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GLİOMASFERLERDE TİYORİDAZİN ARACILI HÜCRE ÖLÜM 

ÇEŞİTLERİNİN ARAŞTIRILMASI  

 

Öğrencinin Adı: Ezgi ERSÖZ 

Danışmanı: Prof. Dr. Mehmet KORKMAZ 

Anabilim Dalı: Tıbbi Biyoloji 

 

ÖZET 

 

Amaç: Klasik in vitro çalışmalarında kullanılan monolayer (2B) hücre kültür 

yöntemi in vivo araştırmalara ön veri elde etmede yetersiz kaldığı öne sürülmektedir. 

Son yıllarda kullanılmaya başlanan sferoid (3B) hücre kültür yöntemi, hücrelerin in 

vivo koşullarındaki mikroçevre ve hücre-hücre etkileşimini oluşturmayı hedefleyen 

bir yöntemdir. Yetişkinlerde gözlenen malign beyin tümörlerinden biri olan 

glioblastoma multiforme (GBM) IV Evre Astrositomdur. Cerrahi operasyon, 

kemoterapi ve radyoterapi tedavilerine rağmen sağ kalım oranı 12-15 aydır. Anti-

psikotik bir ajan olan Tiyoridazin (THZ)’ in yapılan çalışmalar doğrultusunda anti-

kanser özelliği olduğu ortaya konmuştur. Buradan yola çıkarak monolayer ve sferoid 

hücre kültürlerinde karşılaştırmalı olarak THZ’ nin GBM hücre hatları T98G ve U-

87 MG üzerindeki sitotoksik etkileri ve tetiklediği ölüm mekanizmaları ortaya 

konulması amaçlanmıştır. 

 

Gereç ve Yöntem: Sferoid hücre kültürlerini oluşturmak amacıyla asılı damla 

yöntemi kullanılmıştır. THZ’ nin monolayer ve sferoid kültürlerdeki sitotoksik etkisi 

MTT yöntemi ile ölçülmüştür. Ölüm mekanizmasının belirlenmesi amacıyla da Muse 

hücre analiz cihazıyla uyumlu testler ve ölüm yollarına spesifik inhibitörler 

kullanılmıştır. 

 

Bulgular: Monolayer ve sferoid hücre kültürlerine ayrı ayrı yapılan sitotoksisite 

deneyleri sonucunda IC50 değerleri sırasıyla 12,67 µM (monolayer T98G 24 saat), 

29,30 µM (sferoid T98G 24 saat), 12,80 µM (monolayer U-87 MG 24 saat), 28,68 

µM (sferoid U-87 MG 24 saat) olarak bulunmuştur. THZ’ nin monolayer ve sferoid 
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hücre kültürleri üzerindeki sitotoksik etkisinin otofaji mekanizması üzerinden 

tetiklendiği Muse hücre analiz yöntemi ve ölüm yoluna özgü inhibitörler aracılığıyla 

belirlenmiştir. 

 

Sonuç: Çalışmamızda THZ’ nin hücresel etkisinin monolayer ve sferoid GBM 

kültürlerinde farklılık gösterdiği ilk kez ortaya konuldu. Bu çalışmanın bulguları 

ışığında ileride yapılacak in vitro sitotoksisite çalışmalarının sadece monolayer 

kültürlerde değil aynı zamanda in vivo’ ya benzerliği açısından sferoid kültürlerde de 

yapılması önerilmektedir. Bununla birlikte, GBM hücre hatlarında THZ’ nin 

sitotoksik etkisinin otofaji yolağı üzerinden etkili olduğunun tespit edilmiş olması bu 

ilacın, apoptozu uyaran kemoterapötiklere karşı dirençli olan GBM tedavisinde 

kullanılabilecek bir ajan olduğunun düşünülmesine neden olmaktadır.  

 

Anahtar kelimeler: Sferoid kültürü, Monolayer kültürü, 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 IC50 values were determined as 12,67 μM (monolayer T98G 24 hours), 

29,30 μM (spheroid T98G 24 hours), 12,80 μM (monolayer U-87 MG 24 hours) 

28,68 μM (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. 
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1. GİRİŞ 

 

Biyomedikal çalışmalarda ve hücre biyolojisi deneylerinde kullanılan in vitro bir 

yöntem olan monolayer hücre kültürü (2 boyutlu, 2B), tek bir hücre katmanı üzerinde 

çalışma imkânı sunarak klinik araştırmalar için ön veri oluşturmaktadır. Elde edilen 

ön veriler klinik araştırmalara temel bilgi sağlarken in vivo koşulların getirdiği 

farklılıkları göz ardı etmektedir. 19. yüzyılın başında in vitro deneylerinin in vivo 

koşullara benzerliğini arttırmak amacıyla sferoid (3 boyutlu, 3B) hücre kültürü 

çalışmalarına başlanmıştır. Bu yöntemle, in vitro koşullarda yapılan araştırma 

deneyleri in vivo benzeri koşullara adapte edilerek klinik çalışmalarda kullanılmak 

üzere in vivo’ ya daha yakın sonuçlar elde edilmeye imkân sağlanmıştır (Manome ve 

ark. 2010; Millet ve Gillette 2012). 

 

Kanser, köken aldığı dokuya göre farklı karakteristik özellikler gösterir. 

Astrositlerin kanserleşmesiyle oluşan Astrositoma’ ların IV evresi olan Glioblastoma 

multiforme (GBM) primer beyin tümörleri içerisinde yetişkinlerde en sık karşılaşılan 

ve en ölümcül olandır (Binder ve ark. 2015). GBM’ de tedavi seçenekleri 

günümüzde halen kısıtlı olmakla birlikte tümörün en az %95’ inden fazlasının cerrahi 

yolla çıkarılması ve bunu takiben eş zamanlı yapılan radyoterapi ve kemoterapi 

uygulamaları standart tedavi olarak uygulanmaktadır. GBM’ de kombine tedavilerle 

ortalama hayatta kalma süresi yaklaşık 12-15 ay düzeyindedir. GBM tedavisi 

sırasında karşılaşılan en önemli sorunlardan biri, kanser hücrelerinin 

kemoterapötiklere karşı direnç geliştirmesi ve birçok kemoterapötiğin kan-beyin 

bariyerinden geçememesidir. Bu nedenle GBM tedavisinde sağ kalımı arttıracak yeni 

ajanlara ihtiyaç duyulmaktadır (Louis ve ark. 2016). 

 

Bir Fenotiyazin türevi olan Tiyoridazin (THZ), uzun yıllar psikoz ve şizofreni 

tedavisinde kullanılmış anti-psikotik bir ajandır. THZ’ nin farmakokinetik, 

farmakodinamik özellikleri ve yan etkileri oldukça iyi bilinmektedir. Ayrıca THZ, 

ileri evre kanser hastalarında depresyon ve tümör ilişkili terleme tedavisinde 

kullanılmıştır. Son yıllarda yapılan çalışmalarda ise THZ’ nin kanser hücre hatlarında 

anti-tümör etkisi gösterilmiştir (Pantazaki ve ark. 1999; Tuynder ve ark. 2004). 
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Bu çalışmada, THZ’ nin GBM hücre hatları T98G ve U-87 MG’ nin monolayer 

ve sferoid hücre kültürlerinde konsantrasyon ve zamana bağlı olarak sitotoksik 

etkisinin belirlenmesi ve bu etkinin tetiklediği ölüm mekanizmasının tespit edilmesi 

hedeflenmiştir. 
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2. GENEL BİLGİ 

 

2.1. Sferoid (3B) Hücre Kültürü 

 

Klinik öncesi çalışma modelleri çoğu potansiyel ilaç hedeflerinin keşfinde 

kullanılmasına rağmen, hücre biyolojisi çalışmalarında kullanılan in vitro 

yöntemlerden biri olan monolayer hücre kültüründe elde edilen verilerin bazıları in 

vivo çalışmalar için yeterli ölçüde bilgi sağlayamamaktadır (Thoma ve ark. 2013).  

 

Monolayer hücre kültürü, bir yüzey üzerinde (hücre kültürü kapları veya 

plakalar) homojen hücre ortamı sağlayarak çoğu hücre tipi için hücre 

proliferasyonunun sürdürülebilmesini, moleküler biyolojisini, kök hücre 

farklılaşmasını ve doku morfogenezisini içeren kompleks biyolojik fenomenlerin 

yorumlanabilmesi için gerekli olan temel bilgiyi sağlarken, hücrenin doğal 

ortamındaki konumlanmasından dolayı kazandığı özellikleri göz ardı etmek zorunda 

bırakır (Thoma ve ark. 2013; Fennema ve ark. 2013; Senkowski ve ark. 2015). 

Monolayer kültür çalışmalarında hücrelerin petri kabının yüzeyine tutunması sonucu 

hücre-hücre etkileşimini minimum düzeye inmektedir. Hücreler in vivo koşullardaki 

morfolojilerini kaybederler. Ayrıca hücre-hücre etkileşimleri, polarizasyonları, hücre 

göçleri ve mekânsal örgütlenmeleri sınırlı bir hal alır (Günter ve ark. 2016; Antoni ve 

ark. 2015). Dolayısıyla monolayer hücre kültürlerinden elde edilen sonuçlar hücrenin 

morfolojik, fizyolojik özelliklerini ve deneyin amacına göre kullanılan maddelerin 

mekanizmalarına ışık tutma imkânı sağlayarak ön bulgu verirken in vivo koşullara 

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

 

Sferoid kültür ise hücrelerin kültür plakalarının yüzeylerine yapışmadan küre 

biçiminde hücre kümeleri, doku sferoidleri veya gömülü hücreler olarak canlı doku 

formundaki yapısal proteinlerin ve diğer biyolojik moleküllerin ekstrasellüler matriks 

(ECM) benzeri bir doku iskeletinde veya sıvı tabanlı yöntemlerde oluşmasını 

sağlayarak belirli bir düzeye kadar in vivo koşullara benzerlik sağlayan bir yöntemdir 

(Fennema ve ark. 2013). 
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Sferoid hücre kültürü, monolayer hücre kültürü ile karşılaştırıldığında 3 boyutlu 

küresel bir form oluşturarak, hücre-hücre ve hücre-matriks etkileşimini, hücre 

çoğalması ve farklılaşmasını in vivo benzeri doku yapısı ve homeostazi koşullarını 

sağlayarak daha doğru bir biçimde ifade edebilen bir yöntemdir (Aijian ve Garrell 

2015; Schmal ve ark. 2016; Katt ve ark. 2016; Şekil 2.1).  

 

 

Şekil 2.1 Monolayer hücre kültüründe petri kabında ekilmiş taslak hücre şekli (A) ve faz-kontrast 

mikroskop (Leica Microsystems, Heerbrugg, İsviçre) görüntüsü (B); Sferoid hücre kültüründe taslak 

sferoid şekli (C) ve asılı damla yönteminde oluştururmuş sferoidin faz-kontrast mikroskop görüntüsü 

(D). 

 

2.1.1. Asılı Damla Yöntemi (Hanging Drop) 

 

Harrison tarafından 1910 yıllarında bulunan, Kelm ve ark.’ nın hücre kültürü 

çalışmalarına adapte ederek geliştirdiği sferoid hücre kültür yöntemlerinden biridir 

(Kelm ve ark. 2003). 

 

Yöntemin temel prensibi tek bir damlacık içerisindeki hücrelerin sferoid 

oluşturmasıdır. En eski sferoid kültür yöntemlerinden birisi olan asılı damla 

yönteminde ilk yapılan çalışmalarda asılı damla oluşturmak için petri kapağının iç 

yüzeyine hücre içeren besiyeri damlacıklar halinde bırakılır ve kapak ters çevrilirdi. 

Bu sayede hücreler tutunacak bir yüzey bulamadıkları için birbirlerine tutunarak 

sferoid formunu almaları hedeflenmekteydi. Günümüzde ise hazır asılı damla 
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plakaları üretilerek yöntem daha basit bir hale getirilmiştir (Breslin ve O'Driscoll 

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

 

 

 

Şekil 2.2 Petri kapağına hücre ekimi (A), petri kabında sferoid oluşumu (B), sferoid kültüründe 

kullanılan asılı damla plakaları (C,D) (Perfecta3D® 96-well hanging-drop plates, 3D Biomatrix, 

USA). 

 

2.2. Kanser 

 

Kanser, tek bir hücrede meydana gelen bir dizi moleküler değişimin birbirleri ile 

olan etkileşimlerinden kaynaklanan karmaşık bir hastalıktır. Sadece gerekli 

zamanlarda çoğalan normal hücrelerde büyümenin tetiklendiği veya baskılandığı 

hassas bir denge var iken kanser hücrelerinde bu dengeyi düzenleyen proteinleri 

kodlayan genlerde meydana gelen mutasyonlar söz konusudur (Hanahan ve 

Weinberg 2011). Bu mutasyonlar sonucu hücre normalde hücre büyümesini inhibe 

eden sinyaller varlığında bile büyümeye ve bölünmeye devam eder (Macdonald ve 

ark. 2004). Bu anormal büyüme modeli çok hücreli organizmada hücrenin 

çoğalmasını, farklılaşmasını ve sağ kalımını düzenleyen genlerdeki mutasyonlar 

sonucu gözlenir (Lieberman ve Marks 2013). İlk mutasyon hücrelerin genetik açıdan 
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homojen klon üretmek için bölünmelerine neden olur. Daha sonra oluşan 

mutasyonlar hücrenin büyüme potansiyelini arttırmaya yönelik meydana gelirler. Bu 

hücreler hücre yapısında, hücre adezyonunun azalmasında ve yeni enzim 

üretilmesindeki değişiklikleri kapsayan yeni karakteristik özellikler geliştirirler. Bu 

sayede oluşan hücre topluluğu, yani tümör, içerisinde farklı özelliklere sahip alt 

klonlar meydana getirir ki tümör bu şekilde heterojen bir yapı kazanır. Bu artan 

büyüme sonucu kanser hücreleri normal sağlıklı hücrelerin fonksiyonlarını baskılar. 

Kanser hücreleri köken aldıkları bölgede kaldıkları sürece benign olarak, fakat 

invazif özellik kazadıklarında ise malign olarak kabul edilirler. Malign tümörlerdeki 

kanser hücreleri genellikle metastatik özelliğe sahiptirler (Macdonald ve ark. 2004; 

Frederick ve ark. 2003). 

