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ÖZET 

YÜKSEK LİSANS TEZİ 

İKSAZOMİB SİTRAT VE BETÜLİNİK ASİDİN GLİOBLASTOM HÜCRELERİ 
ÜZERİNDEKİ ANTİ-KANSER ETKİNLİKLERİNİN TANIMLANMASI 

Mustafa KARABABA 

Erzurum Teknik Üniversitesi 

Fen Bilimleri Enstitüsü 

Moleküler Biyoloji ve Genetik Ana Bilim Dalı 

 
Danışman: Doç Dr. Hasan Onur ÇAĞLAR 

Glioblastom (GBM), genellikle yetişkinler arasında en sık görülen oldukça agresif 
davranışlı bir beyin tümörüdür. GBM tümörleri standart tedavi yaklaşımlarına hızlı bir 
şekilde direnç geliştirdiği için yeni terapötik hedeflerin bulunması oldukça önemlidir. Bu 
çalışmada, GBM hücrelerinde ubikitin-proteazom mekanizmasının (UPM) terapötik 
potansiyeli incelendi. Ardından bu mekanizmayı hedef alabilecek iksazomib sitrat (IXaC) 
ve betülinik asit (BA) olası inhibitör ajanlar seçildi. Belirtilen ajanların U87MG ve T98G 
hücrelerinde tek başına ve birlikte gösterdiği anti-kanser etkinlikleri tanımlandı. Anti-
proliferatif etki, hücre canlılığı tespit kiti (CVDK-8) kullanılarak değerlendirildi. 
Ajanların hedef genlerin mRNA ifadeleri üzerindeki etkileri gerçek zamanlı kantitatif 
PCR (RT-qPCR) yöntemi ile tanımlandı. IXaC ve/veya BA’nın GBM hücrelerinin 
apoptoz ve hücre döngüsü profilleri üzerindeki etkisi akış sitometri yöntemi ile 
tanımlandı. IXaC ve/veya BA uygulamaları sonrasında, GBM hücrelerinin malin 
davranışındaki değişimler klonojenik, yara iyileşme ve soft agar testleri ile belirlendi. 
IXaC ve/veya BA GBM hücrelerinde anti-proliferatif etki meydana getirdi. Her iki ajan 
kombine uygulandığında, GBM hücrelerinde ekleyici etki oluşturdu. IXaC ve/veya BA 
uygulanan GBM hücreleri apoptoza sürüklendi. Belirtilen ajanların, GBM hücrelerinde 
hücre döngüsünü farklı fazlarda durdurduğu tespit edildi. IXaC ve/veya BA GBM 
hücrelerinin invazyon ve koloni oluşturma kapasitelerini anlamı bir biçimde düşürdü. 
Sonuçlar, GBM de UPM mekanizmasının hedef alınmasının anti-kanser etki 
oluşturduğuna ve sınırlı tedavi seçenekleri düşünüldüğünde, alternatif tedavi seçeneği 
olabileceği konusunda umut vermektedir.   

Anahtar Kelimeler: Betülinik asit, Glioblastom, İksazomib 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 ÇAĞLAR 

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 U87MG 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. 



 

v 

İÇİNDEKİLER 

ÜRETKEN YAPAY ZEKÂ VE ETİK KURALLARA UYGUNLUK BEYANI ....... i 

TEŞEKKÜR .................................................................................................................... ii 

ÖZET ............................................................................................................................... iii 

ABSTRACT .................................................................................................................... iv 

İÇİNDEKİLER ............................................................................................................... v 

TABLOLAR DİZİNİ .................................................................................................... vii 

ŞEKİLLER DİZİNİ ..................................................................................................... viii 

KISALTMALAR VE SİMGELER DİZİNİ ................................................................ ix 

1. GİRİŞ ........................................................................................................................... 1 

1.1. Glioblastom ........................................................................................................... 1 

1.2. GBM’de Tedav൴ Yöntemler൴ .................................................................................. 3 

1.3. Ub൴k൴t൴n-Proteazom Mekan൴zması ......................................................................... 4 

1.4. Ub൴k൴t൴n-Proteazom Mekan൴zmasının GBM’dek൴ Rolü ........................................ 7 

1.5. UPM Mekan൴zmasına İl൴şk൴n “In S৻l৻co” Anal൴z ................................................... 9 

1.6. İksazom൴b S൴trat (IXaC) ...................................................................................... 10 

1.7. Betül൴n൴k As൴d൴n (BA) GBM Hücreler൴ Üzer൴ndek൴ Etk൴ler൴ ............................... 11 

2. MATERYAL VE METOT ........................................................................................ 14 

2.1. “In-silico” Analizler ............................................................................................ 14 

2.2. Hücre Kültürü ...................................................................................................... 15 

2.3. IC50 Konsantrasyonlarının Bel൴rlenmes൴ ............................................................. 15 

2.4. Komb൴ne (IXaC+BA) İlaç Uygulaması ............................................................... 15 

2.5. Total RNA İzolasyonu ......................................................................................... 16 

2.6. cDNA Sentez൴ ve RT-qPCR ................................................................................. 17 

2.7. Apoptozun Akış S൴tometr൴ Aracılığı ൴le Tanımlanması ....................................... 19 

2.8. Hücre Döngüsü Prof൴ller൴n൴n Akış S൴tometr൴ Aracılığı ൴le Bel൴rlenmes൴ .............. 20 

2.9. Yara İy൴leşme Test൴ .............................................................................................. 20 

2.10. Klonojen൴k Test ................................................................................................. 21 

2.11. Yumuşak Agar Test൴ ........................................................................................... 21 

3. BULGULAR VE TARTIŞMA ................................................................................. 23 

3.1. “In s৻l৻co” Yöntemlerle İlaç Hedefler൴n൴n Bel൴rlenmes൴ ...................................... 23 

3.2. IXaC ve/veya BA GBM Hücreler൴ Üzer൴nde Ant൴-prol൴ferat൴f Etk൴ Göster൴r ...... 27 



 

vi 

3.3. IXaC veya BA Proteazom Kompleks൴ ve E1 Enz൴m Alt Ün൴tes൴n൴n Gen 

Düzey൴ndek൴ İfadeler൴n൴ Değ൴şt൴r൴r ....................................................................... 30 

3.4. IXaC ve/veya BA GBM Hücreler൴nde Apoptozu İndükler ve Hücre Döngüsü 

Blokajına Neden Olur .......................................................................................... 31 

3.5. IXaC ve/veya BA GBM Hücreler൴n൴n Kolon൴ Oluşturma ve İnvazyon 

Kapas൴teler൴n൴ Azaltır ........................................................................................... 34 

4. SONUÇ VE ÖNERİLER .......................................................................................... 39 

4.1. Sonuç ................................................................................................................... 39 

4.2. Öneriler ................................................................................................................ 39 

KAYNAKÇA ................................................................................................................. 41 

  

 

 

 

 

 

 

 

 



 

vii 

TABLOLAR DİZİNİ  

Tablo 2.1. Kombinasyon (IXaC+BA) çalışmasında uygulanan konsantrasyonlar ........ 16 

Tablo 2.2. cDNA sentezi reaksiyon içeriği .................................................................... 17 

Tablo 2.3. cDNA sentezi ısıl koşulları ........................................................................... 18 

Tablo 2.4. RT-qPCR reaksiyonlarında kullanılan primer dizileri .................................. 18 

Tablo 2.5. RT-qPCR reaksiyonu ısıl koşulları ............................................................... 19 

Tablo 3.1. IXaC ve BA’nın GBM hücreler൴nde tanımlanan IC50 konsantrasyonları ..... 29 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

viii 

ŞEKİLLER DİZİNİ 

Şekil 1.1. KEGG veri tabanında ubikitinasyon sürecinin şematize gösterimi .................. 5 

Şekil 1.2. KEGG veri tabanında 26S proteazom yapısının şematize gösterimi ............... 6 

Şekil 3.1. 26S proteazom kompleksinde terapötik hedef olabilecek proteinlerin seçilmesi

 ....................................................................................................................... 24 

Şekil 3.2. GBM hücrelerinde ubikitinasyonun baskılanmasına yönelik potansiyel ilaçların 

seçilmesi ........................................................................................................ 26 

Şekil 3.3. IXaC ve BA’nın GBM hücreleri üzerindeki anti-proliferatif etkileri ve ilaç–ilaç 

etkileşim türü ................................................................................................. 28 

Şekil 3.4. IXaC veya BA uygulanan T98G ve U87MG hücrelerinde PSMD8, UBA2, 

PSMC6 ve PSMB5 genlerinin mRNA düzeyindeki ifade değişimleri .......... 30 

Şekil 3.5. IXaC ve/veya BA’nın GBM hücrelerinin apoptoz ve hücre döngüsü profilleri 

üzerindeki etkileri .......................................................................................... 33 

Şekil 3.6. IXaC ve/veya BA’nın GBM hücrelerinin koloni oluşturma kapasitesi ve 

invazyon yetenekleri üzerindeki etkileri ........................................................ 35 

Şekil 3.7. Yumuşak agar testi sonuçları .......................................................................... 37 

 

 



 

ix 

KISALTMALAR VE SİMGELER DİZİNİ 

BA Betülinik Asit 

cDNA Komplementer DNA 

CI Komb൴nasyon İndeks൴ 

CVDK-8 Hücre Canlılığı Tespit Kiti 

D2HG D-2-Hidroksiglutarat 

DGIdb “Integrat৻on of the Drug-Gene Interact৻on Database” 

DMNC “Dens৻ty of Max৻mum Ne৻ghborhood Component” 

EGFR Ep൴dermal Büyüme Faktörü Reseptörü  

ER Endoplazmik Retikulum  

GBM Glioblastom 

Gy “Gray” 

HPRT1 Hipoksantin Fosforiboziltransferaz 1 

IC50 Yarı-Maksimum İnhibe Edici Konsantrasyon 

IDH İzos൴trat Deh൴drogenaz 

IXA İksazomib 

IXaC İksazomib Sitrat 

KBB Kan-Bey൴n-Bar൴yer൴ 

KEGG “Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes” 

MCC “Max৻mal Cl৻que Central৻ty” 

MDM2 “Murine Double Minute 2” 

mg  Miligram  

MGMT O-6-Met൴lguan൴n-DNA Met൴ltransferaz 

mM  Milimolar 

MNC “Max৻mum Ne৻ghborhood Component” 

NADP Nikotinamid Adenin Dinükleotit Fosfat 

nM Nanomolar  

º Derece 

PCR  Polimeraz Zincir Reaksiyonu  

PPI Protein-Protein Etkileşim Ağı 

PSMB5 Proteazom 20S Alt Birimi Beta 5 

PSMC6 Proteazom 26S Alt Birimi, ATPaz 6 

PSMD8 26S Proteazom ATPaz Dışı Düzenleyici Alt Birim 8 



 

x 

PTEN Protein Tirozin Fosfotaz ve Tensin Homoloğu 

RNA  Ribonükleikasit 

ROS Reaktif Oksijen Türleri 

RTK Tirozin Kinaz Reseptörü  

Sp1 Spes൴f൴k Prote൴n 1 

TCGA “The Cancer Genome Atlas” 

TMZ Temozolomid 

TP53 Tümör Proteini 53 

UBA2 Ubiquitin Benzeri Aktive Edici Enzim 2 

UPM Ub൴k൴t൴n-Proteazom Mekan൴zması 

UPR Katlanmamış Protein Yanıtı 

v/v Hac൴m/Hac൴m 

w/v Ağırlık/Hac൴m 

WHO Dünya Sağlık Örgütü 

αKG α-ketoglutarat 

μg Mikrogram  

μL  Mikrolitre  

μM   Mikromolar  

 

 



 

1 

1. GİRİŞ 

Kanser, 21. yüzyılda ekonomiyi, halk sağlığını ve toplumu etkileyen önemli bir 

sorundur. Dünya çapında ölümlerin %16,8’i kanser kaynaklı gerçekleşmektedir (Bray et 

al., 2024). Araştırmalar, kanserin genom düzeyindeki değişikliklerden kaynaklanan bir 

hastalık olduğunu göstermektedir. Kanserli hücrelerde, hücre bölünmesini sağlayan ve 

buna karşı gerektiğinde hücre bölünmesini baskılayan mekanizmalarda bazı değişimler 

meydana gelmektedir. Bulunduğu organa spesifik olarak ortaya çıkan alt tipleri dahil 

100’den fazla kanser türü vardır (Hanahan & Weinberg, 2000). Sağlıklı hücrelerde 

gerçekleşen genomik değişimler sonrası apoptoz adı verilen programlı hücre ölümü 

baskılanarak karsinogenez süreci başlayabilir. Apoptoz mekanizmasından kaçış 

gösterebilen transforme hücreler, normal doku içerisine yayılım gösterip tümör dokusu 

oluşturabilir (Elmore, 2007). Tümör dokusunun, yüksek çoğalma potansiyeline sahip kök 

hücre benzeri davranış sergileyen hücreleri içerdiği bilinmektedir. Bu özel hücre içeriği 

sayesinde tümörler, anormal bir şekilde kendilerini yenileme yeteneğine sahiptir ve 

oldukça agresif davranış sergileyebilirler (Reya et al., 2001). Programlı hücre ölümünden 

kaçabilmeleri ve tümör büyümesi ile ilişkili sinyal yolaklarının aşırı bir şekilde aktive 

olması kanser hücrelerinin sergilediği özelliklerdir. Bu gibi nedenlerden dolayı 

geleneksel kanser tedavileri genellikle yetersiz kalmaktadır. Ayrıca tedavinin kendisi 

sağlıklı hücrelere de zarar verdiği için ciddi yan etkilere sebep olmaktadır (Zafar et al., 

2025).  

1.1. Glioblastom 

Glioblastom (GBM), genellikle yetişkinler arasında en sık görülen oldukça agresif 

davranışlı bir beyin tümörüdür (Sherman et al., 2024). Dünya sağlık örgütü (WHO), IV. 

derece astrositomları GBM olarak sınıflandırmıştır ve merkezi sinir sistemi tümörlerinin 

yaklaşık %50’sini oluşturmaktadır (Grochans et al., 2022). Bu glioma türü oldukça kötü 

bir prognoza sahiptir. GBM hastalarının tedavi sonrası ortalama sağkalım süreleri 12-15 

aydır (Stupp et al., 2005). GBM tümörleri standart tedaviye karşı hızlı bir biçimde direnç 

geliştirmektedir (Osuka & Van Meir, 2017). Bu nedenle, günümüzdeki standart tedavi 

yaklaşımları GBM hastaları için hala yetersiz kalmaktadır. Temozolomid (TMZ) ve 

radyoterapinin birlikte uygulandığı standart tedavi sonrası hastaların 1, 5 ve 10 yıl için 

gösterdiği sağkalım oranları sırasıyla %40,9, %6,6 ve %4,3’tür (Low et al., 2022).  
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GBM hastalarına yönelik mevcut tedavi seçeneklerinin geliştirilmesi oldukça 

önemli ve ilgi çeken bir konudur (Rodgers et al., 2024). GBM tedavisi, cerrahi, 

radyoterapi ve bir kemoterapi ajanı olan TMZ’nin kombine kullanımını içermektedir 

(Stupp et al., 2005). Bu multimodal tedavi yöntemine rağmen, moleküler heterojenite 

sergileyen GBM tümörlerinin tedaviye karşı direnç geliştirmesi GBM hastalarının tedavi 

başarısını düşürmektedir (Singh et al., 2025). GBM hastalarında genel olarak kullanılan 

kemoterapi ajanı TMZ’dir. TMZ, guaninin N-7 veya O-6 pozisyonuna alkil grubu transfer 

ederek DNA hasarı oluşturur (Kaina & Christmann, 2019). TMZ etkili bir kemoterapi 

ajanı olmasına rağmen, GBM hücrelerinde gerçekleşen genetik değişimlere bağlı olarak 

genellikle TMZ direnci gelişir ve bu durum hastalığın tedavi başarısını olumsuz şekilde 

etkiler (Singh et al., 2021).  

GBM tümörlerinde bir takım genetik değişimler tanımlanmıştır ve bu değişimler 

tedavi direnci ile ilişkilendirilmiştir. GBM’de, IDH1/2, TP53, MGMT, EGFR ve PTEN 

gibi genlerde meydana gelen mutasyonların GBM progresyonu ve tedavi yanıtını 

belirlediği rapor edilmiştir (Montemurro, 2020). de nova GBM tümörleri çoğunlukla IDH 

gen mutasyonlarını barındırmaz. Buna karşın, IDH mutasyonu içeren GBM tümörleri ise 

ikincil olarak gelişir. Tümörlerinde IDH mutasyonu barındıran GBM hastaları, bu 

mutasyonu taşımayan hastalara kıyasla daha iyi bir prognoz sergiler (Ohgaki & Kleihues, 

2013). IDH1 ve IDH2 enzimleri NADP+ ve NADPH dengesini koruyarak hücreyi 

oksidatif strese karşı korur (Sharma et al., 2023). IDH mutasyonları, enzimin normal 

ürünü olan α-ketoglutarat (αKG) yerine onkometabolit D-2-hidroksiglutarat (D2HG) 

üretmesine neden olan kazanılmış bir fonksiyon değişikliğiyle karakterize edilir 

(Kayabolen et al., 2021). D2HG, epigenetik düzenleme ve hücresel farklılaşmada rol 

oynayan αKG bağımlı dioksijenaz enzimlerini inhibe eder. Bu durum, epigenetik 

mekanizmaların yeniden düzenlenmesine ve hücre farklılaşmasının engellenmesine yol 

açarak tümör ilerlemesini yavaşlatmaktadır (Roda et al., 2024).  

