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OZET
IXAZOMIB VE FUMAGILLIN KOMBINASYONUNUN GLIOMA
HUCRELERINDE SITOTOKSIK, APOPTOTIK VE ANTIANJIOGENIK
ETKILERININ ARASTIRILMASI
Fjolla AHMETI
Farmakoloji Ana Bilim Dali
Anadolu Universitesi, Lisansiistii Egitim Enstitiisii, Ocak 2024
Danisman: Prof. Dr. Miris DIKMEN

Bu calismada, ixazomib ve fumagillin kombinasyonunun glioma hiicreleri
tizerindeki sitotoksik/sinerjistik, apoptotik ve antianjiyojenik etkilerini arastirmayi
amagcladik. Sitotoksik etkilerini degerlendirmek i¢in U87MG, SHSY-5Y ve C6 glioma
hiicre hatlar1 ile, HUVEC endotelyal hiicreleri kullanmustir. Sitotoksik etkiler MTT
yontemi ile belirlenmis ve CDI degerleri hesaplanmistir. Belirli konsantrasyonlarin
gercek zamanl hiicre analiz sisteminde U887MG glioma hiicrelerinde proliferasyon ve
migrasyon etkileri ¢calisilmistir. Hiicre akis sitometride annexin V-PI yontemi kullanilarak
glioma hiicrelerinde apoptotik etkiler belirlenmistir.

Ixazomib ve fumagillinin tekli ve kombine uygulamalarinda, konsantrasyon
artisina bagli olarak tiim hiicre hatlarinda kontrole gore sitotoksik etkide artis
bulunmustur. CDI degerlerine gore kombine uygulamalarda 6zellikle HUVEC endotel
hiicreleri ile US7MG ve SHSYSY glioma hiicrelerinde yiiksek konsantrasyonlarda
sinerjistik etki oldugu belirlenmistir. Ixazomib ve fumagillin kombinasyonun erken
apoptotik hiicre oranlart U87-MG hiicrelerinde 5+50 uM da; SHSY-5Y hiicrelerinde
de 5+100 pM da oldugu goriilmiistiir. Ixazomib (5uM) ve Fumagillinin (50 pM) tekli
ve kombin uygulamas: (5+50 uM), U87-MG hiicre hattinda hiicre proliferasyonunu
zaman bagimli inhibe etmis ve kontrole gore bu konsantrasyonlarin benzer migrasyonu

inhibe edici etki gosterdigi analiz edilmistir.

Sonug olarak, glioma glioma hiicrelerinde bir proteazom inhibitorii olan ixazomib
ile bir antifungal ilag olan fumagillin'i sinerjistik/sitotoksik, apoptotik ve antianjiyojenik
etkilerinin anlasilmasi, glioma tedavisinde etkili terapotik yaklasimlarin gelistirilmesine
katkida bulunacagi kanaatindeyiz.

Anahtar Kelimeler: Sitotoksik etkiler, Apoptotik etkiler, Antianjiyojenik etkiler,

Ixazomib, Fumagillin.



ABSTRACT

INVESTIGATION OF CYTOTOXIC, APOPTOTIC, AND ANTIANGIOGENIC
EFFECTS OF IXAZOMIB AND FUMAGILLIN COMBINATION ON GLIOMA
CELLS
Fjolla AHMETI
Department of Pharmacology
Anadolu University, Institution of Graduate School, January 2024
Supervisor: Prof. Dr. Miris DIKMEN
In this study, we aimed to investigate the cytotoxic/synergistic, apoptotic and
antiangiogenic effects of the combination of ixazomib and fumagillin on glioma cells.
U87MG, SHSY-5Y and C6 glioma cell lines and HUVEC endothelial cells were used to
evaluate their cytotoxic effects. Cytotoxic effects were determined by the MTT method
and CDI values were calculated. Proliferation and migration effects of certain
concentrations were studied in U87MG glioma cells in a real-time cell analysis system.
Apoptotic effects were determined in glioma cells using the annexin V-PI method in cell

flow cytometry.

