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OZET

YUKSEK LISANS TEZI

IKSAZOMIB SITRAT VE BETULINIK ASIiDIiN GLIOBLASTOM HUCRELERI
UZERINDEKI ANTIi-KANSER ETKINLIKLERININ TANIMLANMASI

Mustafa KARABABA
Erzurum Teknik Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisi

Molekiiler Biyoloji ve Genetik Ana Bilim Dali

Damsman: Doc Dr. Hasan Onur CAGLAR

Glioblastom (GBM), genellikle yetiskinler arasinda en sik goriilen oldukg¢a agresif
davranigh bir beyin tiimoriidiir. GBM tiimorleri standart tedavi yaklagimlarina hizli bir
sekilde direng gelistirdigi i¢in yeni terapotik hedeflerin bulunmasi oldukga 6nemlidir. Bu
calismada, GBM hiicrelerinde ubikitin-proteazom mekanizmasinin (UPM) terapotik
potansiyeli incelendi. Ardindan bu mekanizmay1 hedef alabilecek iksazomib sitrat (IXaC)
ve betiilinik asit (BA) olasi inhibitor ajanlar se¢ildi. Belirtilen ajanlarin U§7MG ve T98G
hiicrelerinde tek basina ve birlikte gosterdigi anti-kanser etkinlikleri tanimlandi. Anti-
proliferatif etki, hiicre canliligi tespit kiti (CVDK-8) kullanilarak degerlendirildi.
Ajanlari hedef genlerin mRNA ifadeleri tizerindeki etkileri ger¢ek zamanli kantitatif
PCR (RT-gPCR) yontemi ile tanimlandi. IXaC ve/veya BA’nin GBM hiicrelerinin
apoptoz ve hiicre dongilisii profilleri lizerindeki etkisi akis sitometri yontemi ile
tanimlandi. IXaC ve/veya BA uygulamalari sonrasinda, GBM hiicrelerinin malin
davranisindaki degisimler klonojenik, yara iyilesme ve soft agar testleri ile belirlendi.
IXaC ve/veya BA GBM hiicrelerinde anti-proliferatif etki meydana getirdi. Her iki ajan
kombine uygulandiginda, GBM hiicrelerinde ekleyici etki olusturdu. IXaC ve/veya BA
uygulanan GBM hiicreleri apoptoza siiriiklendi. Belirtilen ajanlarin, GBM hiicrelerinde
hiicre dongiisiinii farkli fazlarda durdurdugu tespit edildi. IXaC ve/veya BA GBM
hiicrelerinin invazyon ve koloni olusturma kapasitelerini anlami bir bi¢cimde diistirdii.
Sonuglar, GBM de UPM mekanizmasmnin hedef alinmasimnin anti-kanser etki
olusturduguna ve siirli tedavi segenekleri diisiiniildiiglinde, alternatif tedavi secenegi
olabilecegi konusunda umut vermektedir.

Anahtar Kelimeler: Betiilinik asit, Glioblastom, Iksazomib sitrat, Proteazom kompleksi,
Ubikitinasyon.
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ABSTRACT

MASTER'S THESIS

IDENTIFICATION OF ANTI-CANCER ACTIVITIES OF IXAZOMIB
CITRATE AND BETULINIC ACID ON GLIOBLASTOMA CELLS

Mustafa KARABABA

Erzurum Technical University
Graduate School of Natural and Applied Sciences

Department of Molecular Biology And Genetics

Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Hasan Onur CAGLAR

Glioblastoma (GBM) is the most common and aggressive primary brain tumor in adults.
Due to the rapid development of resistance to standard treatment approaches in GBM
tumors, it is crucial to identify new therapeutic targets. This study examined the
therapeutic potential of the ubiquitin-proteasome mechanism (UPM) in GBM cells. Then,
ixazomib citrate (IXaC) and betulinic acid (BA) were selected as potential inhibitory
agents that could target this mechanism. The anti-cancer effects of these agents,
administered alone or in combination, were assessed in US7MG and T98G GBM cells.
Anti-proliferative activity was evaluated using the Cell Viability Detection Kit (CVDK-
8). The effects of the agents on the mRNA expression levels of target genes were
determined using Real-Time quantitative PCR (RT-qPCR). The impact of IXaC and/or
BA on apoptosis and cell cycle profiles of GBM cells was analyzed by flow cytometry.
Following IXaC and/or BA treatment, changes in the malignant behavior of GBM cells
were determined using clonogenic, wound healing, and soft agar tests. IXaC and/or BA
showed anti-proliferative activity in GBM cells. When both agents were combined, an
additive effect was found in GBM cells. Treatment with IXaC and/or BA induced
apoptosis in GBM cells. The indicated agents were found to induce cell cycle arrest at
different phases in GBM cells. IXaC and/or BA significantly reduced the invasion and
colony-forming capacities of GBM cells. The findings indicate that targeting the UPM in
GBM has anti-cancer potential and could serve as an alternative treatment approach in
the context of limited available therapies.

Keywords: Betulinic acid, Glioblastoma, Ixazomib citrate, Proteasome complex,
Ubiquitination.
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1. GIRIS

Kanser, 21. yiizyilda ekonomiyi, halk sagligin1 ve toplumu etkileyen 6énemli bir
sorundur. Diinya ¢apinda 6liimlerin %16,8°1 kanser kaynakli gerceklesmektedir (Bray et
al., 2024). Arastirmalar, kanserin genom diizeyindeki degisikliklerden kaynaklanan bir
hastalik oldugunu gostermektedir. Kanserli hiicrelerde, hiicre boliinmesini saglayan ve
buna kars1 gerektiginde hiicre boliinmesini baskilayan mekanizmalarda bazi degisimler
meydana gelmektedir. Bulundugu organa spesifik olarak ortaya ¢ikan alt tipleri dahil
100°den fazla kanser tiirii vardir (Hanahan & Weinberg, 2000). Saglikli hiicrelerde
gerceklesen genomik degisimler sonrasit apoptoz adi verilen programli hiicre Sliimii
baskilanarak karsinogenez siireci baglayabilir. Apoptoz mekanizmasindan kacis
gosterebilen transforme hiicreler, normal doku igerisine yayilim gosterip timdr dokusu
olusturabilir (Elmore, 2007). Tiim6r dokusunun, yiiksek ¢ogalma potansiyeline sahip kok
hiicre benzeri davranig sergileyen hiicreleri icerdigi bilinmektedir. Bu 6zel hiicre icerigi
sayesinde tiimorler, anormal bir sekilde kendilerini yenileme yetenegine sahiptir ve
oldukca agresif davranis sergileyebilirler (Reya et al., 2001). Programl1 hiicre 6liimiinden
kacabilmeleri ve tiimor biiyiimesi ile iligkili sinyal yolaklariin asir1 bir sekilde aktive
olmast kanser hiicrelerinin sergiledigi 6zelliklerdir. Bu gibi nedenlerden dolay:
geleneksel kanser tedavileri genellikle yetersiz kalmaktadir. Ayrica tedavinin kendisi
saglikl hiicrelere de zarar verdigi i¢in ciddi yan etkilere sebep olmaktadir (Zafar et al.,

2025).
1.1. Glioblastom

Glioblastom (GBM), genellikle yetiskinler arasinda en sik goriilen oldukg¢a agresif
davranigh bir beyin tiimoriidiir (Sherman et al., 2024). Diinya saglik orgiiti (WHO), 1V.
derece astrositomlart GBM olarak siniflandirmistir ve merkezi sinir sistemi tiimorlerinin
yaklasik %50’sini olusturmaktadir (Grochans et al., 2022). Bu glioma tiirii olduk¢a kotii
bir prognoza sahiptir. GBM hastalarinin tedavi sonrasi ortalama sagkalim stireleri 12-15
aydir (Stupp et al., 2005). GBM tiimorleri standart tedaviye karst hizli bir bigimde direng
gelistirmektedir (Osuka & Van Meir, 2017). Bu nedenle, gilinlimiizdeki standart tedavi
yaklasimlart GBM hastalan i¢in hala yetersiz kalmaktadir. Temozolomid (TMZ) ve
radyoterapinin birlikte uygulandigr standart tedavi sonrasi hastalarin 1, 5 ve 10 yil igin

gosterdigi sagkalim oranlari sirastyla %40,9, %6,6 ve %4,3’tiir (Low et al., 2022).



GBM hastalarina yonelik mevcut tedavi segeneklerinin gelistirilmesi oldukga
onemli ve ilgi c¢ceken bir konudur (Rodgers et al., 2024). GBM tedavisi, cerrahi,
radyoterapi ve bir kemoterapi ajani olan TMZ’nin kombine kullanimin1 igermektedir
(Stupp et al., 2005). Bu multimodal tedavi yontemine ragmen, molekiiler heterojenite
sergileyen GBM tiimorlerinin tedaviye kars1 direng gelistirmesi GBM hastalarinin tedavi
basarisini diisiirmektedir (Singh et al., 2025). GBM hastalarinda genel olarak kullanilan
kemoterapi ajan1t TMZ’dir. TMZ, guaninin N-7 veya O-6 pozisyonuna alkil grubu transfer
ederek DNA hasar1 olusturur (Kaina & Christmann, 2019). TMZ etkili bir kemoterapi
ajani olmasina ragmen, GBM hiicrelerinde gerceklesen genetik degisimlere bagli olarak
genellikle TMZ direnci gelisir ve bu durum hastaligin tedavi basarisini olumsuz sekilde

etkiler (Singh et al., 2021).

GBM tliimoérlerinde bir takim genetik degisimler tanimlanmistir ve bu degisimler
tedavi direnci ile iliskilendirilmistir. GBM’de, IDH1/2, TP53, MGMT, EGFR ve PTEN
gibi genlerde meydana gelen mutasyonlarin GBM progresyonu ve tedavi yanitini
belirledigi rapor edilmistir (Montemurro, 2020). de nova GBM tiimorleri cogunlukla /IDH
gen mutasyonlarini barindirmaz. Buna karsin, /DH mutasyonu igeren GBM tiimdrleri ise
ikincil olarak geligir. Tiimdrlerinde /DH mutasyonu barindiran GBM hastalari, bu
mutasyonu tagimayan hastalara kiyasla daha iyi bir prognoz sergiler (Ohgaki & Kleihues,
2013). IDHI1 ve IDH2 enzimleri NADP" ve NADPH dengesini koruyarak hiicreyi
oksidatif strese karst korur (Sharma et al., 2023). /DH mutasyonlari, enzimin normal
iiriini olan a-ketoglutarat (aKG) yerine onkometabolit D-2-hidroksiglutarat (D2HG)
tiretmesine neden olan kazanilmis bir fonksiyon degisikligiyle karakterize edilir
(Kayabolen et al., 2021). D2HG, epigenetik diizenleme ve hiicresel farklilagsmada rol
oynayan oKG bagimli dioksijenaz enzimlerini inhibe eder. Bu durum, epigenetik
mekanizmalarin yeniden diizenlenmesine ve hiicre farklilagsmasinin engellenmesine yol

acarak tiimor ilerlemesini yavaglatmaktadir (Roda et al., 2024).

MGMT, ozellikle guaninin O6 pozisyonuna transfer edilen alkil gruplarim
uzaklagtiran bir DNA onarim enzimdir. TMZ, guaninin N-7 ve O-6 pozisyonlarina metil
grubu ekleyerek DNA hasarina neden olur (Kaina & Christmann, 2019). GBM
hiicrelerinde MGMT nin dogrudan bu metil gruplarini uzaklastirmast TMZ etkinligini
azaltir. Neticede, MGMT geninin promotor bolgesinde meydana gelen hipermetilasyon,
bu genin ifade diizeyini azalttig1 i¢in TMZ etkinligini arttirir ve hastaligin prognozunu iyi

bir sekilde etkiler (Montemurro, 2020). GBM’deki bir diger prognostik faktor ise EGFR



mutasyonlaridir. EGFR, hiicrelerin hayatta kalmasi ve boliinmesinde rol oynayan bir
tirozin kinaz reseptoriidiir (Carpenter et al., 1978). GBM tiimoérlerinin yarisindan
fazlasinda EGFR’nin mutasyonel olarak aktif izoformu ifade edilmektedir (Shinojima et
al., 2003). Mutasyonlara ek olarak, GBM tiimorlerinde bu gen amplifikasyona
ugramaktadir (Shinojima et al., 2003). EGFR amplifikasyonu GBM’de invazyon, timor
biiylimesi ve tedaviye karsi direng gelisimine neden olur (Talasila et al., 2013; Schulte et
al., 2013). EGFR’nin glioma hiicrelerinde glutamin metabolizmasinda rol aldigi
bilinmektedir (Tanaka et al., 2015). Glutaminden elde edilen glutamat, aKG’nin 6nciisii

olarak gorev alir ve bu sebeple GBM tiimor biiyiimesini tesvik eder (Tanaka et al., 2015).

DNA onarimi, apoptoz, hiicre biiylimesi gibi kritik siireclerde gorev alan p53
proteini, timdr baskilayici bir islev goriir ve TP53 geni tarafindan kodlanir. 7P53 geninin
mutasyona ugramasi GBM tliimérlerinde sik¢a karsilagilan bir durumdur (D1 Nunno et al.,
2024). Fonkisyonel p53 varligi, hiicre biiylimesi ve boliinmesini kisitlayacagi igin
kanserli hiicrelerde p53 proteini ubikitinasyon yoluyla isaretlenerek proteazomal yikima
ugrar (Ortiz et al., 2023). Normal kosullarda, p53°iin fonksiyonel olarak baskilanmasi
MDM?2 diizenleyici proteini tarafindan gergeklesir. MDM?2, proteazomal yikim igin
p53’i ubikitinle isaretleyen bir E3 ubikitin ligaz enzimidir (Ortiz et al., 2023).
Amplifikasyona bagl olarak MDM2’nin asir1 diizeyde ifade edilmesi, p53 aktivitesinin
baskilanmasina ve buna bagli olarak GBM hiicrelerinin apoptozdan kagmasina neden
olmaktadir. Bununla birlikte, asirt MDM?2 ifadesi, GBM hastalarinda kotii prognoz ile
iligkilendirilmistir (Ranuncolo et al., 2004).

