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HEDGEHOG YOLAGINDA YER ALAN SMO iNHiBiTORLERINIiN PTCH1
INHIBITORLERI iLE KOMBINE KULLANIMININ IN VITRO HUCRE
PROLIFERASYON VE INVAZYONUNA ETKISi
Yiiksek Lisans Tezi

Ashihan KARADAG
DOKUZ EYLUL UNIVERSITESI SAGLIK BiLIMLERI ENSTITUSU

Translasyonel Onkoloji Anabilim Dal

OZET

Sinyal yollarinin netlestirilmesi kanser hakkinda bilgi birikimini artiracag: gibi
kanser tan1 ve tedavisinde yol gosterici olabilir. Hedgehog sinyal yolu insanda
embriyogenez déneminde hiicre proliferasyonu, hiicre dongiisii, doku rejenerasyonu,
yara iyilesmesi ve homeostazda yer alir. Yetigkinlikte anormal Sonic Hedgehog (Shh)
aktivasyonunun neoplastik biiyiime, kanser kok hiicrelerinin gelisimi ve metastaza yol
acan epitelyal-mezenkimal gecis siireglerinde 6nemli bir rol oynadigi gosterilmektedir.
Hedgehog sinyalinin yoklugunda, 12-transmembran reseptor ailesinin bir iiyesi olan
Patched 1 (Ptchl), hiicre zarina lokalizasyonunu 6nlemek i¢in 7-transmembran protein
Smoothened (Smo) aktivitesini inhibe etmek i¢in katalitik olarak hareket eder.
Hedgehog sinyal yolu aktivasyonu, hiicre zarindaki sillerde degisikliklere neden olur.
Ptch, Smo iizerindeki inhibisyonu ortadan kaldirir ve Smo sirayla fosforile edilir.
Fosforilasyonlar sonrasinda aktiflenen Glil transkripsiyon faktoriinin hiicre
¢ekirdegine translokasyonu gergeklesir ve hedgehog sinyaline cevap verecek hedef
genlerin transkripsiyonu yapilir. Glil'in bu ifadesi dogrudan ve dolayli yollarla hiicre
proliferasyonu ile ilgilidir. Bu proje kapsaminda yapilan g¢alismalar ile ticari
glioblastoma hiicre hatti olan U87-MG’de hedgehog sinyal yolu varlig1 gosterilmis ve
Ptchl antagonisti olan Robotnikinin ve Smo inhibitdrii olan Vismodegib’in kombine
kullanimlarinin hedgehog sinyal yolu iizerindeki etkisi incelenmistir. Bu etkinin
gozlenebilmesi i¢in hiicrede proliferasyon, migrasyon, invazyon  analizleri
gerceklestirilmistir. Bunlara ek olarak kullanilan antagonist ve inhibit6riin in silico
olarak karsilagtirmalar1 yapilmistir ve robotnikininin ilag benzeri molekiil olabilecegi
sonucuna varilmistir. /n vitro galismalardan elde edilen sonuglar kombine tedavi ile

etkin sonuclar kazanilabilecegi yoniindedir. Yapilan kombine tedavilerde ajanlarin
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birlikte kullaniminin tek baslarina kullanimlarindan daha etkili oldugu gézlenmistir.
Yapilan galisma literatiirde, Hh sinyal yolunun 6nemli 2 proteinlerinin Smo’nun
inhibitorii vismodegib ve Ptchl’in inhibitorii robotnikininin kombine kullanimlarini
igeren ilk ¢alismadir.

Anahtar sozciikler: Glioblastoma, hedgehog sinyal yolagi, robotnikinin,
vismodegib

Tezin sayfa adedi: 92

Damisman: Prof.Dr.Yasemin BASBINAR
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EFFECT OF COMBINED USE OF SMO INHIBITORS IN THE HEDGEHOG
ROAD WITH PTCH1 INHIBITORS ON IN VITRO CELL PROLIFERATION
AND INVASION
Master Thesis
Aslihan KARADAG

DOKUZ EYLUL UNIVERSITY HEALTH SCIENCE INSTITUTE

Department of Translational Oncology

ABSTRACT

Clarifying the signaling pathways will increase the knowledge about cancer and
can be a guide in the diagnosis and treatment of cancer. The Hedgehog signaling
pathway is involved in cell proliferation, cell cycle, tissue regeneration, wound
healing, and homeostasis during human embryogenesis. Abnormal Sonic Hedgehog
(Shh) activation has been shown to play an important role in the neoplastic growth,
development of cancer stem cells, and metastasis. In the absence of hedgehog
signaling, Patched 1 (Ptchl), a member of the 12-transmembrane receptor family, acts
catalytically to inhibit the activity of the 7-transmembrane protein Smoothened (Smo)
to prevent its localization to the cell membrane. Ptch abrogates the inhibition on Smo
and Smo is sequentially phosphorylated. In this project, the presence of hedgehog
signaling pathway was demonstrated in commercial glioblastoma cell line U87-MG,
and the effect of combined use of Ptchl antagonist Robotnikinin and Smo inhibitor
Vismodegib on hedgehog signaling pathway was investigated. In order to observe this
effect, cell proliferation, migration and invasion analyzes were performed. In addition,
in silico comparisons of the antagonist and inhibitor used were made and it was
concluded that robotnikin could be a drug-like molecule. The results obtained from in
vitro studies show that effective results can be obtained with combined treatment. It
has been observed that the combined use of agents in combined treatments is more
effective than their use alone. The study is the first in the literature to include the
combined use of vismodegib, an inhibitor of two important proteins of the Hh signaling
pathway, and robotnikin, an inhibitor of Ptchl.

Keywords: Glioblastoma, hedgehog signaling pathway, robotnikinin,

vismodegib
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1. GIRIS VE AMAC
1.1 Problemin Tanimi ve Onemi

Hiicre i¢i ve hiicreler arasi sinyal yollar1 embriyonik donemden baslayarak canli
gelisiminde biiyiik bir 6neme sahip oldugu gibi kanser olusum ve gelisiminde de rol
oynar. Kanserde sinyal yollar1 karsinogenez, metastaz, ila¢ direnci gibi siireglere neden
olur. Kanser gelisiminde agiga kavusturulan bir¢ok sinyal yolu vardir ve hedgehog
sinyal yolu bunlardan biridir. hedgehog sinyal yolu 6zellikle hiicreler arasi iletisimde
gorev alan farkli sinyal yollar ile etkilesimdedir ve onlar1 etkileyebildigi gibi farkli
sinyal yollar1 tarafindan da etkilenir.

Bir¢ok kanser tiiriinde oldugu gibi glioblastomanin da molekiiler patogenezinde
hala kesfedilmemis noktalar vardir. Bu tiir kanserler genellikle morfolojik olarak ¢ok
heterojendirler ve bu nedenle uygulanan farkli tedavi yontemleri olsa da kisinin
sagkalim siiresi olduk¢a kisadir, bu nedenle kanserde dogru tedavi yontemi igin
oncelikli olarak altta yatan molekiiler degisiklikler agiga ¢ikarilmalidir.

Hedgehog (Hh) sinyali bir¢ok organizmada korunmus bir mekanizma olup,
embriyolojik gelisim siirecinde olduk¢a 6nemli bir rol oynamaktadir, yetiskinlikte
sinyal yolunun aktif olmasi karsinogeneze neden olur. Bu gen ailesi 1970 lerin
sonunda Drosophila meyve sinekleri iizerinde yapilan arastirmalar sonucunda,
Christiane Niisslein-Volhard ve Eric Wieschaus tarafindan kesfedilmistir.

Kanserde rol oynayan sinyal yollarinin zaman igerisinde aydinlatilmasi ile
birlikte hastalik tedavisinde de potansiyel hedefler haline gelmislerdir.

Bu nedenle sinyal yolaklarinin birbirleri ile iligkisinin daha iyi anlasilmasi ve

inhibisyonuna yo6nelik calismalar gergeklestirilmelidir.

1.2 Arastirmanin Amaci

Bu calismada hedgehog sinyal yolunun aktif oldugu bilinen kanser tiirlerinde
klinik kullanim1 mevcut olan ilag ile yeni kesfedilen hedgehog sinyal yolu antagonist
molekiiliiniin kombine tedaviye verdikleri cevabin in vitro olarak incelenmesi

calismalar1 gerceklestirilmistir. Bu ¢alismalarda glioblastomada aktif oldugu bilinen



hedgehog sinyal yolunun aydinlatilmasit kombine tedavi ile sinyal yolu inhibisyon
etkisinin artmasi hedeflenmistir ve farkli hedgehog sinyal yolagi inhibitorlerinin
kombine kullaniminda tek tek kullanimlarina oranla daha fazla inhibisyon etkisi

gozlenip gézlenemeyegi sorusuna cevap aranmistir.

1.3 Arastirmanin Hipotezleri

Bu calisma, kanser gelisim siirecinde biiyiik oranda rol oynadigi bilinen
hedgehog sinyal yolunun inhibisyonuna yonelik yapilan ve kombine tedavi
yonteminin etkinliginin arastirildigi bir ¢alismadir. Tedavide kullanilan ilaca karsi
hiicrede gerceklesen direng ya da etkin tedavi siirdiiriilememesi genellikle hiicrede
gerceklesen aktif yollarin kullanimi ile olusur. Bu sinyal yollarinin farkli basamaklarda

inhibisyonu ile kanser gelisimi 6nlenebilir.



2. GENEL BILGILER
2.1 Hedgehog Sinyal Yolag

Embriyogenezde gozlenen kontrollii hiicre boliinmesi, ¢ogalmasi, farklilagsmasi
ve programlanmis hiicre boliinmesi gibi karsinogenezde de kontrolsiiz hiicre
davraniglar1 gozlemlenir. Embriyogenez ve karsinogenez hiicre davranislari, gocii ve
farklilagmalar1 agisindan benzerdir ve bu hiicre davraniglar bir takim sinyal yolaklari
tarafindan kontrol edilir ya da uyarilir.

Hedgehog (Hh) sinyal yolagi bu yolaklardan biridir ve son yillarda yapilan
aragtirmalar ile embriyogenez doneminde hiicre proliferasyonu, hiicre dongiisiiniin
belirlenmesi ve doku Ortiisiiniin gelisimi dahil olmak tizere pek ¢ok gelisim siirecini
diizenledigi (1), ayn1 zamanda yetiskin omurgalilarda olagan siire¢ igerisinde kok ve
oncil hiicrelerin Hh sinyal aktivitesi ile yara iyilesmesi, doku rejenerasyonu ve
homeostaz sagladigi bilinmektedir (2). Son yillarda yapilan ¢alismalarda yetiskinlikte
anormal Sonic Hedgehog (Shh) aktivasyonunun neoplastik biiyiime (3), kanser kok
hiicrelerinin siirecini ve metastaza yol acan epitelyal mezenkimal gecis (EMT)
slireglerinde anahtar rol oynadigi belirtilmistir (4)(5).

Hedgehog (Hh) sinyal yolu ilk kez 1980’lerde 2 biyolog olan Niisslein-Volhard
ve Wieschaus tarafindan sirke sinegi olarak da bilinen Drosophila melanogaster'in
embriyonik 6liimciil mutantlarinda kesfedilmis ve adin1 mutant embriyolardaki kirpi
dikenlerine benzeyen kil benzeri yapilardan almistir (6) ve 2000’li yillarin baginda

omurgalilarda aydinlatilmaya baglanmistir (1).

2.2.1 Hedgehog Sinyal Yolaginda Gorev Alan Protein, Ligand Ve Genler
Memelilerde ii¢ adet Hh sinyal proteini bulunur, bunlar; Sonic Hedgehog (Shh),
Indian Hedgehog (lhh) ve Desert (Dhh) Hedgehogdur. Hh proteinleri post-
translasyonel modifikasyonlar sonrasi bir membran tasiyici proteinin yardimziyla hiicre
tarafindan salgilanan yaklagik 45 kDa'lik onciiler olarak sentezlenir ve hedef hiicreye
iletimleri saglanir. Hedgehog ligandlarinin iiretimi, otoproteolitik bdliinmeyi ve
kolesterol ve palmitik asit gibi lipid parcalarinin eklenmesini igerir. Ligandin
salgilanmasi icin birkag¢ 6zel protein gereklidir. Bu proteinler arasinda omurgalilarda

en ¢ok karsilasilan Hh proteini Shhdir (2). Hh molekiilleri, C-terminalden kolesterole



bagli bir N-terminal peptid olusturmak amaciyla otoproteolitik bdliinmeye ugrar.
Hh'nin kolesterol modifikasyonu, plazma membraninda tutulmasina yol agarak serbest
hareketliligini smirlar ve hem kolesterol hem de palmitik asit, Hh'nin sterol
bakimindan zengin membran mikro bolgeleri ile iliskisini destekler (7). Shh, embriyo
gelisimi sirasinda 6zellikle beyin ve ekstremite olusumuna etkilidir. Shh sinyali erigskin
donemde ise yaralanma ve inflamasyon dis1 durumlarda inaktif haldedir (8).

Shh, Patched 1 (Ptchl) ve Smoothened (Smo) transmembran proteinlerini
etkileyerek glioma ile iliskili transkripsiyon faktorlerinin (Gli) faaliyetine yol acan bir
sinyal transdiiksiyon kademesini etkinlestirir (3). Shh sinyal yoklugunda, 12-
transmembran reseptorii olan Ptchl, G proteinine baglh reseptor (GPCR) siiper
ailesinin bir liyesi olan 7-transmembran proteini Smo aktivitesini hiicre yiizeyine
lokalizasyonunu onleyerek bastirmak igin katalitik olarak etki eder (9)(10).

Hh sinyal yolunun aktivasyonu hiicre membranindaki sillerde degisiklige neden
olur. Ptch GPR161 sillerinden ¢ikar ve plazma membranindan yanal tasima yoluyla
veya dogrudan bir hiicre i¢i vezikiilden girerek Smo'nun, protein kinaz A (Pka), kazein
kinaz la (Ckla), CkII ve Gper kinaz 2 (Gprk2) tarafindan art arda fosforilasyonu ve
secici proteolizi gergeklesir (11). Primer sillerin bu hareketi sonrasi Gli transkripsiyon
diizenleyicisini modifiye eden FUSED supresoriinii (SUFU) de igeren bir sitoplazmik
kompleksin modiile edilmesi saglanir (10). Smo’nun bazal gévdenin hemen
distalindeki bir bolgede birikmesiyle Hh sinyalizasyonu Gli2, Gli3 ve SUFU
seviyelerini de artirir. Bu, Smo'nun bazal gévdenin hemen distalindeki bir bolgede
birikmesine neden olur ve sinyallemeyi miimkiin kilar. Dolayisiyla Shh’un Patch’e
baglanmasi Ptch’in Smo iizerindeki inhibisyonunu ortadan kaldirmaktadir. Aktiflesen
SmoC silyum membranimna baglanmaktadir. SmoC, protein kinaz A (PKA)’y1
baskilamakta, boylelikle Gli proteinleri yolak aktif degilken kompleks olusturduklar
supresor SUFU kompleksinden ayrismakta ve aktiflesmektedir.

Hh sinyalizasyonu, 6zellikle u¢ kisimdaki sillerde sinyal yolu aktivasyonunun
nihai sonucu, Gli-SUFU kompleksinin siller i¢inde ayrismasi ve yeni serbest birakilan
tam uzunlukta, aktive edilmis Gli2 ve Gli3 proteinlerinin siliyadan g¢ekirdege
proteolitik islemeyi atlayarak tasinmasidir (12). Fareler {izerinde yapilan bir ¢galismada
SUFU kaybinin, HH yolaginin yapisal aktivasyonuna neden oldugu, ancak FUSED
kaybimin (STK36 olarak da bilinir) Hh sinyallemesi iizerinde higbir etkisi olmadigi



bildirilmistir (1). Ptch tarafindan yapilan baskilamanin ortadan kalkma mekanizmasi
tam olarak aydinlatilamamis olsa da SUFU’nun modiile edilmesi ardindan Glil’in
hedef Hh genlerini indiikledigi bilinmektedir, bunlar; Gli2 transkripsiyon ve
translasyon sonrasi hiicresel olaylara bagli olarak indiikleyici ya da baskilayic1 gérevi
gorebilir, Gli3 ise baskilayici bir rol oynamaktadir (13). Aktive edilmis Gli2 ve Gli3
proteinleri siliyadan cekirdege proteolitik islemeyi atlayarak tasinirlar. HH sinyal
iletimi, translasyon sonrasi proteolitik islemlerini diizenleyerek Gli proteinlerinin
aktivator ve baskilayici formlari arasindaki dengede bir degisiklige neden olur (7). Gli
aktivasyonu cesitli diizeylerde SUFU, Ren, protein kinaz A (PKA) glikojen sentaz
kinaz 3B (GSK3p) gibi inhibitorler ve Dyrkl, Ras ve Akt gibi aktivatorlerin
olusturdugu fosforilasyon araciligiyla diizenlenmektedir (14).

Farkli bir goriis ise sitoplazmada aktivator forma gecen Gli2’nin Glil’in
promotdr bolgelerine dogrudan baglanarak Glil ekspresyonunu uyarirken, Glil’in de
muhtemelen bir ara transkripsiyon faktoriiniin aktivasyonu yoluyla kendi
ekspresyonunu ve Gli2 transkripsiyonunu indiikledigi yoniindedir (15). Sonug olarak,
Glil ve Gli2'nin konstitiitif ekspresyonu, farklilasma sinyallerini bastirarak ve hiicre
dongiisii ilerleme genlerini, anti-apoptotik faktorleri ve EMT-invaziv biiylimeyi tesvik

eden genleri aktive ederek tiimor olusumuna katkida bulunur.

