55 99 96 97 70 64 86 68 77 72 78
U-87

MG 100 57 96 99 92 62 66 83 67 72 73 75

46



4.3.2. Sferoid Hiicre Kiiltiirii Bulgular

Sferoid hiicre kiiltiiriinde THZ’in 1Csy konsantrasyonu ile 24 saat inkiibe edilen
T98G ve U-87 MG hiicre hatlarinda apoptoz inhibitdrleri olan kaspaz-8 ve kaspaz-9
ve otofaji inhibitorii klorokindifosfat ile ilgili bulgular Sekil 4.7° de gosterildi. MTT
yontemi ile saptanan canlilik oranlar1 Tablo 4.4 goriilebilmektedir. Tablo
degerlerimiz incelendiginde, Otofaji inhibitorii olan CQ varliginda THZ’ nin ICsg
degeri ile muamele edilen sferoid GBM hiicre hatlarinda hiicre canliligi %88 (T98G)
ve %86 (U-87 MG) olarak gorebilmektedir. Ancak apoptoz inhibitorlerinde elde
edilen canliliklar %61 (T98G Cas-8) , %66 (T98G Cas-9) ve %64 (U-87 MG Cas-
8), %69 (U-87 MG Cas-9) olarak belirlendi. Bu veriler; CQ inhibitorii varliginda
THZ’ nin etkisiz kaldigini, Cas-8 ve Cas-9 inhibitorleri varliginda ise THZ’ nin

hiicre canliligini azalttigini1 gostermektedir.
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Sekil 4.7 Sferoid GBM hiicre hatlarinda apoptoz ve otofaji inhibitérlerinin canlilik oranlari.
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Tablo 4.4 Sferoid GBM hiicre hatlarinda spesifik inhibitérlerin MTT yontemiyle belirlenen oransal

yiizdelik canliliklari.
THZ
THZ THZ THZ +
THZ THZ THZ + + + Cas-8
Car?ﬁhk Kontrol (’{éIZ) I%)g_rgl I%);St_rgl K()Crlgol + + + Cas-8 Cas-8 Cas-9 +
0 Cas-8  Cas-9 cQ + + + Cas-9
Cas-9 CQ CQ +
CQ
T9I98G 100 58 94 96 91 61 66 88 67 75 77 81

U-87

MG 100 58 96 93 96 64 69 86 68 73 75 79

4.4. Monolayer ve Sferoid Hiicre Kiiltiirlerinde THZ’ nin Tetikledigi Oliim

Mekanizmasi Cesidinin Saptanmasi

4.4.1. Apoptoz Yoniinden Degerlendirme

Muse® Annexin V & Dead Cell Kiti aracihgiyla THZ ile 24 saat muamele
sonrast monolayer ve sferoid GBM hiicre kiiltiirlerinin analizinden elde edilen veriler
T98G hiicre hatt1 i¢cin Sekil 4.8° de U-87 MG hiicre hatt1 i¢cin de Sekil 4.9 de
goriilebilmektedir. Kontrol grubunda hiicre canliligi %90’ nin iizerinde 6l¢iildii, THZ
ile muamele edilen grubun canliliginin %80’ in iizerinde oldugu tespit edildi.
Apoptoz inhibitorleri varliginda canliligin %90’ lara geri yiikseldigi, otofaji
inhibitorii varliginda ise canliligin tekrardan %80’ lere diistiigli gbzlemlendi. Bu
veriler bize, THZ’ nin ICsy konsantrasyonu ile 24 saat muamele edilen hiicre
hatlarinda sitotoksik etkinin monolayer hiicrelerde %19,45 (T98G) ve %13,45 (U-87
MG), sferoid hiicrelerde ise %14,6 (T98G) ve %16,45 (U-87 MGQG) apoptoz aracili
gerceklestigini ortaya koydu (Tablo 4.5).
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Monolayer Kontrol Monolayer ICso
A Apoptozis Profili Apoptozis Profili
Dead Late Apop./Dead Dead Late Apop /Dead
0.15 % 0.25 % 0.65% 1.75%
34
8 21
o
& 250% 7.05%
0 AL Early Apop. f Early Apop
0 % 2 3 4 "SR e T T
Canh Anneksin V' Apoptotik Canh Anneksin V. Apoptotik
Monolayer Cas8 Monolayer Cas9 Monolayer CQ
p Apoptozis Profili Apoptozis Profili Apoptozis Profili
4
Dead Late Apop./Dead Dead Late Apop /Dead Dead Late Apop./Dead
010 % 0.80 % 0.10% 215% 0.05% 13.70%
34 34
4 -2
g 24 i
X ] e 1
: S a
,.-~ 11 ‘ i
355% 525% 3.60 %
Early Apop Early Apop Early Apop.
.y ™ ~r ~r 0 s o
2 3 B 0 2 3 -
Canh Anneksin V. Apoptotik Canh Anneksin V. Apoptotik Canh Anneksin V. Apoptotik
B Sferoid ?(ontrol. Sferoid ICso
Apoptozis Profili p Apoptozis Profili
Dead Late Apop./Dead Dead Late Apop./Dead
0.00 % 0.35% 0.80 % 7.00 %
3
&
22
U ¢
e
w 210% a0 %
8 L) cary oo
0 1 2 3 4 0 12 3 4
Canh Anneksin V. Apoptotik Canh Anneksin V. Apoptotik
Sferoid Cas8 Sferoid Cas9 Sferoid CQ
Apoptozis Profili 4 Apoptozis Profili Apoptozis Profili
Dead Late Apop./Dead Dead Late Apop./Dead Dead Late Apop./Dead
0.10% 5.95% 1.40 % 310% 0.5 % 620%
34 31 34
E it ] x % :«\:.‘
| 21 ~'f % 21 E] 21
3] .":‘ [} Q
11 11 Brs: B 1-1 0
435% o2 70" 180 % 535 %
0 Early Apop. 0 Live Early Apop. 0 Y Early Apop.
3 4 S T T N T T TR T
Canh Anneksin V. Apoptotik Canh Anneksin V. Apoptotik Canh Anneksin V. Apoptotik

Sekil 4.8. Monolayer ve sferoid GBM hiicre kiiltiirlerinde THZ’ nin ICs, konsantrasyonuyla (A:
Monolayer ICsy: 12,67 pM, B: Sferoid ICsp: 29,31 pM) muamele edilen T98G hiicrelerinin apoptotik

evreleri.