MGMT, özellikle guaninin O6 pozisyonuna transfer edilen alkil gruplarını 

uzaklaştıran bir DNA onarım enzimdir. TMZ, guaninin N-7 ve O-6 pozisyonlarına metil 

grubu ekleyerek DNA hasarına neden olur (Kaina & Christmann, 2019). GBM 

hücrelerinde MGMT’nin doğrudan bu metil gruplarını uzaklaştırması TMZ etkinliğini 

azaltır. Neticede, MGMT geninin promotör bölgesinde meydana gelen hipermetilasyon, 

bu genin ifade düzeyini azalttığı için TMZ etkinliğini arttırır ve hastalığın prognozunu iyi 

bir şekilde etkiler (Montemurro, 2020). GBM’deki bir diğer prognostik faktör ise EGFR 
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mutasyonlarıdır. EGFR, hücrelerin hayatta kalması ve bölünmesinde rol oynayan bir 

tirozin kinaz reseptörüdür (Carpenter et al., 1978). GBM tümörlerinin yarısından 

fazlasında EGFR’nin mutasyonel olarak aktif izoformu ifade edilmektedir (Shinojima et 

al., 2003). Mutasyonlara ek olarak, GBM tümörlerinde bu gen amplifikasyona 

uğramaktadır (Shinojima et al., 2003). EGFR amplifikasyonu GBM’de invazyon, tümör 

büyümesi ve tedaviye karşı direnç gelişimine neden olur (Talasila et al., 2013; Schulte et 

al., 2013). EGFR’nin glioma hücrelerinde glutamin metabolizmasında rol aldığı 

bilinmektedir (Tanaka et al., 2015). Glutaminden elde edilen glutamat, αKG’nin öncüsü 

olarak görev alır ve bu sebeple GBM tümör büyümesini teşvik eder (Tanaka et al., 2015).  

DNA onarımı, apoptoz, hücre büyümesi gibi kritik süreçlerde görev alan p53 

proteini, tümör baskılayıcı bir işlev görür ve TP53 geni tarafından kodlanır. TP53 geninin 

mutasyona uğraması GBM tümörlerinde sıkça karşılaşılan bir durumdur (Di Nunno et al., 

2024). Fonkisyonel p53 varlığı, hücre büyümesi ve bölünmesini kısıtlayacağı için 

kanserli hücrelerde p53 proteini ubikitinasyon yoluyla işaretlenerek proteazomal yıkıma 

uğrar (Ortiz et al., 2023). Normal koşullarda, p53’ün fonksiyonel olarak baskılanması 

MDM2 düzenleyici proteini tarafından gerçekleşir. MDM2, proteazomal yıkım için 

p53’ü ubikitinle işaretleyen bir E3 ubikitin ligaz enzimidir (Ortiz et al., 2023). 

Amplifikasyona bağlı olarak MDM2’nin aşırı düzeyde ifade edilmesi, p53 aktivitesinin 

baskılanmasına ve buna bağlı olarak GBM hücrelerinin apoptozdan kaçmasına neden 

olmaktadır. Bununla birlikte, aşırı MDM2 ifadesi, GBM hastalarında kötü prognoz ile 

ilişkilendirilmiştir (Ranuncolo et al., 2004).  

GBM’de tanımlanan genetik değişimler, bir tedavi hedefi olmaktan çok 

prognozun ve ilaç yanıtının değerlendirilmesinde kullanılan biyolojik belirteçlerdir. Bu 

bakımdan, GBM tedavisinde kullanılabilecek sınırlı sayıda terapötik hedef 

tanımlanmıştır. GBM tedavisinde kullanılabilecek yeni hedeflerin ve bunlara yönelik ilaç 

etkinliklerinin tanımlanması, alternatif tedavi ajanlarının geliştirilmesine ve mevcut 

tedavi etkinliğinin artırılmasına katkı sağlayacaktır.  

1.2. GBM’de Tedav൴ Yöntemler൴ 

GBM ൴ç൴n geleneksel tedav൴ yaklaşımı; cerrah൴ rezeks൴yon, radyoterap൴ ve 

kemoterap൴d൴r. GBM tedav൴s൴nde radyoterap൴ genell൴kle TMZ ൴le b൴rl൴kte eş zamanlı 

olarak uygulanmaktadır (Stupp et al., 2005; Sadowsk൴ et al., 2024). Bu mult൴modal tedav൴ 

b൴ç൴m൴ tüm GBM hastaları ൴ç൴n geçerl൴ değ൴ld൴r. Tümörün bey൴n dokusundak൴ 
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lokal൴zasyonu ve kan-bey൴n-bar൴yer൴n൴n (KBB) varlığına bağlı olarak bazı tedav൴ 

yöntemler൴ elver൴şl൴ olmayab൴l൴r (Sadowsk൴ et al., 2024). Çalışmalar, GBM tümörler൴ne 

uygulanan cerrah൴ müdahalen൴n hasta sağ kalım oranlarını arttırdığını ortaya koymaktadır 

(Wolbers, 2014; R൴os et al., 2024). Cerrah൴ rezeks൴yonu tak൴ben GBM hastalarına 

radyoterap൴n൴n kemoterap൴ ൴le b൴rl൴kte uygulanması sağkalım süreler൴n൴ 3-4 haftadan 7-12 

aya kadar uzatmaktadır (Stupp et al., 2005). Bu stratej൴ tek başına uygulanan kemoterap൴ 

veya cerrah൴ müdahalen൴n etk൴s൴n൴ arttırmaktadır. Radyoterap൴de toplam 60 Gy’l൴k 

radyasyon dozu, 6 hafta boyunca her b൴r uygulamada 2 Gy olacak şek൴lde hastalara 

uygulanır (Cabrera et al., 2016). GBM hastalarına uygulanan kemoterap൴ tedav൴s൴ 

genell൴kle TMZ kullanılarak gerçekleşt൴r൴l൴r. Radyoterap൴ sırasında haftada yed൴ gün 

boyunca 75 mg/m2 doz TMZ hastalara ver൴l൴r (Stupp et al., 2005). Kan-bey൴n-bar൴yer൴nden 

geçeb൴lmes൴ ve DNA’da oldukça fazla hasar oluşturması neden൴yle, TMZ kemoterap൴ 

ajanı olarak GBM hastalarının tedav൴s൴nde yaygın b൴r şek൴lde kullanılmaktadır (Bao et al., 

2024).   

1.3. Ub൴k൴t൴n-Proteazom Mekan൴zması 

Ub൴k൴t൴n-proteazom mekan൴zması (UPM), yanlış katlanmış, oks൴tlenm൴ş veya 

herhang൴ b൴r şek൴lde hasar almış prote൴nler൴n parçalanmasını sağlar. UPM aracılığı ൴le 

çeş൴tl൴ prote൴nler൴n yıkılması apoptoz, hücre döngüsü ve hücre farklılaşması g൴b൴ çeş൴tl൴ 

b൴yoloj൴k süreçler൴n düzenlenmes൴nde rol oynar (Bhat et al., 2022). Ub൴k൴t൴n, hasarlı 

prote൴nler൴ proteazom kompleks൴ne yönlend൴r൴r. Ubikitinasyon sürecinde ligaz (E3), 

konjuge edici (E2) ve aktive edici enzimler (E1) görev alır (L൴ao et al., 2024). Burada, 

ubikitinin hedef proteine bağlanması proteazom kompleksine aktarılmasını sağlar. 

Proteazomal yıkım gerçekleşmeden önce, ub൴k൴t൴n parçalanma ൴şlem൴ne alınacak hedef 

prote൴nden uzaklaştırılır. Ub൴k൴t൴n ൴çerd൴ğ൴ yed൴ farklı l൴z൴n rez൴düsü ൴le fonks൴yon göster൴r. 

Bununla b൴rl൴kte, am൴no-term൴nal kısmı molekülün pol൴mer൴k z൴nc൴rler oluşturab൴lmes൴ 

൴ç൴n potans൴yel bağlanma bölgeler൴n൴ ൴çer൴r. Ub൴k൴t൴nasyon, l൴z൴n rez൴düler൴ne bağlı olarak 

mono- veya pol൴-ub൴k൴t൴nasyon şekl൴nde gerçekleş൴r (L൴ao et al., 2024). Prote൴nler൴n tek 

b൴r ub൴k൴t൴n ൴le ൴şaretlenmes൴ (mono-ub൴k൴t൴nasyon) genell൴kle onları yıkıma uğratmak 

yer൴ne fonks൴yonlarını düzenler. B൴rçok ub൴k൴t൴n ൴le ൴şaretlenen prote൴nler (pol൴-

ub൴k൴t൴nasyon) ൴se proteazom kompleks൴ tarafından degredasyona uğrar (Fukush൴ma et al., 

2015; Wang et al., 2019; Sr൴vastava et al., 2017). Ub൴k൴t൴nasyon sürec൴, E1 enz൴m൴n൴n 

ub൴k൴t൴n൴ akt൴ve ederek kend൴s൴ne bağlamasıyla başlar. Ardından akt൴ve ed൴lm൴ş ub൴k൴t൴n, 
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E2 konjugasyon enz൴m൴ne aktarılır. Bu aşamada E2 enz൴m൴, E3 ub൴k൴t൴n l൴gaz ൴le 

etk൴leş൴me geçerek ub൴k൴t൴n൴n hedef prote൴ne kovalent olarak bağlanmasını sağlar (Şek൴l 

1.1.).  

 

Şekil 1.1. KEGG ver൴ tabanında ub൴k൴t൴nasyon sürec൴n൴n şemat൴ze göster൴m൴  

Ardışık olarak gerçekleşen enz൴mat൴k ൴şlemler൴n sonucunda, hedef prote൴n൴n l൴z൴n 

rez൴düsündek൴ yan z൴nc൴r ε-am൴no grubu ൴le ub൴k൴t൴n൴n C-term൴nal bölges൴ bağlanır (L൴ao 

et al., 2024). Buna ek olarak, ub൴k൴t൴nasyon sürec൴ ger൴ dönüşümlü b൴r mekan൴zmadır. Bu 

durum, hedef prote൴nlerden ub൴k൴t൴n൴n deub൴k൴t൴nazlar tarafından uzaklaştırılab൴lmes൴n൴ 

sağlar (L൴u et al., 2024). Ub൴k൴t൴nlenm൴ş prote൴nler൴n, proteazom kompleks൴ne bağlanma 

af൴n൴tes൴ yüksekt൴r. İşaretlenm൴ş prote൴n൴n proteazom kompleks൴ne aktarılması sadece 

ub൴k൴t൴n z൴nc൴r൴ yardımıyla gerçekleşeb൴l൴r. Ub൴k൴t൴n ൴le ൴şaretlenm൴ş prote൴n, proteazoma 

bağlandıktan sonra ATP h൴drol൴z൴ gerçekleş൴r ve küçük pept൴t parçalarına ayrılır (Peth et 

al., 2010).  

20S proteazom yapısı, her b൴r൴ yed൴ alt b൴r൴mden oluşan ൴k൴ adet dış α halkası ve 

൴k൴ adet ൴ç β halkasından meydana gel൴r (Dav൴dson & P൴cker൴ng, 2023). Bu halkalar αββα 

konf൴gürasyonunda düzenlenm൴şt൴r (Şek൴l 1.2.). 
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Şekil 1.2. KEGG veri tabanında 26S proteazom yapısının şemat൴ze göster൴m൴ 

Kompleks൴n α halkası hedef prote൴nler൴n g൴r൴ş൴n൴ düzenler. Katlanmış halde 

bulunan hedef prote൴nler, açık poz൴syondak൴ α halkası aracılığıyla β halkasına gönder൴l൴r. 

β halkasında yer alan β1 kaspaz-benzer൴ (PSMB1), β2 tr൴ps൴n-benzer൴ (PSMB2) ve β5 

k൴motr൴ps൴n-benzer൴ (PSMB5) alt b൴r൴mler hedef prote൴n൴ parçalar (Dav൴dson & P൴cker൴ng, 

2023). Kompleks൴n β1 alt b൴r൴m൴ as൴d൴k am൴no as൴tler൴n pept൴t bağlarını h൴drol൴ze ederken; 

β2 baz൴k am൴no as൴tler൴n pept൴t bağlarını ve β5 ൴se h൴drofob൴k am൴no as൴tler൴n pept൴t 

bağlarını parçalamaktadır (Jang, 2018). Proteol൴t൴k akt൴v൴teler sonucunda, hedef prote൴nler 

ortalama uzunlukları 3-25 am൴no as൴t arasında değ൴şen küçük pept൴tlere parçalanır (Jang, 

2018). 26S’l൴k yapı ൴se, 20S proteazomdak൴ dış α halkalarına bağlı b൴r şek൴lde bulunan 

19S’l൴k b൴r kapak yapısı ൴çer൴r (Bard et al., 2018). 19S kapak yapısı, ub൴k൴t൴nlenm൴ş 

prote൴nlere bağlanır ve bu prote൴nler൴ 20S’l൴k yıkım yapısına gönder൴r. 19S’l൴k yapı 

ub൴k൴t൴n൴n bağlanması ve ayrılmasından sorumlu çok sayıda alt b൴r൴m൴ ൴çer൴r. Kapak yapısı, 

altı farklı ATPaz’dan oluşan AAA+ motor ve N-term൴nal halkadan meydana gel൴r (Bard 
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et al., 2018). ATP’n൴n h൴drol൴z൴ hedef prote൴nler൴n mekan൴k olarak 20S proteazoma 

taşınmalarını sağlar (Sm൴th et al., 2007; Köhler et al., 2001).  

Ub൴k൴t൴nasyon sürec൴ veya proteazom kompleks൴n൴n baskılanması GBM 

hücreler൴nde ant൴-prol൴ferat൴f etk൴ meydana get൴r൴r (Manton et al., 2016; Wu et al., 2023). 

Bu nedenle, bel൴rt൴len hücresel olayları yöneten kompleksler൴n her b൴r൴ GBM tedav൴s൴ ൴ç൴n 

hedef olab൴l൴r.    

1.4. Ub൴k൴t൴n-Proteazom Mekan൴zmasının GBM’dek൴ Rolü 

Proteazomlar, pro-apoptot൴k ve hücre döngüsü düzenley൴c൴ prote൴nler൴n 

degredasyonunu doğrudan veya dolaylı olarak düzenleyeb൴l൴r (Fr൴cker, 2020; Nunes & 

Annunz൴ata, 2017). NF-κB s൴nyal yolağı UPM mekan൴zması ൴le yakından ൴l൴şk൴l൴d൴r. 

Hücreler൴n hayatta kalmasını destekleyen ant൴-apoptot൴k ve adapt൴f yanıtları düzenleyen 

NF-κB prote൴nler൴ transkr൴ps൴yon faktörler൴d൴r. NF-κB kanon൴k yolağının akt൴vasyonu ൴ç൴n 

IKB prote൴nler൴n൴n proteazom bağımlı yıkımı gerçekleşmel൴d൴r. IKB’n൴n ub൴k൴t൴nlenmes൴ 

ve proteazom tarafından parçalanması, NF-κB’n൴n nükleus ൴çer൴s൴ne g൴rmes൴ne hücre 

sağkalımı ൴ç൴n gerekl൴ olan hedef genler൴ ൴fade etmes൴ne olanak sağlar (Nunes & 

Annunz൴ata, 2017; Fr൴cker, 2020). Bununla b൴rl൴kte, aşırı DNA hasarının oluştuğu 

durumda, hücrey൴ apoptoza götüren p53 veya NOXA g൴b൴ apoptot൴k prote൴nler൴n 

proteazom tarafından parçalanması, kanser hücreler൴nde apoptozu baskılayarak tümör 

progresyonunu destekler (Nunes & Annunz൴ata, 2017). Bu nedenle, UPM 

mekan൴zmasının baskılanması tümör baskılayıcı prote൴nler൴n hücresel yıkımını 

engelleyerek apoptozu ൴ndükleyeb൴l൴r. Bu bakımdan, UPM mekan൴zmasının kend൴s൴ 

kanser tedav൴s൴ ൴ç൴n etk൴l൴ b൴r hedef olma potans൴yel൴ taşır.     

Hücre döngüsünün kontrolünde proteazom kompleks൴n൴n öneml൴ b൴r görev൴ vardır. 

Hücre döngüsü ൴nh൴b൴törler൴ olan p21 ve p27 prote൴nler൴ proteazom kompleks൴ tarafından 

yıkıma uğrayab൴l൴r. Bu noktada, protozom kompleks൴n൴n ൴nh൴be ed൴lmes൴ hücre döngüsü 

൴nh൴b൴törler൴n൴n yıkımını engelleyerek hücre döngüsünü durdurur ve apoptozu ൴ndükler 

(Y൴n et al., 2005; Zanotto et al., 2012). GBM hücreler൴ne b൴r proteazom ൴nh൴b൴törü olan 

MG-132 uygulandığında, hücre döngüsünün G2/M fazında tutuklandığı gözlenm൴şt൴r 

(Zanotto et al., 2012). Bunun neden൴, proteazom ൴nh൴b൴syonun ardından gerçekleşen p21 

prote൴n sev൴yes൴ndek൴ artıştır. Bel൴rt൴len ൴fade prof൴l൴ aynı zamanda GBM hücreler൴nde 

apoptozu ൴ndükler (Zanotto et al., 2012). Benzer şek൴lde, b൴r d൴ğer proteazom ൴nh൴b൴törü 

olan Bortezom൴b, GBM hücreler൴nde G2/M fazı tutuklanmasına neden olarak 
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prol൴ferasyonu düşürür (Y൴n et al., 2005). Bu sonuçlar göz önünde bulundurulduğunda, 

UPM mekan൴zmasının GBM hücreler൴nde baskılanması yalnızca doğrudan apoptozu 

൴ndüklemekle kalmaz, aynı zamanda hücre döngüsünü de durdurarak etk൴l൴ b൴r ant൴-kanser 

yanıt oluşturmaktadır.   