In single and combined applications of ixazomib and fumagillin, an increase in
cytotoxic effect was found in all cell lines compared to the control, depending on the
increase in concentration. According to CDI values, it was determined that combined
applications had a synergistic effect at high concentrations, especially on HUVEC
endothelial cells and U87MG and SHSY5Y glioma cells. Early apoptotic cell rates of
ixazomib and fumagillin combination were observed at 5+50 uM in U87-MG cells; It
was also observed to be present at 5+100 uM in SHSY-5Y cells. Single and combined
application (5+50 puM) of Ixazomib (5uM) and Fumagillin (50 uM) inhibited cell
proliferation in a time-dependent manner in the U87-MG cell line, and it was analyzed
that these concentrations showed similar migration inhibitory effects compared to the
control.

In conclusion, we believe that understanding the synergistic/cytotoxic, apoptotic
and antiangiogenic effects of ixazomib, a proteasome inhibitor, and fumagillin, an
antifungal drug, on glioma glioma cells will contribute to the development of effective
therapeutic approaches in glioma treatment.

Keywords: Cytotoxic effects, Apoptotic effects, Antiangiogenic effects,

Ixazomib, Fumagillin.



TESEKKUR

Danismanim Miris Dikmen i¢in, arastirmami sekillendirmede ve becerilerimi
gliclendirmede rehberliginiz ve uzmanliginiz paha bigilmezdi. Akademik gelisimime olan
sarsilmaz bagliliginiz, beni yeni zirvelere tasidi ve siirekli bir ilham kaynagi oldu.
Icgoriilii geri bildiriminiz, sabirli rehberliginiz ve yeteneklerime olan inanciniz beni
ileriye gotiirdii. Mentorlugunuz ve bunun akademik ve kisisel gelisimim tizerindeki etkisi
i¢cin gergekten minnettarim.

Aileme, tiim bu yolculuk boyunca desteginiz ve sevginiz i¢in sahip oldugum
muazzam minnettarlig1 kelimeler yeterince ifade edemez. Tesvikiniz, anlayisiniz ve
fedakarliklariniz tezimi lizerine insa ettigim temel oldu. En zor zamanlarimda bile bana
olan inanciniz benim itici giiciim oldu. Ister gece ge¢ saatlerde yapilan sayisiz tartisma,
ister dinlemeye kulak verme, ister sadece rahatlatici bir mevcudiyet saglamak i¢in orada
bulunma olsun, desteginiz 6l¢iilemez bir hediye oldu.

Sevgili dostlarim, yeteneklerime olan inanciniz, beyin firtinasi yapmak icin
harcadigimiz sayisiz saat ve sonsuz tesvik sozleriniz beni ileriye iten yakit oldu.
Dostlugunuz ve sarsilmaz desteginiz bu yolculugu sadece katlanilabilir degil ayni
zamanda keyifli hale getirdi. Basarilarimi1 kutladiginiz, kendimden siiphe duydugum
anlarda orada olup moralimi yiikselttiginiz ve bana akademik yogunlugun ortasinda
molalar verip nese bulmamai hatirlattiginiz icin tesekkiir ederim.

Nazik sozlerle, yardim eli ya da sessiz anlayisla beni biiyiik ve kii¢lik sekillerde
destekleyen herkese, katkilarinizin yolculugumda silinmez bir iz biraktigini bilin.

Sonsuz tesekkiirler.

Fjolla AHMETI

12 /01/2024



ETiK iLKE VE KURALLARA UYGUNLUK BEYANNAMESI

Bu tezin bana ait, 6zgiin bir ¢alisma oldugunu; ¢alismamin hazirlik, veri toplama,
analiz ve bilgilerin sunumu olmak tizere tiim asamalarinda bilimsel etik ilke ve kurallara
uygun davrandigimi; bu c¢alisma kapsaminda elde edilen tiim veri ve bilgiler igin
kaynak gosterdigimi ve bu kaynaklara kaynakg¢ada yer verdigimi; bu ¢alismanin Anadolu
Universitesi tarafindan kullanilan “bilimsel intihal tespit programi”yla tarandigmni ve
hi¢cbir sekilde “intihal igermedigini” beyan ederim. Herhangi bir zamanda, ¢alismamla
ilgili yaptigim bu beyana aykir1 bir durumun saptanmasi durumunda, ortaya ¢ikacak tim

ahlaki ve hukuki sonuglar1 kabul ettigimi bildiririm.