49



C Monolayer Kontrol Monolayer ICso
Apoptozis Profili Apoptozis Profili
4 4
Dead Late Apop./Dead Dead Late Apop./Dead
0.10 % 0.05% 0.05 % 11.40 %
34
=4
72
8]
1.15% 2.00%
Early Apop. Early Apop.
0 2" 3 .4 2 3 &
Canh Anneksin V. Apoptotik Cannh Anneksin V. Apoptotik
Monolaver Cas8 Monolayer Cas9 Monolayer CQ
4 Abontozis Profili 4 Apoptozis Profili 4 Apoptozis Profili
Dead Late Apop./Dead Dead Late Apop./Dead Dead Late Apop./Dead
1.00 % 435% 1.75% 3.35% 0.95 % 6.15%
3
4 k!
7 2
8]
1.00 % 0.20 % 420%
Early Apop. Early Apop. 1 Early Apop.
-y, .. oy .y oy
3 4 7 3 < 0 1 2 3 -
Apoptotik  Canh Anneksin V. Apoptotik Canh Anneksin V. Apoptotik
D Sferoid Kontrol. Sferoid ICso
4 Apoptozis Profili Apoptozis Profili
Dead Late Apop./Dead Dead Late Apop./Dead
0.60 % 0.00 % 1.18% 928%
34
g o
72
U .~
160 % 598 %
Early Apop. Early Apop.
-y - T S T
0 2 . 3 4 0 1 2 3 <4
Canhi  Anneksin V. Apoptotik  capp Anneksin V. Apoptotik
Sferoid Cas8 Sferoid Cas9 Sferoid CQ
Apoptozis Profili Apoptozis Profili Apoptozis Profili
4 4
Dead Late Apop./Dead Dead Late Apop./Dead Dead Late Apop./Dead
450% 285% 205% 225% 0.10 % 6.70 %
34 2. 34 ) 34
o ﬁm | :
% 2 % 24
o] Q
1? X
91.901% 0.75% 1.55 % 7.05%
Live™, Early Apop. Earty Apop. Early Apop.
0 s | b | .y —y Py (]
0 1 2 3 4 2 3 4 3 4
Canh Anneksin V' Apoptoti Canh Anneksin V. Apoptotik Canh Anneksin V. Apoptotik

Sekil 4.9 Monolayer ve Sferoid GBM hiicre kiiltiirlerinde THZ’ nin ICs, konsantrasyonuyla (C:
Monolayer ICsy: 12,80 uM, D: Sferoid ICsy: 29,30 uM) muamele edilen U-87 MG hiicrelerinin

apoptotik evreleri.

50




Tablo 4.5. Monolayer ve sferoid kiiltiirleri yapilan T98G ve U-87 MG hiicre hatlarinin THZ’ nin ICs,

konsantrasyonlariyla muamelesi sonrasi canli ve apoptotik yiizdelerinin karsilagtirilmasi.

T98G Monolayer Sferoid
N{(‘:E‘;@ﬁ:ﬁgn\;ia?n‘ﬁeﬁ?l Kontrol ICs, Cas8 Cas9 CQ |Kontrol ICs, Cas8 Cas9 CQ
% Canlilik 97,10 80,55 95,55 92,50 82,65 97,55 8540 89,60 93,70 87,90
% Erken Apoptoz 250 7,05 355 525 3,60 2,10 680 435 1,80 535
% Geg Apoptoz 025 11,75 080 2,15 13,70] 0,35 7,00 595 3,10 6,20
% Olit 0,15 065 0,10 0,10 005 000 080 0,10 140 0,55

U-87 MG Monolayer Steroid

Muse Annexin V & Dead Cell

Kitiyle dlciilen parametreler Kontrol ICsy Cas8 Cas9 CQ |[Kontrol ICs, Cas8 Cas9 CQ

% Canlilik 98,70 86,55 93,65 94,70 88,70 97,80 83,55 91,90 94,15 86,15

% Erken Apoptoz 1,15 2,00 1,00 020 4,20 1,60 598 0,775 1,55 7,05
% Geg Apoptoz 0,05 1140 435 335 6,15 0,00 928 285 225 6,70
o Olii 0,10 0,05 1,00 1,75 095 0,60 1,18 4,50 2,05 0,10