GBM’de tanimlanan genetik degisimler, bir tedavi hedefi olmaktan ¢ok
prognozun ve ila¢g yanitinin degerlendirilmesinde kullanilan biyolojik belirteglerdir. Bu
bakimdan, GBM tedavisinde kullanilabilecek smnirli sayida terapotik hedef
tanimlanmistir. GBM tedavisinde kullanilabilecek yeni hedeflerin ve bunlara yonelik ilag
etkinliklerinin tanimlanmasi, alternatif tedavi ajanlarinin gelistirilmesine ve mevcut

tedavi etkinliginin artirilmasina katki saglayacaktir.
1.2. GBM’de Tedavi Yontemleri

GBM icin geleneksel tedavi yaklasimi; cerrahi rezeksiyon, radyoterapi ve
kemoterapidir. GBM tedavisinde radyoterapi genellikle TMZ ile birlikte es zamanlh
olarak uygulanmaktadir (Stupp et al., 2005; Sadowski et al., 2024). Bu multimodal tedavi

bicimi tiim GBM hastalar1 icin gegerli degildir. Tiimoriin beyin dokusundaki



lokalizasyonu ve kan-beyin-bariyerinin (KBB) varligmma bagli olarak bazi tedavi
yontemleri elverigli olmayabilir (Sadowski et al., 2024). Calismalar, GBM tiimdrlerine
uygulanan cerrahi miidahalenin hasta sag kalim oranlarin1 arttirdigini ortaya koymaktadir
(Wolbers, 2014; Rios et al., 2024). Cerrahi rezeksiyonu takiben GBM hastalarina
radyoterapinin kemoterapi ile birlikte uygulanmasi sagkalim stirelerini 3-4 haftadan 7-12
aya kadar uzatmaktadir (Stupp et al., 2005). Bu strateji tek basina uygulanan kemoterapi
veya cerrahi miidahalenin etkisini arttirmaktadir. Radyoterapide toplam 60 Gy’lik
radyasyon dozu, 6 hafta boyunca her bir uygulamada 2 Gy olacak sekilde hastalara
uygulanir (Cabrera et al., 2016). GBM hastalarina uygulanan kemoterapi tedavisi
genellikle TMZ kullanilarak gerceklestirilir. Radyoterapi sirasinda haftada yedi giin
boyunca 75 mg/m? doz TMZ hastalara verilir (Stupp et al., 2005). Kan-beyin-bariyerinden
gecebilmesi ve DNA’da oldukga fazla hasar olusturmasi nedeniyle, TMZ kemoterapi
ajani olarak GBM hastalarinin tedavisinde yaygin bir sekilde kullanilmaktadir (Bao et al.,
2024).

1.3. Ubikitin-Proteazom Mekanizmasi

Ubikitin-proteazom mekanizmast (UPM), yanlis katlanmis, oksitlenmis veya
herhangi bir sekilde hasar almis proteinlerin parcalanmasini saglar. UPM aracilig ile
cesitli proteinlerin yikilmasi apoptoz, hiicre dongiisii ve hiicre farklilagmasi gibi g¢esitli
biyolojik siireglerin diizenlenmesinde rol oynar (Bhat et al., 2022). Ubikitin, hasarl
proteinleri proteazom kompleksine yonlendirir. Ubikitinasyon siirecinde ligaz (E3),
konjuge edici (E2) ve aktive edici enzimler (E1) gorev alir (Liao et al., 2024). Burada,
ubikitinin hedef proteine baglanmasi proteazom kompleksine aktarilmasini saglar.
Proteazomal yikim gerceklesmeden Once, ubikitin parcalanma islemine alinacak hedef
proteinden uzaklastirilir. Ubikitin i¢erdigi yedi farkli lizin rezidiisii ile fonksiyon gosterir.
Bununla birlikte, amino-terminal kismi1 molekiiliin polimerik zincirler olusturabilmesi
icin potansiyel baglanma bdlgelerini igerir. Ubikitinasyon, lizin rezidiilerine bagl olarak
mono- veya poli-ubikitinasyon seklinde gergeklesir (Liao et al., 2024). Proteinlerin tek
bir ubikitin ile isaretlenmesi (mono-ubikitinasyon) genellikle onlar1 yikima ugratmak
yerine fonksiyonlarmi diizenler. Birgok ubikitin ile isaretlenen proteinler (poli-
ubikitinasyon) ise proteazom kompleksi tarafindan degredasyona ugrar (Fukushima et al.,
2015; Wang et al., 2019; Srivastava et al., 2017). Ubikitinasyon siireci, E1 enziminin

ubikitini aktive ederek kendisine baglamasiyla baglar. Ardindan aktive edilmis ubikitin,



E2 konjugasyon enzimine aktarilir. Bu asamada E2 enzimi, E3 ubikitin ligaz ile

etkilesime gegerek ubikitinin hedef proteine kovalent olarak baglanmasini saglar (Sekil

1.1.).
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Sekil 1.1. KEGG veri tabaninda ubikitinasyon siirecinin sematize gosterimi

Ardisik olarak gerceklesen enzimatik islemlerin sonucunda, hedef proteinin lizin
rezidiisiindeki yan zincir e-amino grubu ile ubikitinin C-terminal bolgesi baglanir (Liao
et al., 2024). Buna ek olarak, ubikitinasyon siireci geri doniisiimlii bir mekanizmadir. Bu
durum, hedef proteinlerden ubikitinin deubikitinazlar tarafindan uzaklastirilabilmesini
saglar (Liu et al., 2024). Ubikitinlenmis proteinlerin, proteazom kompleksine baglanma
afinitesi yiiksektir. Isaretlenmis proteinin proteazom kompleksine aktarilmasi sadece
ubikitin zinciri yardimiyla gergeklesebilir. Ubikitin ile isaretlenmis protein, proteazoma

baglandiktan sonra ATP hidrolizi gergeklesir ve kiiglik peptit pargalarina ayrilir (Peth et
al., 2010).

20S proteazom yapisi, her biri yedi alt birimden olusan iki adet dis o halkas1 ve

iki adet i¢  halkasindan meydana gelir (Davidson & Pickering, 2023). Bu halkalar affa

konfigiirasyonunda diizenlenmistir (Sekil 1.2.).
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Sekil 1.2. KEGG veri tabaninda 26S proteazom yapisinin sematize gosterimi

Kompleksin o halkasi hedef proteinlerin girisini diizenler. Katlanmig halde
bulunan hedef proteinler, agik pozisyondaki a halkasi araciligiyla B halkasina gonderilir.
B halkasinda yer alan B1 kaspaz-benzeri (PSMBI1), 2 tripsin-benzeri (PSMB2) ve 5
kimotripsin-benzeri (PSMBY) alt birimler hedef proteini parcalar (Davidson & Pickering,
2023). Kompleksin B1 alt birimi asidik amino asitlerin peptit baglarini hidrolize ederken;
B2 bazik amino asitlerin peptit baglarin1 ve B5 ise hidrofobik amino asitlerin peptit
baglarini par¢calamaktadir (Jang, 2018). Proteolitik aktiviteler sonucunda, hedef proteinler
ortalama uzunluklar1 3-25 amino asit arasinda degisen kii¢iik peptitlere parcalanir (Jang,
2018). 26S’lik yap1 ise, 20S proteazomdaki dis o halkalarina bagl bir sekilde bulunan
19S°lik bir kapak yapisi icerir (Bard et al., 2018). 19S kapak yapisi, ubikitinlenmis
proteinlere baglanir ve bu proteinleri 20S’lik yikim yapisina gonderir. 19S’°lik yap1
ubikitinin baglanmasi ve ayrilmasindan sorumlu ¢ok sayida alt birimi igerir. Kapak yapisi,

alt1 farkl1 ATPaz’dan olusan AAA+ motor ve N-terminal halkadan meydana gelir (Bard



et al,, 2018). ATP’nin hidrolizi hedef proteinlerin mekanik olarak 20S proteazoma
taginmalarini saglar (Smith et al., 2007; K&hler et al., 2001).

Ubikitinasyon silireci veya proteazom kompleksinin baskilanmast GBM
hiicrelerinde anti-proliferatif etki meydana getirir (Manton et al., 2016; Wu et al., 2023).
Bu nedenle, belirtilen hiicresel olaylar1 yoneten komplekslerin her biri GBM tedavisi i¢in
hedef olabilir.

1.4. Ubikitin-Proteazom Mekanizmasimin GBM’deki Rolii

Proteazomlar, pro-apoptotik ve hiicre dongiisii diizenleyici proteinlerin
degredasyonunu dogrudan veya dolayl olarak diizenleyebilir (Fricker, 2020; Nunes &
Annunziata, 2017). NF-xB sinyal yolagt UPM mekanizmas ile yakindan iligkilidir.
Hiicrelerin hayatta kalmasini destekleyen anti-apoptotik ve adaptif yanitlar1 diizenleyen
NF-«B proteinleri transkripsiyon faktorleridir. NF-xB kanonik yolaginin aktivasyonu i¢in
IkB proteinlerinin proteazom bagimli yikimi gergeklesmelidir. IxB’nin ubikitinlenmesi
ve proteazom tarafindan parcalanmasi, NF-kB’nin niikleus igerisine girmesine hiicre
sagkalimi i¢in gerekli olan hedef genleri ifade etmesine olanak saglar (Nunes &
Annunziata, 2017; Fricker, 2020). Bununla birlikte, asir1 DNA hasarinin olustugu
durumda, hiicreyi apoptoza gotiiren p53 veya NOXA gibi apoptotik proteinlerin
proteazom tarafindan parcalanmasi, kanser hiicrelerinde apoptozu baskilayarak timor
progresyonunu destekler (Nunes & Annunziata, 2017). Bu nedenle, UPM
mekanizmasinin  baskilanmasi tiimor baskilayict proteinlerin  hiicresel yikimim
engelleyerek apoptozu indiikleyebilir. Bu bakimdan, UPM mekanizmasimnin kendisi

kanser tedavisi i¢in etkili bir hedef olma potansiyeli tasir.

Hiicre dongiisiiniin kontroliinde proteazom kompleksinin 6énemli bir gérevi vardir.
Hiicre dongiisii inhibitdrleri olan p21 ve p27 proteinleri proteazom kompleksi tarafindan
yikima ugrayabilir. Bu noktada, protozom kompleksinin inhibe edilmesi hiicre dongiisii
inhibitorlerinin yikimini1 engelleyerek hiicre dongiistinii durdurur ve apoptozu indiikler
(Yin et al., 2005; Zanotto et al., 2012). GBM hiicrelerine bir proteazom inhibitorii olan
MG-132 uygulandiginda, hiicre dongiisliniin G2/M fazinda tutuklandigr gézlenmistir
(Zanotto et al., 2012). Bunun nedeni, proteazom inhibisyonun ardindan gerceklesen p21
protein seviyesindeki artistir. Belirtilen ifade profili ayn1 zamanda GBM hiicrelerinde
apoptozu indiikler (Zanotto et al., 2012). Benzer sekilde, bir diger proteazom inhibitorii

olan Bortezomib, GBM hiicrelerinde G2/M faz1 tutuklanmasmma neden olarak



proliferasyonu diisiiriir (Yin et al., 2005). Bu sonuglar gz oniinde bulunduruldugunda,
UPM mekanizmasinin GBM hiicrelerinde baskilanmasi yalnizca dogrudan apoptozu
indiiklemekle kalmaz, ayn1 zamanda hiicre dongiisiinii de durdurarak etkili bir anti-kanser

yanit olusturmaktadir.

GBM’de in vitro ve in vivo modellerde en yaygin kullanilan proteazom
inhibitorleri bortezomib ve marizomibdir (Gozdz, 2023). Bortezomib, 20S’lik proteazom
yapisinda kimotripsin-benzeri 5 alt biriminin aktivitesini geri dontlistimlii olarak inhibe
eder. Marizomib ise 20S proteazom yapisinin ii¢ farkl alt birimini geri doniisiimsiiz bir
sekilde inhibe eder (Gozdz, 2023). ixazomib’in (IXA) inhibisyon mekanizmasi
bortezomib’e benzer bir bigimde gergeklesir (Muz et al., 2016). Ancak, bortezomibe
kiyasla IXA daha yliksek segicilik ve etkinlik sergilemektedir. 20S proteazom yapisinin
5 alt birimini inhibe eden bir diger inhibitor karfilzomib, alt birimdeki aktif bolge olan
Thrl ile kovalent bag kurarak geri doniisiimsiiz bir sekilde inhibisyon saglar (Harshbarger

et al., 2015).

GBM hiicre hatlar1 iizerinde yapilan bir c¢alismada, proteazom inhibitorii
marizomib’in hiicre canliligini anlamli dlgiide azalttigi, apoptotik hiicre Oliimiini
indiikledigi ve endoplazmik retikulum (ER) stres yanitini aktive ettigi gosterilmistir
(Kusaczuk et al., 2024). Bu ajaninin in vitro kosullarda sergiledigi anti-kanser etkinlik in
vivo kosullarda da dogrulanmistir (Di et al., 2016). Gosterdigi anti-proliferatif etkiye ek
olarak, marizomib GBM hiicrelerinin invazyon ve migrasyon 0&zelliklerini de
baskilamaktadir. /n vivo kosullarda, bu etken kan-beyin-bariyerini gegerek beyin
dokusunda proteazom kompleksini inhibe edebilmektedir. Xenograft GBM modelinde,
marizomib kontrol grubuna kiyasla anlamli bir bi¢imde sagkalim siiresini uzatir (Di et al.,
2016). Bortezomib ve ursodeoksikolik asidin GBM hiicrelerine kombine olarak
uygulanmasi sinerjistik olusturarak, tek bagina uygulamalara gore hiicre canliligini daha
etkin bir bi¢imde azaltir ve spesifik olarak hiicre dongiisiiniin G1 fazinda tutuklanmasina
neden olur (Yao et al., 2020). Farkli proteazom inhibitdrlerinin de GBM hiicrelerinde
benzer etkiler meydana getirdigi rapor edilmistir (Zanotto et al., 2012; Wang et al., 2013).
IXA’nin GBM hastalarinda kan-beyin-bariyerini gecebildigini gosteren klinik bir ¢calisma
disinda, GBM hiicreleri iizerindeki etkisini tanimlayan bir ¢alisma gergeklestirilmemistir

(Quillin et al., 2020).