Tablo 1. Hedgehog sinyal yolunda nihai sonug olarak elde edilen bir transkripsiyon
faktorli olan Glil nukleusa gecerek proliferasoyanla iligkili oldugu bilinen bazi gen

bolgelerine ait tablo

Transkripsiyonu Gerceklesen Gen Bolgesinin Hiicreye Gen Bolgesinin  Hiicredeki

Gen Bolgesi Etkisi Gorevi

CCND- Siklin D1 Proliferasyon Hiicrede bulunan siklin bagimli
kinazlarmm diizenleyicileri olarak

islev goriir. Hiicre dongiisiiniin
G1/S gegcisi i¢in gereklidir (16)
CCNE- Siklin E1 Proliferasyon Hiicre dongiisiinde DNA
duplikasyonunun baslamasini
belirler ve  Hiicre  dongiisi
ilerlemesini inhibe eden TGF-
yolagi
Siklin E1/CDK2 tarafindan inhibe
edilir (17)
E2F Proliferasyon Hiicre dongisii regulasyonu ve
DNA sentezinde yer alir (18)
CDK1- Siklin bagiml kinaz 1 Proliferasyon Okaryotlarda hiicre déngiisiiniin ana
denetleyicisidir (19)




CCNA- Siklin A2 Proliferasyon

CCNB- Siklin B1 Proliferasyon
BCL2 Hiicre hayatta kalimi
SNAIL1 EMT

Somatik hiicrelerin bdliinmesinde
ifade edilir. Hiicre boliinmesinin S
fazinda ve G2’den M fazina gegiste
gorev alir (20)

Hiicrenin mitoz boliinme karar
mekanizmasinda yer alir.
Kromozom yogunlasmasi  gibi
erken mitoz evrelerinde rol oynar
(21)

Hiicrede apoptozu inhibe ederek
veya indiikleyerek hiicre 6liimiinii
diizenler (22)(23)

Embriyonik gelisim sirasinda epitel
mezenkimal gegisi

(EMT) diizenlemek igin E-
kaderin’in baskilanmasini
destekleyen  bir  transkripsiyon
faktorleri ailesidir (24)

inaktif Shh Sinyali
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2.1.2 Non-Kanonik Hedgehog Sinyal Yolu

Buraya kadar anlatilan Hh sinyal yolagi kanonik Hh sinyal yolu olarak da
bilinmektedir. Hh sinyal yolunun bir diger tiirii ise non-kanonik Hh sinyal yoludur.
Non-kanonik Hh sinyal yolunda, Shh, Gli'nin Shh'nin kendisinden, Ptch transmembran
proteininden veya SMO'dan bagimsiz olarak aktivasyonunu igerir. Ornegin, Glil ve
Gli2, melanomda TGF B / Smad3'iin transkripsiyonel hedefleridir (25). Non-kanonik
Hh sinyal yolu da kendi iginde ikiye ayrilmaktadir. Bunlar non-kanonik tip 1 ve non-
kanonik tip 2 Hh sinyal yollaridir. Tip 1, SMO bagimsiz ancak Gli bagimli bir
aktivasyon gosterirken; tip 2, Smo bagimli ancak Gli bagimsiz bir aktivasyon
gostermektedir. Non-kanonik tip 1 Hh, PI3K / AKT / mTOR, TGF gibi diger sinyal
yolaklari ile aktive edilebilir (26) ve SMAD3, RAF / MEK / MAPK ve KRAS / AR
yollarmn1 aktive edebilir (27). Non-kanonik tip 2 Hh’ye verilecek bir 6rnek ise Hh
sinyal aktivasyonunun kolon kanseri kok hiicrelerinde WNT yolunu pozitif olarak

diizenledigi ve cAMP hiicre igi seviyelerini digiirdigidiir (28).

2.1.3 Hedgehog Sinyal Yolaginin DNA Tamir Mekanizmasindaki Rolii

Hh sinyal yolunun yetiskinlerde anormal aktivitesinin medulloblastoma, bazal
hiicreli karsinom, glioblastoma gibi kanserler ile iligkili oldugu (29) ve Hh/GLI
sinyallemesinin ¢esitli kanser tiirlerinde birden fazla DNA onarimi mekanizmasinda
gorev aldigr bilinmektedir. DNA yanlis eslesme mekanizmasi (mismatch repair-
MMR) DNA replikasyonunda meydana gelen bozulmalarin tamiri sirasinda 6nemli bir
role sahiptir. Bu mekanizmada olusan aksakliklar basta kanser olmak iizere bir¢ok
hastaliga neden olmaktadir (4). Son yillardan yapilan c¢aligmalar ile DNA tami
mekanizmalarindan biri olan mismatch repair (MMR) mekanizmalarimin Gli ile iliskisi
ortaya konmustur (30). Mazumdar ve ark. tarafindan insan kolon karsinomu hiicre hatti
HT29'da ¢cDNA mikrodizi gen profillemesini yapilan ¢alismada Glil ve GLI2’nin
inhibisyonunun MMR'de yer alan iki genin (MSH6 ve EXO1) ekspresyonlarini asagi
regiile ettigi bildirilmistir. Ayn1 caligmada yer verilen bir baska durum ise GLI1 ve
Gli2'nin inhibisyonu veya baskilayict Gli3'in ekspresyonu, HT29 hiicre hattinda
niikleotid eksizyon onarimi (NER) ve baz eksizyon onarimi (BER) ile ilgili genlerin

ekspresyonunu asagi regiile ettigi yoniindedir (31).



DNAda olusan hasarlarin onarilmamast durumunda hiicre planli hiicre 6limi
icin hiicresel sinyallemeler gerceklesir daha fazla kalici hasar1 dnlemek i¢in hiicre
apoptoza gider. Yapilan bazi ¢alismalarda Hh sinyal yolu proteinlerinden biri olan
SMO’nun inhibisyonunun kaspaz 3" yukar1 regiile ederek apoptozu artirdigi
gosterilmistir (32). Bir baska calismada ise gliomablastom kanserinde Glil'in
susturulmasinin apoptozdan sorumlu Bcl-2 ekspresyonunu azalttigi ve apoptozu

artirdig1 bildirilmistir (33).

2.2. Hedgehog Sinyal Yolag1 Ve Etkilesimde Oldugu Sinyal Yolaklari

Hh sinyalinin kanserdeki DNA onarim mekanizmasini degistirme yetenegine ek
olarak, ayni zamanda kanser hiicrelerinin DNA onariminin basarisiz olmasi
durumunda yedekleme mekanizmasi olan apoptozdan kagmasmna da izin verir.
Boylelikle, hiicrelerin apoptozdan kagmasini saglayarak Hh sinyali kanser geligimi,
ilerlemesi ve metastazi igin gok dnemli bir yol olusturur.

Hh sinyal yolagmin DNA dogrudan onarim mekanizmasi tizerindeki etkisi
hakkinda kesin ve islevsel bir rapor bulunmamakla birlikte, Cui ve ark. tarafindan
yapilan ¢alismada O6-Metilguanin-DNA metiltransferazin (MGMT), gliomada Hh
sinyalini bloke etmesi iizerine MDR1, MRP1, MVP, MGMT, Bcl-2 ve Survivin
genlerinin ekspresyonlarini asag regilile ederek glioma hiicrelerinde kemoterapotik
ajanlarin sitotoksisitesini artirdigi ve Glil'in asirt ekspresyonunun kemoterapiden
sonra glioma niiksi ile iliskili oldugu bildirilmistir (34). Birlikte ele alindiginda, bu
sonuclar Glil'in glioma hiicrelerinin kemoterapdtik ajanlara direncinde baskin bir rol
oynadigmi ve Hh / Glil sinyallemesinin engellenmesinin neredeyse tiim DNA onarim
mekanizmalarini bastirabilecegini gostermektedir. Bu durum Hh sinyal yolunun alt ve
tist regililasyonlarinin farkl: sinyal yolaklart ile etkilestigine kanit olmustur. Gli, Ptch
ve HHIP’in yam sira, Glil ve Gli2 proteinleri, hiicresel proliferasyonda yer alan
(CCND1/2, MYCN, SPP1, BMI-1, IGFBP6, FOXM1), sag kalim (BCL2, MDM2),
anjiyogenez (VEGF, ANGTL, ANGL, CYR61) ve epitelyal mezenkimal gegis
(BMP1, MUCS5AC, SNAII1, JAG?) iligkili genleri aktive eder.

Literatiire Hh sinyal yolagi ve WNT yolaginin benzerliklerine dair birgok
makale sunulmustur (35). Her iki yolak da membran proteinleri ile aktive olur ve



ligand yoklugunda her iki yolak da glikojen sentaz kinaz 3 (GSK-3 ) ve kazein kinaz
(CK1) tarafindan susturulur, GSK-3 p’nin SUFU’yu fosforilleyerek stabilize ettigi ve
bu sayede Hh yolagmin aktivasyonunu inhibe ettigi bilinmektedir (36). Bunlarla
birlikte hiicrede salgilanan frizzled-iliskili protein 1’in yukarn regiilasyonu ile Glil
indiiksiyonunun bir sonucu olarak Wnt sinyallenmesinin inhibe edildigi de
bildirilmistir (37).

Notch sinyal yolu ise yine Hh sinyal yolu gibi embriyogenez, hiicresel
homeostaz ve kok hiicre yenilenmesinde rol oynayan bir sinyal yoludur (38). Notch
reseptorlerinin aktivasyonu serin / treonin kinaz Akt, transkripsiyon faktorii STAT3
ve rapamisinin memeli hedefi (MTOR) yolaklan ile iliskisine ek olarak Shh
arttiricisinin  ekspresyonunu da indiikler. Yapilan calismalar ile Shh ve Notch
inhibisyonunun, CD133 + glioblastoma kok hiicrelerinde ilaca karsi duyarlilig:
arttirdigr (39) ve Shh, Notch ve Wnt yolaklarinin birlikte meme kanseri kok
hiicrelerinin ve progenitor hiicrelerin kendi kendini yenilemesini ve farklilasmasini
diizenleyebildikleri (40) bildirilmistir.

Epidermal biiylime faktorii reseptorii (EGFR)’niin RAS / RAF / MEK / ERK
sinyallemesinin uyarilmast yoluyla Gli hedef genlerinin transkripsiyonunu segici
olarak etkinlestirmek i¢in Glil ve Gli2 ile etkilesime girer. Bunun yanisira literatiirde
EGF'nin kok hiicreler lizerindeki Shh'nin proliferatif aktivitesini uyarma ve Shh ifade
eden epidermal hiicrelerin invazif 6zelliklerini gelistirme kabiliyetine sahip oldugu ile
ilgili caligmalar yer almaktadir (41)(42).

Hh sinyalizasyonu, biiyime faktori-p (TGF- p) ve AKT sinyalinin
dontstiiriilmesi gibi diger yollarla da ¢apraz etkilesimde yer alabilir. Johnson ve ark.
tarafindan MDA-MB-231 meme kanseri hiicre hatti kullanilarak yapilan ¢aligmada
TGF-B'nin paratiroid hormonu ile iligkili proteinin Gli2 aracili ekspresyonunu tesvik
ettigi gosterilmistir (43). Ju ve ark. ise Hh ve AKT yollarinin etkilesimlerini incelemek
lizere zebra baliklar1 kullanarak yaptiklar1 ¢alismada iki yolun birlikte aktivasyonunun
timor olusumunu destekledigini bulmuslardir (44).

Kanserin baslamas1 sirasinda, ekspresyonu CD15 veya CD133 ile paylasan
kanser kok hiicre marker1 BMI1'in Shh/Gli'ye bagl bir yukari regiilasyonu vardir. Shh,
tiimdriin baslamasindan sorumlu olan kok hiicre nisinin korunmasinda da rol oynar.

Daha sonra, tiimér biiyiimesi sirasinda Shh/Gli, hiicre proliferasyonu ve hiicre dongiisii



ilerlemesinde rol oynayan Siklin D, Siklin E ve NMYC genlerinin transkripsiyonunu
kontrol eder. Bunun yanisira yapilan ¢alismalar ile Hh sinyal yolu ile transkripsiyon
faktorii Nanog, onkopresor p53'in kaybiyla uyumlu olarak hem embriyonik kok
hiicrelerin  kendini yenilemesinin hem de pluripotensi yeniden programlayan
farklilagmig somatik hiicrelerin 6nemli bir belirleyicisi olarak hareket ettigi
gosterilmistir (45).

Timor boyutunu korumak ve pro-invazif siirecleri desteklemek i¢cin Shh yolu,
kapsamli dogrudan gen regiilasyonu yoluyla hiicre hayatta kalmasii, EMT geg¢isini,
anjiyogenezi ve metastatik mekanizmalar1 CFLAR ve apoptoz ve proto-onkogen
diizenleyicisi olan Bcl2 genlerinin ekspresyonunun pozitif kontroliinii saglar (46).
Bagka bir ¢aligmada glioblastoma kanserinde Glil'in susturulmasiin apoptozdan
sorumlu Bcl-2 ekspresyonunu azalttigi ve apoptozu arttirdigi bildirilmistir (33). Ayni
zamanda, ayni kokenli 6lim reseptorii-4 (DR4) promotoriinii baglayarak, Gli3
tarafindan bastirma yoluyla tiimor nekroz faktorii ile iliskili apoptozu indiikleyen
ligandin (TRAIL) indiikledigi apoptozu modiile eder (47). Shh ayrica diger sinyal
yollartyla dolayl olarak ilgili hareket eder. Bununla birlikte, kanser kok hiicrelerinin
hiicresel mekanizmalar1 tam olarak anlasilmamis olsa da, artan kanitlar, embriyonik
ve yetigkin kok ve progenitor hiicrelerin diizenlenmesinde Hh sinyal yolunun yani sira
Wnt ve Notch gibi temel gelisimsel sinyal yollarinin gorev aldigi bilinmektedir (48).

Shh'nin, besinleri geri doniistiirmenin, hiicrelerin hayatta kalmasini ve olumsuz
ortamlara kars1 direncini arttirmanin bir yolu olarak otofajik siirece dahil olabilecegi
diistinilmektedir. Tim bu islevler, Shh yolagmin kanser biyolojisindeki Onemini
vurgulamakta ve kombine farmakolojik tedaviler ic¢in stratejik bir hedef olarak
kullanimini hakli géstermektedir (46).

Evrimsel siiregte Hh sinyallemesi agirlikli olarak Hh ligandlarmin komsu
mezenkimal hiicrelere etki etmek iizere epitel tarafindan tretildigi ve salgilandigi
parakrin sinyallesmeyi kullandig1r aciklanmistir. Yapilan arastirmalar ile otokrin
sinyallesme yolu kullanan kanser hiicrelerinde buna ek olarak parakrin sinyallesmenin
de olmast tiimor olusumunu hizlandirdigini ortaya koymaktadir (49). Bu nedenle bu

sinyallesmenin tiimor olusumunda etkili oldugu diisiintilmektedir.
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Sekil 2. Kanserde yol alan yolaklarmn timiiniin gosterimi (50)

Sekil 2°de de gosterildigi gibi Hh sinyal yolagi Glil proteininin iretimi ile
dogrudan hiicre proliferasyonunda etkilidir. Ayrica yukar1 ve asagi regiilasyonlar ile
diger yolaklardan etkilenebilir ve onlar1 etkileyebilir. Burada da belirtildigi gibi
hiicreler arasi etkilesim gerek sinyallesme gerekse asag1 ve yukar regiilasyonlar ile
kontrol edilmektedir.

Baz1 c¢alismalar, Hh sinyal yolu proteinlerinden biri olan Smo'nun
inhibisyonunun, kaspaz 3'i yukari regiile ettigini ve ardindan apoptozu indiikledigini
aciklamistir (32). Hh sinyali ayrica kanser hiicrelerine, DNA onariminin basarisiz
olmast durumunda ikame mekanizma olan apoptozu onlemesini saglar. Hh sinyali,
hiicrelerin apoptozdan kaginmasina izin vererek, kanser gelisimi, ilerlemesi ve

metastaz i¢in ¢ok dnemli bir yol olusturur.

2.3 Hedgehog Yolak Inhibitor ve Antagonistleri

Bir 6nceki boliimde bahsedildigi gibi Hh sinyal yolu bir¢ok farkl: hiicre i¢i ve
hiicreler aras1 yolaklar ile iligkilidir. Bu nedenle hem Hh hem de diger yolaklar
hedefleyen tedaviler ve hatta miimkiinse kombine tedavilerin uygulanmasinin klinikte

hastaya daha fazla yardimi olacag: diistiniilmektedir.
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Yapilan calismalar ile Hh sinyallemesinin inhibisyonunun tiimdr biiyiimesini
engelledigini ve hem proliferasyonu hem de maligniteyi etkiledigini gosterilmistir
(51).

Bu nedenle Hh sinyal yolunun son yillarda kanser tedavisinde hedef bir yol
olmasi ardindan gerek dogal gerekse sentezlenmis bir ¢ok inhibitor kiigiik molekiiller
kesfedilmistir ve farkli hedeflere sahip dogal {iriinler ve kemoterapdtiklerin bir
kombinasyonunu kullanan stratejiler, gliomali hastalarin genel sagkalimini
artirabilecegi diistintilmektedir.