 

Kanser hücrelerinde meydana gelen mutasyon ve mutasyonların birikmesi 

sonucu gözlenen proliferatif sinyalizasyonun sürdürülmesi, büyümeyi baskılamadan 

kaçınma, işgal ve metastaz aktivitesi, replikatif ölümsüzlük sağlama, hücre ölümüne 

karşı direnç kazanma, indükleyici anjiyogenez karateristik özellikleri tümörigenez 

aşamalarında karşılaşılan süreçlerdir (Hanahan ve Weinberg 2011). Tümörigenez 

sırasında meydana gelen süreçlerin mekanizmaları tam olarak açıklığa kavuşmamış 

olmasına rağmen tümörigenez sürecinin desteklenmesinde genlerdeki mutasyonların 

birikmesi olduğu açıktır. Tümör hücrelerinin her bir jenerasyonunun normal hücre 

büyümesini düzenleyen biyolojik kuralları zayıflatarak ekstrem koşullara daha fazla 

adaptasyon sağladığı Darvinci evrimde olduğu gibi tümör gelişimi içinde 

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

 

2.2.1. Glioblastoma Multiforme (GBM) 

 

Sinir sistemi hücreleri “nöron” ve “glia olarak iki sınıfa ayrılır. Glia hücreleri, 

nöronların etrafında fiziksel bir bariyer olarak bulunan, onlara besin ve oksijen temin 

eden, atıkları uzaklaştıran, patojenlere karşı koruyan ve diğer nöronlar arasındaki 

sinyal iletimini sağlayan nöronlardan daha küçük boyutlardaki sinir hücreleridir 

(Allen ve Barres 2009). Glia hücrelerinin merkezi (MSS) ve periferal sinir 

sistemlerinde (PSS) morfolojilerine, fonksiyonlarına ve sinir sistemindeki 
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konumlanmalarına göre sınıflandırmaları Şekil 2.3’ de gösterilmiştir (Verkhratsky ve 

Butt 2007). 

 

 

 

Şekil 2.3 Sinir sistemi hücrelerinin sınıflandırılması (Verkhratsky ve Butt 2007). 
 

2.2.1.1 Astrositler 

 

Merkezi sinir sisteminin çoğunluğunu oluşturan astrositler, nöronlar gibi yıldızsı 

formda ve çok sayıda uzantıya sahiptirler. Astrositleri diğer glia hücrelerden 

fonksiyonel olarak ayıran önemli özelliklerinden bir tanesi sitoiskelet oluşumuna 

katılan ara filament ekspresyonudur (Allen ve Barres 2009). 

 

Astrositler beyin endotelyal hücreleri ile etkileşerek kan beyin bariyerinin 

oluşumuna katılırlar. Kan vasıtasıyla beyine gelen maddelerin seçici geçirgen olarak 

girişini düzenlemede, hasar gören nöronların onarımında astrositler büyük önem 

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

 

Tüm kanser tipleri içerisinde beyin tümörlerinin görülme insidansı 100.000’de 7 

olup kansere bağlı ölümlerin %2 sini oluştururlar (Ferguson 2011).  

 

Glia hücrelerinin alt grubu olan astrositlerin kanserleşmiş formlarına glioma 

veya astrositoma adı verilmektedir. Gliomalar beyin dokusunda görülen tümörlerin 

yaklaşık %80’ini oluşturmaktadır (van Tellingen ve ark. 2015; Lee 2010; Bauman ve 

ark. 1999; Şekil 2.4). 

 

 

 
Şekil 2.4 Glia hücrelerinin farklılaşması (Huse ve Holland 2010). 

 

Astrosit kökenli glioma WHO (Dünya sağlık öğütü) tarafından dört evrede 

sınıflandırmıştır (Louis ve ark. 2016). 

 

I. Evre: Pilositik Astrositom: Tanı konduktan sonra 20 yıl hayatta kalma oranı 

%80’dir. Genç yaştaki bireylerde gözlenir ve normal dokularda invazyona neden 

olmaz. Cerrahi işlemlerle veya kemoterapi ve radyoterapi ile tedavi edilebilir 

(Collins ve ark. 2015). 
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II. Evre: Düşük dereceli Astrositom: Ortalama yaşam süresi 5 ile 10 yıldır. 

Normal dokulara invazyon yapar ve tedavi olarak cerrahi müdahale, radyoterapi ve 

kemoterapi uygulanır (Schiff 2015). 

 

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

ortalama yaşam süresi 2-3 yıldır (Alifieris ve Trafalis 2015). 

 

IV. Evre: Glioblastoma: Yetişkinlerde en sık görülen malign beyin tümörüdir. 

Tanı konduktan sonra ortalama yaşam süresi 12 ile 15 aydır. Glioblastoma 

hücrelerinin oluşturduğu tümörler hücresel ve moleküler düzeyde geniş bir 

heterojenite göstermelerinden dolayı Glioblastoma ‘multiforme’ olarak da 

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

 

GBM görüldüğü yaş grubu, tümör gelişim aşamaları ve moleküler bakımında 

“primer” ve “sekonder” GBM olarak iki sınıfa ayrılmaktadır (Şekil 2.5). Primer 

GBM, genellikle 55-60 yaş ve üzeri bireylerde görülür ve hastalık 3 aylık bir sürede 

ilerler. Sekonder GBM ise 45 yaş altı bireylerde görülmektedir. Sekonder GBM ise 

II. veya III. evre astrositomaların malign transformasyonundan gelişir. Hastalığın IV. 

evre GBM formuna ilerleme süresi ortalama 4-5 yıldır (Kanu ve ark. 2009; Sarkar ve 

ark. 2009; Hayden 2010). 
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Şekil 2.5 Primer ve Sekonder GBM’deki önde gelen genetik mutasyonlar (Kanu ve ark, 2009). 
 

Glioblastoma tedavisinde karşılaşılan en büyük sıkıntı uygulanan kemoterapi ve 

radyoterapiye karşı gelişen dirençtir. Kemoterapi tedavisinin başarısız olmasının 

önemli bir sebebi de kullanılan ilaçların kan-beyin bariyerine takılması veya 

geçebilmeyi başaran ilaçların da hücre ölüm yolaklarını uyarmadaki yetersizliğidir. 

Bunların dışında kontrolsüz çoğalması ve metastatik yapıda olması cerrahi 

müdahalelerin başarı oranını da önemli ölçüde azaltmaktadır (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) moleküler 

ağırlığı 407.04 g/mol olan fenotiyazin ilaç grubuna dahil, piperidin içeren güçlü bir 

anti-psikotik ve anti-anksiyete ajanıdır (Strobl ve ark. 1990; Rho ve ark. 2011; Kang 

ve ark. 2012; Otręba ve ark. 2015; Şekil 2.6). Uzun yıllardır psikoz ve şizofreni gibi 

psikotik bozuklukların tedavisinde kullanılmaktadır (Cheng ve ark. 2015; Lu ve ark. 

2015). Aynı zamanda ilerlemiş kanser tedavisinde kansere bağlı terleme ve 

depresyon tedavisinde de kullanıldığı bilinmektedir (Rho ve ark. 2011; Kang ve ark. 

2012; Byun ve ark. 2012). 

 

 

Şekil 2.6 Tiyoridazin’in molekül formülü (http://www.sigmaaldrich.com Erişim Tarihi: 07 Nisan 

2017). 

 

THZ’ nin piperidin halkası sert hidrofobik üç halkalı bir gruptan meydana gelir 

(Kopec ve Khandelia 2014). THZ, lipofilik bir bileşik olmasından mütevellit hızlı bir 

şekilde absorbe edilerek organlara yayılabilmekte ve kan-beyin bariyerinden kolayca 

geçebilmektedir (Daniel ve Wójcikowski 1999; Daniel 2003). 

 

Son yıllarda yapılan araştırmalarda THZ’ nin anti-psikotik etkisinin yanı sıra 

tümör hücrelerinde sitotoksik etki gösterdiği tespit edilmiştir (Strobl ve ark. 1990; 

Şekil 2.7). 

 

http://www.sigmaaldrich.com/
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Şekil 2.7 Tiyoridazin’in metabolizması (Daniel ve ark. 1997). 

 

Yapılan çalışmalarda THZ’ nin meme kanseri (Strobl ve ark. 1990; Yin ve ark. 

2015), melonama (Glass-Marmor ve ark. 1996; Gil-Ad ve ark. 2006), monositik 

lösemi (Tuynder ve ark. 2004), lösemi (Zhelev ve ark. 2004), yumurtalık kanseri 

(Rho ve ark. 2011; Byun ve ark. 2012; Park ve ark. 2014), böbrek 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), küçük hücreli olmayan akciğer kanseri (Sudo ve ark. 2015), pankreas 

kanseri (Chien ve ark. 2015), nöroblastoma  (Gil-Ad ve ark. 2004) ve Glioblastoma 

(Min ve ark. 2014; Cheng ve ark. 2015) hücre hatları üzerinde sitotoksik etkileri 

gösterilmiştir. Yapılan çalışmalar sonucu bu sitotoksik etkilerin farklı kanser 

tiplerinde farklı ölüm mekanizmaları üzerinden çalıştığı belirtilmektedir. 

 

THZ’nin anti-kanser özelliğinden yola çıkarak yapılmış olan çalışmalarda 

GBM8401 ve U87MG Glioblastoma hücre hatları THZ’ nin artan konsantrasyonları 

(1-10 μM) ile 72 saat muamele edildiğinde sitotoksik etki gösterdiği gözlenmiştir. Bu 
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etkiden yola çıkılarak yapılmış olan protein ekspresyonu çalışmasında kaspaz-3 

protein miktarında bir değişim gözlenmezken, LC3-II protein miktarında önemli 

ölçüde artış görülmüş ve THZ’ nin sitotoksik etkisinin otofaji üzerinden 

gerçekleşmiş olabileceği öne sürülmüştür (Cheng ve ark. 2015). 

  

İnsan nöroblastoma (SH-SY5Y) ve fare glioblastoma (C6) hücre hatları THZ’ 

nin artan konsantrasyonları (10-30 μM) ile 24 saat muamele edildiklerinde ise 

sitotoksik etkinin apoptoz mekanizması üzerinden olduğu kaspaz-3 artışı ile 

belirlenmiştir (SH- SY5Y için IC50, 11 ± 1,2 μM ve C6 için 13 ± 1,5 μM) (Gil-Ad ve 

ark. 2004). Farklı kanser tipleri ile ilgili yapılan çalışmalarda neoloplastik bir ajan 

olan THZ’ nin, meme kanseri hücre hattında (MCF-7) hücre proliferasyonunu inhibe 

ettiği gösterilmiştir (Strobl ve ark. 1990). Bununla birlikte, MDR fare T-lenfoma 

hücreleri THZ’ nin artan konsantrasyonlarındaki (5-10-20 μM, 24 saat) sitotoksisite 

analizi sonucu belirlenen IC50 (9,56 μg/ml) değeri ile 90 dakika muamele edildiğinde 

ise populasyonun yaklaşık %50’ sinin erken apoptoz ile öldüğü gösterilmiştir 

(Spengler ve ark. 2011). Ayrıca paclitaxel dirençli MDA-MB-361 ve BT-474 hücre 

hatlarında THZ muamelesi sonucu MDR-1 protein (multi drug resistence-1/çoklu 

ilaç direnci-1) ekspresyonunun baskılandığı, tümör hacminin azaldığı, apoptozun 

uyarıldığı ve tümör anjiogenezinin inhibe edilerek proliferasyonun azaldığı tespit 

edilmiştir (Yin ve ark. 2015). Ovaryum kanser hücre hatlarının (OVCAR-3 ve 2774) 

THZ ile 24 saat muamele edilmesi sonucunda ise IC50 değerleri sırasıyla 15 μM ve 

25 μM olarak belirlenmiş, ayrıca vaskuler endoteliyal büyüme faktörünün uyarıldığı 

ve HUVEC hücrelerinin migrasyonunda azalmaya yol açtığı tespit edilmiştir (Byun 

ve ark. 2012). 

 

Servikal (HeLa, Caski ve C33A) ve endometrial (HEC-1- A ve KLE) hücre 

hatlarına uygulanan THZ’ nin hücre proliferasyonunu inhibe ettiği ve apoptozu 

tetiklediği, aynı zamanda p53 transkripsiyonunu arttırarak hücre döngüsünde G1 

fazını uyardığı ve Akt/mTOR/p70s6k sinyal yolağı aracılığıyla tümör büyümesini ve 

metastazı inhibe ettiği gösterilmiştir (Kang ve ark. 2012). Son zamanlarda yapılan 

çalışmaların birinde ise hepatoma hücre hatlarında (SNU449, LM3, huh7) THZ’ nin 

artan konsantrasyonlarının (5-10-100 μM, 24 saat) hücre döngüsünü durdurarak 
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hücre proliferasyonunu inhibe ettiği belirlenmiştir (Lu ve ark. 2015). 

 

Min ve ark yaptıkları çalışmada THZ’ nin, TRAIL-aracılı apoptoz üzerindeki 

etkileri araştırılmıştır. THZ ve TRAIL kombinasyonunun glioma (U251MG), böbrek 

kanseri (Caki, ACHN ve A498) ve meme kanseri hücre hatlarının (MDA-MB231) 

apoptoza duyarlılığını arttırdığını ancak normal hücreler üzerinde bir etki 

göstermediğini saptamıştır (Min ve ark. 2014). PTEN-hasarlı kanser hücre hatlarında 

yapılan çalışmada ise THZ’ nin PI3K/Akt sinyal yolağını inhibe ederek hücre 

proliferasyonunu inhibe ettiği gösterilmiştir (Kau ve ark. 2003). Yapılan bir başka 

çalışmada da THZ’ nin paclitaxel dirençli MDA-MB-361 ve BT-474 meme kanser 

hücre hatlarında MDR-1 protein (multi drug resistence-1/çoklu ilaç direnci-1) 

ekspresyonunu baskıladığı gösterilmiştir (Yu ve ark. 1998). THZ (10 μM) ve 

gefitinib (10 μM) kombinasyonunun akciğer kanser hücresine (H1975) hattında 

hücre çoğalmasını %65’ e kadar inhibe ettiği ve apoptozu tetiklediği tespit edilmiştir 

(Sudo ve ark. 2015). Ovaryum kanserinde (SKOV-3) THZ’nin (20 μM) sitotoksik 

etki gösterdiği ve bu etki sonucunda yapılan western blot analizlerinde kaspaz-3 

aktivasyonunun arttığı gözlenmiş, sonuçlardan elde edilen veriler doğrultusunda 

sitotoksik etkinin ölüm tiplerinden apoptozu tetiklediği belirtilmiştir. Aynı zamanda 

THZ’ nin Akt fosforilasyonunu baskıladığını ve hücre büyümesini G0/G1 fazında 

inhibe ettiğini tespit etmişlerdir. THZ (20 μM), cisplatin (20 μM) ve paclitaxel (30 

μM) ile kombinlenerek yapılan çalışmalarda ise sitotoksisitenin önemli ölçüde arttığı 

gösterilmiştir (Rho ve ark. 2011). 