Fjolla Ahmeti

Vi



ICINDEKILER

Sayfa
JURI VE ENSTITU ONAY L....coooiiiiiieeceeeeee e, ii
OZET ...ttt ettt ettt en ettt Iii
ABSTRACT .ottt ettt ettt ettt s s sttt en et s s e, v
TESEKKUR .......cocoooiiiiieieeeet ettt nas s s s sen et \Y;
ETIiK ILKE VE KURALLARA UYGUNLUK BEYANNAMESI...........ccco..cc... Vi
ICINDEKILER. .........c.cooo oottt ettt vii
TABLOLAR DIZINI .........cooiiiiiiiiiececeeeeeeeeeeesv e X
SEKILLER DIZINI.........cocoooviiiiiiiiieeecee ettt XIXIii
GORSELLER DIZINI .........coooiiiiiiiiieeecee e, Xiii
SIMGELER VE KISALTMALAR DIZINI..........cccooooooiviiiiiieieeeceeee, Xiv
Lo GIRIS ..ottt 1
2. GENEL BILGILER .........c..ccocoooviiiiiiieeeceeeeeeeeee st 3
R G 4 11 PSPPSRI 3
2.2. Kanser ve Hiicre DOnGusil............ccccoooviiiiiiiiiiic e 5
2.3. KANSET V& APOPLOZ ...ttt 7
Y| (0] (0] 1T ] (=SSR 8
2.5. Migrasyon Ve INVASYON ..........c.covviiieeiieeeseeeeeees et 9
2.6. GHIODIASIOMIA ......cuviiiciie e 9
2.7 Proteozom TnRiDItOrIeri ...........o.ooviveeeeeeeeee oottt 11

2.7.1. Gliomada proteazom inhibitoriiniin neden oldugu apoptoz

11T 161117411 F: 1 DR 12

2.7.2. TXAZOMID ... s 13

2.8. Antifungal AJanIar ..o 15
2.8.1. FUMAGIHTIN oo 15

vii



3. GERECLER VE YONTEMLER ............ccccocevoiiimeiiiiieieeeeseeeeee s 18

3.1.Kullamlan Kimyasal Maddeler ve Cihazar ...................c.ccoooiiiiiinnnnnn, 18
3.2. Kullanilan Malzemelerin Steril Edilmesi.................ccccooniiiniiiininnn 19
3.3. Hiicre Kiiltiirii Calismalart ....................ccccooiiiiiii e 20
3.3.1. Stoktan hiicre ¢ikarma ve hiicrelerin kiiltiire alinmasi.................. 20
3.3.2. Hiicrelerin pasajlanmasi..............cccooooiiiiiiiiiniiniceee e 20
3.3.3. Hilcre SAYIMIANT .....oooviiiiiiiiie e 21
3.4. Kullanilan Maddelerin Hazirlanmasi...................cccoooiiiiniiic e 21
3.4.1.0XAZ0MID ..o 22
342, FUMAGHTIN o 22
3.5. MTT Yontemi ile Sitotoksisitenin Belirlenmesi.............ccccoovvieinenenne, 22

3.5.1. Kombine konsantrasyonlarin sinerjistik/sitotoksik etkilerinin

degerlendirilmes ................cooiiiiiiii i 24
3.5.2. Istatistiksel ANAlZ .................cc.covvevierieeeeeeeeee e, 24
3.6. Akis Sitometri Yontemi ile Apoptotik Etkilerin Belirlemesi.................... 24
3.7. Gercek Zamanh Hiicre Analizi Cihazinda Proliferasyon ve Migrasyon
Calismalari............coooiii 26
4. BULGULAR VE TARTISMA ...ttt 27
4.1. Ixazomib, Fumagillin ve Kombinasyonlarimin HUVEC U87-MG, C6 ve