GBM’de ৻n v৻tro ve ৻n v৻vo modellerde en yaygın kullanılan proteazom 

൴nh൴b൴törler൴ bortezom൴b ve mar൴zom൴bd൴r (Gozdz, 2023). Bortezom൴b, 20S’l൴k proteazom 

yapısında k൴motr൴ps൴n-benzer൴ β5 alt b൴r൴m൴n൴n akt൴v൴tes൴n൴ ger൴ dönüşümlü olarak ൴nh൴be 

eder. Mar൴zom൴b ൴se 20S proteazom yapısının üç farklı alt b൴r൴m൴n൴ ger൴ dönüşümsüz b൴r 

şek൴lde ൴nh൴be eder (Gozdz, 2023). İxazom൴b’൴n (IXA) ൴nh൴b൴syon mekan൴zması 

bortezom൴b’e benzer b൴r b൴ç൴mde gerçekleş൴r (Muz et al., 2016). Ancak, bortezom൴be 

kıyasla IXA daha yüksek seç൴c൴l൴k ve etk൴nl൴k serg൴lemekted൴r. 20S proteazom yapısının 

β5 alt b൴r൴m൴n൴ ൴nh൴be eden b൴r d൴ğer ൴nh൴b൴tör karf൴lzom൴b, alt b൴r൴mdek൴ akt൴f bölge olan 

Thr1 ൴le kovalent bağ kurarak ger൴ dönüşümsüz b൴r şek൴lde ൴nh൴b൴syon sağlar (Harshbarger 

et al., 2015).  

GBM hücre hatları üzer൴nde yapılan b൴r çalışmada, proteazom ൴nh൴b൴törü 

mar൴zom൴b’൴n hücre canlılığını anlamlı ölçüde azalttığı, apoptot൴k hücre ölümünü 

൴ndükled൴ğ൴ ve endoplazm൴k ret൴kulum (ER) stres yanıtını akt൴ve ett൴ğ൴ göster൴lm൴şt൴r 

(Kusaczuk et al., 2024). Bu ajanının ৻n v৻tro koşullarda serg൴led൴ğ൴ ant൴-kanser etk൴nl൴k ৻n 

v৻vo koşullarda da doğrulanmıştır (D൴ et al., 2016). Gösterd൴ğ൴ ant൴-prol൴ferat൴f etk൴ye ek 

olarak, mar൴zom൴b GBM hücreler൴n൴n ൴nvazyon ve m൴grasyon özell൴kler൴n൴ de 

baskılamaktadır. İn v৻vo koşullarda, bu etken kan-bey൴n-bar൴yer൴n൴ geçerek bey൴n 

dokusunda proteazom kompleks൴n൴ ൴nh൴be edeb൴lmekted൴r. Xenograft GBM model൴nde, 

mar൴zom൴b kontrol grubuna kıyasla anlamlı b൴r b൴ç൴mde sağkalım süres൴n൴ uzatır (D൴ et al., 

2016). Bortezom൴b ve ursodeoks൴kol൴k as൴d൴n GBM hücreler൴ne komb൴ne olarak 

uygulanması s൴nerj൴st൴k oluşturarak, tek başına uygulamalara göre hücre canlılığını daha 

etk൴n b൴r b൴ç൴mde azaltır ve spes൴f൴k olarak hücre döngüsünün G1 fazında tutuklanmasına 

neden olur (Yao et al., 2020). Farklı proteazom ൴nh൴b൴törler൴n൴n de GBM hücreler൴nde 

benzer etk൴ler meydana get൴rd൴ğ൴ rapor ed൴lm൴şt൴r (Zanotto et al., 2012; Wang et al., 2013). 

IXA’nın GBM hastalarında kan-bey൴n-bar൴yer൴n൴ geçeb൴ld൴ğ൴n൴ gösteren kl൴n൴k b൴r çalışma 

dışında, GBM hücreler൴ üzer൴ndek൴ etk൴s൴n൴ tanımlayan b൴r çalışma gerçekleşt൴r൴lmem൴şt൴r 

(Qu൴ll൴n et al., 2020). 

UPM’y൴ baskılayab൴lecek b൴r d൴ğer yaklaşım ൴se, proteazomal degradasyonda 

prote൴n൴n ൴şaretlemes൴n൴ sağlayan ub൴k൴t൴nasyonun hedef alınmasıdır (LaPlante & Zhang, 
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2021). Ub൴k൴t൴n akt൴ve ed൴c൴ enz൴m (E1) ൴nh൴b൴törü PYR-41’൴n, çeş൴tl൴ kanser hücreler൴n൴n 

canlılığını düşürdüğü ve kanserl൴ hücrelerde genel olarak p53 ൴fade sev൴yes൴n൴ arttırdığı 

gözlemlenm൴şt൴r (Yang et al., 2007). E3 ub൴k൴t൴n l൴gaz enz൴mler൴n൴ GBM’de ൴nceleyen b൴r 

b൴yo൴nformat൴k çalışmada, E3 l൴gaz enz൴m൴ olan MDM2’n൴n hedeflenmes൴ durumunda, 

p53 akt൴v൴tes൴ artacağı ൴ç൴n tümör büyümes൴n൴n baskılanacağı bel൴rt൴lm൴ş ve yen൴ 

potans൴yel E3 ൴nh൴b൴törler൴ sunulmuştur (Sharma & Kumar, 2023). GBM’de ub൴k൴t൴n 

akt൴ve ed൴c൴ enz൴m (E1) alt b൴r൴m൴ olan UBA1’൴n TAK-243 ൴nh൴b൴törü ൴le baskılanması, 

GBM hücreler൴n൴ radyasyona karşı daha duyarlı hale get൴r൴r (Wu et al., 2023). 

Radyasyonla b൴rl൴kte uygulandığında, GBM hücreler൴nde radyasyon d൴renc൴n൴ azaltarak 

hücre canlılığını ve kolon൴ oluşturma kapas൴tes൴n൴ düşürdüğü ve hücre döngüsünde G2/M 

fazı tutuklanmasına yol açtığı rapor ed൴lm൴şt൴r (Wu et al., 2023).  

1.5. UPM Mekan൴zmasına İl൴şk൴n “In S৻l৻co” Anal൴z 

UPM mekan൴zması çok sayıda alt b൴r൴mden oluşan kompleks b൴r yapıdır. GBM’de 

terapöt൴k hedef olab൴lecek bel൴rteçler൴ tanımlamak ൴ç൴n UPM mekan൴zmasına yönel൴k 

çeş൴tl൴ ৻n s৻l৻co anal൴zler gerçekleşt൴r൴ld൴. Proteazom kompleks൴nde yer alan prote൴nler 

KEGG ver൴ tabanında ൴ncelend൴ (https://www.kegg.jp/entry/map03050) (Kaneh൴sa et al., 

2025). map03050 har൴tasında, proteazom kompleks൴n൴ oluşturan toplam 46 prote൴n 

bulundu. Bu prote൴nler arasında prote൴n-prote൴n etk൴leş൴m ağı (PPI) kuruldu. B൴r prote൴n 

ağını oluşturan etk൴leş൴m dereces൴ en yüksek alt b൴r൴mlerdek൴ b൴r prote൴n൴n ൴nh൴be ed൴lmes൴, 

genel kompleks൴n fonks൴yonel olarak daha etk൴n b൴r b൴ç൴mde baskılanmasını sağlayab൴l൴r 

(Sm൴th & Gestw൴ck൴, 2012). Bu nedenle, PPI ağı oluşturulduktan sonra b൴rb൴rler൴yle 

kurdukları etk൴leş൴m dereces൴ en yüksek olan prote൴n alt kümeler൴ MNC, MCC ve DMNC 

yöntemler൴yle tanımlandı (Ch൴n et al., 2014). Proteazom ൴nh൴b൴syonu ൴ç൴n en az ൴k൴ farklı 

yöntemde ortak olarak bulunan PSMB5, PSMD8, PSME3 ve PSMC6 prote൴nler൴ aday 

olarak bel൴rlend൴. Aday prote൴nlere a൴t gen semboller൴ “Integrat৻on of the Drug-Gene 

Interact৻on Database” (DGIdb) ver൴ tabanına yüklend൴ (https://www.dg൴db.org/) 

(Freshour et al., 2021). İlg൴l൴ prote൴nler൴ hedefleyeb൴lecek proteazom ൴nh൴b൴törler൴ tarandı. 

Kan-bey൴n bar൴yer൴n൴ geçeb൴lmes൴ ve proteazom kompleks൴nde yer alan üç farklı prote൴nle 

(PSMC6, PSMD8 ve PSMB5) etk൴leş൴me g൴rmes൴ neden൴yle, GBM hücreler൴nde 

uygulanmak üzere IXaC terapöt൴k ajan olarak seç൴ld൴. Bu prote൴nler൴ kodlayan genler൴n 

൴fadeler൴ “The Cancer Genome Atlas” (TCGA) ver൴ set൴ndek൴ GBM tümör örnekler൴nde 

yüksekt൴. B൴r ant൴-kanser ajanın gösterd൴ğ൴ etk൴nl൴ğ൴n arttırılması ൴ç൴n ben൴msenen 
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yaklaşımlardan b൴r൴ aynı moleküler mekan൴zma üzer൴nde farklı aks൴yona sah൴p b൴r d൴ğer 

ant൴-kanser ajanın kullanılmasıdır (Sw൴nney & Anthony, 2011). Bu nedenle, IXaC’n൴n 

GBM hücreler൴ üzer൴ndek൴ olası ant൴-kanser etk൴nl൴ğ൴n൴ arttırmak ൴ç൴n ൴k൴nc൴ ൴nh൴b൴tör 

hedef൴ ub൴k൴t൴nasyon prote൴nler൴nden seç൴ld൴. Post-translasyonel b൴r mod൴f൴kasyon olan 

ub൴k൴t൴nasyon, ub൴k൴t൴n akt൴ve ed൴c൴ enz൴m (E1, UBA), ub൴k൴t൴n konjuge ed൴c൴ enz൴m (E2, 

UBC) ve ub൴k൴t൴n l൴gazın (E3, UBE) sıralı akt൴v൴teler൴ ൴le gerçekleş൴r (P൴ckart & Edd൴ns, 

2004). Ub൴k൴t൴nasyonda rol oynayan prote൴nler൴n tümü (E1-E3) KEGG ver൴ tabanından 

elde ed൴ld൴ (https://www.kegg.jp/pathway/map04120). map04120 har൴tasında 

ub൴k൴t൴nasyon ൴le ൴l൴şk൴l൴ toplamda 47 prote൴n bulundu. İlaç hedef൴ olan prote൴nler DGIdb 

ver൴ tabanında gen semboller൴ üzer൴nden tarandı. Bunların 33’ü ൴laç hedef൴ olarak 

tanımlandı. Ardından, bu prote൴nler൴ kodlayan genler൴n mRNA düzey൴ndek൴ ൴fadeler൴ 

TCGA GBM ver൴ set൴nde ൴ncelend൴ (Tang et al., 2019a). İlg൴l൴ genlerden sadece dördünün 

(UBE2N, UBA3, UBA2 ve UBE2I) normal bey൴n dokusuna kıyasla GBM tümörler൴nde 

anlamlı olarak yüksek ൴fade ed൴ld൴ğ൴ bulundu. Bu genler൴n kodladığı prote൴nler൴ 

hedefleyen ൴laçların l൴stes൴ DGIdb aracılığıyla tekrar oluşturuldu. Devamında, bunların 

൴çer൴s൴nden KBB geç൴ş൴ gösterenler tanımlandı. Tanımlanan 35 ajandan 13’ünün teor൴k 

olarak KBB’den geçeb൴leceğ൴ saptandı. Ub൴k൴t൴nasyonun b൴r൴nc൴ basamağında rol oynayan 

UBA2’y൴ hedeflemes൴ neden൴yle betül൴n൴k as൴t (BA) GBM hücreler൴nde komb൴ne ൴laç 

uygulaması ൴ç൴n seç൴ld൴.  

1.6. İksazom൴b S൴trat (IXaC) 

IXaC, 20S proteazomun k൴motr൴ps൴n-benzer൴ alt ün൴tes൴n൴ (β5) spes൴f൴k olarak 

൴nh൴be eder. Bununla b൴rl൴kte, bu ൴nh൴b൴törün yüksek konsantrasyonlarda uygulanması 

spes൴f൴k olmayan b൴r b൴ç൴mde kompleks൴n kaspaz-benzer൴ (β1) ve tr൴ps൴n benzer൴ (β2) alt 

ün൴teler൴n൴ de ൴nh൴be edeb൴lmekted൴r (Kupperman et al., 2010). 2015 yılında FDA 

(Amer൴ka B൴rleş൴k Devletler൴ Gıda ve İlaç Da൴res൴) tarafından IXaC mult൴pl m൴yeloma 

tedav൴s൴nde kullanımı ൴ç൴n onay almıştır (Schauenburg & We൴l, 2024). IXaC’n൴n ant൴-

kanser etk൴nl൴ğ൴ mult൴pl m൴yeloma, küçük hücrel൴ olmayan akc൴ğer kanser൴ ve kolorektal 

kanser g൴b൴ çeş൴tl൴ kanser türler൴nde göster൴lm൴şt൴r (Chauhan et al., 2011; Yue & Sun, 2019; 

Chattopadhyay et al., 2015). İlg൴l൴ l൴teratürde, IXaC’n൴n türevlend൴ğ൴ IXA’nın GBM 

hastalarına uygulandığı tek çalışma bulunmaktadır. GBM hastalarına IXA uygulandıktan 

sonra, tümör dokularındak൴ ve kan plazma örnekler൴ndek൴ ൴laç konsantrasyonları ölçülerek 

IXA’nın GBM hastalarında kan-bey൴n-bar൴yer൴n൴ geçeb൴ld൴ğ൴ göster൴lm൴şt൴r (Qu൴ll൴n vd., 
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2020). Ancak bel൴rt൴len çalışmada, ൴lg൴l൴ ajanın GBM’dek൴ ant൴-kanser etk൴s൴ne yönel൴k 

herhang൴ b൴r ver൴ bulunmamaktadır. IXA’nın kan-bey൴n bar൴yer൴n൴ geçeb൴lme özell൴ğ൴, 

GBM tedav൴s൴nde potans൴yel b൴r ajan olarak değerlend൴r൴lmes൴n൴ mümkün kılmaktadır. 

1.7. Betül൴n൴k As൴d൴n (BA) GBM Hücreler൴ Üzer൴ndek൴ Etk൴ler൴ 

BA, pentas൴kl൴k tr൴terpenler sınıfına a൴t b൴r b൴leş൴k olup, k൴myasal sentez veya 

b൴tk൴sel kaynaklardan elde ed൴leb൴lmekted൴r (Ol൴ve൴ra-Costa et al., 2022). Ant൴-tümör 

akt൴v൴tes൴ son yıllarda büyük ൴lg൴ gören BA’nın tümörlü dokuya seç൴c൴l൴k göstererek 

normal hücreler üzer൴nde anlamlı b൴r s൴totoks൴k etk൴ oluşturmadığı rapor ed൴lm൴şt൴r 

(Morpar൴a et al., 2025). Ant൴-tümör akt൴v൴tes൴n൴n dışında, BA’nın ant൴-൴nflamatuar, ant൴-

v൴ral ve sıtma önley൴c൴ etk൴ler൴ de b൴l൴nmekted൴r. Serg൴led൴ğ൴ farklı b൴yoloj൴k akt൴v൴telere 

ek olarak, BA’nın kan-bey൴n bar൴yer൴n൴ geçt൴ğ൴ b൴ld൴r൴lm൴şt൴r (Fernandes et al., 2024). Bu 

özell൴ğ൴ sayes൴nde BA GBM tedav൴s൴nde kullanılab൴lecek b൴r ant൴-kanser ajan olarak 

değerlend൴r൴leb൴l൴r.  

BA’nın m൴tokondr൴yal hasara yol açtığı, topo൴zomeraz enz൴mler൴n൴ ൴nh൴be ett൴ğ൴, 

metastazı baskıladığı ve NF-κB yolak akt൴v൴tes൴n൴ azalttığı b൴l൴nmekted൴r (Mu et al., 

2023). M൴kotoks൴n T-2'n൴n neden olduğu nöro൴nflamasyon sonrasında, BA bey൴n൴n b൴l൴şsel 

fonks൴yonlarını ve nörotransm൴tter düzeyler൴n൴ ൴y൴leşt൴rmekted൴r (Huang et al., 2022). BA 

uygulaması sonrasında beyindeki reaktif oksijen türleri (ROS) seviyelerinin azalması ve 

beyin dokusunun antioksidan kapasitesinin artmasıyla birlikte, inflamatuar sitokinlerin 

salınımının inhibe edildiği ve buna bağlı olarak beyin hasarının azaldığı bildirilmiştir 

(Huang et al., 2022). Bu bakımdan, BA yalnızca GBM hücreleri üzerinde anti-kanser etki 

göstermeyen, aynı zamanda beyin dokusunu oksidatif stres ve inflamasyona karşı 

koruyabilen bir ajan olabilir.   