 

Literatürde THZ ile in vitro çalışmaların yanı sıra bazı in vivo çalışmalar da 

mevcuttur. Fare ksenograft çalışmalarında GBM8401 ve U87MG hücre hatları 

kullanılarak oluşturulan modellerde THZ tedavisi sonucunda tümör çaplarında 

küçülme gözlenmiş (Cheng ve ark. 2015) ve ovaryum kanserinde de THZ tedavisi 

(25 mg/kg) sonucunda tümör çaplarında %70 küçülme meydana gelmiştir. Ayrıca 

Bcl-2, Survivin, c-Myc, Siklooksijenaz (COX-2), interselüler adhezyon molekül-1 

(ICAM-1) ve X-bağlı apoptoz inhibitör proteinin (XIAP) THZ tedavisi uygulanan 

tümörlerde downregule olduğu gözlenmiş aynı zamanda tümör büyümesi ve 

anjiogenezi de inhibe ettiği görülmüştür (Park ve ark. 2014). HCC (hepatosellüler 
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karsinom) hücre hatlarında fare ksenograft çalışmasında THZ tedavisinin DMSO 

tedavisinden daha fazla tümör boyut ve ağırlığını azalttığı gösterilmiştir (Lu ve ark. 

2015). Deri altı tümörlerinden meme kanseri (MDA-MB231) ve monositik lösemi 

(U937) hücre hatlarında de THZ tedavisi (6,75 mg/kg) ile tümör çaplarında küçülme 

gözlenmiştir. Ayrıca translasyon kontrol tümör proteini (TCTP) miktarında önemli 

ölçüde azalma tespit edilmiştir (Tuynder ve ark. 2004). 

 

2.4. Hücre Ölüm Tipleri 

 

Tüm organizmalarda olduğu gibi canlılığın en küçük birimini oluşturan 

hücrelerin yaşam döngüsü embriyonik dönemden itibaren kendi iç kontrolleriyle 

düzenlenmektedir. Çok hücreleri organizmalarda doku homeostazisi, mitozun ve 

hücre ölüm mekanizmalarının dengeli bir şekilde işlemesiyle sağlanmaktadır 

(Ameisen 2009). Ancak kanser hücrelerinde meydana gelen mutasyonlar bu 

dengenin bozulmasına neden olur. Kanser tedavisine yönelik yapılan araştırmalarda 

kullanılan ilaçların genel hedefi kanserli hücrede ölüm yolaklarını tetikleyebilmeye 

yöneliktir. Bu nedenle kanser hücreleri üzerine yapılan çalışmalarda hücre ölüm 

mekanizmalarını anlamak ve bu mekanizmalarda meydana gelen mutasyonlara karşı 

bir yanıt oluşturmak amaçlanmaktadır (Constantinou ve Papas 2009; Marzban ve ark. 

2015; Kaza ve ark. 2012). 

 

2.4.1. Apoptoz 

 

Apoptoz ilk olarak Carl Vogt tarafından 1842 yılında karada ve suda yaşayan 

organizmaların hücrelerinin normal gelişimleri esnasında gerçekleşen ölümü olarak 

tanımlanmıştır. 1972 yılında ise Kerr ve ark. hücre ölümünü fizyolojik olarak 

incelemiş ve hücrelerin öldüklerinde dokudan kopuyormuş gibi uzaklaşmasından 

yola çıkarak, apoptoz (Apo: ayrı, Ptozis: düşmek) terimini ilk kez literatüre 

kazandırmıştır (Peter ve ark. 1997). 

  

Apoptoz, hücrenin planlı bir şekilde kendi kendini ölüme göndermeyi seçtiği bir 

yöntem yani başka bir ifadeyle hücresel intihardır (Lu ve ark. 2000). Temel olarak 
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belirli genler tarafından düzenlenen, RNA ile protein sentezi gerektiren ve enerjiye 

ihtiyaç duyan programlı bir hücre ölümüdür (Coskun ve Ozgur 2011). Apoptozda 

morfolojik olarak membran bütünlüğü korunarak hücre büzüşür ve diğer hücrelerle 

olan bağlantısını kaybeder. Hücre küçük apoptotik cisimcikler oluşturarak parçalanır 

ve makrofajlar tarafından fagositoza uğrar (Martinez 2010). 

 

Embriyonik gelişimden itibaren doku homeostazisini koruma, organların 

düzenlenmesi, hasarlı ve yaşlı hücrelerin eliminasyonu ve patogeneze karşı etkin bir 

mekanizma olarak apoptoz iş görmektedir (Bellamy ve ark. 1995; Schwartzman ve 

Cidlowski 1993; Hu ve ark. 2001). 

 

2.4.1.1. Apoptoz Mekanizması 

 

Apoptoz hücre içi kaspazlar ile yönlendirilen, ölüm reseptörleri aracılı dış yolak 

ve mitokondri ilişkili iç yolak olmak üzere iki farklı mekanizma üzerinden 

tetiklenmektedir. Her iki mekanizmanın temelinde hücre içinde inaktif formda 

bulunan kaspazların (Sisteine bağlı aspartat yönlendirmeli proteazlar, Caspase) aktif 

hale geçerek apoptotik sinyallerin oluşması vardır. Kaspaz-2, 8, 9, 10 apoptoz 

başlatmada rol oynarken kaspaz-3, 6, 7 apoptotik hücrenin morfolojisinin 

oluşmasından sorumludur (He ve ark. 2014). 

 

Dış yolakta (ölüm resptörü aracılı, extrinsic) apoptotik sinyal; hücre 

membranında bulunan ölüm reseptörlerine (FasR, Fas reseptör; TNFR1, Tümör 

nekroz faktör reseptörü-1; DR4/5, ölüm reseptörü 4/5 ) ölüm ligandlarının (FasL, Fas 

ligand; TNFα, tümör nekrozis faktör alfa; TRAIL, tümör nekroz faktörü ile ilgili 

apoptoz-indükleyici ligand) bağlanması ile başlar. Ligand-reseptör etkileşimi sonucu, 

membran ölüm reseptörlerinin hücre içi tarafında bulunan FADD (Fas ilişkili ölüm 

domaini) ve TRADD (TNF reseptör ilişkili ölüm domaini) aktive olarak başlatıcı 

kaspazlardan pro-kaspaz 8 ve pro-kaspaz 10’ u aktif form olan kaspaz 8 ve kaspaz 

10’  a dönüştürür. Aktifleşen başlatıcı kaspazlar pro-kaspaz 3’ ü aktif form olan 

kaspaz-3 haline getirir ve hücre apoptoza sürüklenir (Elmore 2007). 
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İç yolak (mitokondri aracılı, intrinsic); mitokondri membran bütünlüğünü 

etkileyerek hücrenin hayatta kalması ya da ölüme gitmesinde rol oynayan Bcl-2 (B-

hücre lenfoma 2) protein ailesi tarafından düzenlenir. 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 ayrılır. Kemoteropatik 

ajanlar, iyonize radyasyon, büyüme faktörü eksikliği ve DNA hasarları pro-apoptotik 

Bcl-2 protein ailesinin aktive ederken anti-apoptotik Bcl-2 protein ailesini de 

nötralize eder. Pro-apoptotik sinyalin artması sonucunda mitokondri iç membran 

potansiyeli azalır ve mitokondri dış membran geçirgenliği artarak iki membran arası 

boşlukta bulunan sitokrom-c sitoplazmaya salınır. Sitokrom-c, APAF-1 (apotozisi 

aktive eden faktör-1,Apoptotic protease activating factor-1) ve pro-kaspaz 9 ATP 

varlığında apoptozom kompleksi oluşturulur. Apoptozom oluşumuyla aktive edilen 

kaspaz-9 sırasıyla kaspaz 3, 6, 7’ yi aktive ederek hücreyi apoptoza sürükler 

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

 

 

Şekil 2.8 Apoptozis iç ve dış yolak mekanizması. (Ashkenazi 2008). 
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2.4.2. Otofaji 

 

Hücrenin kendi kendini sindirmesi olarak bilinen otofaji (auto; kendi, phagy; 

yeme) hücre içerisindeki makro moleküllerin ve organellerin kese içerisinde 

lizozoma gelerek lizozamda parçalanması ile son bulan bir mekanizmadır. Hücresel 

stres durumlarında, besin ve büyüme faktörü eksikliğinde, hücre homeostazisinin 

korunmasında, hücre metabolizmasının düzenlenmesinde, morfogenezde, hücre 

farklılaşmasında, yaşlanmada, hücre ölümünde ve bağışıklık sistemin bir parçası 

olarak hücre içi patojenlerin yıkımında görevlidir (Gallagher ve ark. 2016). Ayrıca 

çok hücreli organizmalarda otofaji aynı zamanda besin ve enerji dengesinin 

sağlanabilmesi için, proteinlerin veya gerekli hücresel bileşenlerin hücreye geri 

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

 

2.4.2.1. Otofaji mekanizması 

 

Hücreye gelen sinyal tipi ve hücre içi yapıların lizozomlara taşındıkları yollara 

göre 3 farklı otofaji çeşidi vardır.  

 

1. Şaperonlar aracılı otofaji, Lys-Phe-Glu-Arg-Gln (KFERQ) motifli 

proteinlerin lizozom zarına seçici bir biçimde taşınması ile gerçekleşir. 

2. Mikrootofaji, hücrede hasar görmüş veya gerekli olmayan organellerin ve 

proteinlerin otofagozom aracılığıyla lizozoma aktarılarak doğrudan yıkılması için 

tasarlanmış seçici bir işlemdir. 

3. Makrootofaji, otofajinin en sık gözlenen ve bilinen çeşididir (Kiang ve ark. 

2010). 

 

Otofajinin başlama aşamasında mTORC1 (Rapamisin memeli hedef kompleksi -

1) ve sınıf III PI3K kompleksi (sınıf III fosfatidilinositol-3-kinaz) olmak üzere iki 

büyük makromolekül kompleksi etkili olur.  

 

mTORC1 kompleksi; mTOR, Raptor (mTOR' un düzenleyici ilişkili protein), 

GβL (memeli G proteini β-altbirim benzeri protein), Deptor (DEP alanı içeren 
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mTOR etkileşen protein) ve PRAS40 (prolin- 40 kda'lık zengin Akt substrat) 

proteinlerinden oluşur. Hücredeki açlık, hipoksi ve çeşitli stres koşulları altında 

mTORC1 kompleksi; ULK1 / 2, Atg13 (otofajiye bağlı gen 13), FIP-200 (200 kda' 

lık fokal adezyon kinaz ailesi ile etkileşen protein) ve Atg101'den oluşan ULK 

kompleksi (UNC-51 benzeri kinaz) ile etkileşime girer. Aktifleşen ULK kompleksi 

otofagozom oluşumunu başlatır (Ding ve ark. 2015).   

 

Sınıf III PI3K kompleksi sınıf III PI3K, Vps34 (vakuoler protein sıralama 34), 

p150, Beclin 1 ve Atg14'den oluşur. Bu kompleks Vsp34 ile aktivasyonu sonucu 

lipid bir molekül olan Psp3P üreterek otofagozomun uzamasında iş görür (Gallagher 

ve ark. 2016). 

 

Öncü- otofagozom yapısının uzatılmasında iki ubikitin benzeri konjugasyon 

sistemi bulunur. Birinci konjugasyon sisteminde, Atg12, Atg 7 ve 10 aracılığıyla 

Atg5’ e bağlanır. Daha sonra Atg16 çift kıvrımlı bölgeden Atg12-Atg5’ e bağlanarak 

800 kDa’ luk makro bir kompleks oluşturarak otofagozomun dış zarına bağlanır ve 

otofagozom olgunlaştığı zaman dış zardan ayrılır. İkinci konjugasyon sisteminde, 

Atg4B inaktif halde bulunan LC3/Atg8 kompleksini C-terminal uçtan keserek LC3-I 

meydana getirir. LC3-I Atg3 ve Atg7 gerektiren ubikitin -benzeri reaksiyonda 

fosfatidiletanolamin (PE) ile birleşerek LC3-II formunu alır. LC3-II ve PE kompleksi 

otofagozomun iç zarına bağlanır (Ding ve ark. 2015; Mathew ve ark. 2007).  

 

Otofagozom ve lizozom, Küçük GTPaz (Rab7 gibi), syntaxin 5, bazı SNARES 

(çözünebilir N-etilmaleimide duyarlı protein bağdaştırıcısı), LAMP1 ve LAMP2 

(lizozom ile ilişkili membran proteini) ve sınıf C Vps proteinleri kapsayan çeşitli 

proteinler aracılığıyla füzyon oluşturur ve bunun sonucunda otofgazom içeriği 

parçalanır (Cohignac ve ark. 2014; Şekil 2.9). 
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Şekil 2.9 Otofaji mekanizması (Cohignac ve ark. 2014). 
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3. GEREÇ VE YÖNTEM 

 

3.1. Hücre Hatları Temini 

 

İnsan GBM hücre hatları T98G ve U-87 MG, Tülay Aktaş Onkoloji Hastanesi 

Tıbbi Onkoloji Araştırma Laboratuvarı’nın Interlab Cell Line Collection (ICLC, 

İtalya) ve American Type Culture Collection (ATCC) (Wesel, Almanya)’ den ticari 

olarak satın aldığı kanser hücre hatları panelinden temin edildi (Şekil 3.1). 

 

 

 

Şekil 3.1 Glioblastoma multiforme hücre hatları T98G (A) ve U-87 MG (B). 