UPM’yi baskilayabilecek bir diger yaklasim ise, proteazomal degradasyonda

proteinin isaretlemesini saglayan ubikitinasyonun hedef alinmasidir (LaPlante & Zhang,



2021). Ubikitin aktive edici enzim (E1) inhibitorii PYR-41’1n, ¢esitli kanser hiicrelerinin
canliligini diislirdiigii ve kanserli hiicrelerde genel olarak p53 ifade seviyesini arttirdigi
gozlemlenmistir (Yang et al., 2007). E3 ubikitin ligaz enzimlerini GBM’de inceleyen bir
biyoinformatik ¢alismada, E3 ligaz enzimi olan MDM2’nin hedeflenmesi durumunda,
pS3 aktivitesi artacagi i¢in tiimor biiylimesinin baskilanacagi belirtilmis ve yeni
potansiyel E3 inhibitdrleri sunulmustur (Sharma & Kumar, 2023). GBM’de ubikitin
aktive edici enzim (E1) alt birimi olan UBA1’in TAK-243 inhibitorii ile baskilanmasi,
GBM hiicrelerini radyasyona karsi daha duyarli hale getirir (Wu et al.,, 2023).
Radyasyonla birlikte uygulandiginda, GBM hiicrelerinde radyasyon direncini azaltarak
hiicre canliligini ve koloni olusturma kapasitesini diisiirdiigii ve hiicre dongiisiinde G2/M

faz1 tutuklanmasina yol agtig1 rapor edilmistir (Wu et al., 2023).
1.5. UPM Mekanizmasina iliskin “In Silico” Analiz

UPM mekanizmasi ¢ok sayida alt birimden olusan kompleks bir yapidir. GBM’de
terapotik hedef olabilecek belirtegleri tanimlamak i¢cin UPM mekanizmasina yonelik

cesitli in silico analizler gergeklestirildi. Proteazom kompleksinde yer alan proteinler

KEGG veri tabaninda incelendi (https:/www.kegg.jp/entry/map03050) (Kanehisa et al.,
2025). map03050 haritasinda, proteazom kompleksini olusturan toplam 46 protein
bulundu. Bu proteinler arasinda protein-protein etkilesim ag1 (PPI) kuruldu. Bir protein
agini olusturan etkilesim derecesi en yliksek alt birimlerdeki bir proteinin inhibe edilmesi,
genel kompleksin fonksiyonel olarak daha etkin bir bicimde baskilanmasini saglayabilir
(Smith & Gestwicki, 2012). Bu nedenle, PPI ag1 olusturulduktan sonra birbirleriyle
kurduklari etkilesim derecesi en yliksek olan protein alt kiimeleri MNC, MCC ve DMNC
yontemleriyle tanimlandi (Chin et al., 2014). Proteazom inhibisyonu i¢in en az iki farkl
yontemde ortak olarak bulunan PSMBS5, PSMDS8, PSME3 ve PSMC6 proteinleri aday
olarak belirlendi. Aday proteinlere ait gen sembolleri “Integration of the Drug-Gene

Interaction Database” (DGIdb) veri tabanina yiiklendi (https:/www.dgidb.org/)

(Freshour et al., 2021). Ilgili proteinleri hedefleyebilecek proteazom inhibitdrleri tarandi.
Kan-beyin bariyerini gegebilmesi ve proteazom kompleksinde yer alan ii¢ farkli proteinle
(PSMC6, PSMD8 ve PSMBS5) etkilesime girmesi nedeniyle, GBM hiicrelerinde
uygulanmak iizere IXaC terapotik ajan olarak secildi. Bu proteinleri kodlayan genlerin
ifadeleri “The Cancer Genome Atlas” (TCGA) veri setindeki GBM tiimor 6rneklerinde

yiiksekti. Bir anti-kanser ajanin gosterdigi etkinligin arttirilmasi i¢in benimsenen



yaklasimlardan biri ayn1 molekiiler mekanizma {izerinde farkli aksiyona sahip bir diger
anti-kanser ajanin kullanilmasidir (Swinney & Anthony, 2011). Bu nedenle, IXaC’nin
GBM hiicreleri tizerindeki olas1 anti-kanser etkinligini arttirmak i¢in ikinci inhibitor
hedefi ubikitinasyon proteinlerinden secildi. Post-translasyonel bir modifikasyon olan
ubikitinasyon, ubikitin aktive edici enzim (E1, UBA), ubikitin konjuge edici enzim (E2,
UBC) ve ubikitin ligazin (E3, UBE) sirali aktiviteleri ile gerceklesir (Pickart & Eddins,
2004). Ubikitinasyonda rol oynayan proteinlerin tiimii (E1-E3) KEGG veri tabanindan
elde edildi (https://www.kegg.jp/pathway/map04120). map04120  haritasinda

ubikitinasyon ile iligkili toplamda 47 protein bulundu. Ilag hedefi olan proteinler DGIdb
veri tabaninda gen sembolleri iizerinden tarandi. Bunlarin 33’# ila¢ hedefi olarak
tanimlandi. Ardindan, bu proteinleri kodlayan genlerin mRNA diizeyindeki ifadeleri
TCGA GBM veri setinde incelendi (Tang et al., 2019a). {lgili genlerden sadece dordiiniin
(UBE2N, UBA3, UBA2 ve UBEZ2I) normal beyin dokusuna kiyasla GBM tlimorlerinde
anlamli olarak yiiksek ifade edildigi bulundu. Bu genlerin kodladig1 proteinleri
hedefleyen ilaglarin listesi DGIdb araciligiyla tekrar olusturuldu. Devaminda, bunlarin
icerisinden KBB gecisi gosterenler tanimlandi. Tanimlanan 35 ajandan 13’{iniin teorik
olarak KBB’den gegebilecegi saptandi. Ubikitinasyonun birinci basamaginda rol oynayan
UBA2’yi hedeflemesi nedeniyle betiilinik asit (BA) GBM hiicrelerinde kombine ilag

uygulamasi i¢in se¢ildi.
1.6. Iksazomib Sitrat (IXaC)

IXaC, 20S proteazomun kimotripsin-benzeri alt iinitesini (BS) spesifik olarak
inhibe eder. Bununla birlikte, bu inhibitoriin yiiksek konsantrasyonlarda uygulanmasi
spesifik olmayan bir bicimde kompleksin kaspaz-benzeri (B1) ve tripsin benzeri (2) alt
tinitelerini de inhibe edebilmektedir (Kupperman et al., 2010). 2015 yilinda FDA
(Amerika Birlesik Devletleri Gida ve Ilag¢ Dairesi) tarafindan IXaC multipl miyeloma
tedavisinde kullanimi i¢in onay almistir (Schauenburg & Weil, 2024). IXaC’nin anti-
kanser etkinligi multipl miyeloma, kiigiik hiicreli olmayan akciger kanseri ve kolorektal
kanser gibi cesitli kanser tiirlerinde gosterilmistir (Chauhan et al., 2011; Yue & Sun, 2019;
Chattopadhyay et al., 2015). Ilgili literatiirde, IXaC’nin tiirevlendigi IXA’nin GBM
hastalarina uygulandigi tek calisma bulunmaktadir. GBM hastalarina IXA uygulandiktan
sonra, timor dokularindaki ve kan plazma 6rneklerindeki ila¢ konsantrasyonlari dlgtilerek

IXA’nin GBM hastalarinda kan-beyin-bariyerini gegebildigi gosterilmistir (Quillin vd.,
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2020). Ancak belirtilen c¢alismada, ilgili ajanin GBM’deki anti-kanser etkisine yonelik
herhangi bir veri bulunmamaktadir. IXA’nin kan-beyin bariyerini gecebilme 6zelligi,

GBM tedavisinde potansiyel bir ajan olarak degerlendirilmesini miimkiin kilmaktadir.
1.7. Betiilinik Asidin (BA) GBM Hiicreleri Uzerindeki Etkileri

BA, pentasiklik triterpenler sinifina ait bir bilesik olup, kimyasal sentez veya
bitkisel kaynaklardan elde edilebilmektedir (Oliveira-Costa et al., 2022). Anti-timor
aktivitesi son yillarda biiyiik ilgi goren BA’nin tiimorli dokuya segicilik gostererek
normal hiicreler iizerinde anlamli bir sitotoksik etki olusturmadigi rapor edilmistir
(Morparia et al., 2025). Anti-tliimor aktivitesinin disinda, BA’nin anti-inflamatuar, anti-
viral ve sitma Onleyici etkileri de bilinmektedir. Sergiledigi farkli biyolojik aktivitelere
ek olarak, BA’nin kan-beyin bariyerini gectigi bildirilmistir (Fernandes et al., 2024). Bu
ozelligi sayesinde BA GBM tedavisinde kullanilabilecek bir anti-kanser ajan olarak

degerlendirilebilir.

BA’nin mitokondriyal hasara yol actig1, topoizomeraz enzimlerini inhibe ettigi,
metastazi baskiladigi ve NF-kB yolak aktivitesini azalttig1 bilinmektedir (Mu et al.,
2023). Mikotoksin T-2'nin neden oldugu néroinflamasyon sonrasinda, BA beyinin biligsel
fonksiyonlarii ve ndrotransmitter diizeylerini iyilestirmektedir (Huang et al., 2022). BA
uygulamasi sonrasinda beyindeki reaktif oksijen tiirleri (ROS) seviyelerinin azalmasi ve
beyin dokusunun antioksidan kapasitesinin artmasiyla birlikte, inflamatuar sitokinlerin
saliniminin inhibe edildigi ve buna bagl olarak beyin hasarinin azaldigi bildirilmistir
(Huang et al., 2022). Bu bakimdan, BA yalnizca GBM hiicreleri iizerinde anti-kanser etki
gostermeyen, ayni zamanda beyin dokusunu oksidatif stres ve inflamasyona karsi

koruyabilen bir ajan olabilir.

BA yiiklii nanopartikiillerin GBM hiicrelerine uygulandigi bir ¢alismada, bu
ajanin GBM hiicreleri iizerinde giiglii bir anti-kanser etki olusturdugu rapor edilmistir (Li
et al., 2022). Bu etkinin, hiicre dongiisii GO/G1 faz1 tutuklanmas1 ve mitokondriyal yolak
aracilt apoptozun indiiklenmesi gibi nedenlerle gerceklestigi gosterilmistir. GBM tiimor
orneklerinden elde edilen primer hiicre hatlarina BA’nin dogrudan uygulanmasi giiglii bir
sitotoksik etki meydana getirir (Jeremias et al., 2004). Primer GBM hiicre hatlar1 BA,
seramid, TRAIL, BCNU, sisplatin, doksorubisin, vinkristin ve radyasyon gibi cesitli
ajanlarla muamele edildiginde, BA ve seramid diger sitotoksik ilaglardan ve

radyasyondan daha etkili bir sekilde hiicre Sliimiinii tetikler (Jeremias et al., 2004).
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Sitotoksik etkiye ek olarak, BA GBM dahil farkli kanser hiicrelerinin migrasyon
yeteneklerini azaltir ve hiicre dongiisii iliskili genlerin ifadelerini baskilayarak, apoptoz
ile iligkili BAX ifadesini indiikler (Rzeski et al., 2006). Bu degisiklikler, BA nin 6zellikle
mitokondriyal yolak {izerinden hiicre 6liimiinii tetikleyen bir ajan olarak islev gordiigiini
gostermektedir (Fulda et al., 1999). Nitekim, BA uygulanan GBM hiicrelerinde sitokrom-
¢ salinimi, ayrica kaspaz-8, kaspaz-3 ve PARP proteinlerinin kesilmesi gibi olaylarla
apoptotoz karakterize edilmistir (Fulda et al., 1999). TMZ direngli GBM hiicrelerinde,
BA doza bagl olarak canlilig1 azaltir ve mitokonriyal membran potansiyelini diisiiriir
(Lena et al., 2009). Ayrica, BA TMZ direngli bu hiicrelerde otofajiyi de indiiklemektedir.
BA hem TMZ duyarlt hem de TMZ direncli GBM hiicrelerinde proliferasyonu baskilar
(Lo et al.,, 2020). TMZ ile birlikte kombine uygulanan BA, TMZ direngli GBM
hiicrelerini bu ajana kars1 daha hassas bir hale getirir. Etki mekanizmasi incelendiginde,
BA’nin GBM hiicrelerinde spesifik protein 1 (Spl) ifadesini diigiirerek ER stresi
olusturdugu ve PERK/CHOP aktivasyonunun ardindan katlanmamig protein yanitini
(UPR) tetikledigi gozlenmistir. PERK/CHOP {izerinden UPR yanitinin olusmast GBM
hiicrelerini apoptoza siirliklemektedir (Lo et al., 2020). Bu bakimdan, BA hiicre
dongiisiiniin baskilanmasi, apoptoz ve otofajinin indiiklenmesi gibi farkli mekanizmalar

aracilifiyla GBM hiicrelerinde anti-kanser etkinlik meydana getirir.