4.4.2. Otofajik Yonden Degerlendirme

Ayni bigimde Muse® Autophagy LC3 Kiti aracihigiyla THZ ile muamele sonrasi
monolayer ve sferoid GBM hiicre kiiltiirlerinin LC3 yogunlugundaki degisiklikler
T98G hiicre hatlar1 igin Sekil 4.10° de U-87 MG hiicre hatlar1 igin Sekil 4.11° de
gosterilmistir. Kontrol gruplarinda otofaji indiiksiyon orani 1,0 olarak dl¢tildii. THZ

ile muamele edilen gruplarda otofaji indiiksiyon oraninin monolayer hiicrelerde 6,5
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(T98G) ve 5,6 (U-87 MGQG); sferoid hiicrelerde 3,3 (T98G) ve 4,5 (U-87 MG) kat
artarken apoptoz inhibitorleri varliinda monolayer hiicrelerde yaklasik olarak 4,6
(T98G) ve 3,3 (U-87 MQG); sferoid hiicrelerde 2,6 (T98G) ve 3,1 (U-87 MG) kat
arttig1; ancak otofaji inhibitorii varliginda otofaji indiiksiyon oraninin monolayer
hiicrelerde 1,7 (T98G) ve 1,1 (U-87 MQG); sferoid hiicrelerde de 1,5 (T98G) ve 1,3
(U-87 MG) oldugu gozlemlendi. Bu veriler, THZ’ nin ICsy konsantrasyonu ile 24
saat muamele edilen hiicre hatlarinda sitotoksik etkinin agirlikli olarak otofaji aracil

gerceklestigini gostermektedir (Tablo 4.6).
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Sekil 4.10. Monolayer ve sferoid GBM hiicre kiiltiirlerinde THZ’ nin ICs, konsantrasyonuyla (A:
Monolayer ICsq: 12,67 uM, B: Sferoid ICsp: 29,31 uM) muamele edilen T98G hiicrelerinin otofaji

indiiksiyon orani ve ortalama otofaji yogunlugu.
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Sekil 4.11. Monolayer ve sferoid GBM hiicre kiiltiirlerinde THZ’ nin ICs, konsantrasyonuyla
(Monolayer ICsy: 12,80 uM, Sferoid 1Csy: 29,30 uM) muamele edilen U-87 MG hiicrelerinin otofaji

indiiksiyon orani ve ortalama otofaji yogunlugu.

53



Tablo 4.6 THZ’ nin ICsy konsantrasyonlariyla muamele edilmis monolayer ve sferoid kiiltiirleri

yapilan T98G ve U-87 MG hiicre hatlarinin otofaji indiiksiyon oranin ve ortalama otofaji

yogunlugunun karsilastirilmast.

T98G Monolayer Sferoid
Muse® Autophagy LC3-Antibody
Based kitiyle dlgiilen parametreler Kontrol ICs;y, Cas8 Cas9 CQ IC5y, Cas8 Cas9 CQ
Total hiicre sayis1 995 975 981 992 986 972 995
Ortalama Otofaji yogunlugu 353 2329 1419 1659 59,0 270,1 218,3 215,0 86,0
Otofaji 1nd1"1ksiyon Oram 1,0 6,5 4,0 2,7 2,6 1,1
U-87 MG Monolayer Sferoid
Muse® Autophagy LC3-Antibody
Based kitiyle 6lciilen parametreler KontrolgglCso  CZEgFCasT g Cas8 Casd  CQ
Total hiicre sayis1 987 978 999 973 985 990
Ortalama Otofaji yogunlugu 457 2543 1432 158,1 379,8 2504 273,77 108,3

Otofaji Indiiksiyon Oran1

1,0

5,6 3,1

30 32 1,3
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5. TARTISMA

Calismamizda THZ’ nin GBM i¢in model olusturan T98G ve U-87 MG hiicre
hatlarindaki sitotoksik etkisinin ve tetikledigi Oliim mekanizmalarinin hem
monolayer hem de sferoid hiicre kiiltiiriinde karsilagtirmal1 olarak ortaya konulmaya
calistimistir.  Bu alanda gergeklestirilen bazi farkli arastirmalarda, monolayer ve
sferoid hiicre kiiltiirlerinde yapilan sitotoksite calismalari sonucu elde edilen ICsg
degerlerinin sferoid kiiltlirde monolayer kiiltiire oranla daha yiiksek oldugu
gosterilmistir (Erguven ve ark. 2011; Lv ve ark. 2016). Ornegin, T98G hiicre hatt1
ile yapilan bir ¢alismada Noskapin (Nos)’ in monolayer ve sferoid kiiltiirlerindeki
ICsy sonuglart sirasiyla 10 uM ve 97 uM olarak hesaplanmistir (Erguven ve ark.
2011). Aym sekilde, U-87 MG hiicrelerinde Temozolomid (TMZ), Lomustin
(CCNU) ve Cisplatin (DDP)’ in monolayer ve sferoid kiiltiirde elde edilen IC50
degerleri sirastyla 123,30 uM ve 702,20 uM (TMZ ICsp); 7,78 uM ve 326,70 pM
(CCNU ICsp); 11,94 uM ve 34,39 uM (DDP ICsp) olarak belirlenmistir (Lv ve ark.
2016). Biz de ¢alismamizin ilk asamasinda THZ’ nin T98G ve U-87 MG GBM hiicre
hatlarindaki sitotoksik etkisini monolayer ve sferoid hiicre kiiltiirlinde MTT yontemi
ile karsilastirmali olarak belirledik. Calismalarimiz sonucunda THZ ile muamele
edilen GBM hiicre hatlarinda ICsy degerlerini monolayer kiiltiirde 12,67 uM (T98G)
ve 12,80 uM (U-87 MQG); sferoid kiiltiirde ise 29,30 uM (T98G) ve 28,68 uM (U-87
MG) olarak saptadik. Elde ettigimiz sonuglar dogrultusunda, sferoid hiicre
kiiltiirlerindeki 1Csy degerlerinin monolayer kiiltiire oranla daha yiiksek olmasinin

daha once yapilan galigmalar1 destekledigini diistinmekteyiz.