Son 15 yilinda bir¢ok farkli Hh sinyal yolu inhibitdr ve antagonisti in vivo ve in
vitro kanser tedavisi arastirmalarinda kullanim amaciyla kesfedilmistir.

Omegin  GANT61, Glil ve Gli2'yi hedefleyen bir Hh yolu
inhibitoridiir. GANT61'in Gli ekspresyonunu verimli bir sekilde asagi regiile ettigi,
gbcl ve hiicre proliferasyonunu inhibe ettigi ve G1 tutulmasina ve apoptoza yol actigi
gosterilmistir (49). GANT61 ayrica insan mesane gegis hiicreli karsinomunda Gli2'yi
inhibe ederek hiicre istilasin1 azaltabilir (52). Hh yolunu hedefleyen inhibitérlerden
bazilarinin listesi tablo 2’de verilmistir (53).

Tablo 2. Hh yolu inhibitorleri

Inhibitor Hedef Inhibisyon Sekli

Vismodegib

Sonidegib

Saridegib

Siklopamin

;aol\aKd_Z%If Smo Dogrudan Smo’ya baglanir

IP1-926

XL139

PF-0449913

CUR61414

|I_|n|13ilq-l]J-im0 q Gli Gli degradasyonu saglar

EE:% Gli Gli aktivasyonunu engeller

HPI-4 Gli Birincil siliyumlarda olusan hareketi

Arsenik30ksit engeller

Gant58 ] Dogrudan Gli’ye baglanarak nukleus

Gant61 Gli trasnlokasyonunu ve DNA’ya

Glabrescione B baglanmasin1 engeller

Robotnikinin Ptch Shh ligandi ile etkilesime girerek

5E1 Ab ligandin Ptch1’e baglanmasini engeller

Kurkumin Ptch Dogrudan Ptchl proteinine baglanarak
Hh yolu inhibisyonu saglar
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2.3.1 Vismodegib

Gupta ve ark. tarafindan 2010 yilinda yapilan ¢alismada hiicre bazli fenotipik
veriler kullanilarak, dogal kiiciik molekiiller ve G protein-bagli reseptorler (GPCR'ler)
ailesinin goriiniir bir {iyesi olan Smo'nun birkag sentetik diizenleyicisi kesfedildigi ve
bu kesiflerin devaminin Hh sinyal yolunun inhibisyonu ile kanser tedavisinde etkili
¢oziimlere ulasilabilinecegi bildirilmistir (54). Bu inhibitorlerden en 6nemli ve yaygin
kullanim1 olan Vismodegib Hh sinyal yolu inhibitor ajan1 olarak ilk klinikte kullanima
sunulan molekiildir. 2000’11 yillarin basinda Vismodegib’in yapilan in vitro ve in vivo
deneylerde, Hh yolaginin aktivasyonunu inhibe ederek, Ptch mutasyonlar1 veya artan
Hh ligand seviyeleri ile baslatilan tiimor biiylimesinin inhibisyonuna yol actig
gosterilmigtir. Bununla birlikte devam eden ¢alismalar ile 2012 yilinda FDA (Food
and Drug Administration) (71) ve 2013 yilinda EMA (European Medicines Agency)
tarafindan onay almistir. GDC-0449 kodu ve Erivedge ticari ismi ile antineoplastik bir
ajan olarak kullanilmaktadir.

Benzanilidler olarak bilinen organik bilesikler sinifina ait olan (55)
Vismodegib’in molekiil formiilii su sekildedir; C19H14CI2N203S (56).
Clinicaltrials.gov veritabaninda yapilan bir arastirmada, vismodegibin otuz sekiz
klinik c¢alismasinin, birbiriyle c¢elisen malignitelerin tedavisine kullanildigini
bildirilmistir. Ornegin bir denemede vismodegib, metastatik kolon kanserinde Avastin
(bevacizumab) kombinasyonu ile birlikte klasik kolon kanseri kemoterapisinde
kullanilmigtir.  Yapilan denemede vismodegib ile tedavinin, semptomlarin
azalmasiyla sonuglandig verileri elde edilmis ve vismodegibin Klasik kemotorapatik
ajanlar ile kombinasyonunda zararsiz bir sekilde kullanilabilecegini 6nerilmistir (57).

Su anda, Hh yolu i¢in birgok ilag, Smo'yu bloke ederek ve hiicre
proliferasyonunun baskilanmasina neden olarak hareket eder. Bununla birlikte, Hh
sinyali, Smo'nun akis asagisina yerlestirilmis bilesenleri hedefleyerek de degisebilir.
Buna gore, birkag grup bu yoldaki Gli veya diger proteinleri hedef alan ajanlar
gelistirmeye ¢alismaktadir. Ornegin GANT61, Glil ve Gli2'yi hedefleyen bir Hh yolu
inhibitoridiir. GANT61'in Gli ekspresyonunu verimli bir sekilde asag: regiile ettigi,
gdcii ve hiicre proliferasyonunu inhibe ettigi ve G1 tutulmasina ve apoptoza yol agtig1
gosterilmistir (58). GANT61 ayrica insan mesane gegis hiicreli karsinomunda Gli2'yi

inhibe ederek hiicre istilasini azaltabilir (52).
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Vimodegibin Hh yolu inhibitérii olarak klinikte kullanimi ilk kez BCC
hastalarinda yapilmistir. Yapilan bir takim ¢alismalar BCC hastalarinda vismodegibe
kars1 direng kazanildig1 bilgisini sunmaktadir. Bu siire klinikte 3-6 ay olarak belirtilmis
ve hastalarin %40-50sinde gézlenmektedir. Ayni oran yapilan in vitro ¢alismalarda da
karsimiza ¢ikmaktadir (59)(60). Sinyal yolunun in vitro ¢alismalar ile aydinlatilmasi
sonunda kazanilan diren¢ mekanizmasi da aydinlatilmistir. Smo inhibisyonu saglanan
hiicrede kazanilan ya da sonradan gelisen Ptch1 mutasyonu sinyal yolunu siirekli aktif
tutmaktadir. Bu nedenle sinyal yolunun farkli yollardan inhibisyonunu saglamak i¢in

caligmalar yapilmali ve bunlarin klinige translasyonu saglanmalidir.

2.3.2 Robotnikinin

Hedgehog homologlarinin en yaygin olarak karakterize edileni Sonic Hedgehog
(Shh), yolu, tam uzunlukta Shh'nin aktif bir 20 kD N-terminal fragmanina (ShhN)
otomatik boliinmesini icerir. 12 gegisli transmembran reseptorii Ptc1'e baglanir ve Smo
tizerindeki inhibitdr etkisini tersine ¢evirir. Bu de-represyonun bir etkisi, Glil ve Ptcl'i
iceren hedef genlerin transkripsiyonunu diizenleyen Gli transkripsiyon faktorlerinin
aktivasyonudur. Dijkgraaf ve ark. tarafindan yapilan ¢aligmada ne yazik ki, Smo'daki
ve asagl regiilasyonunda yer alan yolaklardaki mutasyonlarin tedavisinde kullanilan
hedeflerin zaman igerisinde vismodegib direncine neden olabilecegi diisiiniilmektedir
(57). Bu nedenle zaman igerisinde Hh yolu inhibisyonu saglayan farkli ajanlar {izerine
gidilmigtir. 2009 yilinda kesfedilen robotnikinin isimli ajan bunlardan biridir.

Robotnikinin 2009 yilinda Stanton ve ark. tarafindan kesfedilen Shh bagli Hh
yolu inhibisyonunu hedefleyen, CasH27CiN204 molekiil formiilli kiigiik molekiildiir.
Shh-LIGHT2 hiicreleri ile yapilan bu ¢alismada robotnikinin aktivitesi laboartuvar
ortaminda sentezlenen farkli molekiillere gore daha {istiin ¢ikmistir. Robotnikinin
Ptchl’e baglanarak Hh yolu aktivasyonunu saglayan Shh ligandina baglanir ve
boylece Shh yolunun inhibisyonunu saglar. Smo {izerindeki baskinin kalkmamasi
durumunda Glil transkripsiyon faktoriiniin ekspresyonu gergeklesemez.

Mateska ve ark. tarafindan yapilan bir ¢alismada Shh iireten hiicrelerin, zara
bagli Shh araciligryla kisa bir mesafede sadece birincil siliyerleri olan hiicrelere sinyal

gonderdigi bildirilmistir. Bu da Shh aracili Hh sinyal yolu inhibisyonunu kanser
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tedavisinde daha etkin olabilecegi sonucuna varmaktadir (61). Benzer sekilde Atwood
ve ark. tarafindan yapilan ¢calismada ise Smo'nun asag1 akisinda ¢alisan aPKC-v/A veya
Gli2 inhibitorlerine yanit verdigini ve Gli antagonistlerinin klinik kullanimi i¢in zemin

olusturdugunu gosterilmistir (62).
2.4 Glioblastoma

Glioma beyindeki noronlari cevreleyen ve destekleyen glial hiicrelerden
kaynaklanan tiimdrdiir. Astrositomlar ise beyinde astrosit adi verilen bag dokusu
hiicrelerinden gelisen glial hiicreli tiimdrdiir ve tiim birincil beyin tiimdrlerinin
neredeyse yarisini olusturan en yaygin birincil eksen i¢i beyin tiimoriidiir.
Glioblastoma multiforme (GBM) ad1 verilen yiiksek dereceli astrositomlar, tiim beyin
tiimorlerinin en kotli huylularidir. Glioblastoma eriskinlerde en sik goriilen ve agresif
primer beyin tiimdriidiir (72). Cerrahi rezeksiyon, radyasyon ve kemoterapi genel
olarak kullanilan tedaviler olsa da tedaviyi takiben hastaligin niiksii yaygindir ve
sagkalim orani oldukca disiiktiir. Siklikla kullanilan tedavi yontem vaskiiler
endotelyal biiyiime faktoriine karst antianjiyogenik tedavidir ancak bu tedavi
yonteminde de ilaca kars1 direng ile karsilasilmaktadir.

Literatiirde CD133+ glioblastoma hiicrelerinde ila¢ direncinin daha yiiksek
oranda gorildiigline yer verilmistir. Ayrica yapilan c¢alismalar ile CD133’iin
hiicrelerde Uchida ve ark. tarafindan yapilan c¢alismada Shh yolunun, CD133—
glioblastoma hiicrelerinin go¢ etme kabiliyetinde onemli bir rol oynadiklar
bildirilmistir (62). Glioblastomada ilag direncine neden oldugu diistiniilen CD133’{in
klinikte hastaya uygulanan iyonlastirict radyasyon ile c¢esitliliginin artti§i da
bilinmektedir. Yapilan c¢aligmalar ile CD133+ hiicrelerin, DNA hasar kontrol
noktalarinin tercihli aktivasyonu yoluyla glioma radyo-direncine katkida bulundugunu
gosterilmigtir (73).

Glioblastomada siklikla goriilen mutasyonlar; siklin bagimli kinaz inhibitorii 2A
(CDKN2A), fosfataz ve tensin homologu (PTEN), reseptor tirozin kinaz (RTK)/ rat
sarkoma (RAS)/PI3K, p53 ve Hedgehog sinyallesme mutasyonudur. Fosfataz ve
tensin homologu (PTEN), PI3K aktivitesini asag1 regiile eden bir lipid fosfataz
proteinini kodlayan bir tiimér baskilayicit gendir. PTEN'in fosfataz aktivitesi, AKT

sinyal yolunu inhibe eder ve hiicre dongiisiiniin diizenlenmesini etkiler. Bu gendeki
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mutasyonlar, prostat, beyin, deri ve meme dahil olmak iizere ¢esitli kanserlerle
iliskilidir.

CDKN2A, ikisi CDK4 kinazinin inhibitorleri olarak gorev yapan ve hiicre
dongiisiiniin G1 fazinda tutuklamay1 indiikleyebilen ii¢ ekleme varyantini kodlayan bir
timor baskilayici gendir.

Glioblastomanin regiilasyonunu saglayan yollardan birinin de Hh-Glil yolu
oldugu bildirilmistir  (63). TCGA-GBM veri tabanmin (https://tcga-
data.nci.nih.gov/tcga/) 149 klinik vakasma iliskin RNA dizilimine dayali

transkriptomik verileri analiz edildiginde Glil ve Ptchl mRNA ifadesi arasinda giiglii
bir korelasyon oldugu gosterilmistir. Referans olarak medullablastoma ile
karsilagtirildiginda, GBM'deki Glil mRNA ifadesi, MB'nin "yiiksek-Hh" kiimesinden
14,8 kat daha diisiik, ancak "diisiik-Hh" MB kiimesinden 5,6 kat daha yiiksektir.

Chandra ve ark. tarafindan yapilan ¢alismada GBM hastalarindan elde edilen
hiicrelerde Glil mRNA ifadelerinin in vitro olarak Shh ligandla zenginlestirilmis
ortamda (shh-CM) Kkiiltiire edilmesi ve Hh inhibitorii olan vismodegib tedavisi
sonrasinda istatistiksel olarak anlamli sirastyla yukari ve asagi regiilasyon oldugu
gosterilmistir (33).

Fosfataz ve tensin homologu (PTEN), PI3K aktivitesini asagi regiile eden bir
lipid fosfataz proteinini kodlayan bir tiimor baskilayict gendir. PTEN'in fosfataz
aktivitesi, AKT sinyal yolunu inhibe eder ve hiicre dongiisiiniin diizenlenmesini
etkiler. Bu gendeki mutasyonlar, prostat, beyin, deri ve meme dahil olmak iizere gesitli

kanserlerle iligkilidir.
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3. GEREC VE YONTEM
3.1 Arastirmanmin Tipi
Bu caligma tanimlayici bir aragtirma olarak gerceklestirilmistir.
3.2. Arastirmanin Yeri ve Zamani

Bu c¢alisma Temmuz 2019- Haziran 2021 tarihleri arasinda, Dokuz Eyliil
Universitesi Onkoloji ~ Enstitiisii ~ Translasyonel ~Onkoloji ~ Anabilim Dal

laboratuvarlarinda yiiriitiilmiistiir.
3.3 Arastirmanin Orneklemi

Calisma, ticari hiicre hatlarinin kullanildigi in vitro bir arastirma olarak

gerceklestirilmistir. Insan ya da hayvan materyali kullanilmamustir.
3.4 Calisma Materyali

Bu ¢aligmada, glioblastoma kanser hiicre hatt1 kullanilmistir. U87-MG (ATCC®
HTB-14) hiicre hatt1 American Type Culture Collection (ATCC)’den satin alindi.

3.5 Arastirmanin Degiskenleri

Calismada kullanilan ticari glioblastoma hiicre hattinda inhibitor etkisiyle
degisen proliferasyon ve invazyon davraniglar1 bagimli degisken; inhibitor

konsantrasyonlar1 ve kullanilan alternatif yolaklar bagimsiz degiskenlerdir.
3.6 Veri Toplama Araclan

Tablo 3. Calismada kullanilan sarf malzemeler

Malzeme Adi Markasi/Kod Kullanim Amac1

U87-MG  glioblastoma | ATCC- HTB-14 In Vitro caligmalar
hiicre hatti gerceklestirildi
Dulbecco’s Modified | Cegrogen Biotech | U87-MG hiicrelerinin
Eagle’s Medium - high | GmbH- E0500-140 kiiltiire edilmesi

glucose (4.5 g/l)
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Esansiyel olmayan | Cegrogen Biotech | U87-MG hiicrelerinin
aminoacid GmbH- K0100-690 kiiltiir ortamina eklendi
Penisilin-  Streptomisin | Cegrogen Biotech | U87-MG hiicrelerinin

(10,000U/ml)

GmbH- P0100-790

kiltir ortamina eklenen

antibiyotik
Fetal sigir serum (FBS) | Cegrogen Biotech | U87-MG hiicrelerinin
GmbH- A0500-3030 kiltiir ortamina eklendi
Robotnikinin Biovision- 1923-1 Ptchl inhibitorii
Vismodegib (GDC- | Selleckchem - S1082 Smo inhibitorii
0449)

AlexaFluor647
phalloidin

Thermofisher- A22287

Immunfloresan boyamada

aktin biyobelirteci

poliklonal Ki-67 antikoru

Abcam- ab15580

Immunfloresan boyamada

proliferasyon biyobelirteci

DAPI PanReac  AppliChem- | Hiicrelerin  ¢ekirdekleri
A4099,0010 boyandi

Paraformaldehit ChemCruz- sc281692 Immunfloresans boyama

soliisyonu%o4 oncesi hiicrelerin
fiksasyonunda kullanild:

Fosfat tamponlu tuz | Cegrogen Biotech | Hiicre kiiltiirli soliisyonlari

¢ozeltisi pH 7.4 (10X) | GmbH- H0500-550 hazirland

(PBS)

Tripan mavisi Sigma Aldrich- T8154 Hiicre sayiminda
kullanild1

Dimetil stilfoksit | PanReac  AppliChem- | Inhibitérlerin ¢dzgeni ve

(DMSO) A3672,0250 hiicre dondurma

¢Ozeltisinde kullanild1

WST-1 reaktifi

Roche- 05015944001

Hiicre proliferasyon analiz

reaktifi

FastStart Essential DNA

Green Master

Roche-06402712001

PCR reaksiyonlar1 igin
gerekli enzim ve belirteg

karisimi
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EvoScript Universal | Roche- 07912374001 cDNA sentez kiti

cDNA Master

NucleoSpin RNA Mini | MACHEREY-NAGEL | RNA izolasyon Kiti

Kit GmbH- 740955.50

Primer Universal | Roche- 330001 PCR reaksiyonlarinda

Optimize kullanilmak lizere
primerler

Trypsin-EDTA (0.05 %) | Cegrogen Biotech | Hiicrelerin

in DPBS (1x) GmbH- N0100-720 pasajlanmasinda kullanildi

3.6.1 Hiicre Kiiltiirii

Deneysel glioblastoma hiicre hatti olan U87-MG (ATCC® HTB-14), American
Type Culture Collection (ATCC)’den satin alindi. U87-MG hiicre hatti, glioblastoma
hastas1 erkekten izole edilen, epitelyal- astrosit morfolojiye sahip hiicredir. CDKN2A
(c.1 471del471) ve PTEN (c.209+1G>T) tumor baskilayici genlerinde mutasyon
gozlenir (64).