Bu tez calismasinda, gergeklestirilen biyoinformatik analizler sonucunda hedef
olarak belirlenen UPM mekanizmasinin GBM i¢in bir terapdtik hedef olabilecegi 6ne
siriilmistiir. Literatiirde yer alan ¢aligmalar, UPM mekanizmasinin GBM’de
aktivasyonunu artirarak tiimor biliylimesini tesvik ettigini ve bu mekanizmanin
baskilanmasi durumunda anti-kanser etkinlik olustugunu gostermistir. Ancak,
ubikitinasyon ve proteazom kompleksinin es zamanlh olarak GBM’de baskilanmasina
dair herhangi bir ¢alisma bulunmamaktadir. Bu amagla, in silico analizlere bagli olarak
[XaC ve BA sirastyla proteazom kompklesi ve ubikitinasyonun GBM hiicrelerinde
baskilanmasi i¢in secildi. BA’nin GBM hiicrelerinde anti-kanser etkinligi daha once
literatiirde tanimlanmistir. Ancak in silico analizler ve literatiirde yer alan caligmalar
dogrultusunda BA’nin ubikitinasyon iizerinde de etki gdsterme potansiyeli dikkat
cekmektedir. Farkli proteazom kompleks inhibitorlerinin in vitro kosullardaki etkinlikleri
GBM hiicreleri tizerinde tanimlanmais olsa da, IXaC’nin GBM hiicreleri iizerindeki anti-
kanser etkisi veya bu etkiyi sergiledigi konsantrasyonlar heniiz tanimlanmamaistir. BA’nin

ubikitinasyon mekanizmasi iizerinden olusturabilecegi anti-kanser etkinlik potansiyeli
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diisiiniildiigiinde, 1XaC ile birlikte BA’nin GBM hiicrelerine kombine olarak
uygulanmas1 anti-kanser etkinligi arttirabilir. BA ve IXaC kombinasyonunun GBM

hiicreleri tizerindeki etkisi de heniiz tanimlanmamustir.
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2. MATERYAL VE METOT

2.1. “In-silico” Analizler

GBM hiicrelerine uygulanabilecek proteazom inhibitorlerinin tanimlanmasi igin
biyoinformatik yontemlerden yararlanilmistir. Proteazom kompleksinde yer alan tiim
proteinler KEGG veri tabanindan elde edildi (Kanehisa & Goto, 2000; Kanehisa et al.,
2025). map03050 haritasinda proteazom kompleksi ile ilgili toplamda 46 protein bulundu

(https://www.kegg.jp/entry/map03050). Bu proteinler arasindaki protein-protein

etkilesim (PPI) agi String veri tabaninda Cytoscape programi araciligiryla kuruldu
(Shannon et al., 2003; Szklarczyk et al., 2019). PPI ag1 i¢in segilen gliven sinir degeri
(“Confidence Cutoff”) 0,4’idi. Ag olusturulurken, proteinler arasindaki etkilesimlerin var
olmayan proteinlerle tamamlanmamasi i¢in maksimum dis etkilesici deger (“Maximum
additional interactors”) 0 olarak se¢ildi (Caglar & Duzgun, 2023). Olusturulan ag
icerisinde en yiiksek etkilesim derecesine sahip protein kiimeleri (hub gene) cytoHubba
programi ile tanimlandi (Chin et al., 2014). Bu amagcla “Maximum Neighborhood
Component” (MNC), “Maximal Clique Centrality” (MCC) ve “Density of Maximum
Neighborhood Component” (DMNC) yontemleri birlikte uygulandi (Lu et al., 2010; Chin
et al., 2014). Tim yontemlerde en yiiksek etkilesim derecesine sahip ilk bes protein
belirlendi. En az iki yontemde ortak bulunan proteinler aday olarak secildi. Aday
proteinlere ait gen sembolleri “Integration of the Drug-Gene Interaction Database”
(DGIdb) veri tabanima yiiklendi (https:/www.dgidb.org/) (Freshour et al., 2021). Bu
proteinleri kodlayan genlerin GBM’deki mRNA ifadeleri TCGA veri setinde GEPIA2

(http://gepia.cancer-pku.cn/) araciligiyla incelendi (Tang et al., 2019a). Veri setinde,

toplam 163 tiimor ve 207 normal beyin doku 6rnegi (TCGA normal ve GTEx verileri)
bulunmaktadir. Aday genlerin tiimoér Orneklerindeki ifade diizeyleri normal dokuya
kiyasla karsilagtirmali olarak analiz edildi. ANOVA testi, timor ve normal beyin dokusu
gruplar1 arasindaki ifade seviyesi ortalamalarinin istatistiksel olarak karsilagtirilmasinda
kullanildi (Tang et al., 2019a). Ubikitinasyonda rol oynayan proteinlerin timii KEGG veri
tabanindan elde edildi (https://www.kegg.jp/pathway/map04120). map04120 haritasinda

ubikitinasyon (E1-E3) ile iligkili toplam 47 protein bulunmaktadir. Bu proteinler ilag-gen
etkilesim veri tabaninda (DGIdb) gen sembolleri iizerinden incelendi. Bunlar1 kodlayan
genlerin mRNA diizeyindeki ifadeleri TCGA GBM veri setinde GEPIA2 platformu

araciligiyla ayrica incelendi. Ubikitinasyonu hedefleyen ilaglarin KBB’den gegebilme
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potansiyelleri LightBBB veri tabaninda incelendi (http://bioanalysis.cau.ac.kr:7030/)
(Shaker et al., 2021). Her bir bilesigin “SMILES” formu veri tabanina girildi. Sonuglar,

Cytoscape programinda ilag-gen etkilesim agina entegre edildi.
2.2. Hiicre Kiltiirii

Bu calismada, US7MG ve T98G GBM hiicre hatlar1 kullanildi. Her iki hiicre hatti
%10 FBS (Sigma Aldrich, USA, Kat. No: F7524), %l L-Glutamin (EcoTech
Biotechnology, Erzurum, Tirkiye) ve %1 Penisilin/Streptomisin (EcoTech
Biotechnology, Erzurum, Tiirkiye) iceren RPMI 1640 (EcoTech Biotechnology, Erzurum,
Tiirkiye) ortaminda kiiltiir edildi (Das et al., 2009). Hiicreler 37 °C’ de %5 CO; igeren

nemli bir ortamda inkiibe edildi.
2.3. ICso Konsantrasyonlarimin Belirlenmesi

IXaC (BLD pharm, Shangai, China) ve BA (BLD pharm, Shangai, China) DMSO
icerisinde ¢oziildii ve sonrasinda sirasiyla 8,12mM’lik ve 27,8mM’lik ana stok ¢ozeltileri
(DMSO < %1) hazirlandi. Sonrasinda [XaC 1/2 oraninda seyreltilerek 100nM-50nM-
25nM-12,5nM-6,25nM’lik konsantrasyonlarda hiicre kiiltiirii ortamlar1 hazirlandi. Ayni
sekilde BA hiicre kiiltiirli ortam1 kullanilarak 200uM-100uM-50uM-25uM-12.5uM’lik
konsantrasyonlarda olacak sekilde hazirlandi. US7MG ve T98G hiicreleri 96-kuyulu
plakaya kuyu basi 3000 hiicre olacak sekilde ekildi. Belirtilen konsantrasyonlardaki
kimyasallar 24, 48 ve 72 saat boyunca hiicrelere uygulandi. Inkiibasyon siireleri
tamamlandiktan sonra kimyasal igeren ortamlar g¢ekildi ve hiicrelere CVDK-8 ajani
(EcoTech Biotechnology, Erzurum, Tiirkiye) iceren 50pul kiiltiir ortami1 (%10 v/v) verildi.
Hiicreler 1 saat inkiibe edildikten sonra, 450 nm’de absorbans dl¢iimleri alind1. Olgiimler
ayni1 sekilde 48 ve 72. saatlerde de uygulandi. Veri analizi yiizde hiicre canlilig1 iizerinden
yapildi. Kimyasal uygulamasi yapilmayan hiicreler ise kontrol grubu olarak veri
normalizasyonu i¢in kullanildi. IXaC veya BA uygulamalarina ait 6lgiimler, GraphPad
programinda “log(inhibitdr) vs normalized response-Variable slope” yontemi kullanilarak

analiz edildi (Wang et al., 2023) ve her bir hiicre hatt1 i¢in ICso degerleri hesaplandi.
2.4. Kombine (IXaC+BA) ila¢c Uygulamasi

U87MG ve T98G hiicrelerinde 48. saat i¢in belirlenen ICso konsantrasyonlari

uygulandiktan sonra IXaC ve BA arasindaki ilag-ilag etkilesimleri incelendi.
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Uygulamalar ICso konsantrasyonunun 2 katindan bagslandi ve 1/2 seyreltme uygulanarak
her bir kimyasal icin 5 farkli Diliisyon noktasi olusturuldu (Ozer, 2024). ilag-ilag
etkilesimlerini incelemek i¢in uygulanan kimyasal konsantrasyonlar1 Tablo 2.1.” de yer

almaktadir.

Tablo 2.1. Kombinasyon (IXaC+BA) calismasinda uygulanan konsantrasyonlar

ICso konsantrasyon kat sayis1 URTMG T98G
IXaC BA IXaC BA
2x1Cso 66nM 60uM 102n0M  102uM
ICso 33nM 30uM 51nM 51uM
0,5xICso 16.5nM 15uM 25.5nM  25.5uM
0,25xICso 8.25nM 7.5uM  12.75nM 12.75puM
0,125xICso 4.125nM 3.75uM  6.375nM 6.375uM

Kombinasyon ¢alismasinda hazirlanan konsantrasyonlar hiicrelere uygulandiktan
sonra CVDK-8 yontemi ile 450nm’de absorbans degerleri alindi. Veri analizi kontrol
grubuna gore gerceklestirildi. Analizde her bir grup i¢in konsantrasyona bagl 6liim orani
tespit edildikten sonra CompuSyn programinda kombinasyon indeks (CI) degeri
hesaplandu. Ilag etkilesiminde CI<1, =1 ve >1 degerleri sirasiyla sinerjistik, ilave etki ve

antagonist olarak kabul edildi (Zhang et al., 2015).
2.5. Total RNA izolasyonu

U87MG ve T98G hiicreleri her bir kuyuda 200.000 hiicre olacak sekilde alti-
kuyulu plakalara ekildi. Hiicrelere IXaC, BA ve bunlarin kombinasyonu 48 saat boyunca
belirtilen siire igin tanimlanan konsantrasyonlarda uygulandi. Inkiibasyondan sonra, total
RNA izolasyonu “EcoPure Total RNA Kit” (EcoTech Biotechnology, Erzurum, Tiirkiye)
tiretici firmanin protokoliine gore gergeklestirildi. Siispanse edilen hiicreler 1.350 rpm’de
5 dakika boyunca santrifiij edildi. Pelet 4ul “B-mercaptoethanol” i¢ceren 400ul “EcoPure
Lysis/Binding Buffer” tamponu icerisinde siispanse hale getirildi. Homojen hale gelen
lizata 400pl saf etanol eklendi ve vorteks yardimiyla karistirildiktan sonra igerik filtreli

tiipe aktarildi. Tiipler 1.350 rpm’de 30 saniye boyunca santrifiij edildi. Toplama tiiptindeki
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stv1 uzaklastirildi ve tiiptin filtreli kismina 400ul “Wash Buffer I’ eklendi. Santrifiij
basamagi ayni kosullarda tekrarlandi. Tiipiin toplama haznesindeki sivi uzaklastirildi ve
filtreli kisma 500ul “Wash Buffer I’ eklendi. Santrifiij basamagi tekrarlandi. Basamak
200ul “Wash Buffer II” ile tekrarlandi. Ornekler maksimum hizda iki dakika siireyle
santrifiij edildi. Filtre iceren kisim steril “DNase/RNase free eppendorf”’ tiipline aktarildi.
Membran iizerine 30ul eliisyon tamponu eklenerek 1 dakika boyunca oda sicakliginda
beklendi. Inkiibasyon sonrasinda, RNA eldesi i¢in ornekler 1.350 rpm’de 1 dakika
boyunca santrifiij edildi. Mikroplaka spektrofotometre cihazi (Epoch, BioTek
Instruments, Winooski, VT, USA) kullanilarak 6rneklere ait RNA konsantrasyonlari
olciildii. izole edilen RNA 6rneklerinden cDNA sentezi gergeklestirildi.

2.6. cDNA Sentezi ve RT-qPCR

cDNA sentezi “A.B.T. ¢cDNA Synthesis Kit with RNase Inh.” kiti (A.B.T.
Laboratory Industry, Ankara, Tiirkiye) kullanilarak iiretici firmanin protokoliine gore
gerceklestirildi. Reaksiyon hacmi toplam 40ul olacak sekilde hazirlandi. Belirtilen
reaksiyonun igerigi Tablo 2.2.°de sunulmustur. cDNA sentezi reaksiyon karigiminin

hazirlanmasini takiben Tablo 2.3.’te yer alan 1s1l kosullara gore reaksiyon gerceklestirildi.

Tablo 2.2. cDNA sentezi reaksiyon igerigi

Icerik Miktar (ul)

10X Reaction Buffer 4
dNTP (2,5mM) 2
Random Hexamer (50uM) 4
Reverse Transcriptase (200 U/ul) 2
RNaz inhibitorii (40 U/ul) 1
DNase/RNase free su -

RNA (1000ng) -

Total RNA konsantrasyonu 1.000 ng/ul olacak sekilde ayarlandi. Tiim cDNA
sentezlerinde belirtilen total RNA konsantrasyonu kullanildi. Su miktar1 reaksiyona
alinan cDNA hacmine gore belirlendi. Su disindaki diger komponentler eklendikten sonra

reaksiyon hacmi su ile birlikte 40ul’ye tamamlandi.
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Tablo 2.3. cDNA sentezi 1s1l kosullar1

Basamak sirasi Sicaklik (°C) Zaman Dongii sayis1
1 25 10 dakika 1
2 37 120 dakika 1
3 85 5 dakika 1
4 4 0 1

PSMBS5, PSMC6, PSMDS ve UBA2 genlerinin mRNA diizeyindeki ifadeleri ilag
uygulanmayan kontrol grubuna gére tammlandi. Ilgili genler i¢in PCR primerleri IDT
web sayfasinda PrimerQuest tool aracilifiyla tasarlandi

(https://www.idtdna.com/pages/tools/primerquest). ~ Real-Time qPCR (RT-qPCR)

primerleri Tablo 2.4.”de sunulmustur.