Literatiirde THZ’ nin glioblastoma hiicre hatlarindaki anti-tiimér etkisi ile ilgili
az sayida calisma bulundugu ve bu ¢aligmalarin monolayer kiiltiir ile sinirli kaldig:
gdzlenmistir. Ornegin, Cheng ve arkadaslarinin yaptiklari bir calismada GBM hiicre
hatlarindan olan GBM8401 ve U-87 MG hiicre hatlar1 monolayer kiiltiirde THZ ile
72 saat muamele edildiginde 1Csy degerlerinin 10 uM altinda oldugu goriilmiistiir

(Cheng ve ark. 2015).

Calismamizin ikinci asamasinda ise T98G ve U-87 MG GBM hiicre hatlarinda
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THZ’ nin sitotoksik etkisinin hangi hiicre 6liim mekanizmasi iizerinden oldugu
monolayer ve sferoid hiicre kiiltiirlerinde hem Muse hiicre analiz cihazina uygun
kitler hem de ikinci bir yontem olarak mekanizmaya uygun spesifik inhibitorler
kullanilarak MTT yontemiyle arastirildi. Calismamiz sonucunda THZ’ nin ICsg
degeri ile muamele edilen GBM hiicre hatlarinda Muse® Annexin V & Dead Cell
Kiti kullanilarak belirlenen sitotoksik etkinin monolayer hiicrelerde %19.45 (T98G)
ve %13.45 (U-87 MQ), sferoid hiicrelerde ise %14.6 (T98G) ve %16.45 (U-87 MG)
apoptoz aracili gerceklestigi tespit edilmistir. Bunula birlikte Muse® Autophagy LC3
Kiti aracilifiyla, monolayer kiiltirde THZ’ nin ICsy konsantrasyonu ile muamele
edilen T98G hiicrelerinde kontrol grubuna oranla otafaji indiiskiyon oraninda 6,5
katlik bir artis; U-87 MG hiicre hattinda ise 4,6 katlik bir artis gozlenmistir. Sferoid
hiicre kiiltlirtinde ise 1Csy degerleri ile muamele edilen T98G ve U-87 MG hiicre
hatlarinda otafaji indiiskiyon oranindaki artis sirasiyla 2,15 ve 2,4 kat olarak
hesaplanmustir.

Inhibitérler ile yaptigimiz sitotoksisite caligmalari sonucu otofaji inhibitdrii olan
CQ ile muamele edildikten sonra THZ’ nin ICsy degeri eklenen monolayer GBM
hiicre hatlarinda canlilik %86 (T98G) ve %83 (U-87 MG); sferoid GBM hiicre
hatlarinda canlilik %88 (T98G) ve %86 (U-87 MG) olarak hesaplanmistir. Apoptoz
inhibitorlerinden Cas-8 ve Cas-9 varliginda ise monolayer kiiltiirde elde edilen
canliliklar %70 (T98G Cas-8) , %64 (T98G Cas-9) ve %62 (U-87 MG Cas-8), %66
(U-87 MG Cas-9) olarak belirlenmistir. Sferoid kiiltiirde ise elde edilen canliliklar
%61 (T98G Cas-8) , %66 (TI8G Cas-9) ve %64 (U-87 MG Cas-8), %69 (U-87 MG
Cas-9) olarak tespit edilmistir. Muse hiicre analiz cihazinda yapilan OSlgiimler
sonucunda, Muse® Annexin V & Dead Cell Kitinde, apoptoz inhibitorleri varliginda
monolayer kiiltiirde elde edilen canliliklar %95,55 (T98G Cas-8) , %92,50 (T98G
Cas-9) ve %93,65 (U-87 MG Cas-8), %94,70 (U-87 MG Cas-9); sferoid kiiltiirde
%89,60 (T98G Cas-8) , %93,70 (T98G Cas-9) ve %91,90 (U-87 MG Cas-8), %94,15
(U-87 MG Cas-9) olarak belirlenirken CQ inhibitorii varlifinda  monolayer
hiicrelerde canlilik %82,65 (T98G) ve %88.70 (U-87 MG); sferoid hiicrelerde
canlilik %87,90 (T98G) ve %86,15 (U-87 MG) olarak belirlenmistir. Muse®
Autophagy LC3 Kitinde, apoptoz inhibitdrleri varliginda otofaji indiiksiyon oraninin

monolayer hiicrelerde yaklasik olarak 4,6 (T98G) ve 3,3 (U-87 MG); sferoid
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hiicrelerde 2,6 (T98G) ve 3,1 (U-87 MG) kat arttig1; otofaji inhibitdrii varliginda da
otofaji indiiksiyon oraninin monolayer hiicrelerde 1,7 (T98G) ve 1,1 (U-87 MG);
sferoid hiicrelerde de 1,5 (T98G) ve 1,3 (U-87 MGQG) kat arttigr gozlemlenmistir.
Sonug olarak otofaji yolaginin inhibitér kullanilarak durdurulmasi sonucunda THZ’
nin sitotoksik etkisinin azaldigr gozlenmistir. Bu bilgiler 1s18inda THZ’ nin GBM
hiicre hatlarindaki sitotoksik etkisini otofaji yoluyla gdsterdigi kanisina varilmistir.
Farkli arastirma gruplar1 tarafindan kanser hiicre hatlariyla yapilan caligmalarda
THZ’ nin farkli kanser tiplerinde farkli Oliim mekanizmalarini tetikledigi
gosterilmistir. Ornegin, fare meme kanseri modeli 4T1° de THZ’ nin 20 pM
konsantrasyonuyla zamana bagli (24, 48 ve 72 saat) muamelesi sonucu apoptozis
artis1 Annexin V yontemi ile akim sitometrisinde gosterilmistir (Yin ve ark. 2015).
Ayrica endometrial kanser hiicrelerinin 10 uM THZ ile 24 saat muamele edilmesi
sonucu apoptoz miktarindaki artis yine akim sitometrisi ile belirlenmistir (Meng ve
ark. 2016). Bunlarin aksine yapilan bir baska c¢alismada, osteosarkom hiicre hattinin
(U-2 OS) 14 pM THZ ile muamele edilmesi sonucu LC3-II miktarinda artis
gbzlenmis ve 6lim mekanizmasinin otofaji oldugu belirlenmistir (Ashoor ve ark.
2013). Yapilan bir baska calismada ise GBM hiicre hatlarinda THZ’ nin sitotoksik
etkisi sonucu LC3-II miktarinda artis oldugu ancak kaspaz-3 miktarinda bir