 

3.2. Hücre Hatlarının Çoğaltılması ve Pasajlanması  

 

T98G hücre hattı %5 FBS (Fetal Dana Serumu, Caprıcorn), %1 

Penisilin/Streptomisin (Caprıcorn) ve %1 L-Glutamin (Caprıcorn) ilave edilen 

DMEM (Dulbecco’s modified Eagle’s minimal essential medium, Caprıcorn) 

besiyerinde 37 
oC’ de %5 CO2 içeren inkübatörde (Esco CO2'li inkübatör) 10 cm’lik 

doku kültür kaplarında (Sarstedt TC Dish 100 mm, Standard 83,1802) çoğaltıldı. 

 

U-87 MG hücre hattı %10 FBS, %1 Penisilin/Streptomisin ve %1 L-Glutamin 

ilave edilen MEM (Minimum Essential Medium Eagle, Caprıcorn) besiyerinde 37 
oC’ de %5 CO2 içeren inkübatörde 10 cm’lik doku kültür kaplarında çoğaltıldı. 
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Hücre devamlılığı sağlanması amacıyla 48 saat arayla kültür kaplarında çoğalan 

hücre hatlarının besiyerleri değiştirildi. Kültür kabındaki besiyeri vakum pompası 

(Vacuum Pump) ve steril pastör pipet (FL Medica) yardımıyla uzaklaştırıldı. Kültür 

kaplarına 24 saat için 5 ml olacak şekilde besiyeri eklenerek inkübatöre kaldırıldı. 

 

Hücreler kültür kaplarında %80’ in üzerinde hücre yoğunluğuna ulaştığında 

tripsinizasyon yöntemi ile pasajlama işlemi uygulandı.  

 

● İlk olarak kültür kabında bulunan besiyeri vakum pompası yardımıyla 

uzaklaştırıldı. 

● Kültür kaplarına 4 ml PBS (Fosfat Tuz Tamponu, invitrogen) eklenerek 

yüzey yıkandı ve PBS vakum pompası ile uzaklaştırıldı.  

● Daha sonra kültür kaplarına 1,5 ml Tripsin-EDTA (%0,025’li, Caprıcorn) 

eklenerek 2-5 dakika inkübasyona bırakıldı.  

● İnkübatörden çıkartılan kültür kaplarına Tripsin-EDTA’ nın enzimatik 

etkisini nötralize etmek için 4 ml besiyeri ilave edildi.   

● Pipetaj işlemi ile toplanan hücreler 15 ml’ lik falkon tüplere aktarılarak 2850 

rpm de 5 dakika santrifüj (nüve) edildi.  

● Santrifüj sonrası falkon tüpteki süpernatant vakum pompası ile uzaklaştırıldı. 

Tüpün dibinde kalan pellet 1 ml besiyerinde süspanse edildi. 

● 24 saat için 5 ml besiyeri eklenen kültür kaplarına falkon tüpte çözülen hücre 

süspansiyonundan 250 μl eklenerek inkübatöre kaldırıldı. 

 

3.3. Hücre Hatlarının Dondurulması ve Saklanması 

 

Çalışmanın sonraki aşamalarında kullanılmak üzere hücre hatları dondurularak 

stok alındı. 

 

● İlk olarak kültür kabında bulunan besiyeri vakum pompası yardımıyla 

uzaklaştırıldı. 

● Kültür kaplarına 4 ml PBS eklenerek yüzey yıkandı ve PBS vakum pompası 

ile uzaklaştırıldı.  
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● Daha sonra kültür kaplarına 1,5 ml Tripsin-EDTA eklenerek 2-5 dakika 

inkübasyona bırakıldı.  

● İnkübatörden çıkartılan kültür kaplarına Tripsin’ in enzimatik etkisini 

nötralize etmek için 4 ml besiyeri ilave edildi.   

● Pipetaj işlemi ile toplanan hücreler 15 ml’ lik falkon tüplere aktarılarak 2850 

rpm de 5 dakika santrifüj edildi.  

● Santrifüj sonrası falkon tüpteki süpernatant vakum pompası ile uzaklaştırıldı.  

● Tüpün dibinde kalan pellet 1 ml dondurma solüsyonunda (%90 FBS, %10 

DMSO; Dimetil sülfoksit, Sigma) süspanse hale getirildi 

● Süspanse hale gelen hücreler kriyo tüpe konularak -80 
oC’ deki dondurucuya 

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

 

3.4. Hücre Sayımı  

 

 Yapılan her bir deneyde belirli sayıda hücre ile işleme başlamak amacıyla 

Thoma lamı ile hücre sayımı yapıldı. 

 

● Hücreler kültür kabından tripsinizasyon işlemi ile kaldırılarak falkon tüplere 

aktarıldı.  

● 2850 rpm’ de 5 dakika santrifüj edildi. 

● Tüpteki süpernatant vakum pompası ile uzaklaştırıldı, dipte kalan pellet 1 ml 

besiyerinde çözüldü.  

● Süspanse hale gelmiş sıvıdan 50 µl çekilip 1,5 ml’ lik mikrosantrifüj tüplerine 

konuldu ve üzerine 50 µl tripan-mavisi ilave edildi.  

● Pipetaj yapıldıktan sonra 50 µl çekilip Thoma lamı üzerine konuldu ve 

inverted ışık mikroskobunda (Leica DMIL) hücreler sayıldı.  

 

Hücre membran bütünlüğü bozulduğu için mavi renkli boyanan hücreler ölü, 

mavi renkli boyanmayan beyaz hücreler canlı kabul edildi. Thoma lamının 

üzerindeki beş bölgedeki hücreler sayılıp aşağıda belirtilen formüle göre 1ml’ de 

bulunan hücre sayısı hesaplandı.  
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Falkon tüp içerisinde süspanse halde bulunan hücreler, kurulacak deney planı 

için hesaplanan hücre sayısı doğrultusunda dilue edilerek hücre ekim işlemi 

gerçekleştirildi. 

 

3.5. Hücre Kinetiği 

 

THZ’ nin hücre canlılığı çalışmalarında kullanılacak hücre sayısını belirleme 

amacıyla hücre kinetikleri oluşturuldu. T98G ve U-87 MG hücre hatlarının kinetiğini 

oluşturmak amacıyla 96 kuyucuklu plakalara 5x10
2
 - 8x10

4
 hücre/kuyucuk hücre 

ekildi. Her kuyucuğa 200 µl ortam ilave edildi.  MTT yöntemi kullanılarak 24., 48., 

72. ve 96. saatlerde  absorbans değerleri ölçüldü. 

 

3.6.Hücre Hatlarının İkilenme Sürelerinin Hesaplanması 

 

Çalışmada kullanılacak olan T98G ve U-87 MG hücre hatlarının ikilenme 

sürelerinin hesaplanması için altı kuyucuklu plakalara 2,5x105
 hücre/kuyucuk 

24.,48.,72. ve 96. saatlerde ölçüm yapılacak şekilde ikişer tekrarlı olarak ekim 

yapıldı. Kuyucuklara 5 ml ortam eklendi ve kuyucukların 24, 48, 72 ve 96 saat 

sonraki sayımları yapıldı. 

 

3.7.Tiyoridazin (THZ)’ in Hazırlanması 

 

Son konsantrayon 24,5 µM olacak şekilde 10 mg toz halindeki THZ (sigma 

T9025) hassas terazide tarttırıp 1 ml distile su içerisinde çözüldü. Bir deney için 

kullanılacak en yüksek miktar hesaplanarak bu miktara uygun bir biçimde 1ml’ lik 

tiyoridazin küçük hacimlere bölünerek (aliquatlar)  – 20 
oC’ ye kaldırırdı.  
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3.8. Monolayer ve Sferoid Hücre Kültürlerine Tiyoridazin Uygulaması 

 

Monolayer hücre kültürü için Thoma lamı ile hücre sayım işleminden sonra 96 

kuyucuklu plakaların her bir kuyucuğuna 200 µl içerisinde 104
 hücre olacak şekilde 

ekim yapıldı. Hücrelerin plakanın tabanına tutunmaları için 24 saat 37 o
C, % 5 CO2’ 

de inkübasyona bırakıldı.  

 

Sferoid hücre kültürü için asılı damla yöntemi kullanıldı. Hücreler, 96 

kuyucuklu asılı damla plakalarına 45 µl içerisinde 103
 hücre olacak şekilde ekildi. 

Asılı damla yönteminin protokolü esas alınarak plakanın altındaki tabla haznelerine 

1’er ml, plakanın kendi haznelerine 2’şer ml PBS eklenerek sferoid oluşumu 

gerçekleşmesi için 72 saat 37 o
C, %5 CO2’ de inkübasyona bırakıldı (Şekil 3.2). 

Sferoid form alan GBM hücrelerine aynı zamanda gliomasfer denilmektedir (Laks ve 

ark. 2016). 

 

 

Şekil 3.2 Sferoid hücre kültürü için asılı damla yöntemi. 

 

THZ’ nin 24., 48. ve 72. saatlerdeki hücre canlılığını belirlemek için her iki 

hücre kültürüne de ilacın artan konsantrasyonları (100 nM,1 µM,10 µM,12,5 µM,15 

µM, 17,5 µM, 20 µM, 50 µM, 100 µM)  uygulandı.  

 

Monolayer hücre kültürü için hazırlanan 96 kuyucuklu plakalardan ortam 
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uzaklaştırırdı. Her kuyucuk için hazırlanan ilaç konsantrasyonlarından 200 µl 

eklendi. Sferoid hücre kültürüne ise her kuyucuğa 5 µl eklendi. 

 

3.9. THZ’ in Sitotoksik Etkisinin Belirlenmesi ve IC50 Değerinin 

Hesaplanması 

 

U-87 MG ve T98G hücre hatlarının monolayer ve sferoid kültürlerine belirli 

zaman aralıklarında (24-72 saat) farklı konsantrasyonlarda (100 nM,1 µM,10 

µM,12,5 µM,15 µM, 17,5 µM, 20 µM, 50 µM, 100 µM) THZ uygulandıktan sonra 

kolorimetrik bir yöntem olan MTT testi (3- [ 4,5- dimethylthiazol- 2- yl]- 2,5- 

diphenyl- tetrazolium bromide, Sigma) ile hücre canlılığı/zindeliği (viability/vitality) 

ölçüldü. MTT stok solüsyonu, 5 mg/ml olacak şekilde steril PBS içerisinde 

çözdürülerek hazırlandı. Stok MTT kuyucuktaki son hacimde 1:10 oranında olacak 

şekilde besiyerinde dilüe edildi.  

 

Sferoid hücre kültürleri için hazırlanan 96 kuıyucuklu asılı damla plakaları U 

tabanlı 96 kuyucuklu plakalara aktarıldı. Aktarım işlemi sırasında oluşan sferoidlerin 

dağılmamaları için U tabanlı plakaların her kuyucuğuna 50 μl hazır besiyeri 

eklendikten sonra sferoidler asılı damla kuyucuğu üzerinden 100 μl hava verilerek 

aktarıldı. 

 

Monolayer hücre kültüründe 96 kuyucuklu plakalardan THZ içeren besiyeri 

vakum pompası ile uzaklaştırırdı. Her kuyucuğa 200 μl dilüe edilen (1:10) MTT 

solüsyonu eklendi. 

 

MTT ışığa duyarlı olduğu için 96 kuyucuklu plakalar aluminyum folyo ile 

sarıldı. 4 saat 37°C’de %5 CO2 de inkübe edildi. 4 saat sonra MTT içeren ortam 

uzaklaştırıldı. Kuyucuklara 200 μl %100 DMSO eklenerek oluşan mor formazan 

kristallerinin çözülmesi için 15 dakika shaker da bekletildi. Oluşan mor formazan 

miktarı 570-690 referans aralıklarında mikroplaka okuyucu kullanılarak ölçüldü. % 

Hücre canlılığı, ilac konsantrasyonları uygulanan Kuyucukların Absorbans 

Ortalaması / Kontrol Kuyucuklarının Absorbans Ortalaması olarak hesaplandı. 
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Sonuçlar Mikrosoft Excel (XP) ve Graphpad Prism yazılımı aracılığıyla grafiksel 

olarak değerlendirildi, ilacın hücrelerin %50’sini öldüren konsantrasyon (50% 

Inhibition Concentration, IC50) değeri hesaplandı. 

 

3.10. Ölüm yolağına spesifik inhibitörlerin kullanımı 

 

3.10.1. Apoptotik inhibitörler 

 

Apoptoz yolağı üzerinden THZ’ nin sitotoksik etkilerini incelemek amacıyla dış 

yolak için kaspaz-8 inhibitörü (Z-IETD-FMK, Kang ve ark. 2014; Antonopoulos ve 

ark. 2015) ve iç yolak için kaspaz-9 inhibitörü (Z-LEHD-FMK, Fukushima ve ark. 

2008; Gomes ve Colquhoun 2012) kullanıldı. Kullanılan inhibitörler temelde pro-

kaspaz8 ve pro-kaspaz-9’ un katalitik bölgelerine spesifik olarak bağlanarak onların 

aktif formlarına geçmelerini engelleyerek apoptoz yolağının inhibe edilmesini 

sağlarlar. 

 

3.10.1.1.Monolayer Hücre Kültürüne Cas 8 ve 9 İnhibitörlerinin Eklenmesi 

 

● Kaspaz 8 ve kaspaz 9 inhibitörleri DMSO içinde 20 μl ve 10 mM olarak 

temin edildi ve -20 
oC’ de saklandı. 

● Monolayer hücre kültürü için 96 kuyucuklu plakalara her kuyucuğa 200 µl’ 

de 10
4
 hücre olacak şekilde ekim yapıldı. 24 saat 37 oC’ de %5 CO2’de inkübe edildi. 

● Kaspaz inhibitörleri 20 μM olacak şekilde besiyerinde seyreltildi. 1000 μl 

besiyerine ana stoktan (10 mM) 2μl ilave edildi. 

● Monolayer hücre kültüründe 24 saat sonra 96 kuyucuklu plakadaki hazır 

besiyeri vakum pompası ile uzaklaştırırdı. 

● Kontrol ve THZ (IC50 konsantrasyonunda) eklenecek kuyucuklara 100 μl 

besiyeri eklendi. 