Tablo 2.4. RT-qPCR reaksiyonlarinda kullanilan primer dizileri

Gen Yon 5'-3' Primer Dizisi Tm (°C) GC (%)
fleri AGAGCCAGGAATCGAAATG 57 47,4
PSMB5
Geri GTCTGGGAGGCAATGTAAG 57 52,6
lleri TCAGGACTACCGCAAGAA 58 50
PSMC6
Geri TCTGCCCAACACTCTGTA 58 50
fleri AGTGTCCCTGGAGCAATA 60 50
PSMDS8
Geri CGAGCAGGATGTCAATGAA 60 47,4
UBAD lleri GGGAGAGACGGAAGCTAATA 60 50
Geri GTATAGTCCTGGAGGAAGTCA 60 47,6

RT-qPCR reaksiyonu i¢in “A.B.T. 2X qgPCR Eva-Green MasterMix” kit (A.B.T.
Laboratory Industry, Ankara, Turkey) iiretici firmanin talimatlarina gore kullanildi. PCR
reaksiyonunun toplam hacmi 20ul’idi. 2X MasterMix karigimindan 10 pl alindi. Bu
karisimin tizerine 1 plileri ve 1 pl geri primerleri, 6l DNase/RNase free su ve 2 ul cDNA
eklendi. Icerik pipetaj yapilarak karstirildi ve PCR reaksiyonu kuruldu. PCR
reaksiyonlari, Rotor-GeneQ Real-Time PCR platformu (Qiagen, Germany) iizerinde

gergeklestirildi. Reaksiyona ait 1s1l kosullar Tablo 2.5 de verilmistir.
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Tablo 2.5. RT-qPCR reaksiyonu 1s1l kosullar1

Basamak Sicakhik Zaman
Baslangi¢ denatlirasyonu 95°C 5 dakika
45 dongii
Denatiirasyon 95°C 25 saniye
Baglanma -* 30 saniye
Uzama 72 °C 25 saniye
Erime egrisi 75 °C-95 °C 4 saniye

* PSMDS ve UBA2 primerlerinin baglanma sicakligi 60°C’dir. PSMC6 ve PSMB5’in
baglanma sicakliklari sirastyla 58°C ve 57 °C’dir. HPRT primerleri belirtilen baglanma
sicakliklarinda ¢alismaktadir.

Elde edilen “Cycle of threshold” (Ct) degerleri Livak ve Schmittgen’in (2001)
tanimladig rélatif kantifikasyon yontemine gore analiz edildi. Veri analizinde uygulama
yapilmayan hiicrelerden elde edilen cDNA 06rnegi dis normalizasyon faktorii olarak
kullanild1. I¢ normalizasyon faktédrii icin HPRTI “housekeeping” gen olarak secildi
(Valente et al., 2009). LogFC kat degisimi -1’in altindaki degerler ifade azalis1 iken, 1’in
tistiindeki LogFC degerleri ifade artis1 olarak kabul edildi (Rao et al., 2013).

2.7. Apoptozun Akis Sitometri Araciligi ile Tanimlanmasi

IXaC ve/veya BA uygulamalarmin U87MG ve T98G hiicreleri iizerindeki
apoptotik etkisinin tanimlanmasinda akis (“flow”) sitometri kullanildi. Apoptozun
belirlenmesi, liretici firmanin talimatlarina gore “FITC Annexin V and PI Apoptosis Kit”
(ABP Biosciences, USA) kullanilarak yapildi. US7MG ve T98G hiicreleri 6-kuyulu
plakalara her bir kuyuda 300.000 hiicre olacak sekilde ekildi. Hiicrelere, 48. saat i¢in
belirlenen ICso konsantrasyonlarinda I1XaC ve/veya BA uygulandi. Inkiibasyonun
ardindan kimyasal igeren hiicre ortamlar1 uzaklastirildi ve hiicreler 1X tripsin yardimi ile
kaldirildi. Siispanse hiicreler tiiplere aktarildi ve 5 dakika boyunca 500g’de santrifiij
edildi. Ardindan siipernatant kismi1 atild1 ve pellet {izerine 100ul 1X “annexin-binding”
tamponu eklenerek silispanse hale getirildi. Baglanma tamponu igerisindeki siispanse
hiicrelere Sul Annexin V ve 2ul PI eklendi. Ornekler pipetajla karistirildiktan sonra 15

dakika boyunca oda sicakliginda ve karanlik bir ortamda inkiibasyona birakildi.
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Sonrasinda biitiin 6rneklere 400ul 1X “annexin-binding” ekledi. Ornekler 1 saat
icerisinde akis sitometrisi cihazinda (CytoFLEX, Beckman Coulter, Brea, CA, USA)
okutuldu. Analiz sonucunda canli, erken apoptotik, apoptotik ve nekrotik hiicre yiizdeleri
tanimland1 (Vermes et al., 1995). Istatistiksel analiz icin iki-yonli ANOVA testi
kullanild1. 0.05’ten kiiglik P degeri anlamli olarak kabul edildi.

2.8. Hiicre Dongiisii Profillerinin Akis Sitometri Araciligi ile Belirlenmesi

Hiicre dongiisii profillerinin belirlenmesi i¢in “Cycletest Plus DNA Kit” (BD
Biosciences, USA) iiriinii kullanildi. Deney basamaklar iiretici firmanin talimatlarina
gore gerceklestirildi. US7MG ve T98G hiicreleri 6-kuyulu plakalara kuyu bagia 300.000
hiicre olacak sekilde ekildi. Kirk sekizinci saat i¢in belirlenen ICso konsantrasyonlari
hiicrelere uygulandi. Hiicreler 1ml “buffer solution” igerisinde siispanse hale getirildi.
Hiicreler 500g’de 5 dakika boyunca santrifiij edildi. Santrifiij sonrasinda siipernatant
kismi1 uzaklastirildt ve 125ul “Solution A” eklenerek pelet pipetajla tekrar siispanse hale
getirildi. Hiicre siispansiyonu 10 dakika boyunca oda sicakliginda inkiibasyona birakildi.
Ardindan 6rneklere, 100ul “Solution B” eklendi ve inkiibasyon basamagi tekrarlandi.
Bunu takiben, 100ul sogutulmus “Solution C” 6rneklere eklendi ve 6rnekler +4°C’de 10
dakika inkiibasyona birakildi. Ornekler {i¢ saat igerisinde akis sitometri cihazinda
okutuldu. Akis sitometride kapilama PE-H/PE-A iizerinden PI eksitasyon degerine gore
yapildi. Kapilanan bolge iizerinden PE-A degerleri analiz edildi. Hiicre dongiisi

evrelerine gore hiicre yiizdeleri tespit edildi (Knutson et al., 2016).
2.9. Yara Iyilesme Testi

IXaC ve/veya BA’nin US7MG ve T98G GBM hiicrelerinin invazyon yetenekleri
tizerindeki etkisi yara iyilesme testi ile degerlendirildi. Her iki hiicre hatt1 da alti-kuyulu
plakaya her bir kuyuda 350.000 hiicre olacak sekilde ekildi. Sonrasinda hiicrelerin
bulundugu kuyularda 100ul’lik steril pipet ucu yardimi ile g¢izikler olusturuldu.
Olusturulan ¢iziklerin fotograflar1 0, 24 ve 48 saat olmak iizere cekildi. Fotograflar
alindiktan sonra veriler kontrol grubuna gore normalize edilerek analiz edildi. ImageJ
programi ¢izik yiizeyinin zamana bagli degisimini degerlendirmek i¢in kullanildi (Caglar

et al., 2024).
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2.10. Klonojenik Test

US7MG ve T98G hiicrelerinde, IXaC ve/veya BA uygulamalarinin ardindan
hiicrelerin  koloni olusturma kapasitelerinin  incelenmesi i¢in klonojenik test
gergeklestirildi. Daha Once tanmimlanan klonojenik test protokolii modifiye edilerek
uygulandi (Franken et al., 2006). U§7MG ve T98G GBM hiicreleri alti-kuyulu plakalara
her bir kuyusunda sirasiyla 500 ve 1500 hiicre olacak sekilde ekildi. Hiicrelere 48. saat
i¢in tanimlanan ICso konsantrasyonlarinda IXaC ve/veya BA uygulandi. Uygulamalardan
sonra kimyasal iceren hiicre kiiltiirli ortam1 uzaklastirildi ve hiicreler koloni olusturana
kadar 10 giin boyunca 37°C'de normal hiicre kiiltiir ortaminda inkiibe edildi. Olusan
koloniler 2ml saf metanol igerisinde 5 dakika tutularak fikse edildi. Sonrasinda, saf
metanol uzaklastirild1 ve kristal violet soliisyonu (%2 v/v, %0,3 w/v dH20 igerisinde)
orneklere 30 dakika boyunca oda sicaklifinda uygulandi. Hemen ardindan, boya
soliisyonu uzaklastirildi ve koloniler 1X PBS ile yikandi. Boyanan koloniler sayild: ve
deney gruplar kontrol grubu ile karsilastirildi. Istatistiksel analiz yéntemi olarak tek

yonlii ANOVA testi kullanildi. Istatistiksel anlamlilik icin P<0,05 kabul edildi.
2.11. Yumusak Agar Testi

IXaC, BA ve kombinasyon uygulamasindan sonra, U87MG ve T98G hiicrelerinin
koloni morfolojilerindeki degisimler yumusak agar testi ile tamimlandi. Daha 6nce
tanimlanan deney protokolii uygulandi (Maubant et al., 2018). US7MG ve T98G hiicreleri
alti-kuyulu plakalara kuyu basina 150.000 hiicre olacak sekilde ekildi. Kirk sekiz saatlik
kimyasal uygulamasinin ardindan yumusak agar testi yapildi. Steril distile su ile %1,2’lik
agar soliisyonu hazirlandi ve ¢6ziilmesi i¢in kaynatildi. Sogutulmus ancak donmamis agar
soliisyonu 2X kiiltiir ortam ile esit hacimlerde karistirilip 24-kuyulu plakanin kuyularma
500ul olacak sekilde dokiildii. Kuyu i¢indeki agar donmaya birakildi. Ardindan, benzer
sekilde %0,6 ik agar soliisyonu hazirlandi. Uygulama yapilan ve yapilmayan U87MG ve
T98G GBM hiicre hatlar1 250ul 2X kiiltiir ortami igerisinde sayilar1 sirastyla 3000 ve
5000 olacak sekilde hazirlandi. Belirtilen hacimde hiicre igeren 2X kiiltiir ortami, 250ul
%0,6 agar sollisyonu ile karigtiritlip (v/v,1:1) donmus olan alt jelin {izerine dokiildii.
Hiicreler 4-5 hafta boyunca 37°C’de %5 CO:; iceren nemli ortamda inkiibe edildi.
Inkiibasyon siirecinin ardindan, olusan koloniler %0,01’lik kristal violet soliisyonu ile 2
saat boyunca boyandi. Kolonilerin morfolojileri mikroskop altinda fotografland1 ve

mikroskop altinda morfolojilerine gore koloni sayimlar1 gergeklestirildi. Sayimlar
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yapilan koloniler, kontrol grubu ile kiyaslanarak analiz edildi. Koloniler morfolojilerine
gore holoklon, meroklon ve paraklon olmak iizere ii¢ farkli tipte incelendi (Beaver et al.,

2014). iki-yonlii ANOVA testi istatistiksel analizde kullanildi.
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3. BULGULAR VE TARTISMA

3.1. “In silico” Yontemlerle Ila¢ Hedeflerinin Belirlenmesi

Bu ¢alismada, IXaC ve BA’nin GBM hiicreleri lizerindeki anti-kanser etkinlikleri
ve in vitro kosullardaki uygulama konsantrasyonlari tanimlandi. Ayrica [XaC ve BA’nin

GBM hiicrelerinde birlikte gosterdigi ilag etkilesim tiirii belirlendi.

Bir anti-kanser ajanin gosterdigi etkinligin arttirllmasi i¢in benimsenen
yaklasimlardan biri ayn1 molekiiler mekanizma {izerine etki eden bir diger anti-kanser
ajanin kullanilmasidir (Swinney & Anthony, 2011). Eger anti-kanser ajanlar arasindaki
etkilesim tiirii sinerjistik ise, bir ajanin tek basina gdsterdigi etkin konsantrasyon kombine
uygulamada azalmaktadir (Bayat Mokhtari et al., 2017). Bu durumda kombine uygulama
ayrica her bir ajanin anti-kanser etkinligini de artmaktadir (Lehar et al., 2009).
Dolayisiyla, birbirlerini takip eden ve yakindan iligkili olan ubikitinasyon ve proteazomal
degradasyon mekanizmalarinin GBM hiicrelerindeki es zamanli inhibisyonu sinerjistik
etki olusturma potansiyeli tasidigi i¢in birer tedavi hedefi olarak secildi. Her iki hiicresel
olay da c¢ok sayida proteinin koordineli bir bigimde etkilesime girmeleri ile
gerceklesmektedir (Hegde et al., 2025). Bu hiicresel siireglerin karmasik ve dinamik
dogas1 nedeniyle, GBM hiicrelerinde s6z konusu molekiiler mekanizmay1 hedefleyecek
potansiyel ila¢ adaylarinin secilmesinde “in silico” yaklagimlardan yararlanilmistir. In
silico yaklasimla, belirli bir kanser tiirine yonelik ila¢ hedefi ve bu hedefe yonelik anti-
kanser ajanlarinin se¢ilmesi miimkiindiir (Caglar & Duzgun, 2023; Erkin et al., 2022;
Matsuoka & Yashiro, 2024). Bu tiir yaklasimlarda, gen ifade veri setlerinin analizi
gergeklestirilebilir veya ilgili molekiiler mekanizmanin kendisinde dogrudan PPI ag1

kurularak ila¢ hedefleri tanimlanabilir.