U87-MG hiicreleri deneyde kullanilmak {izere hiicre kiiltiir flasklarinda
cogaltildi. Hiicrelerin ¢ogaltilmasi i¢in ve deneylerde %10 fetal sigir serumu (Fetal
bovine serum- FBS), %1 Penisilin-streptomisin, %1 esansiyel-olmayan amino asit
(Non-essential aminoacid- nea) ve %1 L-glutamin ile desteklenmis Dulbecco's
Modified Eagle Medium (DMEM 4,5 g/L glucose)’den olusan kiiltiir ortam1 kullanildi.
Hiicreler 37°C’de 5% CO2 igeren inkiibator ortaminda haftada 2-3 kez hiicre kiiltiir
ortami yenisi ile degistirilerek c¢ogaltildi. Hiicreler %80-90 konfluensiye
ulastiklarinda pasajlama yapildi. Pasajlama i¢in 25 cm2°lik flaskta bulunan hiicrelerin
tizerine 1 ml %0.05’lik Tripsin-EDTA soliisyonu eklendi ve 37°C %5 CO2’li
inkiibatorde 2-3 dakika bekletildi. Tripsin-EDTA ile hiicrelerin yiizeye yapigma
proteinleri kesilerek hiicrelerin siispansiyon hale gelmesi saglandi. Tripsin-EDTA
aktivitesinin kesmek i¢in flaska 2 ml kadar hiicre kiiltiir ortam1 eklendi ve tiiplere
alinan hiicreler 1500 rpm +4°C’de 5 dakika santrifiij edildi. Santrifiij ardindan, hiicre
pelleti taze kiiltiir ortami ile ¢ozdiirtildii ve bir kism1 yeni flaska ekildi. Bir kismi
deneylerde kullanabilmek tizere %10 DMSO iceren FBS ¢ozeltisinde ¢ozdiiriildi ve -

145 derin dondurucuda saklandi.
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Hiicrelerin sayimi tripan mavisi ile seyreltilen hiicre silispansiyonunun

hemocytometer ile semada gosterilen sekilde sayilarak asagidaki esitlige gore yapildi:

1ml’deki hiicre say1s1 = sayilan bélgelerin ortalama sayis1 x seyreltme katsayis1 x 10%

Sekil 3. Hemocytometer sayim yapilan kareleri (Toplam goriis sahasi) (65)

3.6.2 Hiicrelerin Robotnikinin ve Vismodegib ile Muamelesi

C25H27CIN204 molekiil formiillii Robotnikinin (1923-1) (Biovision, Milpitas,
USA) DMSO i¢inde ana stok konsantrasyonu 7,5 mM olacak sekilde,
C19H14CI2N203S molekiil formiillii Vismodegib (GDC-0449) (Selleckchem, Texas,
USA) DMSO i¢inde ana stok konsantrasyonu 10 mM olacak sekilde ¢oziildii. Hiicreler
farkli konsantrasyonlarda robotnikinin (2-10-25-50-75 uM) ve vismodegib (10-25-50-
75-100 uM) ile 48 saat muamele edildi.

3.6.3 WST-1 Spektrofotometrik Hiicre Proliferasyon/Canlilik Testi
Hiicrelerin proliferasyon/canlilik oranini analiz etmek icin tetrazolyum tuzlar

kullanilarak renk degisikligine dayali spektrofotometrik analiz WST-1 hiicre
proliferasyon  reaktifi [2-(4-iodofenil)-3-(4-nitrofenil)-5-(2,4-distilfofenil )-2H-
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tetrazolyum] kullanilarak yapildi. WST-1 (stabil tetrazolyum tuzu) canli hiicrelerden
glikolitik yolla tiretilen NAD(P)H’in mitokondrinin solunum zincirine ait olan ve
sadece metabolik olarak bozulmamis hiicrelerde aktif olan siiksinat-tetrazolyum
rediiktaz sistemi (EC 1.3.99.1) tarafindan formazana bdliinmesi sonucu renk degisimi
gerceklesir. Gergeklesen bu renk degisiminin spektrofotometreler ile absorbans
6l¢iimii sonucu hiicre proliferasyon ve canliligi hakkinda bilgi alinir.

Bu analiz i¢in ¢alismada kullanilan U87-MG hiicreleri 96 kuyucuklu platelere
10.000 hiicre/kuyucuk olacak sekilde ekildi ve hiicrelerin ylizeye tutunmasi igin
37°C’de CO2 etiivde inkiibe edildi. Hiicreler yiizeye tutunduktan sonra yiizde 50
6ldiirme oranin1 (ICsp) tespit edebilmek igin hiicrelerin iizerindeki biiylime ortami
cekildi ve farkli dozlarda robotnikinin ve vismodegib igeren taze biiylime ortamlari
eklendi. Bu siiregte kontrol grubu olarak kullanilan hiicrelerin bir kismia DMSO
eklendi, bir kismina ise higbir islem yapilmadi. 48 saat sonunda hiicrelerin {izerine
1:10 oraninda WST-1 reaktifi eklendi ve 2 saat boyunca inkiibe edildi. Bu inkiibasyon
sliresinden sonra, olusan formazan boyas1 Varioskan™ LUX multimode microplate

okuyucuda 430/650 nm dalga boyunda spektrofotometrik olarak ol¢iildii.

3.6.4 Gen Ekspresyon Analizi [Ger¢cek Zamanh Kantitatif Polimeraz Zincir
Reaksiyonu (Real Time qPCR)]

48 saat boyunca farkli konsantrasyonlarda robotnikinin (2-10-25-50-75 uM) ve
vismodegib (10-25-50-75-100 uM) ile muamele edilen hiicreler hedgehog sinyal yolu
proteinlerinde  gerceklesen mRNA  diizeyinde ekspresyon farkliliklarinin
incelenebilmesi i¢in gercek zamanl kantitatif polimeraz zincir reaksiyonu (qPCR)
analizi gergeklestirildi. Analiz sonucunda elde edilen Ct degerleri ile karsilastirma
grafikleri olusturuldu.

qPCR analizleri i¢in Oncelikli olarak deney gruplarindaki hiicrelerden RNA
izolasyonu NucleoSpin RNA Mini Kit ile gerceklestirildi. Hiicreler 48 saat boyunca
farkli konsantrasyonlarda robotnikinin ve vismodegib ile muamele edildikten sonra
Tripsin-EDTA ile tutunduklan yiizeylerden kaldirildi. Elde edilen hiicre pelleti 1 ml
PBS icinde ¢oziilerek santrifiijlendi ve bu sekilde pellet hiicre kiiltiir ortamindan
tamamen arindirildi. Elde edilen pellet 1:10 oraninda liziz tamponu i¢inde ¢ézliinmiis

B-merkaptoetanol ile tekrar ¢oziilerek hiicre lizat ¢gemberinde 1 dakika boyunca
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11000xg’de santrifiijlendi. Lizat ¢gemberi ortamdan uzaklastirildi, ¢oken siv1 i¢ine 350
uL %70 etanol ¢ozeltisi eklendi ve membranli RNA izolasyon tiiplerine konularak
tekrar santrifiijlendi. Altta kalan sivi ortamdan uzaklastirildi ve membran iizerine
MDB 350 ul tamponu eklenerek tekrar santrifiijlendi. Tekrar altta kalan s1vi ortamdan
uzaklagtirildt ve 1:10 oraninda reaksiyon tamponu i¢inde ¢éziinmiis rDNase enzimi
RNA izolasyon tiiplindeki membran iizerine dogrudan konuldu ve 15 dakika oda
sicakliginda inkiibe edildi. Inkiibasyon ardindan reaksiyon sonlandirma tamponu ile
sonlandirildi ve yikama tamponlari ile membran yikamalar1 yapildi. Yikamalar
sonunda izole edilen RNA RNase-free su eklenerek membranda eliie edildi. Elde
edilen RNA’nin konsantrasyonu ve saflik oran1 (OD A260/A280) NanoDrop200C
cihazinda hesaplandi.

Konsantrasyonu belirlenen RNA 6rneklerinden 1000 ng RNA alindi ve
Evoscript universal cDNA sentez kiti (Roche, Basel, Swiss) kullanilarak cDNA elde
edildi. 1000 ng RNAnin iizerine kit icinde bulunan tampon 1:4 oraninda DNAse free
su ile seyreltilerek 5 dakika buz iizerinde inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonunda
cDNA sentez enzimi 1:10 oraninda seyreltilmis olacak sekilde reaksiyon tiipiine
eklendi. Reaksiyon tiipleri 1s1 dongiisii cihazinda (Thermal Cycler-EuroClone, Pero
MI, Italy) 15 dk 42, 5 dk 85 oC, 15 dk 65 oC ve en son 40C’de reaksiyon
gergeklestirildi. Elde edilen 20 pLL. cDNA soliisyonu DNAse/Rnase icermeyen su ile 5
kat seyreltilerek vorteks ve spin ardindan qPCR reaksiyonuna hazirlandi. Reaksiyonda
kullanilmayan cDNA’lar -20 derin dondurucu da gelecek reaksiyonlar ve tekrarlar i¢in
saklandi.

PCRda kullanilmak iizere satin alinan hedgehog sinyal yolu primerleri (Glil,
Smo, Ptchl) ve housekeeping gen primeri Gapdh son konsantrasyon 100 uM olacak
sekilde DNAse/Rnase igermeyen su iginde ¢oziildli. Coziilen her bir gen bolgesine ait
reverse ve forward primerler 1:1 oraninda karistirilip DNAse/Rnase igermeyen su ile
1:5 oraninda seyreltildi. Elde edilen primer karigimlarinin her biri 20 pl olacak sekilde
porsiyonlandi.

PRC reaksiyonu yesil floresans tabanli enzim karigimi ile olusturuldu, bunun
i¢in 10:1:6,5:2,5 oraninda sirasiyla green master karisim, primer karisimi, PCR grade
su ve cDNA eklenen PCR tiipleri primerlere gore optimize belirlenen dongii sayis1 ve

1s1 tablosuna gore PCR cihazinda (Qiagen-Rotor Gene Q, Hilden, Germany)
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deteksiyon format olarak SYBR Green /HRM segilerek 40 dongii seklinde ¢aligtirildi.
Negatif kontrol olarak cDNA eklenmeyen &rnek grubu kullanildi. Ornekler cihaz
yazilimimna girildikten sonra referans gen Gapdh secilerek relatif kantitasyon

yapabilmek i¢cin A/A Ct metodu kullanildi.

Tablo 4. Polimeraz Zincir Reaksiyonu 1s1 dongiisii

Denaturasyon | Amplifikasyon Erime Egrisi Sogutma
Sicaklik (°C) | 95 95-60-72 95-60-95 40
Siire (dak:sn) | 10:00 00:15-00:20-00:30 | 00:30-02:00-:00:30 | 00:30

Reaksiyon sonunda amplifiye edilen orneklerin safliklar1 agaroz jel
elektroforezinde kontrol edildi. Elektroforez icin TBE (1x) tamponu i¢inde %1,5
agaroz jel karistmi hazirlandi ve GelRed® (1x) eklenerek elektroforez kalibina
dokiildii. Yaklasik 1 saat donmasi beklenen jel 1 saat sonunda TBE (1x) ile dolu
elektroforez tankina alindi ve yilikleme boyasit (1x) ile karigtirilan ornekler jel
kuyucuklarina yiiklendi. Elektroforez cihazi (BURAYA MARKA YAZILACAK) 100
volt, 300 miliamper ve 300 watt giiciinde 2 saat ¢aligtirildi. Elektroforez bittikten sonra
agaroz jel ultraviyole 1s1nlar altinda goriintiilenerek safsizlik degerlendirilmesi yapildi

ve drneklerin biiyiikliikleri (bp cinsinden) DNA ladder ile kiyaslanarak kontrol edildi.
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Tablo 5. Hedef genlerin ekspresyon analizi i¢in yapilan RT-qPCR’da kullanilan

primer listesi
Primer Ad1 5’3
GLIL F: CCACCAAGCTAACCTCATGTC
RTM: CCCGCTTCTTGG TCAACTT
SMO F: CAAGCT CGT GCT CTG GTC
RTM: ATT CTC ACA CTT GGG CAT GTA
PTCH1 F: AGC TGT GGG TGG AAG TTG
RTM: AGG ATT AAA CAT AGCCTCTTC TCC
GAPDH F:CCCTTCATTGACCTCAACTACA
RTM: ATGACAAGCTTCCCGTTCTC

3.6.5 Yara lyilesmesi

Kanser hiicrelerinin migrasyon diizeyini belirlemek i¢in yara iyilesmedi modeli
calisildi. Bu modelde oOncelikli olarak hiicreler 6 kuyucuklu platelere 50.000
hiicre/kuyucuk olacak sekilde ekildi ve hiicre konfluensi durumunun %80-90 olmas1
icin 3 giin boyunca 37°C’de COz etiivde inkiibe edildi. Yeterli konfluensiye ulastiktan
sonra her bir kuyucuk tam ortasina denk gelecek sekilde steril pipet ucu ile kuyucuk
cap1 boyunca ¢izilerek yara olusturuldu. Kuyucuklar PBS ile yikand1 ve ardindan farkli
konsantrasyonlarda robotnikinin ve vismodegib igeren hiicre kiiltiir ortamlar1 eklendi,
kontrol grubu olarak kullanilan hiicrelere hi¢bir islem uygulanmadi. 48 saat boyunca
6 saatte bir inverted mikroskop (Zeiss- Vert.Al, Jena, Germany) ile goriintii alinarak
yara kapanmasi izlendi. Goriintiller LSM Software Zen 2 (Blue Edition) yazilimi
kullanilarak analizlendi. Analizden elde edilen verilerin asagidaki esitli§e yazilmasi
ile yara kapanmasi bulundu:

% Yara kapanmasi = [Yara agiklig1 (0.saat) — Yara aciklig1 (x.saat)] / Yara aciklig

(0.saat) x 100
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3.6.6. Ger¢cek Zamanl Hiicre Invazyon Analizi

U87-MG hiicre hattinda ilag tedavilerine bagli hiicrede gerceklesen invaziv
farkliliklar1 analizlemek amaciyla Gergek Zamanli Hiicre Analiz  Sistemi-
xCELLigence RTCA DP cihazinda (Agilent Technologies, Santa Clara, USA) ve bu
sisteme uyumlu 16 kuyucuklu CIM-16 plate kullanilarak hiicre invazyon deneyleri
gerceklestirildi. Kullanilan CIM-16 plateler 2 farkli bolimden olusur. Platein st
kismina 20 pL 1:40 oraninda serumsuz hiicre kiiltiir ortami i¢inde seyreltilmis matrijel
matriks koyuldu ve 4 saat boyunca 37°C etiivde tamamen jel formuna gelmesi igin
beklendi. Matrijel -20°C’de donmus, +4°C’de sivi ve 37°C’de jel formundadir, bu
nedenle matrijel ile deney yapilirken bu sicaklik aralikalrina uygun ¢alisildi. Matrijel
tamamen jellestikten sonra platein alt kismina 160 pL hiicre kiiltiir ortami eklendi, alt
ve Ust kisim birlestirildi ve 1 saat inkiibe edildi. 1 saat sonunda iist kisma 30 pL
serumsuz kiiltiir ortami eklendi ve cihaza koyulup background 6l¢iimii alindi. Ol¢iim
sonrasinda kuyucuklarin iist kismina 30 pL (10.000 hiicre/kuyucuk) serumsuz kiiltiir
ortaminda hazirlanmis hiicre siispansiyonu ve 80 pL serumsuz kiiltlir ortaminda
hazirlanmis farkli konsantrasyonlarda robotnikinin ve vismodegib ¢ozeltileri eklendi.
Plateler 30 dakika boyunca laminar hiicre kiiltiirii kabininde bekletildi ve ardindan
cihaza konularak 100 saat boyunca 15 dakikada bir olgtimler alinarak analiz
tamamlandi.