degisiklik gozlenmedigi belirtilmistir (Cheng ve ark. 2015).

Otofaji ile kanser arasinda karmasik bir iliski oldugu bilinmektedir. Giiniimiize
kadar yapilan arastirmalardan elde edilen verilerin 1sinda otofajinin kanserde etkisiz
kaldigi, tiimor olusumunu destekledigi veya tiimor baskilayict olarak rol oynadigi
gosterilmistir (Sung ve ark. 2016). Bu rollerin farklilagmasindaki temel noktalar
kanserin doku tipi, tiimoriin evresi ve sahip olunan onkojenik mutasyon oldugu
diisiiniilmektedir (Liu ve ark. 2017). Apoptoz, kemoterapi ajanlarinin uyardigi hiicre
Olim tiplerinin birincil formu olmasina ragmen otofajik hiicre 6liimii de anti-kanser
ilaglariyla indiiklenebilen alternatif bir 6liim mekanizmasi olarak 6ne siiriilmektedir
(Ding ve ark. 2015). GBM tedavisinde kullanilan kemotarepi ve radyoterapi
nedeniyle biiylime faktorii reseptorleri ve Ras' m uyariminin artmasi PI3K-Akt-
mTOR yolagmin aktivitesinin artmasi sonucu tedavinin etkisi azalmaktadir. GBM’

de sikg¢a rastlanan PTEN mutasyonunun da PI3K-Akt-mTOR yolagini inhibe ederek
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kontrolsiiz hiicre boliinmesine ve boylelikle apoptozun inaktif halde kalmasina neden
oldugu tespit edilmis ve bu sekilde tedavide apoptoza karsi bir direng olustugu 6ne
stiriilmiistiir (Sharma ve ark. 2014; Sharma ve ark. 2014). Farkli kanser tiplerinde
yapilmis anti-kanser caligmalarinda ise THZ’ nin sitotoksik etkisini PI3K-Akt-
mTOR yolagin1 inhibe ederek farkli 6lim mekanizmalarini aktiflestirdigi tespit
edilmistir (Li ve ark. 2016; Park ve ark. 2014; Min ve ark. 2015). Anti-kanser ajanlar
veya otofajiyi indiikleyen bilesikler kullanildiginda ise bazi kanser tipleri igin
tedaviyi destekleyici etki yarattifin1 diislindliren calismalar mevcuttur. mTOR
inhibitorleri ve bu yolda kullanilan ajanlarin otofajiyi uyardigi, kemoterapi ve
radyoterapi ile kombinlendiginde anti-kanser etkisini destekledigi gosterilmistir

(Karakas ve Gozuacik 2014).

Sonug olarak, monolayer ve sferoid hiicre kiiltiirleri arasindaki farklilig1 bir kez
daha bu arastirma ile ortaya koyarken, THZ’ nin GBM hiicre hatlarinda otofaji
yoluyla sitotoksisiteye neden oldugunu da saptamis olduk. Yaptigimiz bu arastirma
bir kez daha gosterdi ki; sitotoksisite caligmalarinda in vivo ortam uyumu dikkate
alinarak, hem monolayer hem de sferoid kiiltiirlerde yapilmasi gerekliligi yanisira
THZ’ nin GBM kanser tedavisini destekleyici bir anti kanser ajani olarak da rol

oynayabilecegi ileri siiriilebilir.
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T.C
MANISA CELAL BAYAR UNIVERSITESI
SAGLIK BILIMLER ENSTITUSU
YUKSEK LiSANS/DOKTORA TEZ CALISMASI ORJINALLIK RAPORU

TIBBI BiYOLOJi ANABILIM DALI BASKANLIGI'NA
Tez Ad1 “Gliomasferlerde Tiyoridazin Aracil Hiicre Oliim Cesitlerinin Aragtiriimasi.”

Tezime iligkin 05/05/2017 tarihinde yapilan Turnitin adli intihal tespit
programindan agagida belirtilen filtrelemeler uygulanarak alinmis olan orijinallik
raporuna gore, tezimin benzerlik orani1 % 4'tiir.

Belirtilen azami benzerlik oranlarina gore tez ¢alismamin herhangi bir intihal
icermedigini; aksinin tespit edilecegi muhtemel durumda dogabilecek her tirlii hukuki
sorumlulugu kabul etti§imi ve yukarida vermis oldugum bilgilerin dogru oldugunu
beyan ederim.