SH-SY5Y Hiicreleri Uzerinde Sitotoksik Etkilerin Degerlendirilmesi ... 27

4.1.1. Ixazomib, Fumagillin ve kombinasyonlarimimnu HUVEC

hiicrelerinde 48 saat sitotoksik etkilerin degerlendirilmesi .............. 27

4.1.2. ixazomib, Fumagillin ve kombinasyonlarininu U87-MG

hiicrelerinde 48 saat sitotoksik etkilerin degerlendirilmesi .............. 28

4.1.3. Ixazomib, Fumagillin ve kombinasyonlarininu C6 hiicrelerinde

48saat sitotoksik etkilerin degerlendirilmesi.................cccoooiniinnn. 30

viii



4.1.4. ixazomib, Fumagillin ve kombinasyonlariinu SHSY-5Y

hiicrelerinde 48 saat sitotoksik etkilerin degerlendirilmesi .............. 32

4.2. ixazomibin Fumagillin ve Kombinasyonlarimm HUVEC, U87-MG, C6 ve
SHSY-5Y Hiicreleri Uzerinde Sinerjistik/Antagonistik Etkilerinin

Degerlendirilmesi ..............ccooiiiiiiiiii 33

4.3. Apoptik Etkinin, Akis Sitometride AnnexinV-Pl Yontemi ile

Degerlendirlimesi. .............cccoooiiiiiiiiiiiii 38
4.4. Gercek Zamanh Hiicre Analizi Deney Sonuglari.................cccooooiiinnnnn. 44

4.4.1. U87-MG hiicre hatt1 iizerinde Ixazomib, Fumagillin ve kombin

uygulamasinmin proliferasyon etkilerinin degerlendirilmesi. ............. 44

4.4.2. U87-MG hiicre hatti iizerinde Ixazomib, Fumagillin ve kombin

uygulamasimin migrasyon etkilerinin degerlendirilmesi. .................. 46
5.SONUC VE ONERILER............ccceoiitiiiiieeeeteeeeeeeeee e 48
KAYNAKC A ... 51
OZGECMIS ... 59



TABLOLAR DiZiNi

Sayfa

Tablo. 3.1 Kullanilan Kimyasal Maddeler ve Cihazlar.............ccccccovevveneiiienieene e, 18
Tablo. 4.1. HUVEC hiicrelerine ixazomib, Fumagillin ve kombine uygulamalarin 48.
saat i¢in hiicre canlilik (%) oranlar1 (ortalama =+ standart sapma) ve CDI
degerleri. (Kontrol grubu %100 kabul edilmistir. CDI: Ilag etkilesim
KALSAYISIT. )ittt ettt 34
Tablo. 4.2. U87-MG hiicrelerine ixazomib, Fumagillin ve kombine uygulamalarin 48.
saat i¢in hiicre canlilik (%) oranlar1 (ortalama + standart sapma) ve CDI
degerleri. (Kontrol grubu %100 kabul edilmistir. CDI: lag etkilesim
KALSAYISIT. ).ttt ettt ettt ettt ettt b e nn e nn e e nnne s 35
Tablo. 4.3. C6 hiicrelerine ixazomib, Fumagillin ve kombine uygulamalarin 48 saat igin
hiicre canlilik (%) oranlari (ortalama + standart sapma) ve CDI degerleri.
(Kontrol grubu %100 kabul edilmistir. CDI: Ilag etkilesim katsayist.) ....... .. 36
Tablo. 4.4. SHSYS5Y hiicrelerine Ixazomib, Fumagillin ve kombine uygulamalarm 48
saat icin hiicre canlilik (%) oranlar1 (ortalama =+ standart sapma) ve CDI
degerleri. (Kontrol grubu %100 kabul edilmistir. CDI: Ilag etkilesim
KAESAYISIL. )it 37