16 kuyucuklu CIM platelerde alt ve list kismin birlesim katmaninda altin
elektrotlar bulunur, plate Sekil 4’te verilmistir. Hiicre invazyon analizi igin
elektrotlarin bulundugu katmanin hemen {istiine ekstraseliiler matriks (ECM)-matrigel
eklenir. Cihaz, hiicrelerin invaziv Kkarakterlerini hiicrelerin ekstraseliiler matriks

(ECM)’ten gecis esnasinda altin elektrotlardan alinan sinyallere dayali olarak verir.
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Bottom—"_
chamber

-
Sekil 4. Ust kuyucuklarin tabanma (upper chamber) serumsuz kiiltiir ortam1 iginde
seyreltilen matrijel ve yine serumsuz kiiltiir ortaminda hazirlanan hiicreler ve ilag
eklenir, alt kuyucuklara (bottom chamber) %10 FBS iceren kiiltiir ortami1 koyulur.
Hiicrelerin kemoatraktana kars1 gocii iki kisim arasinda bulunan altin elektrotlarda

olusan empedans degisimine gore Olciiliir.

3.6.7 Proliferasyon Immunfloresan Boyama (Ki-67 Boyama)

Ki-67 hiicre siklusunda GO faz1 disinda eksprese edilen niikleer bir proteindir ve
prolifere olan hiicreleri gosteren belirte¢ olarak kullanilmaktadir.

Hiicrelerde immunfloresan tabanli proliferasyon dl¢iimii yapabilmek amaciyla
poliklonal Ki-67 antikoru (abcam, Cambridge, United Kingdom) ve antikora uygun
sekonder alindi. Immiinfloresan boyama yapilabilmesi icin hiicreler bdliinmiis 8
kuyucuklu lam tabakalara (Chambered Cell Culture Slides) (Falkon, ABD) 15.000
hiicre/kuyucuk olacak sekilde ekildi ve 2 giin boyunca 37°C’de CO?2 etiivde yiizeye
tutunmalar1 beklendi. 2 giin sonunda hiicrelere farkli konsantrasyonlar robotnikinin ve
vismodegib molekiil ¢ozeltileri verildi ve hiicreler 48 saat boyunca bu ilag ¢ozeltileri
ile muamele edildi, kontrol grubu olarak kullanilan gruba sadece taze hiicre kiiltiir
ortam1 verildi. 48 saat sonunda hiicrelerin iizerinden ilagli-ilagsiz kiiltiir ortamlar

cekildi ve hiicreler PBS ile yikandi. PBS icinde son konsantrasyonu %4 olan
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paraformaldehit ¢ozeltisi kuyucuklara konuldu ve 10 dakika oda sicakliginda inkiibe
edilerek hiicrelerin lam yiizeyine fiksasyonu gergeklestirildi. inkiibasyon siiresi bitince
kuyucuklar 3*5 dakika soguk PBS ile yikandi. Yikamalarin ardindan
permeabilizasyon i¢in kuyucuklara PBS i¢inde son konsantrasyonu %0.1 olan Triton
X-100 c¢ozeltisi eklenerek 10 dakika oda sicakliginda inkiibe edildi. Siire sonunda
kuyucuklar 3*5 dakika PBS ile yikandi. Istenmeyen-hedeflenmeyen proteinlerin
boyama sirasinda bloke edilebilmesi i¢in kuyucuklara %0.1 Tween 20 i¢eren PBS
icinde son konsantrasyonu %1 olan sigir albiimini ¢ozeltisi (BSA) iceren bloklama
tamponu eklendi ve 30 dakika oda sicakliginda inkiibe edildi. inkiibasyon sonrasinda
bloklama tamponu i¢inde Ki-67 primer antikoru son konsantrasyonu 0.5 pg/ml olacak
sekilde ¢oziildii ve kuyucuklara eklendi. 1 gece boyunca +4°C’de inkiibe edildi. Ertesi
giin kuyucuklar 3*5 dakika PBS ile yikandi. Kullanilan Ki-67 antikorunun tavsan
olmast nedeniyle, sekonder antikor se¢imi anti-tavsan olmasina gore yapildi bunun
icin AlexaFluor568 sekonder antikoru bloklama tamponu ig¢inde 1:1000 seyreltme ile
¢ozdiiriildii ve kuyucuklara eklendi. 2 saat boyunca oda sicakliginda ve karanlikta
inkiibe edildi. Inkiibasyon sonunda kuyucuklar 3*5 dakika PBS ile yikandi ve LSM
800 konfokal mikroskopta (Zeiss, Jena, Germany) uygun dalga boyu secilerek
goriintiiler alindi. Alinan goriintiiler LSM Software Zen 2 (Blue Edition) yaziliminda

floresan 151k yogunluklarina gore analizlendi.

3.6.8 Sitoiskelet Elemanlari Inmunfloresan Boyama (Phalloidin Boyama)

Ki-67 proliferasyon boyamasi gergeklestirilen plakalar goriintiiler alindiktan
sonra sitoiskelet elemanlarmimn boyamasi i¢in phalloidin kullanildi. Hazirlanan
plakalarda her bir kuyucuga PBS i¢inde 1:40 oraninda seyreltilen AlexaFluor647
phalloidin boyas1 eklendi ve 30 dakika oda sicakliginda ve karanlikta inkiibe edildi.
Inkiibasyon sonunda kuyucuklar 3*5 dakika PBS ile yikandi ve LSM 800 konfokal
mikroskopta (Zeiss, Jena, Germany) uygun dalga boyu segilerek hem sadece aktin hem
de proliferasyon ve aktin goriintiilerinin birlestirilmis sekilde goriintiileri alindi.
Alinan goriintiiler LSM Software Zen 2 (Blue Edition) yaziliminda floresan 1s1ik

yogunluklarina gore analizlendi.
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3.6.9 In Silico Ila¢ Benzerlik Analizleri

Robotnikinin ve vismodegib molekiillerine ait molekiiler ‘Canonical SMILES’
formiil seklinde PubChem (56) veritabanindan cekildi. Elde edilen sonuglar Isvicre
Biyoinformatik Enstitiisii'niin Molekiiler Modelleme Grubu tarafindan gelistirilen
Swiss ADME web aracinda biyo uygunluk ve farmakokinetik o6zelliklerinin
degerlendirilmesi ve Swiss Target Prediction web aracinda potansiyel hedef tahmini
analizlerinin gerceklestirilmesi amaciyla kullanildi.

Swiss ADME web aracinda molekiillere ait molekiil agirligi, polaritesi,
¢oziinebilirligi, esnekligi, kan beyin bariyerinden gegisi ve gastrointestinal sistemde
absorbsiyonu gibi kavramlar1 incelenerek molekiiliin ilag benzerligi konusunda
analizler gerceklestirildi.

Swiss Target Prediction web aracinda ise molekiillerin 2 boyutlu ve 3 boyutlu
protein hedef dizilerine kars1 yiiksek etkinliginin olacagi, bilinen olast hedeflerinin

analizleri Tanimoto katsayisinin belirlenmesi ile gerceklestirildi.
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3.7 Arastirma Plam

U87-MG hiicrelerininin temini ve
cogaltimast

Robotnikinin  ve ~ Vismodegih
molekillerinin uygun cozgenler

icinde cozinmesi ve in vitro
hsmalara — wygun  hale
getirilmesi

—

Robotmikinin  ve  Vismodegib
molekiillerinin U87-MG
hilcrelerinde  1C;, ~ dozlarm
Delitlenmesi ve hilere canhitk
analizleri

U§7-MG hiicrelerinin
Robotnikinin ve Vismodegib ile
muamelesi ile elde edilen
RNAlarm izolasyonu ve gercek
pmah  kanitaf PR
reaksiyonu il kombinasyon
fedavileri icin secilecek uygun
dozlarm belirlenmesi

Uvgun kombinasyon dozlart ile
hiicre proliferasyon, migrasyon,

invazyon  analizlerinin  ve
immunfloresan ~ boyamalarm
yapilmasi

b

(ahsmanm in silico analizler ile
esteklenmesi

Verilerin istatistiksel anlamhlik
analizleri

Sonuclarm toparlanmasi, ez ve
makale yazimi
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3.8 Verilerin Degerlendirilmesi

IBM SPSS 25.0 (Armonk, NY) paket programi ile verilerin istatistiksel analizi
degerlendirildi. Olgiimle belirtilen degiskenler ortalamatstandart sapma, median
(ortanca), minimum-maksimum ile sayimla belirtilen degiskenler yiizde dagilim ile
Ozetlendi. Hiicre kiiltiirlinde bagimsiz 2 deney grubu arasindaki anlamliligin
degerlendirilmesi i¢cin non-parametrik Mann Whitney U testi; bagimli 2 degisken
arasindaki anlamliligin degerlendirilebilmesi i¢in non-parametrik Wilcoxon testi

uygulandi. Istatistiksel anlamlilik diizeyi p<0,05 kullanilds.

3.9 Arastirmanin Simirhiliklar:

In vitro olarak yapilan bu ¢alismada Hh yolunun inhibisyonunun robotnikinin ve
vismodegib ajanlar1 ile saglanabildigi gosterilmekle birlikte ¢alismanin klinige
translasyonu igin gerekli gen analizlerinin tamami yapilamamistir. Benzer sekilde
¢alismanin translasyonu i¢in in silico arastirmalar genisletilmeli ve ¢alisma in vivo

olarak da denenmelidir.

3.10 Etik Kurul Onay1

09.11.2020 tarihinde Dokuz Eylil Universitesi Girisimsel Olmayan
Arastirmalar Etik Kurulundan 4918-GOA protokol numarali 2020/27-41 Kkarar

numarasi ile etik kurul onay1 alinmistir (Ek 1).
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4. BULGULAR

4.1 U87-MG Glioblastoma Hiicrelerinin Kiiltiir Edilmesi ve Morfolojilerinin

Gozlemlenmesi

U87-MG hiicre hatt1 iiretici olan firmanin yonergesi dogrultusunda kiiltiir edildi.
Hiicrelerin kiiltlir edilmesi siiresince her 4 giinde bir kiiltiir ortami indikator degisimi
gozlenerek degistirildi. Elde edilen hiicreler tez ¢alismasi siiresince kullanilmak iizere

uygun kosullarda saklandi.

Sekil 5. U87-MG hiicrelerinin yiizeye tutunduktan sonra alinan gériintii (10x), Olgek
100 pm’dir.

4.2. U87-MG Glioblastoma Hiicrelerinin Robotnikinin ve Vismodegib ile Kiiltiir

Edilmesi ve Morfolojilerinin Gozlenmesi

Robotnikinin molekiilii iiriin recetesinde yazdigi gibi ana stok konsantrasyonu
10 mM olacak sekilde DMSO iginde ¢oziildii. Sekil 6’da verildigi gibi molekiil

belirtilen konsantrasyonda DMSO iginde tam ¢6ziinmedi. Bu nedenle ana stok
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konsantrasyonu 7,5 mM olacak sekilde diizenlenen ve 1s1 ile ¢dzlinme kapasitesi artmis

robotnikinin hiicre kiiltlirii deneylerinde kullanildi.

Vismodegib molekiiliinde ise herhangi bir ¢dziinme problemi yasanmadi.

Sekil 6. A) 100 uM Robotnikinin ile muamele edilen hiicrelerin mikroskobik
goriintiisii, molekiiliin ¢éziinme problemi oklarla gosterilmistir, artan dozlarda artan
cozelti kalintilar1 tespit edilmistir. B) 100 uM Vismodegib ile muamele edilen
hiicrelerin  mikroskobik gdriintiisii, molekiilde ¢oziinme problemi olmadigi

mikroskobik gériintii ile gsterilmistir. Olcek 100 pm’dir.

4.3. Inhibitér Uygulamalari1 Sonucu Hiicre Proliferasyon Analizleri ve

Canhliklarinin Degerlendirilmesi

Hh sinyal yolagi nihai son proteini olarak hiicrede c¢ekirdege translokasyonu
saglanan Glil gen bolgesi hiicrede dogrudan proliferasyonu hedef alan bir proteindir.
Bu nedenle Hh yolunu hedefleyen inhibitdr ve antagonistlerde etkinligin dl¢iilebilmesi
i¢in Oncelikli olarak hiicrenin proliferasyon ve canliligi degerlendirildi.

[lag uygulamalarinin yapilabilmesi icin, ilaglarm ve kullamlacak kimyasal
maddelerin 1Cso dozu (half maximal inhibitory concentration-hiicre canliligini %50

oraninda azaltan ila¢ konsantrasyonu) belirlenmesi amaciyla U87-MG hiicreleri kiiltiir
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edilmesi ardindan farkli konsantrasyonlarda robotnikinin ve vismodegib ile 48 saat
muamele edildi. 4 tekrarli yapilan deneylerde 48 saat sonrasi artan dozlarda azalan
hiicre canlilig1 (doza bagli) gozlendi. Robotnikininin etkinlik gosterdigi doz 25 uM ve
sonrasi olarak bulunmustur ve hiicre canliliginda 25 uM ve 50 uM dozlarinda sirasiyla
kontrole gore %25 ve %42 azalma gozlenmistir. Robotnikinin i¢in ICso degeri yliksek
dozlarda DMSO kaynakli 6liim olmasi nedeniyle ( >%]1) in vitro kosullarda
bulunamamis ve matematiksel esitlikler ile hesaplanmistir, robotnikinin i¢in IC50
dozu 82 uM olmasi beklenmektedir.

Tiim verilerde yapilan istatistiksel anlamllik testinde p<0,05 anlamlilik diizeyi

sec¢ilmistir ve tiim veriler istatistiksel olarak anlamli bulunmustur.
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Sekil 7. 48 saat boyunca U87-MG hiicre hatt1 iizerinde 2-25-50-75 pM dozlarda
uygulanan robotnikinin molekiiliiniin WST-1 analizi sonrasi1 alinan sonuglara gore
yapilan hiicre canlilig1 grafigi. Istatistiksel anlamlilik testleri non-parametrik bir test

olan Mann Whitney U testi ile yapilmistir. p<0,05 olarak se¢ilmistir.
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Tablo 6. WST-1 analizi sonrasi robotnikinin molekiiliine ait alinan sonuglara goére

yapilan hiicre canlilig1 istatistik verileri.

Gruplar Ort. SD Median Min Max p
Kontrol 100 0 100 100,000 100,000
Robotnikinin 2 pM 84,0826  6,46970 83,1764 77,211 92,76 0,014
Robotnikinin 25 pM 75,8509  6,50471 77,5787 66,55 81,70 0,014
Robotnikinin 50 pM 58,8854  0,28658 58,9078 58,54 59,18 0,014
Robotnikinin 75 pM 48,7406  6,23587 48,9549 40,93 56,12 0,014

U87-MG hiicrelerinin farkli konsantrasyonlarda vismodegib ile 48 saat
muamelesi sonrasinda elde edilen hiicre canlilik verilerine gore vismodegibin etkinlik
gosterdigi doz 25 pM ve sonrasi olarak bulunmustur ve hiicre canliliginda 25 uM ve
50 uM dozlarinda sirasiyla kontrole gore %11 ve %20 azalma gozlenmistir.
Vismodegib i¢in IC50 degeri 75 pM bulunmustur.
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Sekil 8. 48 saat boyunca U87-MG hiicre hatt1 lizerinde 10-25-50-100 uM dozlarda
uygulanan vismodegib molekiiliinlin WST-1 analizi sonrast alinan sonuglara gore
yapilan hiicre canlihi@ grafigi. Istatistiksel anlamlilik testleri non-parametrik bir test

olan Mann Whitney U testi ile yapilmistir. p<0,05 olarak secilmistir.
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Tablo 7. WST-1 analizi sonrast vismodegib molekiiliine ait alinan sonuglara goére

yapilan hiicre canlilig1 istatistik verileri.

Gruplar Ort. SD Median Min Max p
Kontrol 100 0 100 100,000 100,000 -
Vismodegib 10 pM 93,6868  3,48281 92,8898 90,55 98,42 0,014
Vismodegib 25 pM 89,2971  5,66828 90,9940 81,43 93,77 0,014
Vismodegib 50 pM 81,8956  3,14729 81,4258 78,57 86,16 0,014
Vismodegib 100 uM 42,7587 1,79340 43,3176 40,18 4422 0,014

Hiicre canliligimin sabit kaldig1 dozlarda kombine uygulama yapildiginda ise
ilaclarin birbirleri ile inhibisyon etkilerini arttirarak tek basina her iki dozdan daha
yiiksek inhibitér etki sagladigi goriilmiistir. Kombinasyon 1 olarak 25 puM
robotnikinin ve 50 uM vismodegib birlikte kullanilmistir. Kombinasyon 2 olarak 50
uM robotnikinin ve 25 uM vismodegib kullanilmistir. Kombinasyon 1 kullanildiginda
hiicre canliliginda anlamli bir diisiis gézlenirken kombinasyon kullanildiginda sadece
50 puM robotnikinin kullanimina gore hiicre canlilifinda anlamli bir disiis
gbzlenmemistir. Kombinasyon uygulamalarinda hiicre canliliginda kombinasyon 1 ve

kombinasyon 2de sirasiyla kontrole gore %40 ve %33 azalma gozlenmistir.
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Sekil 9. 48 saat boyunca U87-MG hiicre hatti tizerinde farkli dozlarda uygulanan
robotnikinin ve vismodegib molekiillerinin WST-1 analizi sonrasi alinan sonuglara
gore yapilan hiicre canliligi grafigi. Kombinasyon 1: Robotnikinin 25
uM+Vismodegib 50 uM, Kombinasyon 2: Robotnikinin 50 pM+Vismodegib 25 pM.
[statistiksel anlamlilik testleri non-parametrik bir test olan Mann Whitney U testi ile

yapilmistir. p<0,05 olarak secilmistir.