Tarih ve imza

09/05/2017

Adi Soyadi :Ezgi ERSOZ
Ogrenci No 141353004
Anabilim Dali :T1ibbi Biyoloji
Program :Yiiksek Lisans

DANISMAN ONAYI

UYGUNDUR.
(Unvan, Ad Soyad, imza)
Prof. Dr. Mehmet KORKMAZ
Agciklamalar
1- Tez (,‘all;mam Orglnalllk Raporu (TCOR), TURNITIN intihal Tespit Programi kullanimi igin kigisel hesap alma hakkl bulunan tez danismanlari,
g irilen personeller, Kiiti ve D Daire Basl g’'nda g di kutiph. iler tarafindan

alinir.
2-Sayfa sayisi 400'den az olan tezler icin tez savunmasindan dnce ve basarili olmasi durumunda duzekmelerden sonra olmak ulere 2 kez
TCOR alinir.(400 sayfadan fazla olan tezler 400 ve katlari seklinde bélinerek Turnitin veri tab. ikl kmek . Bu gibi

durumlarda benzerlik oraninin hesaplanmasina iliskin detayli forma, kiitiphane web sayfasinda bulunan Turnitin kullamm kitavuzlarinin
altindan erisilebilir.)

3-TCOR, tezin yalmzca Kapak Sayfasi, Girig, Ana Béli ve Sonug boli i olusan kisminin tek bir dosya olarak intihal tespit
programina yiiklenmesi ile alinir.

Programa yikleme yapilirken Dosya Basligi (document title) olarak tez baghginin tamam, Yazar Adi (author’s first name) olarak 6grencinin
ad, Yazar Soyad (author’s last name) olarak ogrencmm soyadi b||g«s| yazilir.

4- TURNITIN intihal tespit pi i iigili pr fi segenckleri i sekilde
ayarfanir: - Kaynakga haric, - Alintilar hari, - 5 kelimeden daha az 6rtiisme iceren metin kisimlan harig (Limit match size to 5 words)
S-Istege bagh ayarlar kismindan; “Odevleri suraya génder?” secenegi mutlaka DEPO YOK seklinde isaretlenmesi gerekmektedir; aksi
durumda ayni tezin ikinci kez yUklenmesi durumunda benzerlik %100 ¢ikacaktir ve depodan tezi silmek ok uzun siireg gerektirecektir.

6- Raporlama islemi sonra, kaydedilmis olan ekranin gérintisinii sag st kdsesinde yiizdelik sayl olarak belirtilen
“benzerlik orani,” raporlamaya tabi tutulmus olan dosyanin “toplam sayfa sayisi” ve raporlama isleminin yapildigi “tarih” bilgisi, “Yiksek
Lisans/Doktora Tez Galismasi Orjinallik Raporu” formuna islenir.

7- tim g iye aittir.
8-Tez savunma sinavi sonrasinda basarli bulunan ogrenci, tez sinawi tarihi tezde yapilmis muhtemel degisiklikleri
iceren dosya kullanilarak alinmis ikinci bir intihal raporundaki bilgiler kullamilarak hazirlanmis ve tez d: tarafindan |

imzalanmis ikinci bir “YUksek Lisans/Doktora Tez Calismasi Orjinallik Raporu’nu Enstitiiye teslim etmekle yiikimlidir.
9-Turnitin Hakkinda Bilgiler: http://kutuphane.cbu.edu.tr/turnitin.9370.tr.htm!
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VE GENETIK KONGRESI -

{LHuslararas-kKalilieds

1 Ekim 2015 ~ Slidania ._iiﬁ'-typ;;'

expozsed to the electromagnetic field it is determined to change
the phosphoryiation and expression levels of proteinsin a study
in human endothedial cell lines exposed o 900 MHz elecric field
fior an howr it has been observed that inoeased expression bevels
of HspZ27 and PIEMAPK In PIEMAPK value our study is consistert
with the liberaheee. Our study & the first study in eye tissue.
Condusion: Elecromagnetic fields @n @use cellular damage in
rat ocular cells.

PS-01 59

Monolayer ve gliomasfer insan glioblastoma multiforme
kiiltiirlerinds tiyoridazin‘in sitotoksik  etkisinin
karsilasbrlmas:

Ersfiz Exgit, Ozer Orzge’, Can Osman Burak?, Uznsnofiu Sefim®, Wshu
Risghan', Karaca Burgak*

= .. -'._.

Comparison of thioridazine's cytotoxic effect in human
glioblastoma multiforme monolayer cell uitures and
glioma spheres

Ersiiz Ezpi, Ozer f)z;t‘_, Can Osman Bursk”’, U.u.l.rrnéiuSdim‘, Usdy
Riighan', Karsm Burgak®

*Calol Boyar Unfwarsity, Schoof of Madicing, Department of Medioo! Bioiogy
43040, Wunesemena, Monis, Ty

Colnl Bayor Uniwermty Mstiute of Moburml ome Applied  Soanes,
Dapartmant of Bioiogy, Serctian of Molscuior Bioloqy #5140, Murodips,
WMamirs, Turkay

“Colol Boyor Liniversity, Schoci of Madicing, Deportmat of Rodiction
Oncoiogy 43040, Yunusamrs, Monisa, Turkay

“Ege Linfversity Focwky of Medicng, Deportment of Medicol Onooiogy
Bomova /o Turkey

The aim of this study was o compare the cytotoxic effects of
Thioridazine, an antipsychotic drug, in two- [ZD, monolayer) and

*Calai Boyor Onfvarsites]. Tin Fokivtes], i Bjyoio)l AD, 43040 1 o
Manisa

= axyar driversites, Fay i Enctitish, Biyolsi AL, 2
“Coloi Boyar Ciniversites, Tp Fokittesi, Rodyonyon Onkoiofisi AD, 43010
Tuniusemrefaniso

“Eipar Linfvarsitasi Tip Fokdites), Thlay Aktsy Omiokali Hostonesi, I Hostohion
JAD, Mudilo? Dnéoigi 80, IFI00. Bormovayizmic