Bu calismada, 26S proteazom kompleksine yonelik inhibitdr adaylarinin secilmesi
icin ilgili proteinler arasinda etkilesim ag1 kuruldu. Proteazom kompleksinde yer alan tiim
proteinler KEGG veri tabanindan elde edildi. map03050 haritasinda proteazom
kompleksi ile ilgili toplam 46 protein bulundu. Olusturulan PPI aginda toplam 46 diiglim
974 baglant1 vard1 (Sekil 3.1a). PPI a1 iginde birbirleriyle yiiksek etkilesim gdsteren
proteinler genellikle ayn1 biyolojik kompleksin bir pargasi olup, fonksiyonuyla yakindan
iligkilidir (Lu et al., 2010; Stelzl & Wanker, 2006). Bu nedenle, yiiksek etkilesim gdsteren
bu tiir alt kiimelerin belirli biyolojik olaylar igerisine dogrudan katilma olasiligi daha

yiiksektir (Stelzl & Wanker, 2006). Bu proteinleri kodlayan genler ise literatiirde “Hub”
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gen olarak tanimlanmaktadir. Hub genlerin tanimlanmasinda standart bir veri isleme
siireci (“pipeline”) bulunmamaktadir (Wu et al.,, 2021). Bu c¢alismada kullanilan
yontemler, ag topolojisine dayali ancak diiglimler aras1 baglanti ve komsuluk
yogunlugunu farkli bicimlerde degerlendiren yaklagimlar oldugu icin hub genlerin
belirlenmesinde yaygin olarak birlikte kullanilmaktadir. Ag topolojisine dayali farkli
yaklasimlarin birlikte uygulanmasi, hub gen se¢iminin giivenilirligini ve biyolojik
anlamhiligimi artirmaktadir (Mahapatra et al., 2018). Bu g¢alismada, proteazom
kompleksinde hedef olabilecek aday proteinlerin tanimlanmasi icin MCC, MNC ve
DMNC yontemleri birlikte uygulandi (Sekil 3.1b).
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Sekil 3.1. 26S proteazom kompleksinde terapdtik hedef olabilecek proteinlerin

secilmesi

Tiim yontemlerde etkilesim derecesi en yiiksek ilk bes protein belirlendi. Her {i¢
yontemde ortak bir protein tanimlanamadi. Bu nedenle, en az iki farkli yontemde ortak
bulunan proteinler incelendi. DMNC/MNC ve DMNC/MCC yontemlerinin tanimladigi
alt etkilesim kiimlerinde ortak olan bir protein bulunamadi. MCC ve MNC yontemlerinde
tanimlanan alt kiimeler i¢in dort proteinin ortak oldugu gozlendi. Proteazom inhibisyonu
icin PSMBS5, PSMDS, PSME3 ve PSMC6 proteinleri aday olarak belirlendi. Ardindan bu
proteinleri hedefleyen ajanlar tarandi (Sekil 3.1c). Bunlar1 hedefleyen toplam 10 ilag
aday1 belirlendi. Bu proteinleri kodlayan genlerin ifade diizeyleri ise TCGA GBM
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orneklerinde incelendi (Sekil 3.1d). Normal beyin dokusuna kiyasla, PSMB5 ve PSMC6
genlerinin ifadesi anlamli olmasa da GBM orneklerinde yiiksekti. PSMDS ve PSME3 ise
GBM tiimoérlerinde anlamli olarak daha yiliksek seviyede ifade ediliyordu. Bortezomib,
carfilzomib, MG132, lactacystin ve marizomib gibi proteazom inhibitorlerinin GBM
hiicreleri iizerinde anti-kanser etkinlik gosterdigi bildirilmistir (Tang et al., 2019b; Areeb
etal., 2016; Zanotto et al., 2012; Wang et al., 2013; Manton et al., 2016; Boccellato et al.,
2021). llgili literatirde, IXA’nin GBM hastalarina uygulandigi tek c¢alisma
bulunmaktadir (Quillin et al., 2020). Belirtilen ¢alisma, GBM hastalarina verilen IXA
miktarinin alt1 saatlik siire sonunda hasta serum 6rneklerinde azaldigini ve kan beyin
bariyerini (KBB) gecerek tiimor dokusunda biriktigini gostermektedir (Quillin et al.,
2020). Dolayisiyla, IXaC’nin ve tiirevlendigi IXA’nin GBM hiicreleri {izerindeki olasi
anti-kanser etkisi heniiz tanimlanmamistir. KBB’yi gecebilmesi ve tanimlanan ii¢ farkl
proteinle etkilesime girmesi nedeniyle, GBM hiicrelerinde 26S proteazom kompleksinin

inhibisyonu i¢in [XaC seg¢ildi.

Benzer bir yaklasimla, ubikitinasyon ile iligkili proteinlerin birer terapdtik hedef
olma potansiyelleri incelendi. Ubikitinasyonda rol oynayan tiim proteinler KEGG veri
tabanmindan elde edildi. Ilgili siirece ait map04120 haritasinda toplam 142 protein vard.
Bu proteinler arasinda olusturulan PPI ag1 toplam 141 digiim 2466 baglant1 i¢eriyordu
(veri gosterilmedi). Alt etkilesim kiimelerinde yer alan ortak (hub) proteinlerin (ANAPCS,
CDC27, UBB, UBE2S ve UBC) higbiri bir ilag hedefi degildi. Terapotik hedef olabilecek
aday proteinlerin alt etkilesim kiimeleri disinda kalma ihtimaline karsin, map04120
haritasinda dogrudan ila¢ hedefleri tarandi. Post-translasyonel bir modifikasyon olan
ubikitinasyon, ubikitin aktive edici (E1), ubikitin konjuge edici (E2) ve ubikitin ligaz (E3)
enzimlerinin sirali fonksiyonlar1 ile meydana gelir (Pickart & Eddins, 2004). map04120
haritasinda ubikitinasyon ile iliskili (E1-E3) toplamda 47 protein bulundu. Bu proteinleri
kodlayan genlerin 7’si ila¢ hedefiydi (Sekil 3.2a). Ardindan, GBM tiimdrlerinde bu
proteinleri kodlayan genlerin mRNA diizeyindeki ifade degisimleri TGCA veri setinde
incelendi. Ilgili genlerden sadece dérdiiniin (UBE2N, UBA3, UBA2 ve UBE2I) normal
beyin dokusuna kiyasla GBM tiimorlerinde anlamli olarak yiiksek ifade edildigi bulundu
(Sekil 3.2b). GBM tiimérlerindeki ifade profillerinden dolay: bunlar ikinci inhibitdriin

secimi i¢in aday olarak belirlendi.
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Sekil 3.2. GBM hiicrelerinde ubikitinasyonun baskilanmasina yonelik potansiyel

ilaglarin se¢ilmesi

KEGG veri tabanina gére UBA2 ubikitinasyon mekanizmasinin baslangi¢ (E1)

reaksiyonlart ile iligkilendirilmistir (https://www.kegg.jp/entry/hsa04120). E1 enzimleri

ubikitinin aktivasyonunda ve E2’ye transferinde islev goriir (Lecker et al., 2006).
Ubikitinasyonun bu noktada inhibe edilmesi, devamindaki zincirleme reaksiyonlar1 da
baskilayarak daha gii¢lii bir anti-kanser etkinlige neden olabilir. BA’nin GBM
hiicrelerinde apoptozu indiikledigi, proliferasyonu baskiladigi ve hiicre dongiisiinii
durdurdugu o6nceki c¢aligmalarla ortaya konmustur (Lo et al., 2020; Li et al., 2022;
Jeremias et al., 2004). Bununla birlikte, BA’nin akciger kanseri hiicrelerinde E3 ligaz
aktivitesini de baskilamasi, tiim mekanizmanin inhibe edilmesini saglayabilir (He et al.,
2021). BA, Skp2-SCF E3 ligaz enzimini inhibe ederek akciger kanserinde metastazi ve
timor bliylimesini engellemektedir. BA’nin, Skp2’ye yiiksek afinite ile baglandigi
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tanimlanmistir. Skp2’ye baglanarak Skp2-SCF E3 ligaz aktivitesini inhibe eden BA, p27
ve E-cadherin proteinlerinin ubikitinasyonunu engeller (He et al., 2021). Bu nedenlerden

dolayi, IXaC ile birlikte kombine uygulama i¢in BA ikinci anti-kanser ajan1 olarak segildi.
3.2. IXaC ve/veya BA GBM Hiicreleri Uzerinde Anti-proliferatif Etki Gosterir

BA’nin GBM hiicreleri iizerindeki anti-proliferatif etkisi rapor edilmistir (Wick et
al., 1999; Lo et al., 2020; Huang et al., 2025). Lo ve ark.’lar1 (2020), U87MG dahil olmak
tizere ¢esitli GBM hiicre hatlarina 20 ve 40uM konsantrasyonlardaki BA’y1 2 giin siireyle
uygulamistir. BA’nin GBM hiicrelerindeki anti-proliferatif etkisi konsantrasyona bagli
olarak artar. Belirtilen konsantrasyonlardan daha yiliksek bir konsantrasyon (100uM)
uygulandiginda ise, hem TMZ-duyarlt hem de direngli GBM hiicrelerinde belirgin bir
anti-proliferatif etki gosterir (Lo et al., 2020). U251 GBM hiicrelerine 24 saat uygulanan
BA’nin ICso konsantrasyonu 28,51uM olarak tanimlanmistir (Huang et al., 2025).
Literatiirdeki ¢alismalarla tutarli bir bigimde, BA’nin T98G ve U87MG hiicrelerindeki
ICso konsantrasyonlart pM diizeyindeydi. T98G ve U887MG hiicre hatlarina tek basina
uygulanan BA zamana ve doza bagl olarak proliferasyonu azaltt1 (Sekil 3.3a). US7MG
hiicre hattinda BA’nin 24, 48 ve 72. saatlerdeki ICso konsantrasyonlari sirasiyla 52,09uM,
30,25uM ve 29,93uM olarak belirlendi. BA nin T98G hiicre hattinda tanimlanan stireler
icin ICso konsantrasyonlari ise sirastyla 82,77uM, 53,21uM ve 14,10uM idi. Calismalar,
GBM hiicrelerinde proteazom kompleksi inhibisyonunun anti-proliferatif etkiye neden
oldugunu gostermektedir (Kusaczuk et al., 2024; Manton et al., 2016). Proteazom
inhibitérii bortezomib, US7MG ve U251 GBM hiicrelerinde mitokondriyal yolak
aracilifiyla apoptozu indiikleyerek proliferasyonu baskilamaktadir (Zhang et al., 2014).
Bu inhibitor, U251 ve U87 hiicrelerinin proliferasyonunu doza ve zamana bagli olarak
azaltir. GBM hiicrelerine 24 saat boyunca uygulanan Bortezomib, 5 nM
konsantrasyondan itibaren anlamli olarak anti-proliferatif etki gdstermektedir (Zhang et
al., 2014). Bu bulgular farkli calismalar tarafindan da dogrulanmistir (Tang et al., 2019b;
Areeb et al., 2016). Proteazom komplesinin GBM tedavisinde potansiyel bir hedef olup
olmadigimi degerlendirmek amaciyla ii¢ farkli GBM hiicre hattinda ¢esitli proteazom
inhibitorlerinin etkinligi incelenmistir (Areeb et al., 2016). Carfilzomib, primer hiicre
hatlar1 da dahil olmak iizere ¢esitli GBM hiicre hatlarinda 10 nM’lik konsantrasyonda
hiicre canliligint %50’den fazla azaltmistir (Areeb et al., 2016). Farkli proteazom

inhibitorlerinin in vivo ve in vitro Kosullardaki anti-kanser etkinlikleri GBM’de

27



gosterilmistir (Zanotto et al., 2012; Wang et al., 2013; Manton et al., 2016; Boccellato et

al., 2021).