SEKILLER DiZiNi

Sekil 2.1 Normal ve kanser hiicresi bOIINMESI .......cccccvvvreeiiiiieee i 4
Sekil 2.2. Hiicre dongiisii kontrol noktalari, hiicre biiytimesini, tutuklanmasini veya
apoptozu belirleyen karmasgik etkilesim agini diizenler .............cccoovevviiinennnn, 6

Sekil 2.3. 26S Proteozom ve proteozom inhibitérlerinin baglanma bolgelerinin

QOSTETIIIMES T vttt ettt ettt seese s seete e e sesseneeseeens 12
Sekil 2.4. Ixazomib’in Kimyasal YapISL. .........ccceeevreereriieereieeieesesese e, 13
Sekil 2.5. Ixazomib etki MEKANIZMASL. .......c.cvcveiiieieeee et 14
Sekil 2.6. FUMagillin'in Kimyasal yapiSl.........cocuruerieieieiieninieieie e 16

Sekil 2.7. Sinyal kaskadlarin normal ¢alismasini (siyah oklar) ve Fumagillin'in MetAP2
tizerindeki etkisini (kirmiz siireksiz oklar) gostermektedir. Fumagillin (F),
MetAP2'ye kovalent olarak baglanir ve ¢esitli seviyelerde G proteini, SRC ve
ARF SINYal YOI, ..o, 17

Sekil 3.1. Tetrazolyum tuzunun (MTT), suda ¢oziinmeyen formazana

AONUStUITIMESI. ...t 23

Sekil 4.1. ixazomib ve Fumagillinin tekli ve kombin uygulamalarinin % HUVEC hiicre
canlilig1 lizerine etkileri (n=7) (ortalama + standart sapma), ****p < 0.0001.
(Kontrol: %0.1 dmso iceren medyum) ........cccocvereeriienieeniienee e 27

Sekil 4.2. Ixazomib ve Fumagillinin tekli ve kombin uygulamalarinin %U87-MG hiicre
canlilig1 lizerine etkileri (n=7) (ortalama + standart sapma), ****p < 0.0001.
(Kontrol: %0.1 dmso iceren Mmedyum) ........ccocceerveriieeniriieeniesieesee e 29

Sekil 4.3. Ixazomib ve Fumagillinin tekli ve kombin uygulamalarinin %C6 hiicre
canlilig1 {izerine etkileri (n=7) (ortalama =+ standart sapma), ****p < 0.0001.
(Kontrol: %0.1 dmso igeren Medyum) ........cceveererieiieenenie e 31

Sekil 4.4. Ixazomib ve Fumagillinin tekli ve kombin uygulamalarinin %SHSY-5Y
hiicre canlilig1 lizerine etkileri (n=7) (ortalama =+ standart sapma), ****p <
0.0001. (Kontrol: %0.1 dmso igeren Mmedyum) ........ccccererererenesesiinienieieeees 32

Sekil. 4.5. SHSY-5Y Hiicre Hatt1 Uzerinde Ixazomib Ve Fumagillin’in 48 Saatlik Akis

Sitometride Annexin V-PI Apoptoz Sonuglar...........ccccceveieniiiniiiiiiciene, 40

Sekil. 4.6. U87-MG Hiicre Hatt1 Uzerinde Ixazomib Ve Fumagillin’in 48 Saatlik Akis

Sitometride Annexin V-Pl Apoptoz Sonuglari..........cccceeveervivieiiveresiiesennnnn, 41