Tablo 8. WST-1 analizi sonrasi farkli dozlarda uygulanan robotnikinin ve vismodegib
molekiillerinin kombinasyon uygulamalarina ait alinan sonuglara gére yapilan hiicre

canlilig istatistik verileri.

Gruplar Ort. SD Median Min Max p
Kontrol 100 0 100 100,000 100,000
. 0,014
Kombinasyon 1 59,9649  4,48096 61,4879 53,62 63,27
0,021**
. 0,014
Kombinasyon 2 67,6073  6,92816 69,2725 58,18 73,70 074
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4.4 Ger¢ek Zamanh Kantitatif Polimeraz Zincir Reaksiyonu Analizlerinin

Sonuc¢lan

Kullanilan kit protokoliine uygun bir sekilde RNA izolasyonu gerceklestirildi.
Nanodrop ile A260/280 orani1 uygun safsizlik araliginda bulundu. Safsizlik 6l¢timii
ardindan konsantrasyonu hesaplanan RNAlardan 1000ng alinarak cDNA sentez kitine
uygun seyreltmeler yapildi ve cDNA sentezi gerceklesirildi. Sentezi gergeklestirilen
cDNAlar 1/5 oraninda DNase/RNase icermeyen PCR Grade sui le seyreltilerek -
20°C’de saklandi.

Gergek zamanli PCR reaksiyonlart i¢in 10:1:6,5:2,5 oraninda sirasiyla green
master karigim, primer karigimi, PCR grade su ve cDNA PCR tiiplerine alindi ve
reaksiyon dncesi uygun dongii sayisina gore ayarlanan ger¢ek zamanli kantitatif PCR
cihazinda 101 dakika boyunca reaksiyon gerceklestirildi. Reaksiyon sonunda elde
edilen Ct degerleri kontrol geni olan GAPDH baz alinarak A/ACt analizleri
gerceklestirildi.

Robotnikinin uygulanan hiicrelere ait analizler sonucunda elde edilen relatif
mRNA ekspresyon grafigi sekil 10’da verilmistir. Elde edilen verilere gore etkin
robotnikinin ajan dozu Ptchl geninde olusan ekspresyon azalmasina gore
belirlenmistir.

Tiim verilerde yapilan istatistiksel anlamllik testinde p<0,05 anlamlilik diizeyi

secilmistir ve tiim veriler istatistiksel olarak anlamli bulunmustur.
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Sekil 10. Farkli dozlarda robotnikinin uygulanan U87-MG hiicre hattinda kontrol geni
olan GAPDH baz alinarak A/ACt degerine bagli olarak bulunan relatif mRNA
ekspresyon grafigi

Tablo 9. Robotnikinin ile muamele edilen U87-MG hiicrelerinin gergek zamanli gPCR
analizi sonrasi elde edilen verilerin verilerin kontrol geni olan GAPDH baz alinarak

27(- AACt) degerlerinin olusturuldugu relatif MRNA ekspresyon istatistik verileri.

Gruplar Ort. SD Median Min  Max p
Kontrol 1,00 0 1,00 1,00 1,00 -
Robotnikinin 2 pM
PTHC1 0,8852 0,05740 0,8807 0,82 0,91 0,014
SMO 0,8649 0,03304 08624 083 0,96 0,014
GLI1 0,9542 0,03304 0,9517 092 1,00 0,014
Robotnikinin 10 pM
PTHC1 0,6461 0,03403 0,6386 0,61 0,69 0,014
SMO 0,5298 0,02646 0,5248 0,50 0,56 0,014
GLI1 0,5646 0,01708 0,5671 0,54 0,58 0,014
Robotnikinin 25 pM
PTHC1 0,5816 0,01330 0,5813 0,57 0,60 0,014
SMO 0,4487 0,02582 10,4487 042 0,48 0,014
GLI1 0,5336 0,01826 10,5336 0,51 0,55 0,014
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Robotnikinin 50 pM

PTHC1 0,3667 0,00830 0,3660 0,36 0,38 0,014

SMO 0,4459 0,00957 0,4434 044 046 0,013

GLI1 0,3634 0,02217 10,3659 0,34 0,39 0,014
Robotnikinin 75 uM

PTHC1 0,2626  0,02082 0,2626 0,24 0,29 0,014

SMO 0,4034 0,01641 0,4042 0,38 0,42 0,014

GLI1 0,2265 0,01708 0,2290 0,20 0,24 0,014

Vismodegib uygulanan hiicrelere ait analizler sonucunda elde edilen relatif
mRNA ekspresyon grafigi sekil 11°de verilmistir. Elde edilen verilere gore etkin

vismodegib ajan dozu Smo geninde olusan ekspresyon azalmasina gére belirlenmistir.
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Sekil 11. Farkli dozlarda vismodegib uygulanan U87-MG hiicre hattinda kontrol geni
olan GAPDH baz alinarak A/ACt degerine bagli olarak bulunan relatif mRNA
ekspresyon grafigi
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Tablo 10. Vismodegib ile muamele edilen U87-MG hiicrelerinin ger¢cek zamanli
qPCR analizi sonrasi elde edilen verilerin kontrol geni olan GAPDH baz alinarak 2”(-

AACt) degerlerinin olusturuldugu relatif mMRNA ekspresyon istatistik verileri.

Gruplar Ort. SD Median Min  Max p
Kontrol 1,00 0 1,00 1,00 1,00 -
Vismodegib 10 pM
PTHC1 0,8482 0,01353  0,8495 0,83 0,86 0,014
SMO 0,8801 0,01407 0,8819 0,86 0,89 0,014
GLI1 0,8384 0,02523  0,8322 0,82 0,87 0,014
Vismodegib 25 pM
PTHC1 0,8547 0,01670  0,8597 0,83 0,87 0,014
SMO 0,6091 0,01938  0,6063 0,59 0,63 0,013
GLI1 0,5601 0,01672  0,5583 0,54 058 0,014
Vismodegib 50 pM
PTHC1 0,8226 0,01654  0,8180 0,81 0,85 0,014
SMO 0,5407 0,01906  0,5401 0,52 0,56 0,014
GLI1 0,5192 0,02101  0,5157 0,50 0,55 0,014
Vismodegib75 pM
PTHC1 0,8479 0,01919 0,8519 0,82 0,87 0,014
SMO 0,4669 0,01278  0,4672 045 048 0,014
GLI1 0,4387 0,01851  0,4449 0,41 045 0,014
Vismodegib 100 pM
PTHC1 0,7943 0,01247  0,7920 0,78 0,81 0,014
SMO 0,3956 0,01738  0,3988 0,37 0,41 0,014
GLI1 0,3920 0,00874  0,3915 0,38 0,40 0,014

Kombinasyon tedavileri i¢in se¢ilen dozlar ise her iki inhibitdriin de etkiledigi
gen bolgesinde olusturdugu anlamli azalma dozlart hem de Hh yolu transkripsiyon
faktorii olan Glil ekspresyonundaki anlamli azalmalara gore belirlenmistir. Elde
edilen tiim verilere gore kullanilacak kombinasyon degerleri her iki ajan i¢in de 25 uM
ve 50 uM olarak belirlenerek kombinasyon deney kollar1 her bir ajanin yiiksek dozu
ve diisilk dozu olarak caprazlanarak olusturulmustur. Gelecek deneylerde devam
ettirilen kombinasyon degerleri Kombinasyon 1 i¢in Robotnikinin 25
uM+Vismodegib 50 uM ve Kombinasyon 2 i¢in Robotnikinin 50 pM+Vismodegib 25
uM kullanilmstir.
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4.5 Yara Iyilesmesi Modeli ile Olusturulmus Hiicre Migrasyon Analizlerinin

Sonuc¢lan

Yara modeli olusturulan ve farkli konsantrasyonda vismodegib ve robotnikinin
ile kiiltiir edilen hiicrelerde 48 saat boyunca her 6 saatte bir ayni noktalardan
mikroskop goriintiisii alindi. Alinan goriintiiler arasinda 0. 24. 48. saatlere ait kapanma
goriintiileri Sekil 12°de verilmistir. Sekilde verildigi lizere kirmizi ile belirtilen
bolgeler yaa smuridir ve 48. saatte %85e yakin kapanma gozlenmistir. Alinan
goriintiilerde Zen 2 (blue edition) yazilimi kullanilarak yara kapanma mesafesi
belirlendi ve yara kapanma oranlar1 0.an ile kiyaslanarak 12., 24. ve 48. saatlere ait
grafikler olusturuldu. Olusturulan grafiklerde de belirtildigi gibi kombine ilag
uygulanan gruplarda yara kapanma oraninin yiiksek oranda sabitlendigi saat 24. saat
olarak belirlendi. Farkli oranlarda ila¢g uygulamasi yapilan kombine tedavilerde
hiicrelerin migratif ozelliklerinde daha etkin azalmanin oldugu grup 25 uM
robotnikinin ve 50 uM vismodegib kullanilan kombine tedavi grubu olarak belirlendi.

Tiim verilerde yapilan istatistiksel anlamllik testinde p<0,05 anlamlilik diizeyi

secilmistir ve tiim veriler istatistiksel olarak anlamli bulunmustur.

Robotnikinin - 25uM S0pM 25uM S0pM
Vismodegib - - - 25uM S0uM SOuM 25uM

Sekil 12. U87-MG hiicreleri ile yapilan migrasyon analizinin (yara kapanmasi) Saate

bagli goriintiileri, Olcek 100 um’dir.
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Sekil 13. 0. saat baz alinarak hesaplanan 24. saate ait yara kapanma grafigi

[lag etkinliginin 48. Saat 6l¢iilmesi nedeniyle 48. saatte 0. ana gore yaralarda %
kapanma uzaklig1 6l¢iilmiistiir. Elde edilen verilere gre robotnikinin 25 pM ve 50 pM
dozlarinda yara kapanmasi kontrol ile karsilastirildiginda sirasiyla %80 ve %71,25
bulunmustur. Vismodegib 25 uM ve 50 uM dozlarinda yara kapanmasi kontrol ile
karsilastirildiginda  sirasiyla  %61,25 ve %56,25 bulunmustur. Kombinasyon
uygulamalarinda kombinasyon 1 ve kombinasyon 2de yara kapanmasi sirasiyla
kontrole gore %25 ve %43,75 bulunmustur.

Bu veriler 1s1¢inda kombinasyon 1 igeriginde bulunan 50 uM vismodegib ile

karsilastirildiginda yara kapanmasint %31 oraninda daha fazla engellemistir. Ayni
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sekilde kombinasyon 2 igeriginde bulunan 50 pM robotnikinin ile karsilastirildiginda

yara kapanmasini %27 oraninda daha fazla engellemistir.

Yara kapanmasinda en yiiksek inhibisyon kombinasyon 1 tedavisinde %75

olarak bulunmustur. Ilgili grafik Sekil 14’te verilmistir.
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Sekil 14. 0. saat baz alinarak hesaplanan 48. saate ait yara kapanma grafigi
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Tablo 11. U87-MG hiicre hattinda yapilan migrasyon analizinin 48. saatine ait %Yara

kapanma verilerinin istatistiksel anlamlilik sonuglarina ait olusturulan tablo

Gruplar Ort. SD Median Min Max p
Kontrol 79,7724 3,57982 78,3710 76,99 86,01
Robotnikinin 25 pM 64,0225 2,51647 65,2241 59,79 66,14 0,009
Robotnikinin 50 yM 57,1049 481185 57,3976 51,19 62,55 0,009
Vismodegib 25 uM 49,8287 7,76284 48,6632 40,94 61,88 0,009
Vismodegib 50 pM 45,6446 3,51929 45,9815 40,14 49,50 0,009

. 0,009
Kombinasyon 1 20,0014 9,12808 24,6880 16,18 34,85

0,009**

. 0,009

Kombinasyon 2 35,5869 8,23500 34,8275 24,27 47,37
0,009**
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4.6 Gercek Zamanh Hiicre Invazyon Analizlerinin Sonuclar

xCelligence RTCA cihazinda yapilan invazyon analizi hiicrelerin matrijelden
gecmelerine bagli olarak hiicrenin invaziv karakterini analizlemeye dayali bir
yontemdir. Invazyon analizinde kullanilan plateler 2 farkli kisimdan olusur.Platein ist
kisminda hiicreler FBS bulunmayan ortamda kiiltlire edilir ve platein alt kisminda
bulunan %10 FBS i¢eren (normal kiiltiir ortami1) kiiltiir ortamina aradaki matrijelden
gecerek ulagmasi matrijel altinda bulunan altin elektrotlarda gerceklesen empedans
degisimine gore belirlenir.

RTCA cihazinda empedans degisimine bagli dl¢lim alinan invazyon testi
sonuclart olusturulan grafik sekil 13.te verilmistir. Cihaza 6zgii platelere ekilen
hiicrelerin elektrot yiizeyinde ilk degisim kaydettikleri an 24. saat olarak bulunmustur
ve 24. saatten sonra 100. saate kadar gercek zamanli Slglim yapilmistir. Yapilan
Olctimler sonrasi higbir iglem gérmemis kontrol grubunda hiicrelerin 45. saat itibariyle
invaziv 6zellikleri belirlenmis ve grafik ivmeli bir sekilde artmistir. Farkli dozlarda
robotnikinin, vismodegib ve bunlarin kombinasyon tedavilerinin uygulandigi deney
gruplarinda ise 45. saatten sonra hiicrelerin invaziv 6zelligi her iki ajan i¢in da artan
dozlarda azalmistir. Hiicrelerin invaziv 06zelliklerinde kombinasyon 1 tedavisi
uygulandiginda 48.ve 100. saatlerin sonunda kontrole gore sirasiyla %73 ve %30luk
azalma; kombinasyon 2 tedavisi uygulandiginda ise 48.ve 100. saatlerin sonunda
kontrole gore sirasiyla %74.6 ve %37lik azalma gozlenmistir. Bu verilere gore
uygulanan tedavinin etkin dozu olarak kombinasyon 2 se¢ilmistir. Hiicrenin invaziv

karakterine ilacin en etkin oldugu doz ise 48-72. saatler arasi olarak bulunmustur.
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Sekil 15. Zamana bagl invaziv karakterdeki hiicre yogunlugu gosterilmistir. Kontrol
grubu normal hiicre kiiltiir ortaminda biiyiitiilen hiicrelerden olusmaktadir ve grafikte

yesil ile gdsterilmistir.
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Sekil 16. U87-MG hiicrelerinin zamana bagli alinan invazyon 6l¢iimleri sonucu elde
edilen 24-48-72-100. saatlerin sonuglarina ait olusturulan bar grafigi. Ila¢ uygulamas:
yapilan gruplar ile kontrol grubu karsilagtirilarak non-parametrik bir test olan Mann

Withney U testi uygulanmustir. Istatiksel anlamlilik diizeyi p<0,05 segilmistir.
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Tablo 12°de gosterilen verilerde her bir grupta bulunan verilerin kontrole gore
karsilastirilarak ve kombinasyonlarda kombinasyona ait yiiksek doz molekiile gore
karsilastirilmasi ile non-parametrik bir analiz olan Mann Withney U testi; 24-48-72-
100. saatlere ait yara kapanma sonuglar1 24. saate gore istatistiksel anlamlilik a¢isindan
degerlendirmek icin non-parametrik bir analiz olan Wilcoxon testi uygulanmustir.
Wilcoxon testi sonuglarinin tiimiinde p degeri 0,00 ¢ikmustir. Istatiksel anlamlilik
diizeyi p<0,05 se¢ilmistir. Tiim bu analizlerden elde edilen sonuglara goére verilerin

tamamu istatistiksel olarak anlamli bulunmustur.
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Tablo 12. U87-MG hiicrelerinin zamana bagl alinan invazyon 6l¢iimleri sonucu elde

edilen 24-48-72-100. saatlerin istatistiksel anlamlilik sonuglarina ait olusturulan tablo

Gruplar Ortalama SD Median Min Max p
Kontrol
24, saat 0,0746 0,00537 0,0742 0,0698 0,0802
48. saat 0,2537 0,00591 0,2539 0,2468 0,2601
72. saat 0,3679 0,00251 0,3672 0,3659 0,3713
100. saat 0,6835 0,00355 0,6832 0,6796 0,6881
Robotnikinin 25 pM
24. saat 0,0963 0,00308 0,0962 0,0817 0,1111 0,020921
48. saat 0,2236 0,01243 0,2232 0,2196 0,2287 0,020921
72. saat 0,3368 0,00148 0,3366 0,3339 0,3401 0,020921
100. saat 0,6323 0,00307 0,6328 0,6298 0,6341 0,020921
Robotnikinin 50 pM
24, saat 0,0868 0,00308 0,0860 0,0843 0,0911 0,020921
48. saat 0,2158 0,01243 0,2151 0,2019 0,2313 0,020921
72. saat 0,3180 0,00148 0,3177 0,3169 0,3200 0,020165
100. saat 0,6181 0,00307 0,6185 0,6141 0,6214 0,020921
Vismodegib 25 pM
24, saat 0,0944 0,00360 0,0942 0,0907 0,0987 0,020921
48. saat 0,1721 0,00519 0,1706 0,1676 0,1796 0,020165
72. saat 0,2909 0,00130 0,2907 0,2897 0,2928 0,020165
100. saat 0,5271 0,00211 0,5276 0,5244 0,5290 0,020921
Vismodegib 50 pM
24. saat 0,0764 0,00324 0,0774 0,0717 0,0791 0,772830
48. saat 0,1847 0,00390 0,1850 0,1799 0,1891 0,020921
72. saat 0,3238 0,00413 0,3240 0,3188 0,3284 0,020921
100. saat 0,5118 0,00548 0,5103 0,5069 0,5196 0,020921
Kombinasyon 1
0,083265
24. saat 0,0682 0,00257 0,0684 0,0649 0,0711 0,020921%*
0,020921
48. saat 0,1931 0,00287 0,1929 0,1902 0,1965 0,020921%*
0,020921
72. saat 0,3382 0,00303 0,3389 0,3341 0,3410 0,020921%*
0,020921
100. saat 0,4833 0,00237 0,4833 0,4804 0,4862 0,020921%*
Kombinasyon 2
0,020921
24. saat 0,0645 0,00160 0,0647 0,0625 0,0662 0,020921%*
0,020921
48. saat 0,1626 0,00247 0,1630 0,1594 0,1650 0,020921%*
0,020921
72. saat 0,2450 0,00268 0,2453 0,2421 0,2474 0,020165**
0,020921
100. saat 0,4339 0,00206 0,4343 0,4312 0,4361 0,020921%*

Hh yolagmin aktif olmasi durumunda Ptch’in Smo iizerindeki baskilamay1
kaldirmasiyla birlikte Smo’yu sitoplazmada stabil tutan SUFU kompleksi hiicrede
mikrotiibiillere dogru hareket eder. Bu stabilitenin bozulmas: hiicreye invaziv ve
migratif bir 6zellik kazandirir.