● Bir inhibitör eklenecek kuyucuğa 50 μl, iki inhibitör eklenecek kuyucuğa 25 

μl ve üç inhibitör eklenecek kuyucuğa 16,6 μl inhibitör ilave edilerek 1 saat 

inhübüsyona bırakıldı. 

● THZ’ nin IC50 konsantrasyonu hesaplanarak (kontrol grupları hariç) her 
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kuyucuğa 50 μl eklendi ve 24 saat inkübisyona bırakıldı. 

● 24 saat sonunda kuyucuklardaki sıvı vakum pompası ile uzaklaştırıldı. 

● Üzerlerine 200 μl MTT solüsyonu eklendi. 

● Plakalar alüminyum ile ışık görmeyecek şekilde kaplandı ve 4 saat boyunca 

inkübatörde bekletildi. 

● Plakalardaki MTT uzaklaştırırdı ve her kuyucuğa 200 μl DMSO eklenerek 15 

dakika shakerde sallandı. 

● Plakalar Elx800 absorbans okuyucuda 540-620 absorbans aralığında 

okutuldu. 

 

3.10.1.2. Sferoid Hücre Kültürüne Cas 8 ve 9 İnhibitörlerinin Eklenmesi 

 

● Sferoid hücre kültürü için asılı damla plakalarının tabandaki bölmesine 2 ml 

ekim yapılan bölmesinin yan kısımlarına 4 ml PBS eklendi. 

● Her kuyucuğa 40 μl içerisinde 3x103
 hücre olacak şekilde ekim yapıldı ve 72 

saat 37
oC’de %5 CO2’ de sferoid oluşumu beklendi. 

● Kaspaz inhibitörleri 20 μM olacak şekilde hazır besiyerinde seyreltildi. 1000 

μl hazır besiyerine ana stokdan (10 mM) 2μl ilave edildi. 

● Sferoid hücre kültüründe 72 saat sonunda her asılı damla kuyucuklarına bir 

inhibitör eklenecek kuyucuğa 5 μl, iki inhibitör eklenecek kuyucuğa 2,5 μl ve üç 

inhibitör eklenecek kuyucuğa 1,66 μl eklendi ve 16 saat inkübüsyona bırakıldı. 

● THZ’ nin IC50 konsantrasyonu hesaplanarak (kontrol grupları hariç) her 

kuyucuğa 5 μl eklendi ve 24 saat inkübisyona bırakıldı. 

●  U- tabanlı plakalara 50 µl besiyeri eklendi. 

● 16 saat sonra asılı damla plakalarından 120 μl hava verilerek asılı damlacıklar 

U tabanlı plakalara aktarırdı. 

● Üzerlerine 100 μl MTT solüsyonu eklenerek inkübatörde 8 saat beklendi. (U 

tabanlı plakada 100 μl hücreli hazır besiyeri olduğu için kuyucuklara eklendiğinde 

dilüsyon oranının değişmemesi için MTT solüsyonu %10 yerine %20 olarak 

hesaplanıp hazırlandı)  

● Plakalardaki MTT uzaklaştırırdı ve her kuyucuğa 200 μl DMSO eklenerek 15 

dakika shakerde sallandı. 
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● Plakalar Elx800 absorbans okuyucuda 540-620 absorbans aralığında 

okutuldu. 

 

3.10.2. Otofajik inhibitör 

 

THZ’ nin sitotoksik etkisinin otofaji yolağı üzerinden gerçekleşip 

gerçekleşmediğini belirlemek için otofaji mekanizmasını spesifik olarak inhibe eden 

klorokin difosfat tuzu (CQ) kullanıldı. Klorokin, endozomal asidifikasyonu önleyen 

bir lizozomotropik ajandır. CQ pH seviyesini yükselterek lizozomal enzimleri inhibe 

eder ve otofagozomla füzyonunu engeller. Bu sayede otofaji yolaği inhibitör 

kullanılarak inhibe edilmiş olur (Solomon ve Lee 2009; Liang ve ark. 2014). 

 

3.10.2.1. Monolayer Hücre Kültürüne CQ İnhibitörlerinin Eklenmesi 

 

● Klorokin difosfat tuzu 25 g toz olarak oda ısısında saklandı. 

● Monolayer hücre kültürü için 96 kuyucuklu plakalara her kuyucuğa 200 µl’ 

de 10
4
 hücre olacak şeklide ekim yapıldı. 24 saat 37oC’ de %5 CO2’de inkübe edildi. 

● Klorokin 5 mg (0,005 g) hassas terazide tartıldı. Üzerine 9690 μl saf su 

eklenerek vorteksde çözüldü. Son konsantrasyonu 1000 μM olarak hesaplandı ve +4 
oC’ de saklandı. 

● Klorokin inhibitörü 50 μm olacak şekilde hazır besiyeri ile seyreltildi. 142,5 

μl hazır besiyerinin üzerine 7,5 μl CQ (Ana stok 1000 μm) ilave edildi. 

● Monolayer hücre kültüründe 24 saat sonra 96 kuyucuklu plakadaki hazır 

besiyeri vakum pompası ile uzaklaştırırdı. 

● Kontrol ve THZ (IC50 konsantrasyonunda) eklenecek kuyucuklara 100 μl 

besiyeri eklendi. 

● Bir inhibitör eklenecek kuyucuğa 50 μl, iki inhibitör eklenecek kuyucuğa 25 

μl ve üç inhibitör eklenecek kuyucuğa 16,6 μl inhibitör ilave edilerek 1 saat 

inhübüsyona bırakıldı. 

● THZ’ nin IC50 konsantrasyonu hesaplanarak (kontrol grupları hariç) her 

kuyucuğa 50 μl eklendi ve 24 saat inkübasyona bırakıldı. 

● 24 saat sonunda kuyucuklardaki sıvı vakum pompası ile uzaklaştırıldı. 
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● Üzerlerine 200 μl MTT solüsyonu eklendi. 

● Plakalar alümünyum ile ışık görmeyecek şekilde kaplandı ve 4 saat boyunca 

inkübatörde bekletildi. 

● Plakalardaki MTT uzaklaştırırdı ve her kuyucuğa 200 μl DMSO eklenerek 15 

dakika shakerde sallandı. 

● Plakalar Elx800 absorbans okuyucuda 540-620 absorbans aralığında 

okutuldu. 

 

3.10.2.2. Sferoid Hücre Kültürüne CQ İnhibitörlerinin Eklenmesi 

 

● Sferoid hücre kültürü için asılı damla plakalarının tabandaki bölmesine 2 ml 

ekim yapılan bölmesinin yan kısımlarına 4 ml PBS eklendi. 

● Her kuyucuğa 40 μl içerisinde 3x10
3
 hücre olacak şekilde ekim yapıldı ve 72 

saat 37 
oC’de %5 CO2’ de sferoid oluşumu beklendi. 

● Klorokin 5 mg (0,005 g) hassas terazide tartıldı. Üzerine 9690 μl saf su 

eklenerek vorteksde çözüldü. Son konsantrasyonu 1000 μM olarak hesaplandı ve +4 
oC’ de saklandı. 

● Klorokin inhibitörü 50 μM olacak şekilde hazır besiyeri ile seyreltildi. 142,5 

μl hazır besiyerinin üzerine 7,5 μl CQ (Ana stok 1000 μM) ilave edildi. 

● Sferoid hücre kültüründe 72 saat sonunda her asılı damla kuyucuklarına bir 

inhibitör eklenecek kuyucuğa 5 μl, iki inhibitör eklenecek kuyucuğa 2,5 μl ve üç 

inhibitör eklenecek kuyucuğa 1,66 μl eklendi ve 16 saat inkübüsyona bırakıldı. 

● THZ’ nin IC50 konsantrasyonu hesaplanarak (kontrol grupları hariç) her 

kuyucuğa 5 μl eklendi ve 24 saat inkübisyona bırakıldı. 

● U- tabanlı plakalara 50 µl besiyeri eklendi 

● 16 saat sonra asılı damla plakaları 120 μl hava verilerek asılı damlacıklar U 

tabanlı plakalara aktarırdı. 

● Üzerlerine 100 μl MTT solüsyonu eklenerek inkübatörde 8 saat beklendi. (U 

tabanlı plakada 100 μl hücreli hazır besiyeri olduğu için kuyucuklara eklendiğinde 

dilüsyon oranı değişmemesi için MTT solüsyonu %10 yerine %20 olarak hesaplanıp 

hazırlandı)  

● Plakalardaki MTT uzaklaştırırdı ve her kuyucuğa 200 μl DMSO eklenerek 15 
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dakika shakerde sallandı. 

● Plakalar Elx800 absorbans okuyucuda 540-620 absorbans aralığında 

okutuldu. 

 

3.11. Hücre Ölüm Tiplerinin Belirlenmesi 

 

THZ’ nin sitotoksik etkisinin hangi ölüm mekanizması üzerinden etki ettiğinin 

tespiti için Muse analiz hücre kitleri ve doğrulama yöntemi olarak spesifik 

inhibitörler kullanıldı. 

 

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

İnhibitörler ile Apoptozun Belirlenmesi 

 

Muse® Annexin V & Dead Cell Kiti, adherent (yapışık) ve süspanse hücre 

hatlarında canlı, erken veya geç apoptoz ve ölü hücreleri floresans temelli nicel 

analizini yapan bir yöntemdir. Hücre zarı lipidlerinden fosfatidilserinin (PS) plazma 

membranının iç yüzeyinden dış yüzeyine translokasyonu sonucunda hücre membran 

bütünlüğü bozulur ve hücre apoptoza girmeye başlar. Yöntemde membran dış 

yüzeyüne transloke olan PS' e bağlanabilen kalsiyum bağımlı Anneksin V proteini ve 

bu bağlanmayı görünür hale getiren 7-Aminoactinomycin D (7-AAD) boyası 

kullanılır. 7-AAD çift zincirli DNA’ ya bağlanır. Apoptozun erken safhasında hücre 

membran bütünlüğü korunduğu için 7-AAD boyanması gözlenmez, ancak geç 

apoptoz safhasında hücre membran bütünlüğü bozulur ve 7-AAD DNA’ ya bağlanır 

(Kerr ve ark. 1972; Hammill ve ark. 1999; Gaforio ve ark. 2002; Zembruski ve ark. 

2012; Chen ve ark. 2017). Bu kit kullanılarak apoptozun erken ve geç evreleri ayrı 

ayrı gösterilebilmektedir (Tablo 3.1). 
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Tablo 3.1 Hücrelerin Apoptotik evrelerinin Anneksin V ve 7-AAD belirteçleri. 
 

 

Belirteçler 

Belirlenen Evreler 

Canlı Erken apoptoz Geç apoptoz 
Nekrotik Nükleer 

Debris 

Annexin V - + + - 

(7-AAD) - - + + 

 

 

Kontrol hücrelerinin ve ilacın hem IC50 konsantrasyonlarıyla hem de spesifik 

inhibitörler ile muamele edilen hücrelerin apoptoz evrelerinin belirlenmesi için;  

 

Monolayer hücre kültüründe; 

 Monolayer hücre kültüründe son hücre konsantrasyonu 1x105
 hücre olacak 

şekilde 96 kuyucuklu plakalara 200 μl besiyerinde 24 saat 37o
C ,% 5 CO2’ de inkübe 

edildi.  

 24 saat sonunda 96 kuyucuklu plakadaki hazır besiyeri vakum pompası ile 

uzaklaştırırdı. 

 Kontrol ve THZ (IC50 konsantrasyonunda) eklenecek kuyucuklara 100 μl, 

inhibitör eklenecek kuyucuklara 50 μl  besiyeri eklendi. 

 Kaspaz 8 (20 µM), kaspaz 9 (20 µM) ve CQ (50 µM) inhibitörleri 

kuyucuklara 50 μl ilave edilerek 1 saat inhübüsyona bırakıldı. 

 THZ’ nin IC50 konsantrasyonu hesaplanarak (kontrol grupları hariç) her 

kuyucuğa 50 μl eklendi ve 24 saat inkübisyona bırakıldı. 

 Tripsinizasyon işlemi ile mikrosantrifüj tüplerine toplanan monolayer kültür 

hücreleri 1000 rpm’ de 10 dakika santrifüj edildi.  

 Pellet PBS ile çözüldü ve tekrar 2000 rpm’ de 5 dakika santrifüj edildi. 

Süpernatant döküldü. 

 Tüplerdeki pellet üzerine %1 FBS içeren 100 μl besiyeri eklendi ve pipetajla 

hücre süspansiyonu oluşturuldu. 
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 Oda sıcaklığına getirilmiş olan Muse® Annexin V ve ölü hücre kit 

solüsyonundan her tüpe 150 μl eklenip yavaşça pipetaj yapıldı. 

 Karanlıkta, oda sıcaklığında, 20 dakika inkübe edildi. 

 Muse hücre analiz cihazında Muse® Annexin V ve ölü hücre kit protokolüne 

uygun olarak analizi yapıldı. 

 

Sferoid hücre kültüründe; 
 

 Sferoid hücre kültürünü asılı damla yönteminde her kuyucukta 40 μl 

besiyerinde 3x10
3
 hücre olacak şekilde toplam 60 kuyucuğa ekim yapılarak 72 saat 

37°C, %5 CO2’ de inkübe edildi. 

 Sferoid formu oluştuktan sonra inhibitör eklenecek kuyucuklara 5 μl inhibitör 

ilave edildi ve 16 saat boyunca inkübe edildi. 

 THZ’ nin IC50 konsantrasyonu hesaplanarak (kontrol grupları hariç) her 

kuyucuğa 5 μl eklendi ve 24 saat inkübisyona bırakıldı. 

 Asılı damla plakalarında oluşan sferoidler 1000 µl’ lik pipetlerle üstten 

çekilerek mikrosantrifüj tüplerine aktarıldı. 

 Tüpler hücrelerin sferoid yapıdan ayrılıp tüpte homojen olarak dağılmalarını 

sağlamak için 2000 rpm’ de 5 dakika santrifüj edildi. Süpernatant uzaklaştırıldı. 

 Pellet PBS ile çözüldü ve tekrar 2000 rpm’ de 5 dakika santrifüj edildi. 

Süpernatant döküldü. 

 Tüplerdeki pellet üzerine %1 FBS içeren 100 μl besiyeri eklendi ve pipetajla 

hücre süspansiyonu oluşturuldu. 