Xi


https://rockwellautomation-my.sharepoint.com/personal/fjolla_ahmeti_rockwellautomation_com/Documents/Fi/Fi%20personal/masters/duzeltme/ekim%202023/düzeltme%20TEZ%20-%20Fjolla%20Ahmeti.docx#_Toc149983849
https://rockwellautomation-my.sharepoint.com/personal/fjolla_ahmeti_rockwellautomation_com/Documents/Fi/Fi%20personal/masters/duzeltme/ekim%202023/düzeltme%20TEZ%20-%20Fjolla%20Ahmeti.docx#_Toc149983851
https://rockwellautomation-my.sharepoint.com/personal/fjolla_ahmeti_rockwellautomation_com/Documents/Fi/Fi%20personal/masters/duzeltme/ekim%202023/düzeltme%20TEZ%20-%20Fjolla%20Ahmeti.docx#_Toc149983851
https://rockwellautomation-my.sharepoint.com/personal/fjolla_ahmeti_rockwellautomation_com/Documents/Fi/Fi%20personal/masters/duzeltme/ekim%202023/düzeltme%20TEZ%20-%20Fjolla%20Ahmeti.docx#_Toc149983852
https://rockwellautomation-my.sharepoint.com/personal/fjolla_ahmeti_rockwellautomation_com/Documents/Fi/Fi%20personal/masters/duzeltme/ekim%202023/düzeltme%20TEZ%20-%20Fjolla%20Ahmeti.docx#_Toc149983853

Sekil 4.7 a. U87-MG hiicrelerinde Ixazomib ve Fumagillinin tekli ve kombin
uygulamasi, hiicre proliferasyon etkilerinin degerlendirilmesi ...............c........ 45

Sekil 4.7 b. ixazomib ve Fumagillinin tekli ve kombin uygulamas, hiicre proliferasyon
etkilerinin degerledirilmesi......c.cooiviiiiiiiiiiici 45

Sekil 4.8 Ixazomib ve Fumagillinin tekli ve kombin uygulamast, hiicre migrasyonu

migrasyonun NOrmMalize hali ...........ccooveiiiiiiiii e 46

Xii


https://rockwellautomation-my.sharepoint.com/personal/fjolla_ahmeti_rockwellautomation_com/Documents/Fi/Fi%20personal/masters/duzeltme/ekim%202023/düzeltme%20TEZ%20-%20Fjolla%20Ahmeti.docx#_Toc149983879
https://rockwellautomation-my.sharepoint.com/personal/fjolla_ahmeti_rockwellautomation_com/Documents/Fi/Fi%20personal/masters/duzeltme/ekim%202023/düzeltme%20TEZ%20-%20Fjolla%20Ahmeti.docx#_Toc149983879

GORSELLER DiZzZiNi

Sayfa
Gorsel 3.1. SHSY-5Y hiicre hattinin mikroskobik goriintiisii (100um) ......ccceeevvveivennne 21
Gorsel 3.2. U87-MG hiicre hattinin mikroskobik goriintlisii (S500m ........ccvvvivvieninnnne 21
Gorsel 3.3. HUVEC hiicre hattinin mikroskobik goriintiisti (100pm).........ccccecvvrvennee. 22
Gorsel 3.4. C6 hiicre hattinin mikroskobik goriintiisti (100pm) .......ccovevvvrierininiinennnn, 22

Gorsel 4.1. Apoptotik 6liim geciren SHSY-5Y hiicrelerinin mikroskobik goriintiisii... 39
Gorsel 4.2. Apoptotik 6liim geciren U87-MG hiicrelerinin mikroskobik goriintiisii .... 39

Xiii


https://rockwellautomation-my.sharepoint.com/personal/fjolla_ahmeti_rockwellautomation_com/Documents/Desktop/TEZ%20-%20Fjolla%20Ahmeti.docx#_Toc143032450
https://rockwellautomation-my.sharepoint.com/personal/fjolla_ahmeti_rockwellautomation_com/Documents/Desktop/TEZ%20-%20Fjolla%20Ahmeti.docx#_Toc143032449
https://rockwellautomation-my.sharepoint.com/personal/fjolla_ahmeti_rockwellautomation_com/Documents/Desktop/TEZ%20-%20Fjolla%20Ahmeti.docx#_Toc143032470

SIMGELER VE KISALTMALAR DiZiNi

AML :Akut miyeloid losemi

ARF :ADP-Ribozilasyon Faktori

CDl : Ilag etkilesiminin katsayisi

DMEM :Dulbecco's Modified Eagle Medium

DMSO : Dimetil sulfoksid

EDTA :Etilen Diamin Tetra Asetik asit

EMEM :Eagle's Minimum Essential Medium

FBS :Fetal Bovine Serum

Fum-PD :Fumagillin Sn2 6n ilaci

GBM :Glioblastoma

MEM :Minimum Essential Medium

MetAP :Metiyonin aminopeptidaz

MTT : 3-(4,5-Dimetiltiyazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolyum bromiir
Pi :Proteozom Inhibitorler