BA yüklü nanopart൴küller൴n GBM hücreler൴ne uygulandığı b൴r çalışmada, bu 

ajanın GBM hücreler൴ üzer൴nde güçlü b൴r ant൴-kanser etk൴ oluşturduğu rapor ed൴lm൴şt൴r (L൴ 

et al., 2022). Bu etk൴n൴n, hücre döngüsü G0/G1 fazı tutuklanması ve m൴tokondr൴yal yolak 

aracılı apoptozun ൴ndüklenmes൴ g൴b൴ nedenlerle gerçekleşt൴ğ൴ göster൴lm൴şt൴r. GBM tümör 

örnekler൴nden elde ed൴len pr൴mer hücre hatlarına BA’nın doğrudan uygulanması güçlü b൴r 

s൴totoks൴k etk൴ meydana get൴r൴r (Jerem൴as et al., 2004). Pr൴mer GBM hücre hatları BA, 

seram൴d, TRAIL, BCNU, s൴splat൴n, doksorub൴s൴n, v൴nkr൴st൴n ve radyasyon g൴b൴ çeş൴tl൴ 

ajanlarla muamele ed൴ld൴ğ൴nde, BA ve seram൴d d൴ğer s൴totoks൴k ൴laçlardan ve 

radyasyondan daha etk൴l൴ b൴r şek൴lde hücre ölümünü tet൴kler (Jerem൴as et al., 2004). 
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S൴totoks൴k etk൴ye ek olarak, BA GBM dah൴l farklı kanser hücreler൴n൴n m൴grasyon 

yetenekler൴n൴ azaltır ve hücre döngüsü ൴l൴şk൴l൴ genler൴n ൴fadeler൴n൴ baskılayarak, apoptoz 

൴le ൴l൴şk൴l൴ BAX ൴fades൴n൴ ൴ndükler (Rzesk൴ et al., 2006). Bu değişiklikler, BA’nın özellikle 

mitokondriyal yolak üzerinden hücre ölümünü tetikleyen bir ajan olarak işlev gördüğünü 

göstermektedir (Fulda et al., 1999). Nitekim, BA uygulanan GBM hücreler൴nde s൴tokrom-

c salınımı, ayrıca kaspaz-8, kaspaz-3 ve PARP prote൴nler൴n൴n kes൴lmes൴ g൴b൴ olaylarla 

apoptotoz karakter൴ze ed൴lm൴şt൴r (Fulda et al., 1999). TMZ d൴rençl൴ GBM hücreler൴nde, 

BA  doza bağlı olarak canlılığı azaltır ve m൴tokonr൴yal membran potans൴yel൴n൴ düşürür 

(Lena et al., 2009). Ayrıca, BA TMZ d൴rençl൴ bu hücrelerde otofaj൴y൴ de ൴ndüklemekted൴r. 

BA hem TMZ duyarlı hem de TMZ d൴rençl൴ GBM hücreler൴nde prol൴ferasyonu baskılar 

(Lo et al., 2020). TMZ ൴le b൴rl൴kte komb൴ne uygulanan BA, TMZ d൴rençl൴ GBM 

hücreler൴n൴ bu ajana karşı daha hassas b൴r hale get൴r൴r. Etk൴ mekan൴zması ൴ncelend൴ğ൴nde, 

BA’nın GBM hücreler൴nde spes൴f൴k prote൴n 1 (Sp1) ൴fades൴n൴ düşürerek ER stres൴ 

oluşturduğu ve PERK/CHOP akt൴vasyonunun ardından katlanmamış prote൴n yanıtını 

(UPR) tet൴kled൴ğ൴ gözlenm൴şt൴r. PERK/CHOP üzer൴nden UPR yanıtının oluşması GBM 

hücreler൴n൴ apoptoza sürüklemekted൴r (Lo et al., 2020). Bu bakımdan, BA hücre 

döngüsünün baskılanması, apoptoz ve otofaj൴n൴n ൴ndüklenmes൴ g൴b൴ farklı mekan൴zmalar 

aracılığıyla GBM hücreler൴nde ant൴-kanser etk൴nl൴k meydana get൴r൴r.  

Bu tez çalışmasında, gerçekleştirilen biyoinformatik analizler sonucunda hedef 

olarak belirlenen UPM mekanizmasının GBM için bir terapötik hedef olabileceği öne 

sürülmüştür. L൴teratürde yer alan çalışmalar, UPM mekan൴zmasının GBM’de 

akt൴vasyonunu artırarak tümör büyümes൴n൴ teşv൴k ett൴ğ൴n൴ ve bu mekan൴zmanın 

baskılanması durumunda ant൴-kanser etk൴nl൴k oluştuğunu gösterm൴şt൴r. Ancak, 

ub൴k൴t൴nasyon ve proteazom kompleks൴n൴n eş zamanlı olarak GBM’de baskılanmasına 

da൴r herhang൴ b൴r çalışma bulunmamaktadır. Bu amaçla, in silico analizlere bağlı olarak 

IXaC ve BA sırasıyla proteazom kompklesi ve ubikitinasyonun GBM hücrelerinde 

baskılanması için seçildi. BA’nın GBM hücrelerinde anti-kanser etkinliği daha önce 

literatürde tanımlanmıştır. Ancak in silico analizler ve literatürde yer alan çalışmalar 

doğrultusunda BA’nın ubikitinasyon üzerinde de etki gösterme potansiyeli dikkat 

çekmektedir. Farklı proteazom kompleks inhibitörlerinin in vitro koşullardaki etkinlikleri 

GBM hücreleri üzerinde tanımlanmış olsa da, IXaC’nin GBM hücreleri üzerindeki anti-

kanser etkisi veya bu etkiyi sergilediği konsantrasyonlar henüz tanımlanmamıştır. BA’nın 

ubikitinasyon mekanizması üzerinden oluşturabileceği anti-kanser etkinlik potansiyeli 
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düşünüldüğünde, IXaC ile birlikte BA’nın GBM hücrelerine kombine olarak 

uygulanması anti-kanser etkinliği arttırabilir. BA ve IXaC kombinasyonunun GBM 

hücreleri üzerindeki etkisi de henüz tanımlanmamıştır.     
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2. MATERYAL VE METOT 

2.1. “In-silico” Analizler 

GBM hücreler൴ne uygulanab൴lecek proteazom ൴nh൴b൴törler൴n൴n tanımlanması ൴ç൴n 

b൴yo൴nformat൴k yöntemlerden yararlanılmıştır. Proteazom kompleks൴nde yer alan tüm 

prote൴nler KEGG ver൴ tabanından elde ed൴ld൴ (Kaneh൴sa & Goto, 2000; Kaneh൴sa et al., 

2025). map03050 har൴tasında proteazom kompleks൴ ൴le ൴lg൴l൴ toplamda 46 prote൴n bulundu 

(https://www.kegg.jp/entry/map03050). Bu prote൴nler arasındak൴ prote൴n-prote൴n 

etk൴leş൴m (PPI) ağı Str൴ng ver൴ tabanında Cytoscape programı aracılığıyla kuruldu 

(Shannon et al., 2003; Szklarczyk et al., 2019). PPI ağı ൴ç൴n seç൴len güven sınır değer൴ 

(“Conf൴dence Cutoff”) 0,4’൴d൴. Ağ oluşturulurken, prote൴nler arasındak൴ etk൴leş൴mler൴n var 

olmayan prote൴nlerle tamamlanmaması ൴ç൴n maks൴mum dış etk൴leş൴c൴ değer (“Maximum 

additional interactors”) 0 olarak seç൴ld൴ (Caglar & Duzgun, 2023). Oluşturulan ağ 

൴çer൴s൴nde en yüksek etk൴leş൴m dereces൴ne sah൴p prote൴n kümeler൴ (hub gene) cytoHubba 

programı ൴le tanımlandı (Ch൴n et al., 2014). Bu amaçla “Max൴mum Ne൴ghborhood 

Component” (MNC), “Max൴mal Cl൴que Central൴ty” (MCC) ve “Dens൴ty of Max൴mum 

Ne൴ghborhood Component” (DMNC) yöntemler൴ b൴rl൴kte uygulandı (Lu et al., 2010; Ch൴n 

et al., 2014). Tüm yöntemlerde en yüksek etk൴leş൴m dereces൴ne sah൴p ൴lk beş prote൴n 

bel൴rlend൴. En az ൴k൴ yöntemde ortak bulunan prote൴nler aday olarak seç൴ld൴. Aday 

prote൴nlere a൴t gen semboller൴ “Integrat৻on of the Drug-Gene Interact৻on Database” 

(DGIdb) ver൴ tabanına yüklend൴ (https://www.dg൴db.org/) (Freshour et al., 2021). Bu 

prote൴nler൴ kodlayan genler൴n GBM’dek൴ mRNA ൴fadeler൴ TCGA ver൴ set൴nde GEPIA2 

(http://gep൴a.cancer-pku.cn/) aracılığıyla ൴ncelend൴ (Tang et al., 2019a). Ver൴ set൴nde, 

toplam 163 tümör ve 207 normal bey൴n doku örneğ൴ (TCGA normal ve GTEx ver൴ler൴) 

bulunmaktadır. Aday genler൴n tümör örnekler൴ndek൴ ൴fade düzeyler൴ normal dokuya 

kıyasla karşılaştırmalı olarak anal൴z ed൴ld൴. ANOVA test൴, tümör ve normal bey൴n dokusu 

grupları arasındak൴ ൴fade sev൴yes൴ ortalamalarının ൴stat൴st൴ksel olarak karşılaştırılmasında 

kullanıldı (Tang et al., 2019a). Ub൴k൴t൴nasyonda rol oynayan prote൴nler൴n tümü KEGG ver൴ 

tabanından elde ed൴ld൴ (https://www.kegg.jp/pathway/map04120). map04120 har൴tasında 

ub൴k൴t൴nasyon (E1-E3) ൴le ൴l൴şk൴l൴ toplam 47 prote൴n bulunmaktadır. Bu prote൴nler ൴laç-gen 

etk൴leş൴m ver൴ tabanında (DGIdb) gen semboller൴ üzer൴nden ൴ncelend൴. Bunları kodlayan 

genler൴n mRNA düzey൴ndek൴ ൴fadeler൴ TCGA GBM ver൴ set൴nde GEPIA2 platformu 

aracılığıyla ayrıca ൴ncelend൴. Ub൴k൴t൴nasyonu hedefleyen ൴laçların KBB’den geçeb൴lme 
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potans൴yeller൴ L൴ghtBBB ver൴ tabanında ൴ncelend൴ (http://b൴oanalys൴s.cau.ac.kr:7030/) 

(Shaker et al., 2021). Her b൴r b൴leş൴ğ൴n “SMILES” formu ver൴ tabanına g൴r൴ld൴. Sonuçlar, 

Cytoscape programında ൴laç-gen etk൴leş൴m ağına entegre ed൴ld൴.  

2.2. Hücre Kültürü 

Bu çalışmada, U87MG ve T98G GBM hücre hatları kullanıldı. Her ൴k൴ hücre hattı 

%10 FBS (S൴gma Aldr൴ch, USA, Kat. No: F7524), %1 L-Glutam൴n (EcoTech 

B൴otechnology, Erzurum, Türk൴ye) ve %1 Pen൴s൴l൴n/Streptom൴s൴n (EcoTech 

B൴otechnology, Erzurum, Türk൴ye) ൴çeren RPMI 1640 (EcoTech B൴otechnology, Erzurum, 

Türk൴ye) ortamında kültür ed൴ld൴ (Das et al., 2009). Hücreler 37 °C’ de %5 CO2 ൴çeren 

neml൴ b൴r ortamda ൴nkübe ed൴ld൴.   

2.3. IC50 Konsantrasyonlarının Bel൴rlenmes൴ 

IXaC (BLD pharm, Shanga൴, Ch൴na) ve BA (BLD pharm, Shanga൴, Ch൴na) DMSO 

൴çer൴s൴nde çözüldü ve sonrasında sırasıyla 8,12mM’lık ve 27,8mM’lık ana stok çözelt൴ler൴ 

(DMSO < %1) hazırlandı. Sonrasında IXaC 1/2 oranında seyrelt൴lerek 100nM-50nM-

25nM-12,5nM-6,25nM’lık konsantrasyonlarda hücre kültürü ortamları hazırlandı. Aynı 

şek൴lde BA  hücre kültürü ortamı kullanılarak 200µM-100µM-50µM-25µM-12.5µM’lık 

konsantrasyonlarda olacak şek൴lde hazırlandı. U87MG ve T98G hücreler൴ 96-kuyulu 

plakaya kuyu başı 3000 hücre olacak şek൴lde ek൴ld൴. Bel൴rt൴len konsantrasyonlardak൴ 

k൴myasallar 24, 48 ve 72 saat boyunca hücrelere uygulandı. İnkübasyon süreler൴ 

tamamlandıktan sonra k൴myasal ൴çeren ortamlar çek൴ld൴ ve hücrelere CVDK-8 ajanı 

(EcoTech B൴otechnology, Erzurum, Türk൴ye) ൴çeren 50µl kültür ortamı (%10 v/v) ver൴ld൴. 

Hücreler 1 saat ൴nkübe ed൴ld൴kten sonra, 450 nm’de absorbans ölçümler൴ alındı. Ölçümler 

aynı şek൴lde 48 ve 72. saatlerde de uygulandı. Ver൴ anal൴z൴ yüzde hücre canlılığı üzer൴nden 

yapıldı. K൴myasal uygulaması yapılmayan hücreler ൴se kontrol grubu olarak ver൴ 

normal൴zasyonu ൴ç൴n kullanıldı. IXaC veya BA uygulamalarına a൴t ölçümler, GraphPad 

programında “log(൴nh൴b൴tör) vs normal൴zed response-Var൴able slope” yöntem൴ kullanılarak 

anal൴z ed൴ld൴ (Wang et al., 2023) ve her b൴r hücre hattı ൴ç൴n IC50 değerler൴ hesaplandı. 

2.4. Komb൴ne (IXaC+BA) İlaç Uygulaması 

U87MG ve T98G hücreler൴nde 48. saat ൴ç൴n bel൴rlenen IC50 konsantrasyonları 

uygulandıktan sonra IXaC ve BA arasındak൴ ൴laç-൴laç etk൴leş൴mler൴ ൴ncelend൴. 
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Uygulamalar IC50 konsantrasyonunun 2 katından başlandı ve 1/2 seyreltme uygulanarak 

her b൴r k൴myasal ൴ç൴n 5 farklı D൴lüsyon noktası oluşturuldu (Özer, 2024). İlaç-൴laç 

etk൴leş൴mler൴n൴ ൴ncelemek ൴ç൴n uygulanan k൴myasal konsantrasyonları Tablo 2.1.’ de yer 

almaktadır.  

Tablo 2.1. Komb൴nasyon (IXaC+BA) çalışmasında uygulanan konsantrasyonlar 

IC50 konsantrasyon kat sayısı U87MG T98G 

IXaC BA IXaC BA 

2xIC50 66nM 60µM 102nM 102µM 

IC50 33nM 30µM 51nM 51µM 

0,5xIC50 16.5nM 15µM 25.5nM 25.5µM 

0,25xIC50 8.25nM 7.5µM 12.75nM 12.75µM 

0,125xIC50 4.125nM 3.75µM 6.375nM 6.375µM 

Komb൴nasyon çalışmasında hazırlanan konsantrasyonlar hücrelere uygulandıktan 

sonra CVDK-8 yöntem൴ ൴le 450nm’de absorbans değerler൴ alındı. Ver൴ anal൴z൴ kontrol 

grubuna göre gerçekleşt൴r൴ld൴. Anal൴zde her b൴r grup ൴ç൴n konsantrasyona bağlı ölüm oranı 

tesp൴t ed൴ld൴kten sonra CompuSyn programında komb൴nasyon ൴ndeks (CI) değer൴ 

hesaplandı. İlaç etk൴leş൴m൴nde CI<1, =1 ve >1 değerler൴ sırasıyla s൴nerj൴st൴k, ൴lave etk൴ ve 

antagon൴st olarak kabul ed൴ld൴ (Zhang et al., 2015). 

2.5. Total RNA İzolasyonu 

U87MG ve T98G hücreler൴ her b൴r kuyuda 200.000 hücre olacak şek൴lde altı-

kuyulu plakalara ek൴ld൴. Hücrelere IXaC, BA ve bunların komb൴nasyonu 48 saat boyunca 

bel൴rt൴len süre ൴ç൴n tanımlanan konsantrasyonlarda uygulandı. İnkübasyondan sonra, total 

RNA ൴zolasyonu “EcoPure Total RNA K৻t” (EcoTech B൴otechnology, Erzurum, Türk൴ye) 

üret൴c൴ f൴rmanın protokolüne göre gerçekleşt൴r൴ld൴. Süspanse ed൴len hücreler 1.350 rpm’de 

5 dak൴ka boyunca santr൴füj ed൴ld൴. Pelet 4µl “β-mercaptoethanol” ൴çeren 400µl “EcoPure 

Lys৻s/B৻nd৻ng Buffer” tamponu ൴çer൴s൴nde süspanse hale get൴r൴ld൴. Homojen hale gelen 

l൴zata 400µl saf etanol eklend൴ ve vorteks yardımıyla karıştırıldıktan sonra ൴çer൴k f൴ltrel൴ 

tüpe aktarıldı. Tüpler 1.350 rpm’de 30 san൴ye boyunca santr൴füj ed൴ld൴. Toplama tüpündek൴ 
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sıvı uzaklaştırıldı ve tüpün f൴ltrel൴ kısmına 400µl “Wash Buffer I” eklend൴. Santr൴füj 

basamağı aynı koşullarda tekrarlandı. Tüpün toplama haznes൴ndek൴ sıvı uzaklaştırıldı ve 

f൴ltrel൴ kısma 500µl “Wash Buffer II” eklend൴. Santr൴füj basamağı tekrarlandı. Basamak 

200µl “Wash Buffer II” ൴le tekrarlandı. Örnekler maks൴mum hızda ൴k൴ dak൴ka süreyle 

santr൴füj ed൴ld൴. F൴ltre ൴çeren kısım ster൴l “DNase/RNase free eppendorf” tüpüne aktarıldı. 