 Oda sıcaklığına getirilmiş olan Muse® Annexin V ve ölü hücre kit 

solüsyonundan her tüpe 150 μl eklenip yavaşça pipetaj yapıldı. 

 Karanlıkta, oda sıcaklığında, 20 dakika inkübe edildi. 

 Muse hücre analiz cihazında Muse® Annexin V ve ölü hücre kit protokolüne 

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

İnhibitörler ile Otofajinin Belirlenmesi 

 

Muse® Autophagy LC3-antibody based Kit LC3 seviyesinin floresans temelli 

ölçümünü kullanarak analiz eden bir yöntemdir. Otofaji Reaktif A (Autophagy 

Reagent A) solüsyonu LC3' ün lizozomal parçalanmasını engelleyerek flow (akış) 

sitometri ile miktarının belirlenmesini sağlar. Spesifik otofaji reaktifleri, antikor ve 

sitozolik LC3 ile lipid formdaki LC3’ ü ayırt ederek otofaji ölçümü yapar. Sitozolde 

bulunan LC3 ile otofagozoma tutunan LC3' ü birbirinden ayırmak ve korumak için 

iki farklı otofaji reaktifi kullanılır. Otofaji reaktif A LC3' ün lizozomal 

parçalanmasını önlemek amacıyla, otofaji reaktif B ise hücre membranının seçici 

geçirgenliğini bozarak otofagozomal LC3-II ile sitozolik LC3-I ayrımının 

yapılabilmesi için kullanılır. Flow sitometri kullanılarak LC3' ün yer değişimleri 

izlenerek sitozolik ve otofagozoma bağlı LC3 arasındaki ayrımı yapılabilmektedir. 

Otofagozomal LC3 seviyesini belirlemek için Anti-LC3 Alexa Fluor®555 yani anti-

LC3 fare monoklonal antikoru kullanılır (Fleming ve ark. 2011; Tian ve ark. 2011). 

 

Kontrol hücrelerinin ve ilacın hem IC50 konsantrasyonlarıyla hem de spesifik 

inhibitörler ile otofaji belirlenmesi için; 

 

Monolayer hücre kültüründe; 

 Monolayer hücre kültüründe son hücre konsantrasyonu 4x104
 hücre olacak 

şekilde 96 kuyucuklu plakalara 200 μl besiyerinde 24 saat 37 
o
C ,% 5 CO2 de inkübe 

edildi. 

 24 saat sonunda 96 kuyucuklu plakadaki hazır besiyeri vakum pompası ile 

uzaklaştırırdı. 

 Kontrol ve THZ (IC50 konsantrasyonunda) eklenecek kuyucuklara 100 μl, 

inhibitör eklenecek kuyucuklara 50 μl  besiyeri eklendi. 

 Kaspaz 8 (20 µM), kaspaz 9 (20 µM) ve CQ (50 µM) inhibitörleri 

kuyucuklara 50 μl ilave edilerek 1 saat inhübüsyona bırakıldı. 

 THZ’ nin IC50 konsantrasyonu hesaplanarak (kontrol grupları hariç) her 

kuyucuğa 50 μl eklendi ve 24 saat inkübisyona bırakıldı. 
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 Tripsinizasyon işlemi ile mikrosantrifüj tüplerine toplanan monolayer kültür 

hücreleri 1000 rpm’ de 10 dakika santrifüj edildi.  

 Pellet PBS ile çözüldü ve tekrar 2000 rpm’ de 5 dakika santrifüj edildi. 

 İlaç ile muamele edilen hücreler açlık koşulları altında otofajinin uyarılması 

için 200 μl PBS + 0,2 μl Autophagy Reagent A (1:1000 dilution) 37°C de 2-6 saat 

inkübüsyona bırakıldı. Kontrol hücrelerine sadece FBS içeren besiyeri eklendi. 

 Bekleme süresinden sonra 2000 rpm’ de 5 dakika santrifüj edildi, süpernatant 

uzaklaştırırdı. 

 Her tüpe 100 μl PBS eklendi ve 2500 rpm’ de 5 dakika 4 oC’ de santrifüj 

edildi ve süpernatant uzaklaştırıldı. 

 Tüplerdeki pelletlerin üzerine 5 μl Anti-LC3 Alexa Fluor
®555 ve 95 μl 1X 

Autophagy Reagent B eklendi. Yavaşça pipetaj yapıldı. 

 Karanlıkta 30 dakika buz üzerinde bekletildi. 

 2500 rpm’ de 4 °C' de 5 dakika boyunca santrifüj edildi. Süpernatant 

uzaklaştırırdı. 

 Her tüpe 200 μl 1X Assay Buffer eklendi ve Muse cihazıyla uyumlu program 

seçilerek analiz yapıldı. 

 

Sferoid hücre kültüründe; 

 Sferoid hücre kültürünü asılı damla yönteminde her kuyucukta 40 μl 

besiyerinde 3x10
3
 hücre olacak şekilde toplam 60 kuyucuğa ekim yapılarak 72 saat 

37°C, %5 CO2’ de inkübe edildi. 

 Sferoid formu oluştuktan sonra inhibitör eklenecek kuyucuklara 5 μl inhibitör 

ilave edildi ve 16 saat boyunca inkübe edildi. 

 THZ’ nin IC50 konsantrasyonu hesaplanarak (kontrol grupları hariç) her 

kuyucuğa 5 μl eklendi ve 24 saat inkübisyona bırakıldı. 

 Asılı damla plakalarında oluşan sferoidler 1000 µl’ lik pipetlerle üstten 

çekilerek mikrosantrifüj tüplerine aktarıldı. 

 Tüpler hücrelerin sferoid yapıdan ayrılıp tüpte homojen olarak dağılmalarını 

sağlamak için 2000 rpm’ de 5 dakika santrifüj edildi. Süpernatanlar uzaklaştırıldı. 

 Pellet PBS ile çözüldü ve tekrar 2000 rpm’ de 5 dakika santrifüj edildi. 

 İlaç ile muamele edilen hücreler açlık koşulları altında otofajinin uyarılması 
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için 200 μl PBS + 0,2 μl Autophagy Reagent A (1:1000 dilution) 37°C de 2-6 saat 

inkübüsyona bırakıldı. Kontrol hücrelerine sadece FBS içeren besiyeri eklendi. 

 Bekleme süresinden sonra 2000 rpm’ de 5 dakika santrifüj edildi, süpernatant 

uzaklaştırırdı. 

 Her tüpe 100 μl PBS eklendi ve 2500 rpm’ de 5 dakika 4 oC’ de santrifüj 

edildi ve süpernatant uzaklaştırıldı. 

 Tüplerdeki pelletlerin üzerine 5 μl Anti-LC3 Alexa Fluor®555 ve 95 μl 1X 

Autophagy Reagent B eklendi. Yavaşça pipetaj yapıldı. 

 Karanlıkta 30 dakika buz üzerinde bekletildi. 

 2500 rpm’ de 4 °C' de 5 dakika boyunca santrifüj edildi. Süpernatant 

uzaklaştırırdı. 

 Her tüpe 200 μl 1X Assay Buffer eklendi ve Muse cihazıyla uyumlu program 

seçilerek analiz yapıldı. 
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4. BULGULAR 

 

4.1. T98G ve U-87 MG Hücre Hatlarının İkilenme Sürelerinin Belirlenmesi 

ve Kinetiğinin Oluşturulması 

 

24., 48., 72. ve 96. saatlerde sayımları yapılan T98G ve U-87 MG hücre 

hatlarının ikilenme süreleri hesaplandı (Şekil 4.1). Buna göre T98G ve U-87 MG’ 

nin ikilenme süreleri sırasıyla 48 ve 72 saat olarak belirlendi. 

 

 

Şekil 4.1. T98G hücre hattının ikilenme süresi 48 saat, U-87 MG hücre hattının ikilenme süresi ise 72 

saat olarak belirlendi. 

 

T98G ve U-87 MG hücre hatlarının 24., 48., 72. ve 96. saatlerdeki absorbans 

değerleri MTT yöntemi kullanılarak ölçüldü (Şekil 4.2). Sitotoksite çalışmalarında 

kullanılacak olan hücre sayısını belirlemek için şekilde gösterilen hücre sayıları 

dikkate alınarak absorbans değerleri karşılaştırıldı. Deney protokolüne uygun olması 

için 48 saat temel alınarak absorbans değerinin 1.000 üzerinde olan hücre sayıları 

belirlendi. Her iki hücre hattı için kuyucuk başına ekilecek hücre sayısının 104
 

hücre/kuyucuk olması uygun görüldü. 
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Şekil 4.2 sitotoksite çalışmalarında kullanılacak hücre sayısının hesaplanmasında absorbans değeri 

1.000 üzerinde olan eğriler değerlendirildi. T98G ve U-87 MG hatları için ekilecek hücre sayısı 104
 

hücre/kuyucuk olarak belirlendi.  

 

4.2. GBM Hücre Hatlarının Monolayer ve Sferoid Kültürlerinde THZ’ nin 

Hücre Canlılığa Etkisi (MTT Analizi) 

 

Monolayer GBM hücre kültürlerinde (T98G, U-87 MG) THZ’ nin sitotoksik 

etkisi hem artan konsantrasyonlarda (100nM-100μM) hem de zamana (24, 48, 72 
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saat) bağlı olarak analiz edildi (Şekil 4.3). Kontrol grubuna göre canlılık oranları 

şekil 4.3’ de gösterilen hücre hatlarında THZ’ nin 24. saatte anlamlı bir etki yarattığı 

48. ve 72. saatlerde etkisinin 24. saatten sonra fazla değişiklik göstermediği 

saptanmıştır. Çalışmanın bu aşamasından sonra THZ’ nin 24. saatteki etkileri göz 

önünde bulundurularak deneylere devam edilmeye karar verildi.  

 

 

 

Şekil 4.3 Monolayer hücre kültüründe T98G ve U-87 MG hücre hatlarının 24.,48.,72. saatteki hücre 

canlılıklarının MTT yöntemi ile belirlenmesi (*p<0.01,**p<0.001). 

 

4.2.1. Monolayer Hücre Kültüründe THZ’ nin Hücre Canlılığa Etkisi 

 

Monolayer kültürde T98G ve U-87 MG hücre hatlarında THZ’ nin hücre 

canlılığına 24. saatteki etkisi Tablo 4.1’ de gösterilmiştir (Şekil 4.4 A). T98G ve U-

87 MG hücrelerinin 24. saatteki IC50 değeri 12,67 μM ve 12,80 μM olarak istatistik 

programı Graphpad Prism 5 kullanılarak hesaplandı (Şekil 4.4 B). 
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 Tablo 4.1. Monolayer kültürde GBM hücre hatlarının yüzdesel canlılık oranları. 

 

Konsantrasy

on 

Kontr

ol 

100n

M 

1μ
M 

10μ
M 

12,5μ
M 

15μ
M 

17,5μ
M 

20μ
M 

25μ
M 

50μ
M 

100μ
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 

 

 

Şekil 4.4 Monolayer kültürde 24. saatte THZ’ nin artan konsantrasyonu ile muamele edilen GBM 

hücre hatlarının canlılık yüzdeleri (A). THZ’nin IC50 değerinin faz-kontrast mikroskobunda 10x 

büyütmede çekilen görüntüleri (B). 

 

4.2.2. Sferoid Hücre Kültüründe THZ’ nin Hücre Canlılığa Etkisi 

 

Sferoid kültürde T98G ve U-87 MG hücre hatlarında THZ’ nin hücre canlılığına 

24. saatteki etkisi Tablo 4.2’ de gösterilmiştir (Şekil 4.5 A). T98G ve U-87 MG 

hücrelerinin 24. saatteki IC50 değeri 29,30 μM ve 28,68 μM olarak Graphpad Prism 5 

programında hesaplandı (Şekil 4.5 B). 
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Tablo 4.2. Sferoid kültürde GBM hücre hatlarının yüzdesel canlılık oranları. 

 

Konsantrasyon Kontrol 10μM 20μM 30μM 40μM 50μM 

T98G 100 78 65 48 38 30 

U-87 MG 100 79 68 46 37 33 

 

 

 

Şekil 4.5 Sferoid kültürde 24. saatte THZ’ in artan konsantrasyonu ile muamele edilen GBM hücre 

hatları yüzde canlılık oranları (A); GBM hücre hatlarının IC50 değerinin faz-kontrast mikroskobunda 

10x büyütmede çekilen görüntüleri (B). 

 

4.3. Apoptotik ve Otofajik Ölüm Çeşidine Özgü İnhibitörler Kullanılarak 

Hücre Canlılık Oranlarının Saptanması 

 

4.3.1.  Monolayer Hücre Kültürü Bulguları  

 

Monolayer hücre kültüründe THZ’ nin IC50 konsantrasyonu ile 24 saat inkübe 

edilen T98G ve U-87 MG hücre hatlarında apoptoz inhibitörleri olan kaspaz-8 

inhibitörü (Z-IETD-FMK) ve kaspaz-9 inhibitörü (Z-LEHD-FMK) ve otofaji 
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inhibitörü olan klorokindifosfat ile ilgili bulgular Şekil 4.6’ da gösterilmiştir. Diğer 

taraftan Tablo 4.3’ de görülebileceği üzere, Otofaji inhibitörü olan CQ varlığında 

THZ’ nin IC50 değeri ile muamele edilen monolayer GBM hücre hatlarında hücre 

canlılığı %86 (T98G) ve %83 (U-87 MG) olarak hesaplandı. Ancak apoptoz 

inhibitörlerinde elde edilen canlılıklar  %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 inhibitörü varlığında THZ’ nin sitotoksik etkisinin görülmediğini, Cas-8 ve Cas-

9 inhibitörleri varlığında ise THZ’ nin hücre canlılığını düşürdüğünü göstermektedir.  

 

 

Şekil 4.6 Monolayer GBM hücre hatlarında apoptoz ve otofaji inhibitörlerinin canlılık oranları. 

 

Tablo 4.3 Monolayer GBM hücre hatlarında apoptoza ve otofajiye özgü inhibitörlerin MTT 

yöntemiyle belirlenen oransal canlılıkları. 