Cahgmamn amao, antipsikotik birilag olan Tryoridazin'in ik boyutia
(28, tek katman l-monolayer] ve g boyuthy (3B, ghomasfer] insan
glioblastomna muitiforme (GBM) kiitider (U-B7 MG) Grerindeki
sitotoksiketkisininkarpia gordmassdin Gliomasfererinolugurulmas
igin &sili damla [hanging-drop) yontemi kullanddi. U-87 MG hioe
kiltdrandn monolayer ve gliomasfer formian Tiyoridazin®in ar@n
honsamtrasyonlaryia (10 pM -50 pM) 24 sat muamele edildi.
Hilicre canblifinin @gilmesinde XTT testi kullarildi. Tryoridazin'in
IC50 degerer CalcuSym 2.1 yashiminda hessplandt. Hesaplanan
IC50 deferierinin dogrulanmas amaoyla hiore morfolodilerinin
pardntilenme s nde faz-kontrast mikroskobue kullamid. Gafikienn
gizimi ve werilerin istatistiksel snalzi GraphPad Prism 6.0 yazdim
ile yapeldi. Monolayer ve gliomasferin 24 ssatiik kiitinerinde
Tryoridazin'in konsantrasyona bagh olarek artan sitotoksik etiiye
sahip oldufy belirfendi IC50 degerleri monolaper U-ET MG igin
et2 uM, pliomasfer U-B7 MG igin ise 22.824 pM otarak hesaplands.
Tryoridazin'in 1050 defereriyle muzmels edien monolayer hisore
popdlasyonunun azakdif, ghomasfer formasyonunun ise dagildd
piziendi. Sonug olarak, insan GBM monolayer we gliomasfer
liiltirlerinde Tiyoridazin'in sitotoksik bir ajan oldufn ghsterildi.
U-B7 MG gliomasferlerindeki hicrelerin monodayer kiltire kasta
Tryoridazin'e daha direngli oldugu befirlendi.
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three-di sorad (30, glioma spheres) human glioblastoma
multiforme cell cultures [U-BT MG) Hanging drop method was
used to form glioma spheres. Monolayer and glioma spheres
{24 hours) forms of U-E7 MG cell ouftures were treated with the
increasing ooncentrations (10 pM — 50 pb) of Thioridazine. The
XIT assay was used to determine cell viability, The K50 waives of
Thioridazine wene cioulated from AT data by using CalouSyn 2.1
software. The validation of the cloulated IC30 values was assessed
by phase-ctontrast microscopy. Statistca] analysis was cmied out
by GraphPad 6.0 software. Thioridazine decreased oell viahility in
a concentration dependent manner in both 24 hour monclayer
cultures and glioma spheres. 1050 values were calculated as 922
WM and 22624 pM for monolayer U-ET MG cedl culture and glioma
spheres, respectively. Thionidazine deoeased cell population
in monelayer oell cultures, while 30 formation was disrupted in
glioma spheres. In condusion, it was found that Thiondazine was
oytotoxic im 28 howr monolayer ool cultures and ghoma spheres.
U-E7 MG glioma spheres were found to be more resistant to
Thioridazine &5 compared to monolayer cuftures.

PS-01 60

Expression study of E2F-target genes in osteosarcoma
{uz0s) and glioblastoma [T98G) cell ines after knocking
down ARID3A and ARIDIEB

Zapdat Ehandsiar Asm®, Arman Kaifee®, Arslan Ahmet', Iseki
Sachike', Ohtni Kiyashi’, leda Masa Aki'

*Departraant of Madiml Sokngy. Foouwy of Maoioine, Gozinntan LAnarsity
Gaziantap, Tunkey



OZGECMIS

Ad1 EZGI Soyadi ERSOZ
Dogum Yeri Melikgazi Dogum Tarihi 13.08.1990
Uyrugu T.C Telefon 0555 492 8035
E-mail ezgiersoz1308 @gmail.com
Egitim Diizeyi Mezun Oldugu Kurumun Adi Mezuniyet Y1l
Yiiksek Lisans Celal Bayar Universitesi, Saglik | 2014-Devam
Bilimleri Enstitiisii, Tibbi Biyoloji | etmekte
Anabilim Dali
Lisans Ege Universitesi Fen Fakiiltesi, | 2008 — 2013
Biyoloji Boliimii (Zooloji Agirlikli)
Lise Bornova Anadolu Lisesi 2004 — 2008
Is Deneyimi | Kurum Siire Yer
Gorevi
Stajyer Ege Universitesi Tiilay | Temmuz 2014 — | Bornova,
Aktas Onkoloji Hast. | Subar 2016 [ZMIR
Aragtirma Lab.
Stajyer Ege Universitesi Biyoloji | Haziran-Temmuz | Bornova,
Boliimii  Zooloji AD. | 2012 [ZMIR
Laboratuari
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Yayinlar
Ezgi ERSOZ, Osman Burak CAN, Selim UZUNOGLU. Eksozomlarm

Kanserdeki Rolii. CBU Saglik Bilimleri Enstitiisii Dergisi. 2016 / Cilt 3, Sayi 1.

Ezgi ERSOZ, Ozge OZER, Osman Burak CAN, Selim UZUNOGLU, Riichan
USLU, Burgak KARACA. Monolayer ve gliomasfer insan glioblastoma multiforme
kiltiirlerinde Tiyoridazin’in sitotoksik etkisinin karsilastirilmasi. XIV. Ulusal Tibbi
Biyoloji ve Genetik Kongresi 27-30 Ekim 2015, Oliideniz, Fethiye.