Invazyon deneylerinde elde edilen sonuglara gére hiicrelerin 50 uM robotnikinin
ve 25 uM vismodegib muamelesi sirasinda 50.saatten sonra hiicrelerin invaziv
karakterinde anlamli bir degisiklik gozlenirken 25 uM robotnikinin ve 50 uM
vismodegib kullanilan kombine uygulamada 78.saat sonrasinda kontrol grubu ve
inhibitdrlerin tekli kullanimlarina gore bir azalma olsa da gdzlenen degisim anlaml

bir degisim degildir.

47



4.7 immunfloresan Boyama ile Hiicre Proliferasyon Proteini ve Sitoiskelet

Elemanlarinin Goriintillenmesi ve Goriintii Analizlerinin Sonuclar

U87-MG hiicrelerinde proliferasyon belirteci olan Ki-67 boyamasi sonunda
konfokal mikroskopta(Zeiss, LSM 800) alinan goriintiiler LSM yazilim1 Zen 2 (Blue
Edition)de floresan boya yogunluklarina gore analizlenmistir. Analiz sonuglarinda
elde edilen sonuglar ile grafik olusturulmus ve kombine ilag tedavisi uygulanan deney
gruplarinda kontrole gore proliferasyon proteinlerinde diisiis gozlenmistir, bu sonuglar
istatistiksel olarak anlamli ¢ikmuistir.

U87-MG hiicrelerine farkli konsantrasyonlarda ve kombine olarak robotnikinin
ve vismodegib uygulanmistir. Uygulanan bu deney gruplari arasinda robotnikinin ve
vismodegib gruplarinda ayr1 ayr1 aktin boyama floresan yogunluklarina bakildiginda
doza bagli diisiis gézlenmistir. Ayn1 zamanda kombine tedavi uygulanan gruplarda
kontrole bagli aktin filamentlerin floresan boyama yogunluklar1 azalmistir.

Tiim verilerde yapilan istatistiksel anlamllik testinde p<0,05 anlamlilik diizeyi

secilmistir ve tiim veriler istatistiksel olarak anlamli bulunmustur.
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Sekil 17. U87-MG hiicre hatt1 ile yapilan hiicre iskeleti (phaloidin) boyama grafigi
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Phalloidin boyamasinda alinan floresan 1sima yogunluklar1 kontrol grubu ile

karsilastirildiginda robotnikinin ve vismodegib 50 uM i¢in phalloidin yogunluklar

strastyla %44,6 ve %70 azalmistir. Ayni oran kombinasyon 1 ve kombinasyon 2 i¢in

strastyla %76,6 ve %67°dir. Bu veriler 15181inda kombinasyon 1 de phalloidin yiiksek

doz kullanim1 olan vismodegibe gore yaklasik %7 daha etkilidir.

Tablo 13. U87-MG hiicre hatti ile yapilan hiicre iskeleti (phaloidin) boyamasina

ait istatistiksel anlamlilik tablosu

Gruplar Ort. SD Median  Min Max p
Kontrol 37,8194 5,07205 37,8154 32,75 42,89 -
Robotnikinin 25 pM 22,5746 0,95627 22,2455 21,83 23,65 0,050
Robotnikinin 50 pM 20,9460 2,00455 22,0535 18,63 22,15 0,050
Vismodegib 25 pM 24,4503 3,85022 22,7145 21,77 28,86 0,050
Vismodegib 50 pM 11,3914 1,02911 11,1722 10,49 12,51 0,050

_ 0,050
Kombinasyon 1 8,8544 1,71753  8,0892 7,65 10,82

0,127**

_ 0,050

Kombinasyon 2 12,4750 1,08833 12,1335 11,60 13,69
0,050**
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Sekil 18. U87-MG hiicre hatti ile yapilan Ki-67 hiicre proliferasyon belirte¢ boyama

grafigi

Ki-67 hiicre proliferasyon belirteg boyamasinda alinan floresan 1s1ma

yogunluklar1 kontrol grubu ile karsilastirildiginda robotnikinin ve vismodegib 50 uM

icin phalloidin yogunluklar1 sirasiyla %41,5 ve %51,4 azalmistir. Ayni oran

kombinasyon 1 ve kombinasyon 2 ig¢in sirasiyla %57,2 ve %55,7°dir. Bu veriler

1s18inda kombinasyon 1 de Ki-67 yiiksek doz kullanimi olan vismodegibe gore

yaklasik %6 daha etkilidir.

Tablo 14. U87-MG hiicre hatt1 ile yapilan Ki-67 hiicre proliferasyon belirteg

boyamasina ait istatistiksel anlamlilik tablosu

Gruplar Ort. SD Median Min Max p
Kontrol 7,0795 0,95008 6,3900 6,24 8,11
Robotnikinin 25 uM  4,3692 0,16001 4,3676 4,21 4,53 0,050
Robotnikinin 50 pyM  4,1092 0,13970 4,0400 4,02 4,27 0,050
Vismodegib 25 uM 3,8212 0,22660 3,9100 3,56 3,99 0,050
Vismodegib 50 uM 3,4667 0,29153 3,5600 3,14 3,70 0,050
Kombinasyon 1 3,0374 0,06387 3,0121 2,99 3,11 Oodggg*

) 0,050
Kombinasyon 2 3,1205 0,08126 3,1000 3,05 3,21 0.050%*
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Phalloidin
+ DAPI

Robotnikinin 25uM S0pM - 25uM S0nM
Vismodegib - - - 25uM S0uM 50pM 25uM

Ki-67
+ DAPI

Sekil 19. U87-MG hiicre hatt1 ile yapilan Phalloidin ve Ki-67 boyamalarinin Dapi ile
alinan gériintiileri. Olgek 100 pm’dir.

4.8 1In Silico ila¢ Benzerlik Analizleri

Isvigre Biyoinformatik Enstitiisii'niin Molekiiler Modelleme Grubu tarafindan
olusturulan web araglar1 kullanilarak gergeklestirilen in silico analiz sonuglarina gore
hem robotnikinin hem de vismodegib molekiillerinin yiiksek gastrointestinal
absorbsiyon kapasitesi oldugu fakat kan beyin bariyerinden ge¢emedikleri sonucuna

ulastlmistir.

A B
FLEX SIZE
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Sekil 20. A) Robotnikinin molekiiliiniin molekiil yapisi; B) Robotnikinin molekiiliine
ait biyo-uygunluk radari. Pembe ile belirtilen aralik biyouygunluk 6zelliklerine gére
optimal araliklar1 gostermektedir, robotnikinin molekiiliiniin tim 6zelliklerinin

degerleri optimal araliktadir.
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Sekil 21. A) Vismodegib molekiiliiniin molekiil yapisi; B) Vismodegib molekiiliine ait
biyo-uygunluk radari. Pembe ile belirtilen aralik biyouygunluk &zelliklerine gore
optimal araliklar1 géstermektedir, insaturation (doygunluk) degerinin optimal araligini
belirleyen parametre, sp3 hibridizasyonundaki karbon fraksiyon say1si>0.25
olmasidir. Vismodegib molekiiliinde bu deger 0.05 olmasi nedeniyle optimal aralikta
degildir. Vismodegib molekiilii biyo-uygunluk radarinda yer alan diger 6zelliklerde

optimal araliklara girmistir.

)
Vismodegib

Q. ..
Robotnikinin

Sekil 22. WLOGP-TPSA grafigi ile elde edilen BOILED-Egg tablosu, beyaz alan
molekiiliin gastrointestinal sistemde absorbsiyonunun, sar1 alan ise molekiiliin kan

beyin bariyerinden gegis yetenegini belirtir.
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Robotnikinin ve vismodegib molekiillerinin her ikisinin de gastrointestinal
sistemde absorbsiyonu yiiksek iken, kan beyin bariyerinden gegis yetenekleri
bulunmamaktadir.

FDA onayli Hh inhibitérii olan vismodegib molekiill doygunlugu
parametrelerinde uygun araliga girmezken robotnikininin tim biyo-uygunluk

parametlerinde optimal araliklara girdigi bulunmustur.

Tablo 15. Robotnikinin ve Vismodegib molekiillerinin  biyo-uygunluk

parametrelerinde optimal aralik tablosu

Biyo-uygunluk

Parametreleri Robotnikinin Vismodegib
Molekiil Lipofilikligi Evet Evet
Molekiil Biiytikliigii Evet Evet
Molekiil Polaritesi Evet Evet
Molekiil Coziiniirligii Evet Evet
Molekiil Doygunlugu Evet Hayir
Molekiil Esnekligi Evet Evet

Hedef tahmin analizleri bir molekiiliin klinikte ila¢ olarak kullanilabilmesinde
dogru hedefin segilmesi konusunda bilgi saglar. Robotnikinin ve vismodegib
molekiillerine ait hedef tahmin analizleri yapildiginda her iki molekiil i¢in de Hh
yolunun en oOncelikli hedef oldugu bulunmustur. Robotnikinin molekiiliiniin ilk iKi
hedef tahminleri sirasiyla Hh sinyal yolu ligandi Shh ve Smo proteinidir ve Shh ile
uyumluluk olasiligt %100 iken Smo ile uyumluluk olasiligi yaklasik %70 tir.
Vismodegib molekiiliiniin ise ilk iki hedef tahminleri sirasiyla Hh sinyal yolu ligand1
Shh ve Smo proteinidir ve her iki hedef ile uyumluluk olasiligir %100 bulunmustur.
Yapilan hedef tahmin siniflandirmasinda ise robotnikinine ait hedef tahmin
siniflandirmasi; %53.3 ile en yiliksek oran A G protein bagh reseptor ailesidir.
Vismodegib molekiiliine ait siniflandirmada %40 ile en yiiksek oran siniflandirilmis

farkli enzimler olarak bulunmustur.
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Known
A o wes e S

(30/20)
Sonic: hedgehog protein SHH 015465 CHEMBLSG02  Unclassified pratein Wi &
Frizzled famiy G
Smoothened homolag (by homology) SMO Q90835  CHEMBLSST1  profein-coupled _: W14 &
receptor
Known
Common Uni
Target prot ChEMBLID  Target Class Probability* actives
name 1D
(3D/20)
Sonic hedgehog protein SHH Q15465 CHEMBLSG0Z Unclassified protein ﬁ Min &
Frizzled family G
Smoathened homalog SMO Q50835 CHEMBLSST  protem-coupled ﬁ 08133 &
receptor
c 6.7% D B.7%
n
40.0% \ 67%
13.3% !
53.3% 6.7%
6.7%
13.3%
6.7%
6.7%
13.3% B.7% 13.3%
B Usoliiailid probien O Frazhid iy O proten couplod foceptd B Faffsly A O probin-cougisd oo B Unilaiaitod geaten B Fiiziod tamiy O protisn-coupd recipt I Lyase
2 Enzyme [ Preaprododise Findsa 0 Ereyme [ Phosphatase L Ptere
s W iy A G proden-cougplid mcipior

Sekil 23. A) Robotnikinin molekiiliiniin hedef tahmin siralamalari, B) Vismodegib
molekiiliiniin hedef tahmin siralamalari, C) Robotnikinin molekiiliine ait hedef tahmin

siiflandirmalari, D) Vismodegib molekiiliine ait hedef tahmin siniflandirmalari

ADME ve ilag benzerligi analizlerinde molekiillerin degerlendirilebilmesi i¢in
gerekli bir takim fizikokimyasal 6zellikler baz alinmaktadir. Tablo 15’te molekiillerin
bu oOzellikleri verilmistir. Molekiil ilag benzerligine uygunluk durumuna gore
fizikokimyasal &zellikleri arasinda sp® hibridizasyonundaki karbon fraksiyon sayisi
0.25 ile 1 arasinda olmalidir, robotnikinin uygun araliga girerken vismodegib

molekiiliinde bu deger uygun araliga girmemektedir.
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Tablo 16. Robotnikinin ve Vismodegib molekiillerine ait fizikokimyasal 6zellikler

Robotnikinin Vismodegib
Molekiil formiilleri C25H27CIN204 C19H14CI2N203S
Molekiil agirhiklar: 454.95 g/mol 421.30 g/mol
Heavy atom sayis1 32 27
Aromatik heavy atom sayisi 12 18
sp® hlbrlqlzasyonundakl 0.3 0.05
karbon fraksiyon sayisi
Donebilir bag sayisi 6 5
H-bag alic1 sayisi 4 4
H-bag verici sayisi 2 1
Molar kirilma 127.20 107.00
TPSA 84.51A> 84.51A>

Lipofiliklik 6zelligi bir molekiiliin n-oktanol/su arasindaki boliinme katsayisina

gore hesaplanir ve molekiiliin sudaki serbest ¢dziinme enerjileri hakkinda bilgi verir.

Yapilan analizde her iki molekiile ait n-oktanol/su katsayilari birbirine yakin

bulunmustur ve sonuglar tablo 16’da verilmistir.

Tablo 17. Robotnikinin ve Vismodegib molekiillerine ait lipofiliklik 6zellikleri

Robotnikinin Vismodegib
Log Pow (ILOGP) 3.19 2.41
Log Pow (XLOGP3) 3.39 3.84
Log Pow (WLOGP) 3.25 5.60
Log Pow (MLOGP) 2.96 3.24
Log Pow (SILICOS-IT) 4.08 4.24
Consensus Log Po/w 3.37 3.87

Suda ¢oziiniir molekiiller kullanim ve formiilasyon kolaylig1 saglayacag: gibi

ayn1 zamanda birgok ilag gelistirme faaliyetini de biiylik 6l¢lide kolaylastirir. Ayrica,

molekiiliin ilag olarak kullaniminda oral uygulamay1 hedeflenmesi de yine molekiiliin

¢oziiniirliik ve absorpsiyon 6zelliklerine baglidir. Parenteral kullanimda ise farmasotik

dozajin kii¢iikk hacminde yeterli miktarda aktif bilesen saglamak icin suda yliksek

oranda ¢ozlinlir olmasi gerekir. Yapilan analizlerde her iki molekiile ait LogS degerleri

6dan kiiclik olmas1 nedeniyle molekiillerin ¢oziiniirliiklerinin oldukga diisiik olduklar

bulunmustur.
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Tablo 18. Robotnikinin ve Vismodegib molekiillerine ait suda ¢6ziiniirlikk 6zellikleri

Robotnikinin Vismodegib
Log S(ESOL) -4.68 -5.03
Coziiniirlik 9.55e-03 mg/ml ; 2.10e-05  3.89e-03 mg/ml ; 9.23e-06
mol/I mol/Il
Simif Orta derecede ¢Oziiniir Orta derecede ¢Oziiniir
Log S (Ali) -4.84 -5.31
Coziiniirliik 6.52e-03 mg/ml ; 1.43e-05  2.06e-03 mg/ml ; 4.89e-06
mol/Il mol/l
Simif Orta derecede ¢oziiniir Orta derecede ¢oziliniir
Log S -7.63 -8.51
(SILICOS-IT)
Coziiniirliik 1.06e-05 mg/ml ; 2.32e-08  1.31e-06 mg/ml ; 3.11e-09
mol/I mol/I
Siif Zay1f ¢oziiniir Zay1f ¢oziiniir

Robotnikinin ve vismodegib molekiillerine ait farmakokinetik 6zellikler tablo

18°de verilmistir. Ilag ve benzeri molekiillerin P-glikoprotein substrati olmalar
merkezi sinir sisteminden atilimlarini kolaylastirir. Bu nedenle bu 6zellik ilag benzeri
molekiilde olmasi beklenir ve robotnikinin bu 0Ozellige sahip bir molekiilken
vismodegib P-glikoprotein substratt degildir. Sitokrom P inhibisyonu, toksisiteye
neden olur bu nedenle molekiillerin CYP inhibitorii istenen bir durum degildir ve
analizi gergeklestirilen her iki molekiil de CYP inhibisyonuna neden olur. Log Kp ise
bir molekiilin deri gegirgenligini gosterir, bu degerin oral yolla alim
gerceklestirilecek molekiillerde oldukga diisiik olmasi beklenir. Robotnikinin ve
robotnikinin molekiiliiniin  deri

vismodegib molekiilleri karsilastirildiginda

gecirgenligi daha diistiktiir.
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Tablo 19. Robotnikinin ve Vismodegib molekiillerine ait farmakokinetik 6zellikler

Robotnikinin Vismodegib

Gastrointestinal absorbsiyon Yiiksek Yiiksek
Kan beyin bariyerinden gecis Hayir Hayir
P-glikoprotein substrat Evet Hayir
CYP1A2 inhibitor Hay1r Hay1r
CYP2C19 inhibitor Hay1r Hay1r
CYP2C9 inhibitor Evet Evet
CYP2D6 inhibitor Hayir Evet
CYP3A4 inhibitor Evet Hayir
Log Kp (deri gecirgenligi) -6.67 cm/s -6.14 cm/s

Molekiillere ait ila¢ benzerlik kurallar1 bulunmaktadir ve bu kurallar bir ¢ok ilag
ve biyoeteknoloji firmasi tarafindan kabul edilmektedir. Kurallar molekiillere ait
belirli  fizikokimyasal ve farmakokinetik Ozelliklere goére belirlenir. Analizi
gerceklestirilen her iki molekiil de lipinski’nin 5 kuralina uyar fakat robotnikinin ayni
sekilde Ghose tarafindan kabul edilen ve molekiil agirhigi, lipofiliklik ve heavy atom
sayilar1 baz alinarak olusturulmus kurala uyarken vismodegib Ghose kurallarina

lipofiliklik 6zelliginin uygun araliga girmemesinden dolay1 uymadigi bulunmustur.