 

% 
Canlılık 

Kontrol 
THZ 

(IC50) 

Kontrol 

Cas-8 

Kontrol 

Cas-9 

Kontrol 

CQ 

THZ 

+ 

Cas-8 

THZ 

+ 

Cas-9 

THZ 

+ 

CQ 

THZ 

+ 

Cas-8 

+ 

Cas-9 

THZ 

+ 

Cas-8 

+ 

CQ 

THZ 

+ 

Cas-9 

+ 

CQ 

THZ 

+ 

Cas-8 

+ 

Cas-9 

+ 

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 
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4.3.2. Sferoid Hücre Kültürü Bulguları 

 

Sferoid hücre kültüründe THZ’in IC50 konsantrasyonu ile 24 saat inkübe edilen 

T98G ve U-87 MG hücre hatlarında apoptoz inhibitörleri olan kaspaz-8 ve kaspaz-9 

ve otofaji inhibitörü klorokindifosfat ile ilgili bulgular Şekil 4.7’ de gösterildi. MTT 

yöntemi ile saptanan canlılık oranları Tablo 4.4 görülebilmektedir. Tablo 

değerlerimiz incelendiğinde, Otofaji inhibitörü olan CQ varlığında THZ’ nin IC50 

değeri ile muamele edilen sferoid GBM hücre hatlarında hücre canlılığı %88 (T98G) 

ve %86 (U-87 MG) olarak görebilmektedir. Ancak apoptoz inhibitörlerinde elde 

edilen canlılıklar  %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 inhibitörü varlığında 

THZ’ nin etkisiz kaldığını, Cas-8 ve Cas-9 inhibitörleri varlığında ise THZ’ nin 

hücre canlılığını azalttığını göstermektedir.   

 

 

 

Şekil 4.7 Sferoid GBM hücre hatlarında apoptoz ve otofaji inhibitörlerinin canlılık oranları. 
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Tablo 4.4 Sferoid GBM hücre hatlarında spesifik inhibitörlerin MTT yöntemiyle belirlenen oransal 

yüzdelik canlılıkları. 

 

% 
Canlılık 

Kontrol 
THZ 

(IC50) 

Kontrol 

Cas-8 

Kontrol 

Cas-9 

Kontrol 

CQ 

THZ 

+ 

Cas-8 

THZ 

+ 

Cas-9 

THZ 

+ 

CQ 

THZ 

+ 

Cas-8 

+ 

Cas-9 

THZ 

+ 

Cas-8 

+ 

CQ 

THZ 

+ 

Cas-9 

+ 

CQ 

THZ 

+ 

Cas-8 

+ 

Cas-9 

+ 

CQ 

T98G 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 Hücre Kültürlerinde THZ’ nin Tetiklediği Ölüm 

Mekanizması Çeşidinin Saptanması 

 

4.4.1. Apoptoz Yönünden Değerlendirme 

 

Muse
®
 Annexin V & Dead Cell Kiti aracılığıyla THZ ile 24 saat muamele 

sonrası monolayer ve sferoid GBM hücre kültürlerinin analizinden elde edilen veriler 

T98G hücre hattı için Şekil 4.8’ de U-87 MG hücre hattı için de Şekil 4.9 ’de 

görülebilmektedir. Kontrol grubunda hücre canlılığı %90’ nın üzerinde ölçüldü, THZ 

ile muamele edilen grubun canlılığının %80’ in üzerinde olduğu tespit edildi. 

Apoptoz inhibitörleri varlığında canlılığın %90’ lara geri yükseldiği, otofaji 

inhibitörü varlığında ise canlılığın tekrardan %80’ lere düştüğü gözlemlendi. Bu 

veriler bize, THZ’ nin IC50 konsantrasyonu ile 24 saat muamele edilen hücre 

hatlarında sitotoksik etkinin monolayer hücrelerde %19,45 (T98G) ve %13,45 (U-87 

MG), sferoid hücrelerde ise %14,6 (T98G) ve %16,45 (U-87 MG) apoptoz aracılı 

gerçekleştiğini ortaya koydu (Tablo 4.5). 
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Şekil 4.8. Monolayer ve sferoid GBM hücre kültürlerinde THZ’ nin IC50 konsantrasyonuyla (A: 

Monolayer IC50: 12,67 μM, B: Sferoid IC50: 29,31 μM) muamele edilen T98G hücrelerinin apoptotik 

evreleri. 
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Şekil 4.9 Monolayer ve Sferoid GBM hücre kültürlerinde THZ’ nin IC50 konsantrasyonuyla (C: 

Monolayer IC50: 12,80 μM, D: Sferoid IC50: 29,30 μM) muamele edilen U-87 MG hücrelerinin 

apoptotik evreleri. 
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Tablo 4.5. Monolayer ve sferoid kültürleri yapılan T98G ve U-87 MG hücre hatlarının THZ’ nin IC50 

konsantrasyonlarıyla muamelesi sonrası canlı ve apoptotik yüzdelerinin karşılaştırılması. 

 

 

4.4.2. Otofajik Yönden Değerlendirme 

 

Aynı biçimde Muse®
 Autophagy LC3 Kiti aracılığıyla THZ ile muamele sonrası 

monolayer ve sferoid GBM hücre kültürlerinin LC3 yoğunluğundaki değişiklikler 

T98G hücre hatları için Şekil 4.10’ de U-87 MG hücre hatları için Şekil 4.11’ de 

gösterilmiştir. Kontrol gruplarında otofaji indüksiyon oranı 1,0 olarak ölçüldü. THZ 

ile muamele edilen gruplarda otofaji indüksiyon oranının monolayer hücrelerde 6,5 

T98G Monolayer Sferoid 

Muse Annexin V & Dead Cell 

kitiyle ölçülen parametreler Kontrol IC50 Cas8 Cas9 CQ Kontrol IC50 Cas8 Cas9 CQ 

% Canlılık 97,10 80,55 95,55 92,50 82,65 97,55 85,40 89,60 93,70 87,90 

% Erken Apoptoz 2,50 7,05 3,55 5,25 3,60 2,10 6,80 4,35 1,80 5,35 

% Geç Apoptoz 0,25 11,75 0,80 2,15 13,70 0,35 7,00 5,95 3,10 6,20 

% Ölü 0,15 0,65 0,10 0,10 0,05 0,00 0,80 0,10 1,40 0,55 

U-87 MG Monolayer Sferoid 

Muse Annexin V & Dead Cell 

kitiyle ölçülen parametreler Kontrol IC50 Cas8 Cas9 CQ Kontrol IC50 Cas8 Cas9 CQ 

% Canlılık 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 0,20 4,20 1,60 5,98 0,75 1,55 7,05 

% Geç Apoptoz 0,05 11,40 4,35 3,35 6,15 0,00 9,28 2,85 2,25 6,70 

 

% Ölü 
0,10 0,05 1,00 1,75 0,95 0,60 1,18 4,50 2,05 0,10 
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(T98G) ve 5,6 (U-87 MG); sferoid hücrelerde 3,3 (T98G) ve 4,5 (U-87 MG) kat 

artarken apoptoz inhibitörleri varlığında monolayer hücrelerde yaklaşık olarak 4,6 

(T98G) ve 3,3 (U-87 MG); sferoid hücrelerde 2,6 (T98G) ve 3,1 (U-87 MG) kat 

arttığı; ancak otofaji inhibitörü varlığında otofaji indüksiyon oranının monolayer 

hücrelerde 1,7 (T98G) ve 1,1 (U-87 MG); sferoid hücrelerde de 1,5 (T98G) ve 1,3 

(U-87 MG) olduğu gözlemlendi. Bu veriler, THZ’ nin IC50 konsantrasyonu ile 24 

saat muamele edilen hücre hatlarında sitotoksik etkinin ağırlıklı olarak otofaji aracılı 

gerçekleştiğini göstermektedir  (Tablo 4.6). 

 

Şekil 4.10. Monolayer ve sferoid GBM hücre kültürlerinde THZ’ nin IC50 konsantrasyonuyla (A: 

Monolayer IC50: 12,67 μM, B: Sferoid IC50: 29,31 μM) muamele edilen T98G hücrelerinin otofaji 

indüksiyon oranı ve ortalama otofaji yoğunluğu. 
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Şekil 4.11. Monolayer ve sferoid GBM hücre kültürlerinde THZ’ nin IC50 konsantrasyonuyla 

(Monolayer IC50: 12,80 μM, Sferoid IC50: 29,30 μM) muamele edilen U-87 MG hücrelerinin otofaji 

indüksiyon oranı ve ortalama otofaji yoğunluğu. 
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Tablo 4.6 THZ’ nin IC50 konsantrasyonlarıyla muamele edilmiş monolayer ve sferoid kültürleri 

yapılan T98G ve U-87 MG hücre hatlarının otofaji indüksiyon oranın ve ortalama otofaji 

yoğunluğunun karşılaştırılması. 

 

T98G Monolayer Sferoid 

Muse® Autophagy LC3-Antibody 

Based kitiyle ölçülen parametreler Kontrol IC50 Cas8 Cas9 CQ Kontrol IC50 Cas8 Cas9 CQ 

Total hücre sayısı 995 975 981 983 998 977 992 986 972 995 

Ortalama Otofaji yoğunluğu 35,3 232,9 141,9 165,9 59,0 80,8 270,1 218,3 215,0 86,0 

Otofaji İndüksiyon Oranı 1,0 6,5 4,0 4,7 1,7 1,0 3,3 2,7 2,6 1,1 

 

U-87 MG Monolayer Sferoid 

Muse® Autophagy LC3-Antibody 

Based kitiyle ölçülen parametreler Kontrol IC50 Cas8 Cas9 CQ Kontrol IC50 Cas8 Cas9 CQ 

Total hücre sayısı 987 978 999 971 982 994 986 973 985 990 

Ortalama Otofaji yoğunluğu 45,7 254,3 143,2 158,1 67,2 84,5 379,8 250,4 273,7 108,3 

Otofaji İndüksiyon Oranı 1,0 5,6 3,1 3,5 1,5 1,0 4,5 3,0 3,2 1,3 
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5. TARTIŞMA 

 

Çalışmamızda THZ’ nin GBM için model oluşturan T98G ve U-87 MG hücre 

hatlarındaki sitotoksik etkisinin ve tetiklediği ölüm mekanizmalarının hem 

monolayer hem de sferoid hücre kültüründe karşılaştırmalı olarak ortaya konulmaya 

çalışılmıştır.  Bu alanda gerçekleştirilen bazı farklı araştırmalarda, monolayer ve 

sferoid hücre kültürlerinde yapılan sitotoksite çalışmaları sonucu elde edilen IC50 

değerlerinin sferoid kültürde monolayer kültüre oranla daha yüksek olduğu 

gösterilmiştir (Erguven ve ark. 2011; Lv ve ark. 2016).  Örneğin, T98G hücre hattı 

ile yapılan bir çalışmada Noskapin (Nos)’ in monolayer ve sferoid kültürlerindeki 

IC50 sonuçları sırasıyla 10 μM ve 97 μM olarak hesaplanmıştır (Erguven ve ark. 

2011). Aynı şekilde, U-87 MG hücrelerinde Temozolomid (TMZ), Lomustin 

(CCNU) ve Cisplatin (DDP)’ in monolayer ve sferoid kültürde elde edilen IC50 

değerleri sırasıyla 123,30 μM ve 702,20 μM (TMZ IC50); 7,78 μM ve 326,70 μM 

(CCNU IC50); 11,94 μM ve 34,39 μM (DDP IC50) olarak belirlenmiştir (Lv ve ark. 

2016). Biz de çalışmamızın ilk aşamasında THZ’ nin T98G ve U-87 MG GBM hücre 

hatlarındaki sitotoksik etkisini monolayer ve sferoid hücre kültüründe MTT yöntemi 

ile karşılaştırmalı olarak belirledik. Çalışmalarımız sonucunda THZ ile muamele 

edilen GBM hücre hatlarında IC50 değerlerini monolayer kültürde 12,67 μM (T98G) 

ve 12,80 μM (U-87 MG);  sferoid kültürde ise 29,30 μM (T98G) ve 28,68 μM (U-87 

MG) olarak saptadık. Elde ettiğimiz sonuçlar doğrultusunda, sferoid hücre 

kültürlerindeki IC50 değerlerinin monolayer kültüre oranla daha yüksek olmasının 

daha önce yapılan çalışmaları desteklediğini düşünmekteyiz.  

 

Literatürde THZ’ nin glioblastoma hücre hatlarındaki anti-tümör etkisi ile ilgili 

az sayıda çalışma bulunduğu ve bu çalışmaların monolayer kültür ile sınırlı kaldığı 

gözlenmiştir. Örneğin, Cheng ve arkadaşlarının yaptıkları bir çalışmada GBM hücre 

hatlarından olan GBM8401 ve U-87 MG hücre hatları monolayer kültürde THZ ile 

72 saat muamele edildiğinde IC50 değerlerinin 10 μM altında olduğu görülmüştür 

(Cheng ve ark. 2015).   

 

Çalışmamızın ikinci aşamasında ise T98G ve U-87 MG GBM hücre hatlarında 
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THZ’ nin sitotoksik etkisinin hangi hücre ölüm mekanizması üzerinden olduğu 

monolayer ve sferoid hücre kültürlerinde hem Muse hücre analiz cihazına uygun 

kitler hem de ikinci bir yöntem olarak mekanizmaya uygun spesifik inhibitörler 

kullanılarak MTT yöntemiyle araştırıldı. Çalışmamız sonucunda THZ’ nin  IC50 

değeri ile muamele edilen GBM hücre hatlarında Muse
®

 Annexin V & Dead Cell 

Kiti kullanılarak belirlenen sitotoksik etkinin monolayer hücrelerde %19.45 (T98G) 

ve %13.45 (U-87 MG), sferoid hücrelerde ise %14.6 (T98G) ve %16.45 (U-87 MG) 

apoptoz aracılı gerçekleştiği tespit edilmiştir. Bunula birlikte Muse
®
 Autophagy LC3 

Kiti aracılığıyla, monolayer kültürde THZ’ nin IC50 konsantrasyonu ile muamele 

edilen T98G hücrelerinde kontrol grubuna oranla otafaji indüskiyon oranında 6,5 

katlık bir artış; U-87 MG hücre hattında ise 4,6 katlık bir artış gözlenmiştir. Sferoid 

hücre kültüründe ise IC50 değerleri ile muamele edilen T98G ve U-87 MG hücre 

hatlarında otafaji indüskiyon oranındaki artış sırasıyla 2,15 ve 2,4 kat olarak 

hesaplanmıştır.  