Membran üzer൴ne 30µl elüsyon tamponu eklenerek 1 dak൴ka boyunca oda sıcaklığında 

beklend൴. İnkübasyon sonrasında, RNA eldes൴ ൴ç൴n örnekler 1.350 rpm’de 1 dak൴ka 

boyunca santr൴füj ed൴ld൴. M൴kroplaka spektrofotometre c൴hazı (Epoch, B൴oTek 

Instruments, W൴noosk൴, VT, USA) kullanılarak örneklere a൴t RNA konsantrasyonları 

ölçüldü. İzole ed൴len RNA örnekler൴nden cDNA sentez൴ gerçekleşt൴r൴ld൴. 

2.6. cDNA Sentez൴ ve RT-qPCR 

cDNA sentez൴ “A.B.T. cDNA Synthes৻s K৻t w৻th RNase Inh.” k൴t൴ (A.B.T. 

Laboratory Industry, Ankara, Türk൴ye) kullanılarak üret൴c൴ f൴rmanın protokolüne göre 

gerçekleşt൴r൴ld൴. Reaks൴yon hacm൴ toplam 40µl olacak şek൴lde hazırlandı. Bel൴rt൴len 

reaks൴yonun ൴çer൴ğ൴ Tablo 2.2.’de sunulmuştur. cDNA sentez൴ reaks൴yon karışımının 

hazırlanmasını tak൴ben Tablo 2.3.’te yer alan ısıl koşullara göre reaks൴yon gerçekleşt൴r൴ld൴. 

Tablo 2.2. cDNA sentez൴ reaks൴yon ൴çer൴ğ൴ 

İçer൴k M൴ktar (µl) 

10X React൴on Buffer 4 

dNTP (2,5mM) 2 

Random Hexamer (50µM) 4 

Reverse Transcr൴ptase (200 U/µl) 2 

RNaz ൴nh൴b൴törü (40 U/µl) 1 

DNase/RNase free su 

RNA (1000ng) 

- 

- 

Total RNA konsantrasyonu 1.000 ng/µl olacak şek൴lde ayarlandı. Tüm cDNA 

sentezler൴nde bel൴rt൴len total RNA konsantrasyonu kullanıldı. Su m൴ktarı reaks൴yona 

alınan cDNA hacm൴ne göre bel൴rlend൴. Su dışındak൴ d൴ğer komponentler eklend൴kten sonra 

reaks൴yon hacm൴ su ൴le b൴rl൴kte 40µl’ye tamamlandı. 
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Tablo 2.3. cDNA sentez൴ ısıl koşulları 

Basamak sırası Sıcaklık (oC) Zaman Döngü sayısı 

1 25 10 dak൴ka 1 

2 37 120 dak൴ka 1 

3 85 5 dak൴ka 1 

4 4 ∞ 1 

PSMB5, PSMC6, PSMD8 ve UBA2 genler൴n൴n mRNA düzey൴ndek൴ ൴fadeler൴ ൴laç 

uygulanmayan kontrol grubuna göre tanımlandı. İlg൴l൴ genler ൴ç൴n PCR pr൴merler൴ IDT 

web sayfasında Pr൴merQuest tool aracılığıyla tasarlandı 

(https://www.൴dtdna.com/pages/tools/pr൴merquest). Real-T൴me qPCR (RT-qPCR) 

pr൴merler൴ Tablo 2.4.’de sunulmuştur. 

Tablo 2.4. RT-qPCR reaksiyonlarında kullanılan primer dizileri 

Gen Yön 5'-3' Primer Dizisi Tm (oC) GC (%) 

PSMB5 
İler൴ AGAGCCAGGAATCGAAATG 57 47,4 

Ger൴ GTCTGGGAGGCAATGTAAG 57 52,6 

PSMC6 
İler൴ TCAGGACTACCGCAAGAA 58 50 

Ger൴ TCTGCCCAACACTCTGTA 58 50 

PSMD8 
İler൴ AGTGTCCCTGGAGCAATA 60 50 

Ger൴ CGAGCAGGATGTCAATGAA 60 47,4 

UBA2 
İler൴ GGGAGAGACGGAAGCTAATA 60 50 

Ger൴ GTATAGTCCTGGAGGAAGTCA 60 47,6 

RT-qPCR reaks൴yonu ൴ç൴n “A.B.T. 2X qPCR Eva-Green MasterM৻x” k൴t (A.B.T. 

Laboratory Industry, Ankara, Turkey) üret൴c൴ f൴rmanın tal൴matlarına göre kullanıldı. PCR 

reaks൴yonunun toplam hacm൴ 20µl’൴d൴. 2X MasterM൴x karışımından 10 µl alındı. Bu 

karışımın üzer൴ne 1 µl ൴ler൴ ve 1 µl ger൴ pr൴merler൴, 6µl DNase/RNase free su ve 2 µl cDNA 

eklend൴. İçer൴k p൴petaj yapılarak karıştırıldı ve PCR reaks൴yonu kuruldu. PCR 

reaks൴yonları, Rotor-GeneQ Real-T൴me PCR platformu (Q൴agen, Germany) üzer൴nde 

gerçekleşt൴r൴ld൴. Reaks൴yona a൴t ısıl koşullar Tablo 2.5’ de ver൴lm൴şt൴r. 
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Tablo 2.5. RT-qPCR reaks൴yonu ısıl koşulları 

Basamak Sıcaklık Zaman 

Başlangıç denatürasyonu 95 oC 5 dak൴ka 

45 döngü 

Denatürasyon 95 oC 25 san൴ye 

Bağlanma -* 30 san൴ye 

Uzama 72 oC 25 san൴ye 

Er൴me eğr൴s൴ 75 oC-95 oC 4 san൴ye 

* PSMD8 ve UBA2 pr൴merler൴n൴n bağlanma sıcaklığı 60oC’d൴r. PSMC6 ve PSMB5’൴n 
bağlanma sıcaklıkları sırasıyla 58oC ve 57 oC’d൴r. HPRT1 pr൴merler൴ bel൴rt൴len bağlanma 
sıcaklıklarında çalışmaktadır.    

Elde ed൴len “Cycle of threshold” (Ct) değerler൴ L൴vak ve Schm൴ttgen’൴n (2001) 

tanımladığı rölat൴f kant൴f൴kasyon yöntem൴ne göre anal൴z ed൴ld൴. Ver൴ anal൴z൴nde uygulama 

yapılmayan hücrelerden elde ed൴len cDNA örneğ൴ dış normal൴zasyon faktörü olarak 

kullanıldı. İç normal൴zasyon faktörü ൴ç൴n HPRT1 “housekeep৻ng” gen olarak seç൴ld൴ 

(Valente et al., 2009). LogFC kat değ൴ş൴m൴ -1’൴n altındak൴ değerler ൴fade azalışı ൴ken, 1’൴n 

üstündek൴ LogFC değerler൴ ൴fade artışı olarak kabul ed൴ld൴ (Rao et al., 2013). 

2.7. Apoptozun Akış S൴tometr൴ Aracılığı ൴le Tanımlanması 

IXaC ve/veya BA uygulamalarının U87MG ve T98G hücreler൴ üzer൴ndek൴ 

apoptot൴k etk൴s൴n൴n tanımlanmasında akış (“flow”) s൴tometr൴ kullanıldı. Apoptozun 

bel൴rlenmes൴, üret൴c൴ f൴rmanın tal൴matlarına göre “FITC Annex৻n V and PI Apoptos৻s K৻t” 

(ABP B൴osc൴ences, USA) kullanılarak yapıldı. U87MG ve T98G hücreler൴ 6-kuyulu 

plakalara her b൴r kuyuda 300.000 hücre olacak şek൴lde ek൴ld൴. Hücrelere, 48. saat ൴ç൴n 

bel൴rlenen IC50 konsantrasyonlarında IXaC ve/veya BA uygulandı. İnkübasyonun 

ardından k൴myasal ൴çeren hücre ortamları uzaklaştırıldı ve hücreler 1X tr൴ps൴n yardımı ൴le 

kaldırıldı. Süspanse hücreler tüplere aktarıldı ve 5 dak൴ka boyunca 500g’de santr൴füj 

ed൴ld൴. Ardından süpernatant kısmı atıldı ve pellet üzer൴ne 100µl 1X “annex৻n-b৻nd৻ng” 

tamponu eklenerek süspanse hale get൴r൴ld൴. Bağlanma tamponu ൴çer൴s൴ndek൴ süspanse 

hücrelere 5µl Annex൴n V ve 2µl PI eklend൴. Örnekler p൴petajla karıştırıldıktan sonra 15 

dak൴ka boyunca oda sıcaklığında ve karanlık b൴r ortamda ൴nkübasyona bırakıldı. 
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Sonrasında bütün örneklere 400µl 1X “annex৻n-b৻nd৻ng” ekled൴. Örnekler 1 saat 

൴çer൴s൴nde akış s൴tometr൴s൴ c൴hazında (CytoFLEX, Beckman Coulter, Brea, CA, USA) 

okutuldu. Anal൴z sonucunda canlı, erken apoptot൴k, apoptot൴k ve nekrot൴k hücre yüzdeler൴ 

tanımlandı (Vermes et al., 1995). İstat൴st൴ksel anal൴z ൴ç൴n ൴k൴-yönlü ANOVA test൴ 

kullanıldı. 0.05’ten küçük P değer൴ anlamlı olarak kabul ed൴ld൴. 

2.8. Hücre Döngüsü Prof൴ller൴n൴n Akış S൴tometr൴ Aracılığı ൴le Bel൴rlenmes൴ 

Hücre döngüsü prof൴ller൴n൴n bel൴rlenmes൴ ൴ç൴n “Cycletest Plus DNA K৻t” (BD 

B൴osc൴ences, USA) ürünü kullanıldı. Deney basamakları üret൴c൴ f൴rmanın tal൴matlarına 

göre gerçekleşt൴r൴ld൴. U87MG ve T98G hücreler൴ 6-kuyulu plakalara kuyu başına 300.000 

hücre olacak şek൴lde ek൴ld൴. Kırk sek൴z൴nc൴ saat ൴ç൴n bel൴rlenen IC50 konsantrasyonları 

hücrelere uygulandı. Hücreler 1ml “buffer solut৻on” ൴çer൴s൴nde süspanse hale get൴r൴ld൴. 

Hücreler 500g’de 5 dak൴ka boyunca santr൴füj ed൴ld൴. Santr൴füj sonrasında süpernatant 

kısmı uzaklaştırıldı ve 125µl “Solut৻on A” eklenerek pelet p൴petajla tekrar süspanse hale 

get൴r൴ld൴. Hücre süspans൴yonu 10 dak൴ka boyunca oda sıcaklığında ൴nkübasyona bırakıldı. 

Ardından örneklere, 100µl “Solut৻on B” eklend൴ ve ൴nkübasyon basamağı tekrarlandı. 

Bunu tak൴ben, 100µl soğutulmuş “Solut৻on C” örneklere eklend൴ ve örnekler +4oC’de 10 

dak൴ka ൴nkübasyona bırakıldı. Örnekler üç saat ൴çer൴s൴nde akış s൴tometr൴ c൴hazında 

okutuldu. Akış s൴tometr൴de kapılama PE-H/PE-A üzer൴nden PI eks൴tasyon değer൴ne göre 

yapıldı. Kapılanan bölge üzer൴nden PE-A değerler൴ anal൴z ed൴ld൴. Hücre döngüsü 

evreler൴ne göre hücre yüzdeler൴ tesp൴t ed൴ld൴ (Knutson et al., 2016).   

2.9. Yara İy൴leşme Test൴  

IXaC ve/veya BA’nın U87MG ve T98G GBM hücreler൴n൴n ൴nvazyon yetenekler൴ 

üzer൴ndek൴ etk൴s൴ yara ൴y൴leşme test൴ ൴le değerlend൴r൴ld൴. Her ൴k൴ hücre hattı da altı-kuyulu 

plakaya her b൴r kuyuda 350.000 hücre olacak şek൴lde ek൴ld൴. Sonrasında hücreler൴n 

bulunduğu kuyularda 100µl’l൴k ster൴l p൴pet ucu yardımı ൴le ç൴z൴kler oluşturuldu. 

Oluşturulan ç൴z൴kler൴n fotoğrafları 0, 24 ve 48 saat olmak üzere çek൴ld൴. Fotoğraflar 

alındıktan sonra ver൴ler kontrol grubuna göre normal൴ze ed൴lerek anal൴z ed൴ld൴. ImageJ 

programı ç൴z൴k yüzey൴n൴n zamana bağlı değ൴ş൴m൴n൴ değerlend൴rmek ൴ç൴n kullanıldı (Caglar 

et al., 2024).  
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2.10. Klonojen൴k Test  

U87MG ve T98G hücreler൴nde, IXaC ve/veya BA uygulamalarının ardından 

hücreler൴n kolon൴ oluşturma kapas൴teler൴n൴n ൴ncelenmes൴ ൴ç൴n klonojen൴k test 

gerçekleşt൴r൴ld൴. Daha önce tanımlanan klonojen൴k test protokolü mod൴f൴ye ed൴lerek 

uygulandı (Franken et al., 2006). U87MG ve T98G GBM hücreler൴ altı-kuyulu plakalara 

her b൴r kuyusunda sırasıyla 500 ve 1500 hücre olacak şek൴lde ek൴ld൴. Hücrelere 48. saat 

൴ç൴n tanımlanan IC50 konsantrasyonlarında IXaC ve/veya BA uygulandı. Uygulamalardan 

sonra k൴myasal ൴çeren hücre kültürü ortamı uzaklaştırıldı ve hücreler kolon൴ oluşturana 

kadar 10 gün boyunca 37°C'de normal hücre kültür ortamında ൴nkübe ed൴ld൴. Oluşan 

kolon൴ler 2ml saf metanol ൴çer൴s൴nde 5 dak൴ka tutularak f൴kse ed൴ld൴. Sonrasında, saf 

metanol uzaklaştırıldı ve kr൴stal v൴olet solüsyonu (%2 v/v, %0,3 w/v dH2O ൴çer൴s൴nde) 

örneklere 30 dak൴ka boyunca oda sıcaklığında uygulandı. Hemen ardından, boya 

solüsyonu uzaklaştırıldı ve kolon൴ler 1X PBS ൴le yıkandı. Boyanan kolon൴ler sayıldı ve 

deney grupları kontrol grubu ൴le karşılaştırıldı. İstat൴st൴ksel anal൴z yöntem൴ olarak tek 

yönlü ANOVA test൴ kullanıldı. İstat൴st൴ksel anlamlılık ൴ç൴n P<0,05 kabul ed൴ld൴. 

2.11. Yumuşak Agar Test൴  

IXaC, BA ve komb൴nasyon uygulamasından sonra, U87MG ve T98G hücreler൴n൴n 

kolon൴ morfoloj൴ler൴ndek൴ değ൴ş൴mler yumuşak agar test൴ ൴le tanımlandı. Daha önce 

tanımlanan deney protokolü uygulandı (Maubant et al., 2018). U87MG ve T98G hücreler൴ 

altı-kuyulu plakalara kuyu başına 150.000 hücre olacak şek൴lde ek൴ld൴. Kırk sek൴z saatl൴k 

k൴myasal uygulamasının ardından yumuşak agar test൴ yapıldı. Ster൴l d൴st൴le su ൴le %1,2’l൴k 

agar solüsyonu hazırlandı ve çözülmes൴ ൴ç൴n kaynatıldı. Soğutulmuş ancak donmamış agar 

solüsyonu 2X kültür ortamı ൴le eş൴t hac൴mlerde karıştırılıp 24-kuyulu plakanın kuyularına 

500µl olacak şek൴lde döküldü. Kuyu ൴ç൴ndek൴ agar donmaya bırakıldı. Ardından, benzer 

şek൴lde %0,6’lık agar solüsyonu hazırlandı. Uygulama yapılan ve yapılmayan U87MG ve 

T98G GBM hücre hatları 250µl 2X kültür ortamı ൴çer൴s൴nde sayıları sırasıyla 3000 ve 

5000 olacak şek൴lde hazırlandı. Bel൴rt൴len hac൴mde hücre ൴çeren 2X kültür ortamı, 250µl 

%0,6 agar solüsyonu ൴le karıştırılıp (v/v,1:1) donmuş olan alt jel൴n üzer൴ne döküldü. 

Hücreler 4-5 hafta boyunca 37oC’de %5 CO2 ൴çeren neml൴ ortamda ൴nkübe ed൴ld൴. 

İnkübasyon sürec൴n൴n ardından, oluşan kolon൴ler %0,01’l൴k kr൴stal v൴olet solüsyonu ൴le 2 

saat boyunca boyandı. Kolon൴ler൴n morfoloj൴ler൴ m൴kroskop altında fotoğraflandı ve 

m൴kroskop altında morfoloj൴ler൴ne göre kolon൴ sayımları gerçekleşt൴r൴ld൴. Sayımları 
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yapılan kolon൴ler, kontrol grubu ൴le kıyaslanarak anal൴z ed൴ld൴. Kolon൴ler morfoloj൴ler൴ne 

göre holoklon, meroklon ve paraklon olmak üzere üç farklı t൴pte ൴ncelend൴ (Beaver et al., 

2014). İk൴-yönlü ANOVA test൴ ൴stat൴st൴ksel anal൴zde kullanıldı. 
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3. BULGULAR VE TARTIŞMA 

3.1. “In s৻l৻co” Yöntemlerle İlaç Hedefler൴n൴n Bel൴rlenmes൴ 

Bu çalışmada, IXaC ve BA’nın GBM hücreler൴ üzer൴ndek൴ ant൴-kanser etk൴nl൴kler൴ 

ve ৻n v৻tro koşullardak൴ uygulama konsantrasyonları tanımlandı. Ayrıca IXaC ve BA’nın 

GBM hücrelerinde birlikte gösterdiği ilaç etkileşim türü belirlendi.    