Tablo 20. Robotnikinin ve vismodegib molekiillerinin ilag benzerlik kurallarina

uygunlugu
Robotnikinin Vismodegib
Lipinski kurallar Evet Evet
Ghose kurallarn Evet Hayir; WLOGP>5.6
Veber kurallar Evet Evet
Egan kurallan Evet Evet
Muegge kurallar: Evet Evet
Biyo-uygunluk skoru 0.55 0.55

Robotnikinin ve vismodegibin sentetik erisilebilirligi ile iliskili tibbi kimya
karakterleri sirasiyla 4,41 ve 2,68 bulunmustur. Sentetik erisilebilirlik degerleri i¢in
bulunan 1=¢ok kolay, 10=cok zor degerlendirmelerine gére vismodegib molekiiliiniin
sentetik erisilebilirligi daha uygundur. Leadlikeness ozelligi; 250<molekiil
kiitlesi<350, XLOGP<3.5 ve donebilir bag sayisi<7 esitliklerine gore bulunur.

Robotnikininin molekiiliiniin molekiil kiitlesi>350 olmasi nedeniyle; vismodegib
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molekiiliiniin ise molekiil kiitlesi>350 olmast ve XLOGP>3.5 olmasi nedeniyle

leadlikeness sinirliliklarina uymamaktadirlar.

Tablo 21. Robotnikinin ve vismodegib molekiillerinin medikal kimya 6zellkileri

Robotnikinin Vismodegib
Kursun benzerligi (leadlikeness) Hayir; Hayir; MW>350,
MW>350 XLOGP3>3.5
Sentetik erisilebilirlik 441 2.68
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5. TARTISMA

Kanser diinyada 6liim insidans: siirekli artan ve en yiiksek olan hastaliktir.
Glioblastoma beyin tlimorii olarak adlandirilan kanserde ise hastalarin sag kalim siiresi
12-20 ay arasindadir ve hastalarin tiimiinde 6liim gerceklesmektedir.

Kanserin nedenlerinden biri sinyal yolaklarinin asir1 aktivasyonu ya da aktivite
kaybidir. Hh sinyal yolagi bu sinyal yolaklarindan biridir. Embriyogenez doneminde
aktivitesiyle hiicre dongilisti, proliferasyonu, doku rejenerasyonunu regiile eden bu
sinyal yolag1 yetiskinlikte inaktiftir (8). Yetiskin donemde aktivasyonu karsinogenezle
dogrudan iliskilidir ve basta bazal hiicreli karsinom, medullablastoma ve glioblastoma
(66) olmak tizere birgok kanserde rol oynadigi bilinmektedir. Hh sinyal yolunun
aktivasyonunu inhibe etmek iizere son yillarda bir ¢ok calisma yapilmistir ve bu
calismalarla hem yol aydinlatilmis hem de yolun inhibisyonunu saglayan ajanlar
kesfedilmistir. Vismodegib bu ajanlardan FDA tarafindan ilk onay alinarak klinikte
kullanimi1 olan ilagtir. Fakat kanser tedavisinde en ¢ok karsilasilan sorunlardan biri
olan kanserin uygulanan tedaviye karsi diren¢ gelistirmesi sorunu vismodegib
tedavisinde de goriilmektedir. Bu nedenle sinyal yolunun ya da bu sinyal yolunu
etkileyen diger sinyal yollarmin da inhibisyonunu saglayan kombinasyon tedavilere
ithtiya¢ duyulmustur.

Bu ¢alismada sinyal yolunda gorev alan en 6nemli iki protein olan Ptchl ve
Smo’nun birlikte inhibisyonlart ile etkili bir kombinasyon tedavisi hedeflenmistir. Bu
hedef dogrultusunda Hh sinyal yolunun ilk proteinleri olan Ptchl ve Smo {iizerine
arastirmalar yapilmistir. Stanton ve ark. tarafindan yapilan ¢alismada robotnikininin
her ne kadar Smo antagonistleri etkilesimi ile rekabet edemeyecegi ve etkisinin
bastirilacag1 verilmis olsa da yaptigimiz ¢alismalarda bunun aksi sonuglar elde ettik
(67).

Chandra ve ark. tarafindan hasta kaynakli GBM hiicreleri ile yapilan ¢alismada
olusturulan in vitro norosferlerde 50 uM vismodegib tedavisi sonrasinda apoptozun ve
hiicre dongiisiinlin durduruldugu gosterilmistir (33). Yapilan caligmada Glil mRNA
ekspresyonunun Hh sinyal yolu kaynakli oldugu ve GBM hastalarinda Hh yolu
aktivitesinin diisliriilmesinin tedavide etkili olabilecegi sonucuna varilmistir. Benzer

sekilde bu tez projesi kapsaminda yapilan deneylerde de 50 puM vismodegib
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tedavisinin hiicrelerde proliferasyonu azalttigt ve hiicre Oliimiinii tetikledigi
gosterilmistir.

Hiicre kiltiir calismalarinda U87-MG hiicrelerinin robotnikinin ile muamelesi
oncesi satin alinan robotnikinin molekiiliiniin DMSO i¢inde belirtilen ¢oziiniirliikte
tam ¢oziinmedigini gozlemledik bu nedenle de hiicrelerin robotnikinin ile muamelesi
sirasinda artan DMSO oran1 %2 ve sonrasinda hiicrelerde toksik etki yaratacagindan
(68) robotnikinin i¢in maksimum doz 75 uM olarak belirlendi ve yiiksek dozda kontrol
grubu olarak DMSO iceren grup kullanildi. Higbir islem yapilmamis hiicreler ile
karsilastirildiginda bu 75 uM doz robotnikinin ile muamele edilen hiicrelerde 6lim
cok yiiksek gozlendi ve hiicre morfolojilerinde degisim gozlendi.

Gergek zamanli kantitatif PCR reaksiyonlar1 ve hiicre canlilik analizlerinden
elde edilen veriler 15181nda robotnikinin molekiiliiniin IC50 degeri istatistiksel tahmin
olarak belirtilmistir. Vismodegib molekiiliinde ise herhangi bir ¢éziinme problemi
yasanmadigl i¢in IC50 doz olarak belirlenen dozda c¢alismalar yapilmis ve bu
kanitlanmustir.

Hh sinyal yolunda Smo fosforillenmesi sonrasinda sitoplazmada bulunan SUFU
serbest forma gegerek mikrotubiillere dogru hareket eder ve bu esnada Gli2
baskilamasini kaldirarak Glil aktivasyonuna neden olur. Glil transkripsiyon
faktoriiniin nukleusa trasnlokasyonu sirasinda mikrotiibiillerde serbest forma gecen
SUFU’nun hiicreye hareket kazandirdig1 diisiiniilmektedir, fakat SUFU’nin yapis1 ve
tam mekanizmalar1 heniiz aydinatilmay1 beklemektedir (69). Bu hipotezden yola
¢ikarak calismamizda U87-MG hiicre hatt1 ile migrasyon, invasyon ve hiicrede
bulunan aktin filament yapisininin phalloidin boyamas: ile gosterilmesi deneyleri
gergeklestirilmistir. 50 pM vismodegib kullaniminin yaninda 25 pM robotnikinin
kullantminin hiicrede invaziv karakteri tek basina 50 uM vismodegib kullanimina
oranla daha da azalttig1 gosterilmistir. Gelecekte yapilan calismalar ile Hh yolu
aktivasyonu olan hiicrelerde SUFU yapis1 incelenmeli ve inhibisyon durumu
degerlendirilmelidir.

Hh yolu inhibitdr ajani olarak klinikte kullanimi olan vismodegibin lokal ve
metastatik olmayan BCC hastalarinda giinliik kullanim1 tek doz 150 mg seklindedir
(70). Calisma igin in vitro kullanima uygun satin alinan vismdegib ise 10 mg’dir ve

stok konsatrasyonu 10 mM olacak sekilde DMSO iginde ¢oziilmiistiir. Tedavi igin
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hiicrelere verilen dozlar ise stok konsantrasyon i¢ginden seyreltilerek kullanilmistir. 50
uM vismodegib ile hiicreleri muamele etmek i¢in kullanilan vismodegib miktar1 0,5
mg’dir. Robotnikinin ise heniiz onay alan bir ajan olarak klinikte kullanim1 yoktur.
Benzer sekilde in vitro kullanima uygun satin alinan robotnikinin ise 1 mg’dir ve stok
konsantrasyonu 7,5 mM olacak sekilde DMSO ig¢inde ¢oziilmiistiir. Tedavi icin
hiicrelere verilen dozlar stok konsantrasyon iginden seyreltilerek kullanilmigtir. 25 uM
robotnikinin ile hiicreleri muamele etmek i¢in kullanilan robotnikinin miktar1 0,0033
mg’dir. Vismodegib klinikte in vitro kullanimmin 300 kati1 kadar fazla mg olarak
kullanilmasindan dolay1 ayni esitlik robotnikinin i¢in kuruldugunda klinikte kullanimi
1 mg olabilmesi 6n goriilmektedir. Bu veriler 1s181inda ayni ya da benzer formiilasyona
sahip robotnikin i¢in de klinik kullanimi1 miimkiin olabilecegi diisiiniilmektedir. Bu
sonuclarin dogrulanmasi i¢in ¢calisma 6nce Hh yolu aktivasyonu gosteren farkl: hiicre
hatlarinda ve sonrasinda da in vivo ¢alismalar ile desteklenmelidir.

DrugBank web aracindan ilag-ilag etkilesimine bagli olarak tarama yapildiginda

Vismodegib ilacinin kilinikte robotnikinin ve benzeri herhangi bir Ptch inhibitorii ajan
ile kombine kullanimina rastlanmamuistir. Bu calisma literatiirde Robotnikinin ve
Vismodegib’in kombine kullaniminin in vitro olarak gosterildigi ilk ¢alismadir.
In silico analizler i¢in kullanilan Isvigre Biyoinformatik Enstitiisii web araglari iicretsiz
bir sekilde kullanicilarin hizmetine sunulan ve literatiir tarafindan kabul gérmiis
araglardir. Elde edilen tiim sonuglar robotnikinin molekiiliiniin vismodegib molekiilii
ile ila¢ benzerligi yoniinden kiyaslamalarini olusturmustur.

ADME analizlerinde incelenen leadlikeness oOzellikleri bir molekiiliin ilag
benzeri aday olabilmesi i¢in sahip oldugu kimyasal optimizasyonlar1 saglamaktadir.
Ilag benzeri molekiiliin invitro hiicre kiiltlir galismalar1 ardindan yapilan in vivo ve faz
oncesi caligmalar sonunda klinikte kullanimi igin potansiyel miisteri sec¢im
kriterlerinin daha iyi rasyonellestirilmesine olanak saglar. Bu nedenle molekiillerin
leadlikeness degeri i¢in varolan esitliklere optimal aralikta uymasi beklenmektedir.
Calismada kullanilan robotnikinin molekiiliiniin leadlikeness 6zelliginin FDA onaylh
bir ilag¢ olan vismodegibe gore daha uygun ¢ikmasi gelecekte robotnikinin in vivo ve
faz ¢aligmalarinin yapilmasini uygun kilmaktadir.

Bu calismada kullanilan U87-MG glioblastom hiicreleri astrosit tiirii hiicredir ve

bu hiicreler viicutta bolgesel kan akimini diizenleyerek oksijen ve glikozun aktif
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bolgeye ulasmasini saglarlar. Bu nedenle potansiyel ila¢ hedeflerinin kan beyin
bariyerinden gegebilir olmasi olduk¢a dnemlidir. Analizde kullanilan molekiillerin her
ikisinin de kan beyin bariyerinden gecis yeteneginin oldukc¢a diisilk olmasi ve
vismodegib molekiiliiniin glintimiizde klinikte Hh yolunu hedefleyen bir ajan olarak
kullanilmasi nedeniyle ¢alismalarin in vitro disinda in vivo olarak da degerlendirilmesi

gerekmektedir.
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6. SONUC VE ONERILER

Bu calismada glioblastoma basta olmak {izere birgok kanserde etkin rol aldig:
bilinen Hh sinyal yolunun inhibisyonu {izerine denemeler yapilmistir. Hh sinyal yolagi
yetiskin dénemde Ptchl transmembran proteininin Smo transmembran proteinini
baskilamasi yoluyla inaktif haldedir. Hiicreye Ptchl’i aktifleyen Shh sinyalinin
gelmesiyle Smo baskilanmasi ortadan kalkar ve sitoplazma igerisinde olusan
degisimler ile hiicre hem invaziv bir karakter kazanir hem de proliferasyon ile
dogrudan ve dolayh olarak iliskili olan Glil transkripsiyon faktoriiniin ekspresyonu
gerceklesir. Glil ekspresyonu ayni zamanda hiicrede Wnt, Pka, mTOR, notch gibi
sinyal yolaklari ile de eksprese edilebilir ya da o sinyal yollarininin aktivitesinde rol
alabilir.

Literatiirde de belirtildigi gibi Hh sinyal yolunun aydinlatilmasi ve inhibisyonu
tizerine bircok calisma yiiriitilmektedir. Hh sinyal yolunun inhibisyonunun kanser
tedavisinde etkili bir yol olabilecegi diisiiniilmektedir. Bu g¢alismada Hh sinyal
yolunun Ptchl ve Smo proteinleri lizerinden kombinasyon tedavisi ile inhibisyonlari
saglanmigtir. Calismanin hipotezi Hh sinyal yolunun ikili kombinasyonunun ajanlarin
tek tek kullanimina oranla daha yiiksek inhibisyon etkisi yaratabilecegi lizerinedir ve
yapilan ¢alismalar ile Hh yolunun inhibisyonunda daha ytiksek etki gozlenmistir.

Sinerjistik etki yaratan ajanlardan biri olan vismodegib Hh sinyal yolunda yer
alan Smo’nun inhibitdr ajan1 olarak FDA tarafindan ilk onay alan ilagtir ve giiniimiizde
BCC hastalarinda kullanilmaktadir. Fakat hastalarda olusan %60 civarinda yanit ve 3-
6 ay arasinda gelisen diren¢ nedeniyle kemoterapi tedavisinde %100 basar
saglanamamaktadir. Ptchl inhibitorii olarak kullanilan ajan ise heniiz 2009 yilinda
kesfedilmis ve klinik ya da in vivo kullanimi s6z konusu olmayan robotnikinindir.
Robotnikinin Ptch1’i aktifleyen Shh ligandlar ile etkilesime girerek hiicreye Shh
sinyalinin gitmesini engeller ve boylece sinyal yolunun inaktif kalmasini saglar.
Yapilan calismada robotnikinin ve vismodegib ajanlarinin tek tek ve kombine
kullanimlarinda hiicrenin canlilik, proliferasyon, migrasyon ve invazyonunun
engellenmesinde etkili oldugu gdsterilmistir.

Ayrica in silico olarak FDA onayli vismodegib ve robotnikininin
karsilastirmalar1 yapilmis ve birgok yonden robotnikininin vismodegibe gore ilag

benzerliginde daha daha avantajli oldugu bulunmustur.
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Tiim bu bilgiler 1518inda robotnikinin ajaninin U87-MG hiicrelerinde etkili bir
inhibitor oldugu goriilmiistiir.

Bundan sonraki calismalarda iki inhibitoriin de in vitro olarak farkli hiicre
hatlarinda denenmesi planlanmaktadir. Ilag etkinliklerinin arastirilabilmesi igin
¢alismalar daha sonrasinda in vivo olarak da devam etmelidir.

Yapilan bu ¢alisma literatiirde, Hh sinyal yolunun en 6nemli 2 proteinin olan
Smo’nun inhibitérii vismodegib ve Ptchl’in inhibitorii robotnikininin kombine

kullanimlarini i¢eren ilk ¢alismadir.
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