İnhibitörler ile yaptığımız sitotoksisite çalışmaları sonucu otofaji inhibitörü olan 

CQ ile muamele edildikten sonra THZ’ nin IC50 değeri eklenen monolayer GBM 

hücre hatlarında canlılık %86 (T98G) ve %83 (U-87 MG); sferoid GBM hücre 

hatlarında canlılık %88 (T98G) ve %86 (U-87 MG) olarak hesaplanmıştır. Apoptoz 

inhibitörlerinden Cas-8 ve Cas-9 varlığında ise monolayer kültürde elde edilen 

canlılıklar  %70 (T98G Cas-8) , %64 (T98G Cas-9) ve %62 (U-87 MG Cas-8), %66 

(U-87 MG Cas-9) olarak belirlenmiştir. Sferoid kültürde ise elde edilen canlılıklar  

%61 (T98G Cas-8) , %66 (T98G Cas-9) ve %64 (U-87 MG Cas-8), %69 (U-87 MG 

Cas-9) olarak tespit edilmiştir. Muse hücre analiz cihazında yapılan ölçümler 

sonucunda, Muse
®
 Annexin V & Dead Cell Kitinde, apoptoz inhibitörleri varlığında 

monolayer kültürde elde edilen canlılıklar  %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 kültürde 

%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 inhibitörü varlığında  monolayer 

hücrelerde canlılık %82,65 (T98G) ve %88.70 (U-87 MG); sferoid hücrelerde 

canlılık %87,90 (T98G) ve %86,15 (U-87 MG) olarak belirlenmiştir. Muse®
 

Autophagy LC3 Kitinde, apoptoz inhibitörleri varlığında otofaji indüksiyon oranının 

monolayer hücrelerde yaklaşık olarak 4,6 (T98G) ve 3,3 (U-87 MG); sferoid 
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hücrelerde 2,6 (T98G) ve 3,1 (U-87 MG) kat arttığı; otofaji inhibitörü varlığında da 

otofaji indüksiyon oranının monolayer hücrelerde 1,7 (T98G) ve 1,1 (U-87 MG); 

sferoid hücrelerde de 1,5 (T98G) ve 1,3 (U-87 MG) kat arttığı  gözlemlenmiştir. 

Sonuç olarak otofaji yolağının inhibitör kullanılarak durdurulması sonucunda THZ’ 

nin sitotoksik etkisinin azaldığı gözlenmiştir. Bu bilgiler ışığında THZ’ nin GBM 

hücre hatlarındaki sitotoksik etkisini otofaji yoluyla gösterdiği kanısına varılmıştır. 

Farklı araştırma grupları tarafından kanser hücre hatlarıyla yapılan çalışmalarda 

THZ’ nin farklı kanser tiplerinde farklı ölüm mekanizmalarını tetiklediği 

gösterilmiştir. Örneğin, fare meme kanseri modeli 4T1’ de THZ’ nin 20 μM 

konsantrasyonuyla zamana bağlı (24, 48 ve 72 saat) muamelesi sonucu apoptozis 

artışı Annexin V yöntemi ile akım sitometrisinde gösterilmiştir (Yin ve ark. 2015). 

Ayrıca endometrial kanser hücrelerinin 10 μM THZ ile 24 saat muamele edilmesi 

sonucu apoptoz miktarındaki artış yine akım sitometrisi ile belirlenmiştir (Meng ve 

ark. 2016). Bunların aksine yapılan bir başka çalışmada, osteosarkom hücre hattının 

(U-2 OS) 14 μM THZ ile muamele edilmesi sonucu LC3-II miktarında artış 

gözlenmiş ve ölüm mekanizmasının otofaji olduğu belirlenmiştir (Ashoor ve ark. 

2013). Yapılan bir başka çalışmada ise GBM hücre hatlarında THZ’ nin sitotoksik 

etkisi sonucu LC3-II miktarında artış olduğu ancak kaspaz-3 miktarında bir 

değişiklik gözlenmediği belirtilmiştir (Cheng ve ark. 2015). 

 

Otofaji ile kanser arasında karmaşık bir ilişki olduğu bilinmektedir. Günümüze 

kadar yapılan araştırmalardan elde edilen verilerin ışında otofajinin kanserde etkisiz 

kaldığı, tümör oluşumunu desteklediği veya tümör baskılayıcı olarak rol oynadığı 

gösterilmiştir (Sung ve ark. 2016). Bu rollerin farklılaşmasındaki temel noktalar 

kanserin doku tipi, tümörün evresi ve sahip olunan onkojenik mutasyon olduğu 

düşünülmektedir (Liu ve ark. 2017). Apoptoz, kemoterapi ajanlarının uyardığı hücre 

ölüm tiplerinin birincil formu olmasına rağmen otofajik hücre ölümü de anti-kanser 

ilaçlarıyla indüklenebilen alternatif bir ölüm mekanizması olarak öne sürülmektedir 

(Ding ve ark. 2015). GBM tedavisinde kullanılan kemotarepi ve radyoterapi 

nedeniyle büyüme faktörü reseptörleri ve Ras' ın uyarımının artması PI3K-Akt-

mTOR yolağının aktivitesinin artması sonucu tedavinin etkisi azalmaktadır. GBM’ 

de sıkça rastlanan PTEN mutasyonunun da PI3K-Akt-mTOR yolağını inhibe ederek 
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kontrolsüz hücre bölünmesine ve böylelikle apoptozun inaktif halde kalmasına neden 

olduğu tespit edilmiş ve bu şekilde tedavide apoptoza karşı bir direnç oluştuğu öne 

sürülmüştür (Sharma ve ark. 2014; Sharma ve ark. 2014). Farklı kanser tiplerinde 

yapılmış anti-kanser çalışmalarında ise THZ’ nin sitotoksik etkisini PI3K-Akt-

mTOR yolağını inhibe ederek farklı ölüm mekanizmalarını aktifleştirdiği tespit 

edilmiştir (Li ve ark. 2016; Park ve ark. 2014; Min ve ark. 2015). Anti-kanser ajanlar 

veya otofajiyi indükleyen bileşikler kullanıldığında ise bazı kanser tipleri için 

tedaviyi destekleyici etki yarattığını düşündüren çalışmalar mevcuttur. mTOR 

inhibitörleri ve bu yolda kullanılan ajanların otofajiyi uyardığı, kemoterapi ve 

radyoterapi ile kombinlendiğinde anti-kanser etkisini desteklediği gösterilmiştir 

(Karakas ve Gozuacik 2014).   

 

Sonuç olarak, monolayer ve sferoid hücre kültürleri arasındaki farklılığı bir kez 

daha bu araştırma ile ortaya koyarken, THZ’ nin GBM hücre hatlarında otofaji 

yoluyla sitotoksisiteye neden olduğunu da saptamış olduk. Yaptığımız bu araştırma 

bir kez daha gösterdi ki; sitotoksisite çalışmalarında in vivo ortam uyumu dikkate 

alınarak, hem monolayer hem de sferoid kültürlerde yapılması gerekliliği yanısıra 

THZ’nin GBM kanser tedavisini destekleyici bir anti kanser ajanı olarak da rol 

oynayabileceği ileri sürülebilir. 
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Lisans Ege Üniversitesi Fen Fakültesi, 

Biyoloji Bölümü (Zooloji Ağırlıklı) 

2008 – 2013 

Lise Bornova Anadolu Lisesi 2004 – 2008 

 

İş Deneyimi 

Görevi 

Kurum Süre Yer 

Stajyer Ege Üniversitesi Tülay 

Aktaş Onkoloji Hast. 

Araştırma Lab. 

Temmuz 2014 – 

Şubar 2016 

Bornova, 

İZMİR 

          Stajyer Ege Üniversitesi Biyoloji 

Bölümü Zooloji AD. 

Laboratuarı 

Haziran-Temmuz 

2012 

Bornova, 

İZMİR 
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Yayınlar 

Ezgi ERSÖZ, Osman Burak CAN, Selim UZUNOĞLU. Eksozomların 

Kanserdeki Rolü. CBU Sağlık Bilimleri Enstitüsü Dergisi. 2016 / Cilt 3, Sayı 1. 

 

Ezgi ERSÖZ, Özge ÖZER, Osman Burak CAN, Selim UZUNOĞLU, Rüçhan 

USLU, Burçak KARACA. Monolayer ve gliomasfer insan glioblastoma multiforme 

kültürlerinde Tiyoridazin’in sitotoksik etkisinin karşılaştırılması. XIV. Ulusal Tıbbi 

Biyoloji ve Genetik Kongresi 27-30 Ekim 2015, Ölüdeniz, Fethiye. 

 

Proje ve Projede Yaptığı Görevler  

 Yüksek Lisans Bitirme Tezi. Gliomasferlerde Tiyoridazin aracılı hücre ölüm 

çeşitlerinin araştırılması. CBU Bilimsel araştırma projeleri koordinasyon birimi 

tarafından desteklenen 2015-184 numaralı proje de araştırmacı olarak yer aldım. 

Danışman: Prof. Dr. Mehmet KORKMAZ. Celal Bayar Üniversitesi, 2017. 

 TÜBİTAK 1001 Projesi. “Bor ve Türevlerinin Bening Prostat Hiperplazisi 

(BPH) Üzerine Anti-Proliferatif ve Anti-Enflamatuvar Etki Mekanizmasının 

Araştırılması” TÜBİTAK destekli 113 S 700 No’lu Projede araştırmacı bursiyer 

olarak yer aldım. 

 Lisans Bitirme Tezi. HIV ( Human Immunodeficiency Virus) Danışman: 

Prof. Dr. Uğur KAYA. Ege Üniversitesi, 2013. 

 

Analitik Temel Bilgiler  

 DNA, RNA, Protein İzolasyonu,  

 PCR,  Jel Elektroforezi,  

 Mikrotom İle Kesit Alma,  

 Histokimyasal Teknikler,  

 SDS-PAGE, ELISA  

 Monolayer ve sferoid Hücre Kültürü Uygulama Ve Yöntemleri. 
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Eğitimler/Sertifikalar 

• 01.12.2016 İş Sağlığı ve Güvenliği İşe Başlama Eğitimi Katılım Sertifikası. 

Celal Bayar Üniversitesi 

• 30.06-01.07.2016 ISO 22000 Gıda Güvenliği Yönetim Sistemi. (AKED) 

Anadolu Kariyer Eğitim Danışmanlık 

• 30.06-01.07.2016 ISO 14001 Çevre Yönetim Sistemi. (AKED) Anadolu 

Kariyer Eğitim Danışmanlık 

• 30.06-01.07.2016 ISO 9001:2015 İç Tetkikçi. (AKED) Anadolu Kariyer 

Eğitim Danışmanlık 

• 30.06-01.07.2016 ISO 9001:2015 Kalite Yönetim Sistemi. (AKED) Anadolu 

Kariyer Eğitim Danışmanlık 

• 30.06-01.07.2016 ISO 50001 Enerji Yönetim Sistemi. (AKED) Anadolu 

Kariyer Eğitim Danışmanlık 

• 30.06-01.07.2016 ISO 27001 Bilgi Güvenliği Yönetim Sistemi. (AKED) 

Anadolu Kariyer Eğitim Danışmanlık 

• 30.06-01.07.2016 ISO 10002 Müşteri Şikâyet Yönetimi. (AKED) Anadolu 

Kariyer Eğitim Danışmanlık 

• 30.06-01.07.2016 OHSAS 18001 İş Sağlığı ve Güvenliği. (AKED) Anadolu 

Kariyer Eğitim Danışmanlık 

• 30.06-01.07.2016 Entegre Yönetim Sistemi. (AKED) Anadolu Kariyer 

Eğitim Danışmanlık 

• 30.06-01.07.2016 İş Yeri Organizasyonu. (AKED) Anadolu Kariyer Eğitim 

Danışmanlık 

• 30.06-01.07.2016 Risk Yönetimi. (AKED) Anadolu Kariyer Eğitim 

Danışmanlık  

• 30.06-01.07.2016 Stratejik Yönetim. (AKED) Anadolu Kariyer Eğitim 

Danışmanlık 

• 27-30.10.2016 XIV. Ulusal Tıbbi Biyoloji ve Genetik Kongresi. 

• Akademik İngilizce Eğitimi. Akademik Batı Dilleri Eğitim Kurumu. 

• 18.05.2015 Bilim ve Gelişim sempozyumu: batı anadolu’da bilim ve gelişim 

topluluğu Dokuz Eylül Üniversitesi 
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• 01.04.2015 1.Onkolojide araştırma uygulamaları kursu-hazırlık. Dokuz Eylül 

Üniversitesi Onkoloji Enstitüsü  

• 31.03.2015 Laboratuvar Güvenliği ve uygulamaları Eğitimi. Celal Bayar 

Üniversitesi  

• 22-23.01.2015 Proje hazırlama ve yürütme çalıştayı. Celal Bayar Üniversitesi  

• 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. Moleküler Biyoteknoloji Bahar Okulu. Karadeniz Teknik 

Üniversitesi  

• 30.04.2009 Gençler Geleceğe Hazırlanıyor. E.Ü. İstatistik Araştırma 

Topluluğu  

 

 

Bilgisayar Bilgisi  

 Microsoft Office Programları  

 Adobe Photoshop CS6  

 Graphpad Prism 5 

 CalcuSyn 2.0 

 

 

 

Eğitim Sınav Sonuçları  

• Lisans Bitirme Puanı: 2.50 / 4.00, 14.06.2013.  

• Lise: Bitirme puanı: 76.39 / 100, 2008.  
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Katılınan Aktiviteler  

• Resim (Bornova Belediyesi Resim Kursu’na dair “Katılım Belgesi” ve kursun 

sonunda açılan sergide yapmış olduğum çeşitli resimlerim sergilendi.). 

• Basketball World Cup 10: İzmir’de yapılan turnuvaya çağrılarak, turnuva 

süresince çalışmalarda bulundum. 

• Tiyatro (2005-2006 tarihleri arasında Bornova Anadolu Lisesinde görsel 

sanat etkinliklerine dair “Teşekkür Belgesi” ). 



 

79 

 

 