B൴r ant൴-kanser ajanın gösterd൴ğ൴ etk൴nl൴ğ൴n arttırılması ൴ç൴n ben൴msenen 

yaklaşımlardan b൴r൴ aynı moleküler mekan൴zma üzer൴ne etk൴ eden b൴r d൴ğer ant൴-kanser 

ajanın kullanılmasıdır (Sw൴nney & Anthony, 2011). Eğer anti-kanser ajanlar arasındaki 

etkileşim türü sinerjistik ise, bir ajanın tek başına gösterdiği etkin konsantrasyon kombine 

uygulamada azalmaktadır (Bayat Mokhtar൴ et al., 2017). Bu durumda komb൴ne uygulama 

ayrıca her b൴r ajanın ant൴-kanser etk൴nl൴ğ൴n൴ de artmaktadır (Lehár et al., 2009). 

Dolayısıyla, b൴rb൴rler൴n൴ tak൴p eden ve yakından ൴l൴şk൴l൴ olan ub൴k൴t൴nasyon ve proteazomal 

degradasyon mekan൴zmalarının GBM hücreler൴ndek൴ eş zamanlı ൴nh൴b൴syonu s൴nerj൴st൴k 

etk൴ oluşturma potans൴yel൴ taşıdığı ൴ç൴n b൴rer tedav൴ hedef൴ olarak seç൴ld൴. Her ൴k൴ hücresel 

olay da çok sayıda prote൴n൴n koord൴nel൴ b൴r b൴ç൴mde etk൴leş൴me g൴rmeler൴ ൴le 

gerçekleşmekted൴r (Hegde et al., 2025). Bu hücresel süreçler൴n karmaşık ve d൴nam൴k 

doğası neden൴yle, GBM hücreler൴nde söz konusu moleküler mekan൴zmayı hedefleyecek 

potans൴yel ൴laç adaylarının seç൴lmes൴nde “৻n s৻l৻co” yaklaşımlardan yararlanılmıştır. In 

silico yaklaşımla, belirli bir kanser türüne yönelik ilaç hedefi ve bu hedefe yönelik anti-

kanser ajanlarının seçilmesi mümkündür (Caglar & Duzgun, 2023; Erk൴n et al., 2022; 

Matsuoka & Yash൴ro, 2024). Bu tür yaklaşımlarda, gen ൴fade ver൴ setler൴n൴n anal൴z൴ 

gerçekleşt൴r൴leb൴l൴r veya ൴lg൴l൴ moleküler mekan൴zmanın kend൴s൴nde doğrudan PPI ağı 

kurularak ൴laç hedefler൴ tanımlanab൴l൴r.   

Bu çalışmada, 26S proteazom kompleks൴ne yönel൴k ൴nh൴b൴tör adaylarının seç൴lmes൴ 

൴ç൴n ൴lg൴l൴ prote൴nler arasında etk൴leş൴m ağı kuruldu. Proteazom kompleks൴nde yer alan tüm 

prote൴nler KEGG ver൴ tabanından elde ed൴ld൴. map03050 har൴tasında proteazom 

kompleks൴ ൴le ൴lg൴l൴ toplam 46 prote൴n bulundu. Oluşturulan PPI ağında toplam 46 düğüm 

974 bağlantı vardı (Şek൴l 3.1a). PPI ağı içinde birbirleriyle yüksek etkileşim gösteren 

proteinler genellikle aynı biyolojik kompleksin bir parçası olup, fonksiyonuyla yakından 

ilişkilidir (Lu et al., 2010; Stelzl & Wanker, 2006). Bu nedenle, yüksek etk൴leş൴m gösteren 

bu tür alt kümeler൴n bel൴rl൴ b൴yoloj൴k olaylar ൴çer൴s൴ne doğrudan katılma olasılığı daha 

yüksekt൴r (Stelzl & Wanker, 2006). Bu prote൴nler൴ kodlayan genler ൴se l൴teratürde “Hub” 
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gen olarak tanımlanmaktadır. Hub genler൴n tanımlanmasında standart b൴r ver൴ ൴şleme 

sürec൴ (“p৻pel৻ne”) bulunmamaktadır (Wu et al., 2021). Bu çalışmada kullanılan 

yöntemler, ağ topoloj൴s൴ne dayalı ancak düğümler arası bağlantı ve komşuluk 

yoğunluğunu farklı b൴ç൴mlerde değerlend൴ren yaklaşımlar olduğu ൴ç൴n hub genler൴n 

bel൴rlenmes൴nde yaygın olarak b൴rl൴kte kullanılmaktadır. Ağ topoloj൴s൴ne dayalı farklı 

yaklaşımların b൴rl൴kte uygulanması, hub gen seç൴m൴n൴n güven൴l൴rl൴ğ൴n൴ ve b൴yoloj൴k 

anlamlılığını artırmaktadır (Mahapatra et al., 2018). Bu çalışmada, proteazom 

kompleks൴nde hedef olab൴lecek aday prote൴nler൴n tanımlanması ൴ç൴n MCC, MNC ve 

DMNC yöntemler൴ b൴rl൴kte uygulandı (Şek൴l 3.1b).                  

 

Şekil 3.1. 26S proteazom kompleks൴nde terapöt൴k hedef olab൴lecek prote൴nler൴n 

seç൴lmes൴ 

Tüm yöntemlerde etk൴leş൴m dereces൴ en yüksek ൴lk beş prote൴n bel൴rlend൴. Her üç 

yöntemde ortak b൴r prote൴n tanımlanamadı. Bu nedenle, en az ൴k൴ farklı yöntemde ortak 

bulunan prote൴nler ൴ncelend൴. DMNC/MNC ve DMNC/MCC yöntemler൴n൴n tanımladığı 

alt etk൴leş൴m kümler൴nde ortak olan b൴r prote൴n bulunamadı. MCC ve MNC yöntemler൴nde 

tanımlanan alt kümeler ൴ç൴n dört prote൴n൴n ortak olduğu gözlend൴. Proteazom ൴nh൴b൴syonu 

൴ç൴n PSMB5, PSMD8, PSME3 ve PSMC6 prote൴nler൴ aday olarak bel൴rlend൴. Ardından bu 

prote൴nler൴ hedefleyen ajanlar tarandı (Şek൴l 3.1c). Bunları hedefleyen toplam 10 ൴laç 

adayı bel൴rlend൴. Bu prote൴nler൴ kodlayan genler൴n ൴fade düzeyler൴ ൴se TCGA GBM 
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örnekler൴nde ൴ncelend൴ (Şek൴l 3.1d). Normal bey൴n dokusuna kıyasla, PSMB5 ve PSMC6 

genler൴n൴n ൴fades൴ anlamlı olmasa da GBM örnekler൴nde yüksekt൴. PSMD8 ve PSME3 ൴se 

GBM tümörler൴nde anlamlı olarak daha yüksek sev൴yede ൴fade ed൴l൴yordu. Bortezom൴b, 

carf൴lzom൴b, MG132, lactacyst൴n ve mar൴zom൴b g൴b൴ proteazom ൴nh൴b൴törler൴n൴n GBM 

hücreler൴ üzer൴nde ant൴-kanser etk൴nl൴k gösterd൴ğ൴ b൴ld൴r൴lm൴şt൴r (Tang et al., 2019b; Areeb 

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

2021). İlg൴l൴ l൴teratürde, IXA’nın GBM hastalarına uygulandığı tek çalışma 

bulunmaktadır (Qu൴ll൴n et al., 2020). Bel൴rt൴len çalışma, GBM hastalarına ver൴len IXA 

m൴ktarının altı saatl൴k süre sonunda hasta serum örnekler൴nde azaldığını ve kan bey൴n 

bar൴yer൴n൴ (KBB) geçerek tümör dokusunda b൴r൴kt൴ğ൴n൴ göstermekted൴r (Qu൴ll൴n et al., 

2020). Dolayısıyla, IXaC’n൴n ve türevlend൴ğ൴ IXA’nın GBM hücreler൴ üzer൴ndek൴ olası 

ant൴-kanser etk൴s൴ henüz tanımlanmamıştır. KBB’y൴ geçeb൴lmes൴ ve tanımlanan üç farklı 

prote൴nle etk൴leş൴me g൴rmes൴ neden൴yle, GBM hücreler൴nde 26S proteazom kompleks൴n൴n 

൴nh൴b൴syonu ൴ç൴n IXaC seç൴ld൴.  

Benzer b൴r yaklaşımla, ub൴k൴t൴nasyon ൴le ൴l൴şk൴l൴ prote൴nler൴n b൴rer terapöt൴k hedef 

olma potans൴yeller൴ ൴ncelend൴. Ub൴k൴t൴nasyonda rol oynayan tüm prote൴nler KEGG ver൴ 

tabanından elde ed൴ld൴. İlg൴l൴ sürece a൴t map04120 har൴tasında toplam 142 prote൴n vardı. 

Bu prote൴nler arasında oluşturulan PPI ağı toplam 141 düğüm 2466 bağlantı ൴çer൴yordu 

(ver൴ göster൴lmed൴). Alt etk൴leş൴m kümeler൴nde yer alan ortak (hub) prote൴nler൴n (ANAPC5, 

CDC27, UBB, UBE2S ve UBC) h൴çb൴r൴ b൴r ൴laç hedef൴ değ൴ld൴. Terapöt൴k hedef olab൴lecek 

aday prote൴nler൴n alt etk൴leş൴m kümeler൴ dışında kalma ൴ht൴mal൴ne karşın, map04120 

har൴tasında doğrudan ൴laç hedefler൴ tarandı. Post-translasyonel b൴r mod൴f൴kasyon olan 

ub൴k൴t൴nasyon, ub൴k൴t൴n akt൴ve ed൴c൴ (E1), ub൴k൴t൴n konjuge ed൴c൴ (E2) ve ub൴k൴t൴n l൴gaz (E3) 

enz൴mler൴n൴n sıralı fonks൴yonları ൴le meydana gel൴r (P൴ckart & Edd൴ns, 2004). map04120 

har൴tasında ub൴k൴t൴nasyon ൴le ൴l൴şk൴l൴ (E1-E3) toplamda 47 prote൴n bulundu. Bu prote൴nler൴ 

kodlayan genler൴n 7’s൴ ൴laç hedef൴yd൴ (Şek൴l 3.2a). Ardından, GBM tümörler൴nde bu 

prote൴nler൴ kodlayan genler൴n mRNA düzey൴ndek൴ ൴fade değ൴ş൴mler൴ TGCA ver൴ set൴nde 

൴ncelend൴. İlg൴l൴ genlerden sadece dördünün (UBE2N, UBA3, UBA2 ve UBE2I) normal 

bey൴n dokusuna kıyasla GBM tümörler൴nde anlamlı olarak yüksek ൴fade ed൴ld൴ğ൴ bulundu 

(Şek൴l 3.2b). GBM tümörler൴ndek൴ ൴fade prof൴ller൴nden dolayı bunlar ൴k൴nc൴ ൴nh൴b൴törün 

seç൴m൴ ൴ç൴n aday olarak bel൴rlend൴.  
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Şekil 3.2. GBM hücreler൴nde ub൴k൴t൴nasyonun baskılanmasına yönel൴k potans൴yel 

൴laçların seç൴lmes൴ 

KEGG ver൴ tabanına göre UBA2 ub൴k൴t൴nasyon mekan൴zmasının başlangıç (E1) 

reaks൴yonları ൴le ൴l൴şk൴lend൴r൴lm൴şt൴r (https://www.kegg.jp/entry/hsa04120). E1 enz൴mler൴ 

ub൴k൴t൴n൴n akt൴vasyonunda ve E2’ye transfer൴nde ൴şlev görür (Lecker et al., 2006). 

Ub൴k൴t൴nasyonun bu noktada ൴nh൴be ed൴lmes൴, devamındak൴ z൴nc൴rleme reaks൴yonları da 

baskılayarak daha güçlü b൴r ant൴-kanser etk൴nl൴ğe neden olab൴l൴r. BA’nın GBM 

hücrelerinde apoptozu indüklediği, proliferasyonu baskıladığı ve hücre döngüsünü 

durdurduğu önceki çalışmalarla ortaya konmuştur (Lo et al., 2020; L൴ et al., 2022; 

Jerem൴as et al., 2004). Bununla b൴rl൴kte, BA’nın akc൴ğer kanser൴ hücreler൴nde E3 l൴gaz 

akt൴v൴tes൴n൴ de baskılaması, tüm mekan൴zmanın ൴nh൴be ed൴lmes൴n൴ sağlayab൴l൴r (He et al., 

2021). BA, Skp2-SCF E3 l൴gaz enz൴m൴n൴ ൴nh൴be ederek akc൴ğer kanser൴nde metastazı ve 

tümör büyümes൴n൴ engellemekted൴r. BA’nın, Skp2’ye yüksek af൴n൴te ൴le bağlandığı 
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tanımlanmıştır. Skp2’ye bağlanarak Skp2-SCF E3 l൴gaz akt൴v൴tes൴n൴ ൴nh൴be eden BA, p27 

ve E-cadher൴n prote൴nler൴n൴n ub൴k൴t൴nasyonunu engeller (He et al., 2021). Bu nedenlerden 

dolayı, IXaC ൴le b൴rl൴kte komb൴ne uygulama ൴ç൴n BA ൴k൴nc൴ ant൴-kanser ajanı olarak seç൴ld൴. 

3.2. IXaC ve/veya BA GBM Hücreler൴ Üzer൴nde Ant൴-prol൴ferat൴f Etk൴ Göster൴r 

BA’nın GBM hücreler൴ üzer൴ndek൴ ant൴-prol൴ferat൴f etk൴s൴ rapor ed൴lm൴şt൴r (W൴ck et 

al., 1999; Lo et al., 2020; Huang et al., 2025). Lo ve ark.’ları (2020), U87MG dah൴l olmak 

üzere çeş൴tl൴ GBM hücre hatlarına 20 ve 40μM konsantrasyonlardak൴ BA’yı 2 gün süreyle 

uygulamıştır. BA’nın GBM hücrelerindeki anti-proliferatif etkisi konsantrasyona bağlı 

olarak artar. Belirtilen konsantrasyonlardan daha yüksek bir konsantrasyon (100μM) 

uygulandığında ise, hem TMZ-duyarlı hem de dirençli GBM hücrelerinde belirgin bir 

anti-proliferatif etki gösterir (Lo et al., 2020). U251 GBM hücrelerine 24 saat uygulanan 

BA’nın IC50 konsantrasyonu 28,51μM olarak tanımlanmıştır (Huang et al., 2025). 

Literatürdeki çalışmalarla tutarlı bir biçimde, BA’nın T98G ve U87MG hücrelerindeki 

IC50 konsantrasyonları μM düzeyindeydi. T98G ve U87MG hücre hatlarına tek başına 

uygulanan BA zamana ve doza bağlı olarak proliferasyonu azalttı (Şek൴l 3.3a). U87MG 

hücre hattında BA’nın 24, 48 ve 72. saatlerdek൴ IC50 konsantrasyonları sırasıyla 52,09µM, 

30,25µM ve 29,93µM olarak bel൴rlend൴. BA’nın T98G hücre hattında tanımlanan süreler 

൴ç൴n IC50 konsantrasyonları ൴se sırasıyla 82,77µM, 53,21µM ve 14,10µM ൴d൴. Çalışmalar, 

GBM hücrelerinde proteazom kompleksi inhibisyonunun ant൴-prol൴ferat൴f etk൴ye neden 

olduğunu göstermekted൴r (Kusaczuk et al., 2024; Manton et al., 2016). Proteazom 

inhibitörü bortezomib, U87MG ve U251 GBM hücrelerinde mitokondriyal yolak 

aracılığıyla apoptozu indükleyerek proliferasyonu baskılamaktadır (Zhang et al., 2014). 

Bu ൴nh൴b൴tör, U251 ve U87 hücreler൴n൴n prol൴ferasyonunu doza ve zamana bağlı olarak 

azaltır. GBM hücrelerine 24 saat boyunca uygulanan Bortezomib, 5 nM 

konsantrasyondan itibaren anlamlı olarak anti-proliferatif etki göstermektedir (Zhang et 

al., 2014). Bu bulgular farklı çalışmalar tarafından da doğrulanmıştır (Tang et al., 2019b; 

Areeb et al., 2016). Proteazom komples൴n൴n GBM tedav൴s൴nde potans൴yel b൴r hedef olup 

olmadığını değerlend൴rmek amacıyla üç farklı GBM hücre hattında çeş൴tl൴ proteazom 

൴nh൴b൴törler൴n൴n etk൴nl൴ğ൴ ൴ncelenm൴şt൴r (Areeb et al., 2016). Carf൴lzom൴b, primer hücre 

hatları da dahil olmak üzere çeşitli GBM hücre hatlarında 10 nM’lık konsantrasyonda 

hücre canlılığını %50’den fazla azaltmıştır (Areeb et al., 2016). Farklı proteazom 

inhibitörlerinin in vivo ve in vitro koşullardaki anti-kanser etkinlikleri GBM’de 
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gösterilmiştir (Zanotto et al., 2012; Wang et al., 2013; Manton et al., 2016; Boccellato et 

al., 2021). IXaC’n൴n GBM hücreler൴ üzer൴ndek൴ ant൴-kanser etk൴nl൴ğ൴ ve IC50 

konsantrasyonları henüz tanımlanmamıştır. Bu çalışmada, GBM hücreler൴ne 24, 48 ve 72 

saat boyunca IXaC uygulandı (Şek൴l 3.3b). IXaC, GBM hücreler൴nde konsantrasyon ve 

zamana bağlı olarak artan ant൴-prol൴ferat൴f etk൴ gösterd൴.  