IXaC’nin GBM hiicreleri 1lizerindeki anti-kanser etkinligi ve ICso
konsantrasyonlar1 heniiz tanimlanmamustir. Bu ¢alismada, GBM hiicrelerine 24, 48 ve 72
saat boyunca IXaC uygulandi1 (Sekil 3.3b). [XaC, GBM hiicrelerinde konsantrasyon ve

zamana bagli olarak artan anti-proliferatif etki gosterdi.
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Sekil 3.3. IXaC ve BA’nin GBM hiicreleri iizerindeki anti-proliferatif etkileri ve
ilag—ilag etkilesim tiirii

Literatiirle tutarli bir bigimde, uygulama yapilan her ii¢ zaman diliminde I[XaC’ye
ait ICso konsantrasyonlarinin nM seviyesinde oldugu bulundu. U87MG hiicre hatt1 i¢in
[XaC’nin 24, 48 ve 72. saatlerdeki ICso konsantrasyonlari sirasiyla 41,81nM, 33,33nM
ve 40,8nM olarak bulundu. T98G hiicre hatt1 i¢in belirtilen zaman araliklarinda
tanimlanan ICso konsantrasyonlari ise sirastyla 80,91nM, 51,6 1nM ve 63,91nM idi. Hiicre
hatlarinda IXaC ve BA i¢in belirtilen tiim siirelerde tanimlanan ICso konsantrasyonlari
Tablo 3.1°de 6zetlenmistir. Her iki ajan GBM hiicrelerine tek baglarina uygulandiklarinda

anti-proliferatif etki meydana getirdi.
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Tablo 3.1. IXaC ve BA’nin GBM hiicrelerinde tanimlanan ICso konsantrasyonlari

Siire USTMG T98G

(Saat) N C(Cs)  BA(ICs)  IXaC(ICs)  BA (ICso)
2 418InM  52,000M 30,01nM 82,77uM
43 33330M  30,25uM 51,61nM 5321uM
7 40,8nM 29.93uM 63,91nM 14,104M

Ilgili literatiirde, BA ve IXaC nin kombine olarak GBM hiicrelerine uygulandig
bir ¢alisma bulunmamaktadir. Kombine ila¢ uygulamalarinda, CI degerinin 1’den kii¢lik
olmasi ilag-ila¢ etkilesim tiirliniin sinerjistik oldugunu gostermektedir (Zhang et al.,
2015). Eger ilaglar arasindaki etkilesim tiirii sinerjistik ise, ilaglarin tek basina etki
gosterdigi ICso konsantrasyon degerleri kombine uygulamada azalmaktadir (Lehar et al.,
2009). Bu calismada, BA ve IXaC arasindaki etkilesim tiirii her bir ajanin GBM
hiicrelerinde 48 saat icin gosterdigi ICso degerleri lizerinden tanimlandi. ICso
konsantrasyonlarinin disindaki diger tim kombine uygulamalarda CI degerinin 1’den
bliyiik oldugu saptandi (Sekil 3.3¢). BA ve IXaC’nin 48 saatlik uygulama i¢in belirlenen
ICso konsantrasyonlarina ait CI degerleri, US7MG ve T98G hiicreleri i¢in sirastyla 0,9718
ve 0,9618 olarak bulundu. GBM hiicrelerine uygulanan bu iki ajanin arasindaki etkilesim
tiirli ilave etkiydi (“additive””). GBM hiicrelerinde ubikitin-proteazom mekanizmasinin
birlikte inhibisyonu sonrasi sinerjistik etki gozlenecegi diistiniilmekteydi. Ancak sonuglar
GBM hiicrelerinde sinerjistik etkinin meydana gelmedigine dikkat cekmektedir. Bunun
nedeni BA’nin UBA2’yi hedeflemesi olabilir Bu ¢alismada, ubikitinasyon
mekanizmasina dahil olan proteinler KEGG veri tabani iizerinden belirlendi

(https://www.kegg.jp/entry/hsa04120). 1lgili veri tabaminda, UBA2 ubikitinasyonla

iligkili E1 enziminin alt birimi olarak tanimlanmistir. Ancak UBA2 ubikitinasyon
sisteminde yer alan E1 enziminin bir alt birimi degildir (Okuma et al., 1999). Ubikitin-
benzeri modifikasyon (UBM) ve ubikitinasyon yapisal ve mekanik paralellikler
sergiledigi icin UBM bilesenleri sik¢a ubikitinasyonla birlikte incelenir. Dolayisiyla,
UBAZ2’nin aslinda SUMOlasyonda gorev alan E1 enziminin alt birimi olmas1 (Okuma et
al., 1999), beklenen sinerjistik etkinin olusmamasina neden olabilir. BA, Skp2-SCF E3
ligaz enzimini inhibe edebilmesine ragmen (He et al., 2021), GBM hiicrelerinde UBA2
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inhibisyonuna bagli olarak SUMOIlasyonda meydana gelebilecek degisimler ilave etki ile

sonuglanabilir.

3.3. IXaC veya BA Proteazom Kompleksi ve E1 Enzim Alt Unitesinin Gen
Diizeyindeki Ifadelerini Degistirir

Ilag uygulanan kanser hiicrelerinde, hedeflenen molekiiliin ifade diizeyindeki
degisimler ila¢ yanmiti hakkinda bilgi verir (Parca et al., 2019). 19S proteazom alt
tinitelerinden bir veya daha fazlasinin ifadesinde meydana gelen azalma proteazom
inhibitorlerine kars1 direng gelisimi ile sonuglanabilir (Tsvetkov et al., 2017). Bu nedenle,
sadece IXaC veya BA uygulanan GBM hiicrelerinde PSMB5, PSMC6, PSMDS§ ve
UBA2’nin ifade degisimleri RT-qPCR ile tanimlandi (Sekil 3.4).
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Sekil 3.4. IXaC veya BA uygulanan T98G ve U87MG hiicrelerinde PSMDS,
UBA2, PSMC6 ve PSMBS5 genlerinin mRNA diizeyindeki ifade degisimleri

IXaC’nin tek basma uygulandigr T98G hiicrelerinde PSMDS, PSMB5 ve UBA2
genlerinin ifadesinde artis gdzlendi (Sekil 3.4a). Buna karsin, IXaC T98G hiicrelerinde
PSMC6 ifadesini diisiirdii. T98G hiicrelerinde, BA tek basina PSMDS8 ve PSMC6
ifadelerini azaltirken, PSMBS5 ve UBA2 ifadelerini arttirdi. U87MG hiicrelerinde PSMC6
ifadesi gozlenmedi (Sekil 3.4b). IXaC’nin tek basina uygulandigi US7MG hiicrelerinde
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PSMDS ifadesi artarken, UBA2 ve PSMBS5 ifadeleri azaldi. BA ise tek basina
uygulandiginda, UBA2 ifadesini arttirdt. PSMDS ve PSMB5 ifadeleri BA
uygulamasindan sonra azaldi. Proteazom kompleksinin baskilanma etkinligi kompleksi
olusturan alt birimlerin ifade diizeyleri ile degil, katalitik birimlerin fonksiyon kaybu ile
iligkilidir (Britton et al., 2009). Her ne kadar komplekse ait alt birimlerin ifadesindeki
azalma proteazom inhibitorlerine kars1 direng gelisimi ile iligkilendirilse de (Tsvetkov et
al., 2017), US7MG’de proteazom komplesi ile iliskili baz1 genlerin ifade edilmemesi yine
de anti-kanser etkinlik olusturdu. Proteazom komplesinde yer alan a (1-7) ve B (1-7) gibi
alt birimlerin farkli izoformlar1 bulunmaktadir (Besse et al., 2019). Proteazom
komplesindeki katalitik alt birimler ise B1, B2 ve B5°dir (Besse et al., 2019). Bu ¢aligmada,
katalitik alt birim B5’in mRNA diizeyindeki ifadesi US7MG hiicrelerinde uygulama
gruplarinda azalirken, 1XaC veya BA uygulanan T98G hiicrelerinde artti. US7TMG
hiicrelerinde B5 ifadesinin azalmasi katalitik f1 ve B2 alt birimlerinin fonksiyonunu
etkilemeyebilir. U87MG hiicrelerinde ilgili genlerin ifadesinin diisiikk olmasi hiicre
icerisinde daha az fonksiyonel kompleksin olusumuna neden olarak kullanilan inhibitor
ajanin hedef proteinleri daha diisiik konsantrasyonda inhibe edebilmesi ve dolayisiyla
gorece daha diisiik konsantrasyonda anti-kanser etki gostermesi ile agiklanabilir. Bu
nedenle, IXaC veya BA uygulamasi sonrasi meydana gelen proteazom iligkili genlerin

ifade degisimleri ilag direnci ile iligkili olmayabilir.

3.4. IXaC ve/veya BA GBM Hiicrelerinde Apoptozu Indiikler ve Hiicre Dongiisii
Blokajina Neden Olur

Anti-proliferatif etkinin bir nedeni hiicrelerde apoptozun indiiklenmesidir
(Citalingam et al., 2015). Bu nedenle, IXaC ve/veya BA’nin apoptotik etkisi GBM
hiicrelerinde incelendi. Calismalar, proteazom kompleksinin GBM hiicrelerinde
baskilanmasi sonrasi apoptozun indiiklendigini gostermektedir (Yin et al., 2005; Di et al.,
2016; Kusaczuk et al., 2024). Proteazom inhibisyonuna bagli olarak U§7MG hiicrelerinin
apoptoza siirliiklendigi bilinmektedir (Vlachostergios et al., 2013; Tang et al., 2019b).
Proteazom inhibitorleri GBM hiicrelerinde dogrudan kaspaz aktivasyonu iizerinden veya
NF«B sinyal yolagina bagl olarak apoptozu indiikleyebilir (Vlachostergios et al., 2013;
Manton et al., 2016). Proteazom inhibitdrii olan Marizomib GBM hiicrelerine
uygulandiginda, kisa bir siire icerisinde dnce kaspaz 2 (4 saat), bunu takiben kaspaz 8/9

(8-12 saat) ve en sonunda kaspaz 3/7 (16 saat sonrasi) kesimini indiikler (Manton et al.,
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2016). Bu bakimdan, GBM hiicrelerinde proteazom kompleksinin baskilanmasi
mitokondriyal yolak lizerinden apoptozu indiikler. Diger ¢alismalarla tutarli bir bigimde,
IXaC’nin US7TMG ve T98G GBM hiicrelerinde apoptozu indiikledigi saptandi (Sekil
3.5a). U87MG hiicreleri igin kontrol grubuna ait apoptotik hiicre yiizdesi ortalama
%2,045 iken IXaC uygulamasi sonrast apoptotik hiicre yiizdesi ortalama %16’ya
yiikseldi. IXaC ayrica U87MG hiicrelerinde nekrotik hiicre ylizdesinde de artisa neden
oldu. Kontrol grubuna ait nekrotik hiicre yilizdesi ortalama %1,065 iken [XaC uygulamasi
sonrast bu deger ortlama %6,765 olarak bulundu. T98G hiicrelerinde kontrol grubuna ait
apoptotik hiicre ylizdesi ortalama %1,95 idi. IXaC uygulamasi sonrasi bu deger ortalama
%20,635 olarak saptandi. Bununla birlikte, kontrol grubuna gore (%1,49) IXaC
uygulanan T98G hiicrelerinde nekrotik hiicre yiizdesi olduk¢a az bir artis gosterdi
(%3.,42). IXaC tek basina US7TMG ve T98G hiicrelerinde apoptozu indiikledi.

BA’nin tek basina GBM hiicrelerinde apoptozu indiikledigi bilinmektedir (Lo et
al., 2020; Wick et al., 1999). Katlanmamis protein yanit mekanizmasinda sensor protein
olarak gorev alan PERK’in aktivasyonu sonrasi CHOP proteininin indiiklenmesi GBM
hiicrelerini apoptoza siiriikler (Lo et al., 2020). BA, ubikitinasyondan bagimsiz bir sekilde
UPR mekanizmas1 araciligryla GBM hiicrelerinde apoptozu tetiklemektedir. Bu
calismada, GBM hiicrelerine tek basina uygulanan BA’nin apoptozu indiiklendigi
saptandi. US7MG hiicrelerinde BA uygulama grubuna ait ortalama apoptotik ve nekrotik
hiicre ytizdeleri sirasiyla %40,5 ve %53,075 idi. T98G hiicrelerinde ise bu ortalama
degerler sirasiyla %28,46 ve %30,85 idi. IXaC ve BA’nin kombine uygulandigt GBM
hiicrelerinde kontrole gore apoptotik hiicre yiizdesinde artis gozlendi. US7TMG
hiicrelerinde kombine uygulama sonrasi saptanan apoptotik hiicre yiizdesi belirtilen
ajanlarm tek basina uygulandiklar1 gruplara gore daha ytiksekti (%63,04). Ancak, T98G
hiicrelerinde kombine uygulamaya ait apoptotik hiicre yilizdeleri ajanlarin tek basina
uygulandig1 diger gruplar ile benzerdi (%26,5). Bu durum, ilaglar arasinda tam bir

sinerjistik etkinin olmamasi ile aciklanabilir.

Anti-kanser ajaninin proliferasyon iizerinde gosterdigi etki sadece apoptozun
indiiklenmesi ile sinirli olmayabilir. Baz1 molekiiller sitositatik etki gostererek apoptozu
indiiklemeden proliferasyonu durdurabilecegi i¢in yine de anti-proliferatif olarak

tanimlanmaktadir (Anttila et al., 2019).
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Sekil 3.5. IXaC ve/veya BA’nin GBM hiicrelerinin apoptoz ve hiicre dongiisii

profilleri iizerindeki etkileri

Bortezomib, kanser hiicreleri apoptoza girmeden o6nce G2/M fazinin
tutuklanmasina neden olur (Hong et al., 2012; Larsson et al., 2024). Bu proteazom
inhibitori tarafindan indiiklenen G2/M tutuklanmasi, GBM hiicrelerinde tanimlanan
yaygin bir olaydir (Johansson et al., 2020). US7MG ve T98G hiicrelerinde, IXaC anlaml
bir sekilde G2/M faz tutuklanmasina neden oldu (Sekil 3.5b). US7MG hiicre hattinda
kontrol grubuna ait GO/G1, S ve G2/M fazlarinin ortalama yiizde hiicre degerleri sirasiyla
44,34, 17,87 ve 35,47 idi. IXaC uygulanan gruba ait ortalama yiizdeler ise sirasiyla 24,50,
18,05 ve 56,89 idi. T98G hiicre hattinda kontrol grubuna ait GO/G1, S ve G2/M fazlarinin
ortalama yiizde hiicre degerleri 70,47, 16,32 ve 13,09°du. IXaC uygulanan T98G
hiicrelerinde ise GO/G1, S ve G2/M fazlarinda bulunan hiicre yiizdeleri ise sirasiyla 62,49,
14,21 ve 23,12°dir. Proteazom kompleksinin GBM hiicrelerinde baskilanmasi hiicre
dongiisiinli spesifik olarak bu noktada durdurabilir. BA uygulanan GBM hiicrelerinde
G0/G1 faz tutuklanmasi gozlenir (Li et al., 2022). BA uygulanan U87MG hiicrelerinde

GO0/G1 faz tutuklanmasi gozlenirken ayni etken T98G hiicrelerinde G2/M faz
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tutuklanmasina neden oldu. BA uygulanan U87MG hiicrelerinin GO/G1, S ve G2/M
fazlarina ait ortalama hiicre ytizdeleri sirasiyla 51,03, 15,93 ve 31,74 tiir. BA uygulanan
T98G hiicrelerinde ise bu fazlara ait ortalama hiicre ylizdeleri sirasiyla 57,38, 18,49 ve
23,86 dir. Hiicre hatlar1 arasinda genom diizeyindeki ifade farkliliklari, BA’nin hiicre
dongiisii lizerindeki etkisini degistirebilir. Kombine uygulamada, U87MG hiicreleri
G2/M fazinda tutuklandi. T98G hiicrelerinde ise S ve G2/M fazlarinda anlamli bir atig
gozlendi. Her iki ajan GBM hiicrelerinde sitostatik etki gostermedi. Dolayisiyla, 1XaC
ve/veya BA uygulanan GBM hiicreleri hiicre donglisii blokaji sonrasi apoptoza

suriklenebilir.