Proje ve Projede Yaptig1 Gorevler

e Yiiksek Lisans Bitirme Tezi. Gliomasferlerde Tiyoridazin aracili hiicre 6liim
cesitlerinin arastirtlmasi. CBU Bilimsel arastirma projeleri koordinasyon birimi
tarafindan desteklenen 2015-184 numarali proje de arastirmaci olarak yer aldim.
Danigman: Prof. Dr. Mehmet KORKMAZ. Celal Bayar Universitesi, 2017.

e TUBITAK 1001 Projesi. “Bor ve Tiirevlerinin Bening Prostat Hiperplazisi
(BPH) Uzerine Anti-Proliferatif ve Anti-Enflamatuvar Etki Mekanizmasinin
Arastirilmas1” TUBITAK destekli 113 S 700 No’lu Projede arastirmaci bursiyer
olarak yer aldim.

e Lisans Bitirme Tezi. HIV ( Human Immunodeficiency Virus) Danigman:

Prof. Dr. Ugur KAYA. Ege Universitesi, 2013.

Analitik Temel Bilgiler
e DNA, RNA, Protein izolasyonu,
e PCR, Jel Elektroforezi,

e Mikrotom Ile Kesit Alma,
e Histokimyasal Teknikler,
e SDS-PAGE, ELISA

e Monolayer ve sferoid Hiicre Kiiltiirii Uygulama Ve Yontemleri.
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Egitimler/Sertifikalar

« 01.12.2016 Is Saghg ve Giivenligi Ise Baslama Egitimi Katilim Sertifikasi.
Celal Bayar Universitesi

* 30.06-01.07.2016 ISO 22000 Gida Giivenligi Yonetim Sistemi. (AKED)
Anadolu Kariyer Egitim Danismanlik

* 30.06-01.07.2016 ISO 14001 Cevre Yonetim Sistemi. (AKED) Anadolu
Kariyer Egitim Danigsmanlik

* 30.06-01.07.2016 ISO 9001:2015 i¢ Tetkik¢i. (AKED) Anadolu Kariyer
Egitim Danismanlik

* 30.06-01.07.2016 ISO 9001:2015 Kalite Yonetim Sistemi. (AKED) Anadolu
Kariyer Egitim Danismanlik

* 30.06-01.07.2016 ISO 50001 Enerji Yonetim Sistemi. (AKED) Anadolu
Kariyer Egitim Danismanlik

* 30.06-01.07.2016 ISO 27001 Bilgi Giivenligi Yonetim Sistemi. (AKED)
Anadolu Kariyer Egitim Danismanlik

* 30.06-01.07.2016 ISO 10002 Misteri Sikayet Yonetimi. (AKED) Anadolu
Kariyer Egitim Danismanlik

* 30.06-01.07.2016 OHSAS 18001 Is Saghg ve Giivenligi. (AKED) Anadolu
Kariyer Egitim Danismanlik

* 30.06-01.07.2016 Entegre Yonetim Sistemi. (AKED) Anadolu Kariyer
Egitim Danismanlik

+ 30.06-01.07.2016 Is Yeri Organizasyonu. (AKED) Anadolu Kariyer Egitim
Danigmanlik

* 30.06-01.07.2016 Risk Yonetimi. (AKED) Anadolu Kariyer Egitim
Danigsmanlik

* 30.06-01.07.2016 Stratejik Yonetim. (AKED) Anadolu Kariyer Egitim
Danigmanlik

+ 27-30.10.2016 XIV. Ulusal Tibbi Biyoloji ve Genetik Kongresi.

+ Akademik Ingilizce Egitimi. Akademik Bati1 Dilleri Egitim Kurumu.

« 18.05.2015 Bilim ve Gelisim sempozyumu: bati anadolu’da bilim ve gelisim

toplulugu Dokuz Eyliil Universitesi
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* 01.04.2015 1.0Onkolojide arastirma uygulamalar1 kursu-hazirlik. Dokuz Eyliil
Universitesi Onkoloji Enstitiisii

* 31.03.2015 Laboratuvar Giivenligi ve uygulamalar1 Egitimi. Celal Bayar
Universitesi

* 22-23.01.2015 Proje hazirlama ve yiiriitme galistay1. Celal Bayar Universitesi

« 03.12.2012 GLP- Good Laboratory Practice. TSC Management Systems
Training Academy

* 02.12.2012 GMP- Good Manufacturing Practice. TSC Management Systems
Training Academy

* 01.12.2012 ISO 22000: 2005. TSC Management Systems Training Academy

* 19-22.04.2012 7. Molekiiler Biyoteknoloji Bahar Okulu. Karadeniz Teknik
Universitesi

+ 30.04.2009 Gengler Gelecege Hazirlamyor. E.U. Istatistik Arastirma
Toplulugu

Bilgisayar Bilgisi

e Microsoft Office Programlari
e Adobe Photoshop CS6

e Graphpad Prism 5

e CalcuSyn 2.0

Egitim Sinav Sonuclari
* Lisans Bitirme Puani: 2.50 / 4.00, 14.06.2013.
» Lise: Bitirme puani: 76.39 / 100, 2008.
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Katilinan Aktiviteler

» Resim (Bornova Belediyesi Resim Kursu’na dair “Katilim Belgesi” ve kursun
sonunda agilan sergide yapmis oldugum cesitli resimlerim sergilendi.).

+ Basketball World Cup 10: izmir’de yapilan turnuvaya cagrilarak, turnuva
stiresince ¢alismalarda bulundum.

» Tiyatro (2005-2006 tarihleri arasinda Bornova Anadolu Lisesinde gorsel

sanat etkinliklerine dair “Tesekkiir Belgesi” ).
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