 

Şekil 3.3. IXaC ve BA’nın GBM hücreler൴ üzer൴ndek൴ ant൴-prol൴ferat൴f etk൴ler൴ ve 

൴laç–൴laç etk൴leş൴m türü 

L൴teratürle tutarlı b൴r b൴ç൴mde, uygulama yapılan her üç zaman d൴l൴m൴nde IXaC’ye 

a൴t IC50 konsantrasyonlarının nM sev൴yes൴nde olduğu bulundu. U87MG hücre hattı ൴ç൴n 

IXaC’n൴n 24, 48 ve 72. saatlerdek൴ IC50 konsantrasyonları sırasıyla 41,81nM, 33,33nM 

ve 40,8nM olarak bulundu. T98G hücre hattı ൴ç൴n bel൴rt൴len zaman aralıklarında 

tanımlanan IC50 konsantrasyonları ൴se sırasıyla 80,91nM, 51,61nM ve 63,91nM ൴d൴. Hücre 

hatlarında IXaC ve BA ൴ç൴n bel൴rt൴len tüm sürelerde tanımlanan IC50 konsantrasyonları 

Tablo 3.1’de özetlenm൴şt൴r. Her ൴k൴ ajan GBM hücreler൴ne tek başlarına uygulandıklarında 

ant൴-prol൴ferat൴f etk൴ meydana get൴rd൴.   
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Tablo 3.1. IXaC ve BA’nın GBM hücreler൴nde tanımlanan IC50 konsantrasyonları 

Süre 

(Saat) 

U87MG T98G 

IXaC (IC50) BA (IC50) IXaC (IC50) BA (IC50) 

24 41,81nM 52,09µM 80,91nM 82,77µM 

48 33,33nM 30,25µM 51,61nM 53,21µM 

72 40,8nM 29,93µM 63,91nM 14,10µM 

İlg൴l൴ l൴teratürde, BA ve IXaC’n൴n komb൴ne olarak GBM hücreler൴ne uygulandığı 

b൴r çalışma bulunmamaktadır. Komb൴ne ൴laç uygulamalarında, CI değer൴n൴n 1’den küçük 

olması ൴laç-൴laç etk൴leş൴m türünün s൴nerj൴st൴k olduğunu göstermekted൴r (Zhang et al., 

2015). Eğer ൴laçlar arasındak൴ etk൴leş൴m türü s൴nerj൴st൴k ൴se, ൴laçların tek başına etk൴ 

gösterd൴ğ൴ IC50 konsantrasyon değerler൴ komb൴ne uygulamada azalmaktadır (Lehár et al., 

2009). Bu çalışmada, BA ve IXaC arasındak൴ etk൴leş൴m türü her b൴r ajanın GBM 

hücreler൴nde 48 saat ൴ç൴n gösterd൴ğ൴ IC50 değerler൴ üzer൴nden tanımlandı. IC50 

konsantrasyonlarının dışındak൴ d൴ğer tüm komb൴ne uygulamalarda CI değer൴n൴n 1’den 

büyük olduğu saptandı (Şek൴l 3.3c). BA ve IXaC’n൴n 48 saatl൴k uygulama ൴ç൴n bel൴rlenen 

IC50 konsantrasyonlarına a൴t CI değerler൴, U87MG ve T98G hücreler൴ ൴ç൴n sırasıyla 0,9718 

ve 0,9618 olarak bulundu. GBM hücreler൴ne uygulanan bu ൴k൴ ajanın arasındak൴ etk൴leş൴m 

türü ൴lave etk൴yd൴ (“additive”). GBM hücreler൴nde ub൴k൴t൴n-proteazom mekan൴zmasının 

b൴rl൴kte ൴nh൴b൴syonu sonrası s൴nerj൴st൴k etk൴ gözleneceğ൴ düşünülmekteyd൴. Ancak sonuçlar 

GBM hücreler൴nde s൴nerj൴st൴k etk൴n൴n meydana gelmed൴ğ൴ne d൴kkat çekmekted൴r. Bunun 

neden൴ BA’nın UBA2’y൴ hedeflemes൴ olab൴l൴r. Bu çalışmada, ub൴k൴t൴nasyon 

mekan൴zmasına dah൴l olan prote൴nler KEGG ver൴ tabanı üzer൴nden bel൴rlend൴ 

(https://www.kegg.jp/entry/hsa04120). İlg൴l൴ ver൴ tabanında, UBA2 ub൴k൴t൴nasyonla 

൴l൴şk൴l൴ E1 enz൴m൴n൴n alt b൴r൴m൴ olarak tanımlanmıştır. Ancak UBA2 ub൴k൴t൴nasyon 

s൴stem൴nde yer alan E1 enz൴m൴n൴n b൴r alt b൴r൴m൴ değ൴ld൴r (Okuma et al., 1999). Ub൴k൴t൴n-

benzer൴ mod൴f൴kasyon (UBM) ve ub൴k൴t൴nasyon yapısal ve mekan൴k paralell൴kler 

serg൴led൴ğ൴ ൴ç൴n UBM b൴leşenler൴ sıkça ub൴k൴t൴nasyonla b൴rl൴kte ൴ncelen൴r. Dolayısıyla, 

UBA2’n൴n aslında SUMOlasyonda görev alan E1 enz൴m൴n൴n alt b൴r൴m൴ olması (Okuma et 

al., 1999), beklenen s൴nerj൴st൴k etk൴n൴n oluşmamasına neden olab൴l൴r. BA, Skp2-SCF E3 

l൴gaz enz൴m൴n൴ ൴nh൴be edeb൴lmes൴ne rağmen (He et al., 2021), GBM hücreler൴nde UBA2 
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൴nh൴b൴syonuna bağlı olarak SUMOlasyonda meydana geleb൴lecek değ൴ş൴mler ൴lave etk൴ ൴le 

sonuçlanab൴l൴r.  

3.3. IXaC veya BA Proteazom Kompleks൴ ve E1 Enz൴m Alt Ün൴tes൴n൴n Gen 

Düzey൴ndek൴ İfadeler൴n൴ Değ൴şt൴r൴r 

İlaç uygulanan kanser hücreler൴nde, hedeflenen molekülün ൴fade düzey൴ndek൴ 

değ൴ş൴mler ൴laç yanıtı hakkında b൴lg൴ ver൴r (Parca et al., 2019). 19S proteazom alt 

ün൴teler൴nden b൴r veya daha fazlasının ൴fades൴nde meydana gelen azalma proteazom 

൴nh൴b൴törler൴ne karşı d൴renç gel൴ş൴m൴ ൴le sonuçlanab൴l൴r (Tsvetkov et al., 2017). Bu nedenle, 

sadece IXaC veya BA uygulanan GBM hücreler൴nde PSMB5, PSMC6, PSMD8 ve 

UBA2’n൴n ൴fade değ൴ş൴mler൴ RT-qPCR ൴le tanımlandı (Şek൴l 3.4). 

 

Şekil 3.4. IXaC veya BA uygulanan T98G ve U87MG hücreler൴nde PSMD8, 

UBA2, PSMC6 ve PSMB5 genler൴n൴n mRNA düzey൴ndek൴ ൴fade değ൴ş൴mler൴ 

IXaC’nin tek başına uygulandığı T98G hücrelerinde PSMD8, PSMB5 ve UBA2 

genlerinin ifadesinde artış gözlendi (Şekil 3.4a). Buna karşın, IXaC T98G hücrelerinde 

PSMC6 ifadesini düşürdü. T98G hücrelerinde, BA tek başına PSMD8 ve PSMC6 

ifadelerini azaltırken, PSMB5 ve UBA2 ifadelerini arttırdı. U87MG hücrelerinde PSMC6 

ifadesi gözlenmedi (Şekil 3.4b). IXaC’nin tek başına uygulandığı U87MG hücrelerinde 
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PSMD8 ifadesi artarken, UBA2 ve PSMB5 ifadeleri azaldı. BA ise tek başına 

uygulandığında, UBA2 ifadesini arttırdı. PSMD8 ve PSMB5 ifadeleri BA 

uygulamasından sonra azaldı. Proteazom kompleksinin baskılanma etkinliği kompleksi 

oluşturan alt birimlerin ifade düzeyleri ile değil, katalitik birimlerin fonksiyon kaybı ile 

ilişkilidir (Britton et al., 2009). Her ne kadar komplekse ait alt birimlerin ifadesindeki 

azalma proteazom inhibitörlerine karşı direnç gelişimi ile ilişkilendirilse de (Tsvetkov et 

al., 2017), U87MG’de proteazom komplesi ile ilişkili bazı genlerin ifade edilmemesi yine 

de anti-kanser etkinlik oluşturdu. Proteazom komplesinde yer alan α (1-7) ve β (1-7) gibi 

alt birimlerin farklı izoformları bulunmaktadır (Besse et al., 2019). Proteazom 

komplesindeki katalitik alt birimler ise β1, β2 ve β5’dir (Besse et al., 2019). Bu çalışmada, 

katalitik alt birim β5’in mRNA düzeyindeki ifadesi U87MG hücrelerinde uygulama 

gruplarında azalırken, IXaC veya BA uygulanan T98G hücrelerinde arttı. U87MG 

hücrelerinde β5 ifadesinin azalması katalitik β1 ve β2 alt birimlerinin fonksiyonunu 

etkilemeyebilir. U87MG hücrelerinde ilgili genlerin ifadesinin düşük olması hücre 

içerisinde daha az fonksiyonel kompleksin oluşumuna neden olarak kullanılan inhibitör 

ajanın hedef proteinleri daha düşük konsantrasyonda inhibe edebilmesi ve dolayısıyla 

görece daha düşük konsantrasyonda anti-kanser etki göstermesi ile açıklanabilir. Bu 

nedenle, IXaC veya BA uygulaması sonrası meydana gelen proteazom ilişkili genlerin 

ifade değişimleri ilaç direnci ile ilişkili olmayabilir. 

3.4. IXaC ve/veya BA GBM Hücreler൴nde Apoptozu İndükler ve Hücre Döngüsü 

Blokajına Neden Olur 

Ant൴-prol൴ferat൴f etk൴n൴n b൴r neden൴ hücrelerde apoptozun ൴ndüklenmes൴d൴r 

(C൴tal൴ngam et al., 2015). Bu nedenle, IXaC ve/veya BA’nın apoptot൴k etk൴s൴ GBM 

hücreler൴nde ൴ncelend൴. Çalışmalar, proteazom kompleks൴n൴n GBM hücreler൴nde 

baskılanması sonrası apoptozun ൴ndüklend൴ğ൴n൴ göstermekted൴r (Y൴n et al., 2005; D൴ et al., 

2016; Kusaczuk et al., 2024). Proteazom ൴nh൴b൴syonuna bağlı olarak U87MG hücreler൴n൴n 

apoptoza sürüklend൴ğ൴ b൴l൴nmekted൴r (Vlachosterg൴os et al., 2013; Tang et al., 2019b). 

Proteazom ൴nh൴b൴törler൴ GBM hücreler൴nde doğrudan kaspaz akt൴vasyonu üzer൴nden veya 

NFκB s൴nyal yolağına bağlı olarak apoptozu ൴ndükleyeb൴l൴r (Vlachosterg൴os et al., 2013; 

Manton et al., 2016). Proteazom ൴nh൴b൴törü olan Mar൴zom൴b GBM hücreler൴ne 

uygulandığında, kısa b൴r süre ൴çer൴s൴nde önce kaspaz 2 (4 saat), bunu tak൴ben kaspaz 8/9 

(8-12 saat) ve en sonunda kaspaz 3/7 (16 saat sonrası) kes൴m൴n൴ ൴ndükler (Manton et al., 
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2016). Bu bakımdan, GBM hücreler൴nde proteazom kompleks൴n൴n baskılanması 

m൴tokondr൴yal yolak üzer൴nden apoptozu ൴ndükler. D൴ğer çalışmalarla tutarlı b൴r b൴ç൴mde, 

IXaC’n൴n U87MG ve T98G GBM hücreler൴nde apoptozu ൴ndükled൴ğ൴ saptandı (Şek൴l 

3.5a). U87MG hücreler൴ ൴ç൴n kontrol grubuna a൴t apoptot൴k hücre yüzdes൴ ortalama 

%2,045 ൴ken IXaC uygulaması sonrası apoptot൴k hücre yüzdes൴ ortalama %16’ya 

yükseld൴. IXaC ayrıca U87MG hücreler൴nde nekrot൴k hücre yüzdes൴nde de artışa neden 

oldu. Kontrol grubuna a൴t nekrot൴k hücre yüzdes൴ ortalama %1,065 ൴ken IXaC uygulaması 

sonrası bu değer ortlama %6,765 olarak bulundu. T98G hücreler൴nde kontrol grubuna a൴t 

apoptot൴k hücre yüzdes൴ ortalama %1,95 ൴d൴. IXaC uygulaması sonrası bu değer ortalama 

%20,635 olarak saptandı. Bununla b൴rl൴kte, kontrol grubuna göre (%1,49) IXaC 

uygulanan T98G hücreler൴nde nekrot൴k hücre yüzdes൴ oldukça az b൴r artış gösterd൴ 

(%3,42). IXaC tek başına U87MG ve T98G hücreler൴nde apoptozu ൴ndükled൴.   

BA’nın tek başına GBM hücreler൴nde apoptozu ൴ndükled൴ğ൴ b൴l൴nmekted൴r (Lo et 

al., 2020; W൴ck et al., 1999). Katlanmamış prote൴n yanıt mekan൴zmasında sensör prote൴n 

olarak görev alan PERK’൴n akt൴vasyonu sonrası CHOP prote൴n൴n൴n ൴ndüklenmes൴ GBM 

hücreler൴n൴ apoptoza sürükler (Lo et al., 2020). BA, ub൴k൴t൴nasyondan bağımsız b൴r şek൴lde 

UPR mekan൴zması aracılığıyla GBM hücreler൴nde apoptozu tet൴klemekted൴r. Bu 

çalışmada, GBM hücreler൴ne tek başına uygulanan BA’nın apoptozu ൴ndüklend൴ğ൴ 

saptandı. U87MG hücreler൴nde BA uygulama grubuna a൴t ortalama apoptot൴k ve nekrot൴k 

hücre yüzdeler൴ sırasıyla %40,5 ve %53,075 ൴d൴. T98G hücreler൴nde ൴se bu ortalama 

değerler sırasıyla %28,46 ve %30,85 ൴d൴. IXaC ve BA’nın komb൴ne uygulandığı GBM 

hücreler൴nde kontrole göre apoptot൴k hücre yüzdes൴nde artış gözlend൴. U87MG 

hücreler൴nde komb൴ne uygulama sonrası saptanan apoptot൴k hücre yüzdes൴ bel൴rt൴len 

ajanların tek başına uygulandıkları gruplara göre daha yüksekt൴ (%63,04). Ancak, T98G 

hücreler൴nde komb൴ne uygulamaya a൴t apoptot൴k hücre yüzdeler൴ ajanların tek başına 

uygulandığı d൴ğer gruplar ൴le benzerd൴ (%26,5). Bu durum, ൴laçlar arasında tam b൴r 

s൴nerj൴st൴k etk൴n൴n olmaması ൴le açıklanab൴l൴r.              

   Ant൴-kanser ajanının prol൴ferasyon üzer൴nde gösterd൴ğ൴ etk൴ sadece apoptozun 

൴ndüklenmes൴ ൴le sınırlı olmayab൴l൴r. Bazı moleküller s൴tos൴tat൴k etk൴ göstererek apoptozu 

൴ndüklemeden prol൴ferasyonu durdurab൴leceğ൴ ൴ç൴n y൴ne de ant൴-prol൴ferat൴f olarak 

tanımlanmaktadır (Antt൴la et al., 2019). 