3.5. IXaC ve/veya BA GBM Hiicrelerinin Koloni Olusturma ve Invazyon

Kapasitelerini Azaltir

Anti-kanser ajanlar, kanser hiicrelerinin yalnizca proliferasyonunu degil, ayni
zamanda koloni olusturma potansiyelleri ve invaziv 0zelliklerini de baskilayarak ¢ok
yonlii etki gosterebilir (Tang et al., 2019b; Izadi et al., 2023). Agresif davranis sergileyen
GBM hiicrelerinin in vitro kosullarda koloni olusturma kapasitesi yiiksektir (Demircan et
al., 2021). Koloni olusturma kapasitesi azalmis GBM hiicrelerinin in vivo kosullarda
timdr olusturma yetenekleri de azalmaktadir (Wei et al., 2016). Dolayisiyla, bir anti-
kanser ajanin kanser hiicrelerinin koloni olusturma kapasitesini baskilamasi, timor
agresifliginin azaldigina isaret eden bir unsurdur. US7MG ve U251 GBM hiicre hatlar
lizerinde proteazom inhibitoérii uygulamasinin ardindan, hiicrelerin koloni olusturma
kapasiteleri azalmistir (Tang et al., 2019b). Tutarli bir bi¢imde, US7MG ve T98G
hiicrelerinin koloni olusturma kapasiteleri, IXaC uygulamasinin ardindan anlamli olarak
azald1 (Sekil 3.6a). U87MG hiicrelerinde kontrol grubunun olusturdugu ortalama koloni
sayis1 48 iken IXaC uygulamasi sonrasinda bu say1 22 olarak saptandi. T98G hiicrelerinin
kontrol grubunda olusturdugu ortalama koloni sayisi ise 54 idi. IXaC uygulamasinin
ardindan olusan ortalama koloni sayis1 3 olarak bulundu. IXaC uygulamasi tek basina

U87MG ve T98G hiicrelerinin koloni olusturma kapasitelerini anlamli bir sekilde azaltt1.

BA’nin tek basina uygulandigt GBM hiicrelerinde koloni olusturma kapasitesi
azalmaktadir (Bache et al., 2011). Benzer bir sekilde, BA tek basina U87MG ve T98G
hiicrelerinin koloni olusturma kapasitelerini azaltti. BA uygulanan US87MG ve T98G

hiicre hatlarinda koloni olusumu neredeyse tamamen baskilandi. Kombine uygulamada
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da benzer etki gozlendi. IXaC ve/veya BA uygulamasi, GBM hiicrelerinin koloni

olusturma kapasiteleri iizerinde anlaml1 bir baskilayici etkiye sahipti.
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Sekil 3.6. IXaC ve/veya BA’nin GBM hiicrelerinin koloni olusturma kapasitesi

ve invazyon yetenekleri tizerindeki etkileri

IXaC ve/veya BA’nin, GBM hiicrelerinin invazyon kapasiteleri tizerindeki etkisi
incelendi. GBM hiicrelerinde proteazom kompleksinin baskilanmasi sonucu invazyon
yeteneklerinin 6nemli 6l¢lide azaldigi rapor edilmistir (Di et al., 2016; Areeb et al., 2016).
U251 ve D54 GBM hiicre hatlarina marizomib uygulandiktan sonra bu hiicrelerin
invazyon yetenekleri dnemli dl¢lide azalir (Di et al., 2016). Literatiirle uyumlu olarak,
[XaC’nin tek basina US87TMG ve T98G GBM hiicrelerinin invazyon yeteneklerini
diisiirdligi saptandi (Sekil 3.6b). U87MG hiicrelerinde kontrol grubunda olusturulan
cizikler 24 saatte tamamen kapandi. U87MG kontrol grubunda 24 saatin sonunda
kapanma orant %99,99°du. IXaC uygulanan grupta ise kapanma orant %65,57 olarak

saptand1. T98G hiicre hattinda ise 48 saatin sonunda kapanma oran1 %79,49 idi. IXaC
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grubuna ait kapanma orani ise %41,75 olarak bulundu. GBM hiicrelerine tek basina

uygulanan IXaC GBM hiicrelerinin invazyon yeteneklerini anlamli sekilde baskiladi.

BA’nin farkli kanser tiirlerinde matriks metalloproteinaz enzimlerinin ifadelerini
azaltip TIMP-2 ifadesini artirarak, EMT siirecini engelledigi ve bdylece hiicrelerin
invazyon ve migrasyon yeteneklerini baskiladig: bildirilmistir (Zeng et al., 2018; Zeng et
al., 2019). BA’nin GBM hiicrelerinin de invaziv 6zelliklerini baskiladigi gosterilmistir
(Huang et al., 2025). Tutarlh bir bicimde, US87MG ve T98G GBM hiicre hatlarma tek
basina uygulanan BA invazyon yetenegini kisitladi. BA uygulanan gruplarda US7MG
hiicre hatti icin ortalama kapanma orami %43,64 iken, T98G hiicre hattinda ¢izik
yiizeyinde kapanma gozlenmedi. Kombine uygulama gruplarinda ise olusturulan ¢izigin
zaman icerisinde acildig1 gozlendi. 1XaC ve BA’nin birlikte uygulandigt GBM
hiicrelerinin invazyon kapasiteleri tek basina uygulandig1 gruplara kiyasla daha fazla

azaldi.

Kanser hiicreleri ti¢ boyutlu ortamda kiiltiire edildiklerinde holoklon, meroklon ve
paraklon olmak tizere ii¢ farkl tipte koloni olusturabilir (Beaver, 2012; Beaver et al.,
2014). Yiiksek ¢ogalma potansiyeline sahip, kiiciik ve siki paketlenmis hiicrelerden
olusan holoklon tip kolonilerin kok hiicre igerigi agisindan zengin oldugu
diistiniilmektedir. Meraklonlar biraz daha diizensiz dis hatta sahip, daha az siki olan
kolonilerdir. Paraklonlar ise tamamen daginik yogun olmayan kolonilerdir (Harper et al.,
2007). Tedavi ajam1 uygulandiktan sonra holoklonlarin sayisal olarak azalmasi kanser
hiicrelerine ait malin 6zelliklerin azalmasi olarak yorumlanmaktadir (Joseph et al., 2021).
[XaC ve/veya BA uygulamasiin ardindan GBM hiicrelerinin koloni morfolojilerindeki
degisimler soft agar testi ile degerlendirildi. Literatiirde, proteazom inhibitorlerinin soft
agar ortaminda GBM hiicrelerinin genel koloni sayisini azalttig1 gosterilmistir (Manton
et al.,, 2016; Yin et al., 2005). IXaC tek basina uygulandiginda U87MG ve T98G
hiicrelerinin genel koloni sayisin1 azaltti (Sekil 3.7a). U§7MG kontrol grubunda olusan
koloni sayist ortalama olarak 171 idi. IXaC grubunda meydana gelen koloni sayisi
ortalamasi ise 91 olarak tespit edildi. T98G kontrol grubunda olusan koloni sayisi
ortalamas1 280 idi. IXaC grubunda ise bu say1 151 idi. IXaC tek basina US7MG ve T98G

hiicrelerinin ti¢ boyutlu ortamdaki koloni olusturma kapasitelerini azaltt1.
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Sekil 3.7. Yumusak agar testi sonuglari

Tek basina uygulanan BA, US87MG ve T98G hiicrelerinin ii¢ boyutlu kiiltiir
ortaminda olusturdugu koloni sayisini genel olarak azaltti. Sadece BA uygulanan U87MG
hiicrelerinin olusturdugu koloni sayisi ortalamasi 50’idi. T98G hiicrelerinde ise sadece
BA uygulanan grubun koloni sayis1 ortalamasi 62 idi. Kombine uygulamada US7MG ve
T98G hiicrelerinin olusturdugu kolonilerin ortalama sayilar1 sirasyila 15 ve 86 idi.
U87MG hiicrelerinde kombine uygulama genel koloni olusumunu daha etkin bir bicimde
baskiladi. Ancak, T98G hiicre hattinda komine uygulama sonrasi olusan koloni sayis1 BA

uygulanan gruba kiyasla daha fazlaydi.

IXaC uygulamasmin ardindan koloni morfolojilerindeki degisimler incelendi
(Sekil 3.7b). US7MG kontrol grubunda olusan ortalama holoklon sayisit 84, meroklon

sayis1 40 ve paraklon sayisi 48 olarak saptandi. Buna karsin, IXaC grubunda olusan

37



ortalama holoklon sayis1 46, meroklon sayist 28 ve paraklon sayisi 18 idi. T98G
hiicrelerine ait kontrol grubunda ortalama 229 holoklon, 42 meroklon ve 9 paraklon
koloni meydana geldi. [XaC grubunda ise ortalama 101 holoklon, 34 meroklon, 16
paraklon olustu. Tek basina uygulanan IXaC, GBM hiicrelerinde holoklon tip kolonilerin

sayisini azaltti.

BA tek bagina uygulandiginda GBM hiicrelerinin koloni morfolojilerinde sayisal
degisim meydana geldi. Sadece BA uygulanan U87MG hiicrelerinde, olusan ortalama
holoklon sayis1 27, meroklon sayis1 11, paraklon sayisi ise 12 idi. T98G hiicrelerinde ise
ortalama 43 holoklon, 13 meroklon, 6 paraklon sayildi. BA, GBM hiicrelerinin holoklon
tip koloni sayisin1 diisiirdii. Kombine uygulama yapilan US87MG hiicrelerinde olusan
ortalama holoklon, meroklon ve paraklon sayilar sirasiyla 8, 7, ve 1 tir. T98G
hiicrelerinde ise bu ortalama sayisal degerler sirasiyla 29, 45, ve 12 dir. IXaC ve/veya BA
uygulanan GBM hiicrelerinde gerceklesen koloni morfoloji degisimleri, agresif

ozelliklerin baskilandgina isaret edebilir.
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4. SONUC VE ONERILER

4.1. Sonuc¢

GBM, genellikle yetigkinler arasinda en sik goriilen oldukc¢a agresif davranigli bir
beyin tiimoriidiir. Oldukga kotii bir prognoza sahip olan GBM’de tedavi etkinligi, tedavi
siirecini takiben gelisen diren¢ nedeniyle onemli Olgiide smirlanmaktadir. GBM
tedavisine yonelik yeni terapdtik ajanlarin tanimlanmasi, hastaligin agresif yapisi ve

sinirli tedavi segenekleri g6z 6niine alindiginda kritik bir dneme sahiptir.

Bu c¢aligmada, gergeklestirilen biyoinformatik analizler sonucunda UPM
mekanizmasinin GBM igin bir terapdtik hedef olabilecegi dne siiriildii. Bu amagla, [XaC
GBM hiicrelerinde proteazom kompleksinin baskilanmasi i¢in secilirken, BA
ubikitinasyonun baskilanmasi i¢in se¢ildi. Her bir ajan tek basina veya kombine olarak
GBM hiicrelerine uygulandiginda, anlamli bir bicimde anti-proliferatif etki sergiledi.
GBM hiicrelerinde iki ilag arasindaki etkilesim tiirii ilave etkiydi. IXaC veya BA
uygulanan GBM hiicrelerinde, her bir ajanin hedefledigi mekanizmaya iliskin genlerin
ifadeleri tanimlandi. Ozellikle IXaC uygulanan GBM hiicrelerinde proteazom kompleksi
ile iligkili genlerin ifadesindeki azalmaya ragmen anti-kanser etkinin meydana gelmesi,
ifade azaliginin bu inhibitoriin GBM hiicreleri tizerindeki etkinligini degistirmedigini
gosterdi. Belirtilen ajanlar, GBM hiicrelerinde apoptozu indiikleyerek ve hiicre
dongiisiinli durdurarak anti-kanser etkinlik olusturdu. IXaC her iki GBM hiicre hattinda
G2/M fazinda tutuklanmaya neden olurken, BA hiicre hattina bagl olarak hiicre
dongiisiinii farkli fazlarda durdurdu. Kombine uygulama genel olarak her iki hiicre
hattinda hiicre dongiisiinii G2/M fazinda durdurdu. Bununla birlikte, kombine uygulama
T98G hiicrelerinde ayrica S fazi tutuklanmasini da indiikledi. IXaC ve/veya BA, GBM
hiicrelerinin invazyon yeteneklerini ve koloni olusturma kapasitelerini énemli dlglide
azaltti. Ancak, KBB’yi gecebilen IXaC ve BA nin GBM hiicrelerindeki etkilesim tiirliniin
sinerjistik olmamas1 6nemli bir dez avantajdir. Buna ragmen, sonuglar IXaC ve/veya

BA’nin GBM hiicrelerinde giiclii bir anti-kanser etki gosterdigini ortaya koymustur.
4.2. Oneriler

UPM mekanizmas: incelendiginde, protein degredasyonu igin proteazom
kompleksinin kendisi kadar ubikitinasyon basamagi da kritik bir rol oynar. Bu nedenle,

kombine uygulamada BA’nin yerine, ubikitinasyon basamagin1 dogrudan spesifik bir
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bicimde inhibe edebilecek baska bir ajanin kullanilmas: IXaC’nin etkinligi daha fazla

arttirabilir.

IXaC ve/veya BA’nin GBM iizerindeki anti-kanser etkilerinin in vivo modellerde
dogrulanmasi, bu ajanlarin klinik agidan tagidigi potansiyelin agik¢a belirlenmesine katk1

saglayacaktir.
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