 

33 

 

Şekil 3.5. IXaC ve/veya BA’nın GBM hücreler൴n൴n apoptoz ve hücre döngüsü 

prof൴ller൴ üzer൴ndek൴ etk൴ler൴ 

Bortezom൴b, kanser hücreler൴ apoptoza g൴rmeden önce G2/M fazının 

tutuklanmasına neden olur (Hong et al., 2012; Larsson et al., 2024). Bu proteazom 

൴nh൴b൴törü tarafından ൴ndüklenen G2/M tutuklanması, GBM hücreler൴nde tanımlanan 

yaygın b൴r olaydır (Johansson et al., 2020). U87MG ve T98G hücreler൴nde, IXaC anlamlı 

b൴r şek൴lde G2/M faz tutuklanmasına neden oldu (Şek൴l 3.5b). U87MG hücre hattında 

kontrol grubuna a൴t G0/G1, S ve G2/M fazlarının ortalama yüzde hücre değerler൴ sırasıyla 

44,34, 17,87 ve 35,47 ൴d൴. IXaC uygulanan gruba a൴t ortalama yüzdeler ൴se sırasıyla 24,50, 

18,05 ve 56,89 ൴d൴. T98G hücre hattında kontrol grubuna a൴t G0/G1, S ve G2/M fazlarının 

ortalama yüzde hücre değerler൴ 70,47, 16,32 ve 13,09’du. IXaC uygulanan T98G 

hücreler൴nde ൴se G0/G1, S ve G2/M fazlarında bulunan hücre yüzdeler൴ ൴se sırasıyla 62,49, 

14,21 ve 23,12’d൴r. Proteazom kompleks൴n൴n GBM hücreler൴nde baskılanması hücre 

döngüsünü spes൴f൴k olarak bu noktada durdurab൴l൴r. BA uygulanan GBM hücreler൴nde 

G0/G1 faz tutuklanması gözlen൴r (L൴ et al., 2022). BA uygulanan U87MG hücreler൴nde 

G0/G1 faz tutuklanması gözlen൴rken aynı etken T98G hücreler൴nde G2/M faz 
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tutuklanmasına neden oldu. BA uygulanan U87MG hücreler൴n൴n G0/G1, S ve G2/M 

fazlarına a൴t ortalama hücre yüzdeler൴ sırasıyla 51,03, 15,93 ve 31,74’tür. BA uygulanan 

T98G hücreler൴nde ൴se bu fazlara a൴t ortalama hücre yüzdeler൴ sırasıyla 57,38, 18,49 ve 

23,86’dır. Hücre hatları arasında genom düzey൴ndek൴ ൴fade farklılıkları, BA’nın hücre 

döngüsü üzer൴ndek൴ etk൴s൴n൴ değ൴şt൴reb൴l൴r. Komb൴ne uygulamada, U87MG hücreler൴ 

G2/M fazında tutuklandı. T98G hücreler൴nde ൴se S ve G2/M fazlarında anlamlı b൴r atış 

gözlend൴. Her ൴k൴ ajan GBM hücreler൴nde s൴tostat൴k etk൴ göstermed൴. Dolayısıyla, IXaC 

ve/veya BA uygulanan GBM hücreler൴ hücre döngüsü blokajı sonrası apoptoza 

sürükleneb൴l൴r. 

3.5. IXaC ve/veya BA GBM Hücreler൴n൴n Kolon൴ Oluşturma ve İnvazyon 

Kapas൴teler൴n൴ Azaltır 

Ant൴-kanser ajanlar, kanser hücreler൴n൴n yalnızca prol൴ferasyonunu değ൴l, aynı 

zamanda kolon൴ oluşturma potans൴yeller൴ ve ൴nvaz൴v özell൴kler൴n൴ de baskılayarak çok 

yönlü etk൴ göstereb൴l൴r (Tang et al., 2019b; Izad൴ et al., 2023). Agres൴f davranış serg൴leyen 

GBM hücreler൴n൴n ৻n v৻tro koşullarda kolon൴ oluşturma kapas൴tes൴ yüksekt൴r (Dem൴rcan et 

al., 2021). Kolon൴ oluşturma kapas൴tes൴ azalmış GBM hücreler൴n൴n ৻n v৻vo koşullarda 

tümör oluşturma yetenekler൴ de azalmaktadır (We൴ et al., 2016). Dolayısıyla, b൴r ant൴-

kanser ajanın kanser hücreler൴n൴n kolon൴ oluşturma kapas൴tes൴n൴ baskılaması, tümör 

agres൴fl൴ğ൴n൴n azaldığına ൴şaret eden b൴r unsurdur. U87MG ve U251 GBM hücre hatları 

üzer൴nde proteazom ൴nh൴b൴törü uygulamasının ardından, hücreler൴n kolon൴ oluşturma 

kapas൴teler൴ azalmıştır (Tang et al., 2019b). Tutarlı b൴r b൴ç൴mde, U87MG ve T98G 

hücreler൴n൴n kolon൴ oluşturma kapas൴teler൴, IXaC uygulamasının ardından anlamlı olarak 

azaldı (Şek൴l 3.6a). U87MG hücreler൴nde kontrol grubunun oluşturduğu ortalama kolon൴ 

sayısı 48 ൴ken IXaC uygulaması sonrasında bu sayı 22 olarak saptandı. T98G hücreler൴n൴n 

kontrol grubunda oluşturduğu ortalama kolon൴ sayısı ൴se 54 ൴d൴. IXaC uygulamasının 

ardından oluşan ortalama kolon൴ sayısı 3 olarak bulundu. IXaC uygulaması tek başına 

U87MG ve T98G hücreler൴n൴n kolon൴ oluşturma kapas൴teler൴n൴ anlamlı b൴r şek൴lde azalttı. 

BA’nın tek başına uygulandığı GBM hücreler൴nde kolon൴ oluşturma kapas൴tes൴ 

azalmaktadır (Bache et al., 2011). Benzer b൴r şek൴lde, BA tek başına U87MG ve T98G 

hücreler൴n൴n kolon൴ oluşturma kapas൴teler൴n൴ azalttı. BA uygulanan U87MG ve T98G 

hücre hatlarında kolon൴ oluşumu neredeyse tamamen baskılandı. Komb൴ne uygulamada 
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da benzer etk൴ gözlend൴. IXaC ve/veya BA uygulaması, GBM hücreler൴n൴n kolon൴ 

oluşturma kapas൴teler൴ üzer൴nde anlamlı b൴r baskılayıcı etk൴ye sah൴pt൴. 

 

Şekil 3.6. IXaC ve/veya BA’nın GBM hücreler൴n൴n kolon൴ oluşturma kapas൴tes൴ 

ve ൴nvazyon yetenekler൴ üzer൴ndek൴ etk൴ler൴ 

IXaC ve/veya BA’nın, GBM hücreler൴n൴n ൴nvazyon kapas൴teler൴ üzer൴ndek൴ etk൴s൴ 

൴ncelend൴. GBM hücreler൴nde proteazom kompleks൴n൴n baskılanması sonucu ൴nvazyon 

yetenekler൴n൴n öneml൴ ölçüde azaldığı rapor ed൴lm൴şt൴r (D൴ et al., 2016; Areeb et al., 2016). 

U251 ve D54 GBM hücre hatlarına mar൴zom൴b uygulandıktan sonra bu hücreler൴n 

൴nvazyon yetenekler൴ öneml൴ ölçüde azalır (D൴ et al., 2016). L൴teratürle uyumlu olarak, 

IXaC’n൴n tek başına U87MG ve T98G GBM hücreler൴n൴n ൴nvazyon yetenekler൴n൴ 

düşürdüğü saptandı (Şek൴l 3.6b). U87MG hücreler൴nde kontrol grubunda oluşturulan 

ç൴z൴kler 24 saatte tamamen kapandı. U87MG kontrol grubunda 24 saat൴n sonunda 

kapanma oranı %99,99’du. IXaC uygulanan grupta ൴se kapanma oranı %65,57 olarak 

saptandı. T98G hücre hattında ൴se 48 saat൴n sonunda kapanma oranı %79,49 ൴d൴. IXaC 
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grubuna a൴t kapanma oranı ൴se %41,75 olarak bulundu. GBM hücreler൴ne tek başına 

uygulanan IXaC GBM hücreler൴n൴n ൴nvazyon yetenekler൴n൴ anlamlı şek൴lde baskıladı. 

BA’nın farklı kanser türler൴nde matr൴ks metalloprote൴naz enz൴mler൴n൴n ൴fadeler൴n൴ 

azaltıp TIMP-2 ൴fades൴n൴ artırarak, EMT sürec൴n൴ engelled൴ğ൴ ve böylece hücreler൴n 

൴nvazyon ve m൴grasyon yetenekler൴n൴ baskıladığı b൴ld൴r൴lm൴şt൴r (Zeng et al., 2018; Zeng et 

al., 2019). BA’nın GBM hücreler൴n൴n de ൴nvaz൴v özell൴kler൴n൴ baskıladığı göster൴lm൴şt൴r 

(Huang et al., 2025). Tutarlı b൴r b൴ç൴mde, U87MG ve T98G GBM hücre hatlarına tek 

başına uygulanan BA ൴nvazyon yeteneğ൴n൴ kısıtladı. BA uygulanan gruplarda U87MG 

hücre hattı ൴ç൴n ortalama kapanma oranı %43,64 ൴ken, T98G hücre hattında ç൴z൴k 

yüzey൴nde kapanma gözlenmed൴. Komb൴ne uygulama gruplarında ൴se oluşturulan ç൴z൴ğ൴n 

zaman ൴çer൴s൴nde açıldığı gözlend൴. IXaC ve BA’nın b൴rl൴kte uygulandığı GBM 

hücreler൴n൴n ൴nvazyon kapas൴teler൴ tek başına uygulandığı gruplara kıyasla daha fazla 

azaldı. 

Kanser hücreler൴ üç boyutlu ortamda kültüre ed൴ld൴kler൴nde holoklon, meroklon ve 

paraklon olmak üzere üç farklı t൴pte kolon൴ oluşturab൴l൴r (Beaver, 2012; Beaver et al., 

2014). Yüksek çoğalma potans൴yel൴ne sah൴p, küçük ve sıkı paketlenm൴ş hücrelerden 

oluşan holoklon t൴p kolon൴ler൴n kök hücre ൴çer൴ğ൴ açısından zeng൴n olduğu 

düşünülmekted൴r. Meraklonlar b൴raz daha düzens൴z dış hatta sah൴p, daha az sıkı olan 

kolon൴lerd൴r. Paraklonlar ൴se tamamen dağınık yoğun olmayan kolon൴lerd൴r (Harper et al., 

2007). Tedav൴ ajanı uygulandıktan sonra holoklonların sayısal olarak azalması kanser 

hücreler൴ne a൴t mal൴n özell൴kler൴n azalması olarak yorumlanmaktadır (Joseph et al., 2021). 

IXaC ve/veya BA uygulamasının ardından GBM hücreler൴n൴n kolon൴ morfoloj൴ler൴ndek൴ 

değ൴ş൴mler soft agar test൴ ൴le değerlend൴r൴ld൴. L൴teratürde, proteazom ൴nh൴b൴törler൴n൴n soft 

agar ortamında GBM hücreler൴n൴n genel kolon൴ sayısını azalttığı göster൴lm൴şt൴r (Manton 

et al., 2016; Y൴n et al., 2005). IXaC tek başına uygulandığında U87MG ve T98G 

hücreler൴n൴n genel kolon൴ sayısını azalttı (Şek൴l 3.7a). U87MG kontrol grubunda oluşan 

kolon൴ sayısı ortalama olarak 171 ൴d൴. IXaC grubunda meydana gelen kolon൴ sayısı 

ortalaması ൴se 91 olarak tesp൴t ed൴ld൴. T98G kontrol grubunda oluşan kolon൴ sayısı 

ortalaması 280 ൴d൴. IXaC grubunda ൴se bu sayı 151 ൴d൴. IXaC tek başına U87MG ve T98G 

hücreler൴n൴n üç boyutlu ortamdak൴ kolon൴ oluşturma kapas൴teler൴n൴ azalttı. 
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Şekil 3.7. Yumuşak agar test൴ sonuçları 

Tek başına uygulanan BA, U87MG ve T98G hücreler൴n൴n üç boyutlu kültür 

ortamında oluşturduğu kolon൴ sayısını genel olarak azalttı. Sadece BA uygulanan U87MG 

hücreler൴n൴n oluşturduğu kolon൴ sayısı ortalaması 50’൴d൴. T98G hücreler൴nde ൴se sadece 

BA uygulanan grubun kolon൴ sayısı ortalaması 62 ൴d൴. Komb൴ne uygulamada U87MG ve 

T98G hücreler൴n൴n oluşturduğu kolon൴ler൴n ortalama sayıları sırasyıla 15 ve 86 ൴d൴. 

U87MG hücreler൴nde komb൴ne uygulama genel kolon൴ oluşumunu daha etk൴n b൴r b൴ç൴mde 

baskıladı. Ancak, T98G hücre hattında kom൴ne uygulama sonrası oluşan kolon൴ sayısı BA 

uygulanan gruba kıyasla daha fazlaydı.  

IXaC uygulamasının ardından kolon൴ morfoloj൴ler൴ndek൴ değ൴ş൴mler ൴ncelend൴ 

(Şek൴l 3.7b). U87MG kontrol grubunda oluşan ortalama holoklon sayısı 84, meroklon 

sayısı 40 ve paraklon sayısı 48 olarak saptandı. Buna karşın, IXaC grubunda oluşan 
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ortalama holoklon sayısı 46, meroklon sayısı 28 ve paraklon sayısı 18 ൴d൴. T98G 

hücreler൴ne a൴t kontrol grubunda ortalama 229 holoklon, 42 meroklon ve 9 paraklon 

kolon൴ meydana geld൴. IXaC grubunda ൴se ortalama 101 holoklon, 34 meroklon, 16 

paraklon oluştu. Tek başına uygulanan IXaC, GBM hücreler൴nde holoklon t൴p kolon൴ler൴n 

sayısını azalttı. 

BA tek başına uygulandığında GBM hücreler൴n൴n kolon൴ morfoloj൴ler൴nde sayısal 

değ൴ş൴m meydana geld൴. Sadece BA uygulanan U87MG hücreler൴nde, oluşan ortalama 

holoklon sayısı 27, meroklon sayısı 11, paraklon sayısı ൴se 12 ൴d൴. T98G hücreler൴nde ൴se 

ortalama 43 holoklon, 13 meroklon, 6 paraklon sayıldı. BA, GBM hücreler൴n൴n holoklon 

t൴p kolon൴ sayısını düşürdü. Komb൴ne uygulama yapılan U87MG hücreler൴nde oluşan 

ortalama holoklon, meroklon ve paraklon sayıları sırasıyla 8, 7, ve 1 t൴r. T98G 

hücreler൴nde ൴se bu ortalama sayısal değerler sırasıyla 29, 45, ve 12 d൴r. IXaC ve/veya BA 

uygulanan GBM hücreler൴nde gerçekleşen kolon൴ morfoloj൴ değ൴ş൴mler൴, agres൴f 

özell൴kler൴n baskılandğına ൴şaret edeb൴l൴r.  
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4. SONUÇ VE ÖNERİLER 

4.1. Sonuç 

GBM, genellikle yetişkinler arasında en sık görülen oldukça agresif davranışlı bir 

beyin tümörüdür. Oldukça kötü bir prognoza sahip olan GBM’de tedavi etkinliği, tedavi 

sürecini takiben gelişen direnç nedeniyle önemli ölçüde sınırlanmaktadır. GBM 

tedavisine yönelik yeni terapötik ajanların tanımlanması, hastalığın agresif yapısı ve 

sınırlı tedavi seçenekleri göz önüne alındığında kritik bir öneme sahiptir.  

Bu çalışmada, gerçekleştirilen biyoinformatik analizler sonucunda UPM 

mekanizmasının GBM için bir terapötik hedef olabileceği öne sürüldü. Bu amaçla, IXaC 

GBM hücrelerinde proteazom kompleksinin baskılanması için seçilirken, BA 

ubikitinasyonun baskılanması için seçildi. Her bir ajan tek başına veya kombine olarak 

GBM hücrelerine uygulandığında, anlamlı bir biçimde anti-proliferatif etki sergiledi. 

GBM hücrelerinde iki ilaç arasındaki etkileşim türü ilave etkiydi. IXaC veya BA 

uygulanan GBM hücrelerinde, her bir ajanın hedeflediği mekanizmaya ilişkin genlerin 

ifadeleri tanımlandı. Özellikle IXaC uygulanan GBM hücrelerinde proteazom kompleksi 

ile ilişkili genlerin ifadesindeki azalmaya rağmen anti-kanser etkinin meydana gelmesi, 

ifade azalışının bu inhibitörün GBM hücreleri üzerindeki etkinliğini değiştirmediğini 

gösterdi. Belirtilen ajanlar, GBM hücrelerinde apoptozu indükleyerek ve hücre 

döngüsünü durdurarak anti-kanser etkinlik oluşturdu. IXaC her iki GBM hücre hattında 

G2/M fazında tutuklanmaya neden olurken, BA hücre hattına bağlı olarak hücre 

döngüsünü farklı fazlarda durdurdu. Kombine uygulama genel olarak her iki hücre 

hattında hücre döngüsünü G2/M fazında durdurdu. Bununla birlikte, kombine uygulama 

T98G hücrelerinde ayrıca S fazı tutuklanmasını da indükledi. IXaC ve/veya BA, GBM 

hücrelerinin invazyon yeteneklerini ve koloni oluşturma kapasitelerini önemli ölçüde 

azalttı. Ancak, KBB’yi geçebilen IXaC ve BA’nın GBM hücrelerindeki etkileşim türünün 

sinerjistik olmaması önemli bir dez avantajdır. Buna rağmen, sonuçlar IXaC ve/veya 

BA’nın GBM hücrelerinde güçlü bir anti-kanser etki gösterdiğini ortaya koymuştur. 

4.2. Öneriler 

UPM mekan൴zması ൴ncelend൴ğ൴nde, prote൴n degredasyonu ൴ç൴n proteazom 

kompleks൴n൴n kend൴s൴ kadar ub൴k൴t൴nasyon basamağı da kr൴t൴k b൴r rol oynar. Bu nedenle, 

komb൴ne uygulamada BA’nın yer൴ne, ub൴k൴t൴nasyon basamağını doğrudan spes൴f൴k b൴r 
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b൴ç൴mde ൴nh൴be edeb൴lecek başka b൴r ajanın kullanılması IXaC’n൴n etk൴nl൴ğ൴ daha fazla 

arttırab൴l൴r.   

IXaC ve/veya BA’nın GBM üzerindeki anti-kanser etkilerinin in vivo modellerde 

doğrulanması, bu ajanların klinik açıdan taşıdığı potansiyelin açıkça belirlenmesine katkı 

sağlayacaktır.  
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