PBS :Phosphate-buffered saline Fosfat Tamponlu Tuz
Rb : Retinoblastoma protein

SRC :Proto-Onkogen Tirozin-Protein Kinaz Src

T™Z :Temozolomid

Xiv



1. GIRIS

Proteazom inhibisyonu etkili bir antikanser tedavi yontemi olarak son yillarda
giderek 6nem kazanmistir. Proteazom, normal hiicresel isleyisin ayrilmaz bir pargasi olan
hasarli ve ubiquitinlenmis proteinlerin par¢alanmasindan sorumludur. Antitiimor etki igin
26S proteozom kompleksi hedef alinarak birgok proteozom inhibitorii gelistirilmis ve test
edilmistir. Bu proteozom inhibitorleri, farkli timor tiplerinde apoptozu harekete gegirerek
antitlimor etkiye sahiptirler. Klinikte birgok proteozom inhibitérii i¢in multipl myeloma
ve solid tiimorlerin tedavisi i¢in ¢alismalar bulunmaktadir.

2003'ten beri multipl miyelom tedavisi i¢in Bortezomib itravendz olarak uygulanan
onaylanmis bir proteozom inhibitériidiir. Ixazomib (MLN2238) de, bu hasta popiilasyonu
icin FDA tarafindan onaylanan ikinci nesil ilk oral proteazom inhibitoridiir.

Bortezomib arastirmalariin arkasindan da, Ixazomibin, yakin zamanda multipl
miyelomaya kars1 etkili oldugunu kanitlanmistir. Lenfomanin fare ksenograft
modellerinde, ixazomib'in giiclii ve geri déniisiimlii bir proteazom inhibitérii oldugu
gosterilmistir.

Proteozom inhibitorleri kendilerine 6zgii bir etki mekanizmasina sahiptirler.
Bunlar; hiicre adezyonunun bozulmasi, sitokin bagimli yasam yollarinin kesilmesi (NF-
kB gibi), anjiyogenezin inhibe olmasi, endoplazmik retikulum stresinin aktivasyonu,
proapoptotik genlerin yukari-regiilasyonu ya da anti-apoptotik genlerin asagi-
regiilasyonudur.

Kanser veya daha siklikla kanser tedavileri, hastanin bagisiklik sistemini
zayiflatabilir ve immiinsupresyon ortaya ¢ikar. Kanser iligkili immiinsupresyonun sikligi
ve derecesi, uygulanan ilaclara ve kanserin tiirline gore degismekle birlikte, bagisiklik
sistemi zayiflayan hastada firsat¢i1 enfeksiyon risklerini de dogurur. Hem bakteriler, hem
virlisler, hem mantarlar, bagisiklik sistemi baskilanmis kiside firsat¢1 enfeksiyonlara
neden olmaktadir. Bu amagla en ¢ok kullanilan antifungaller; azoller, polienler, flusitozin
ve ekinokandinlerdir.

Ixazomib, tercihen 20S proteazomun beta 5 alt birimine baglanan ve kimotripsin
benzeri aktivitesini inhibe eden, tersine ¢evrilebilir bir proteazom inhibitoridir. Glioma
hiicreleri iizerinde sitotoksik ve antianjiyojenik etkilere sahip oldugu gosterilen bir
proteazom inhibitoriidiir. Fumagillin de, Aspergillus fumigatus fresenius’dan elde edilmis

bir sekonder metabolit olup, metiyonin aminopeptidazi inhibe eden bir mikotoksindir.



Ixazomib ve Fumagillin kombinasyonu, glioma hiicreleri iizerinde gelismis
sitotoksik, apoptotik ve antianjiyojenik etkilere yol agabilir. Kombinasyon tedavisinin
sitotoksik etkilerini degerlendirmek icin MTT testi gibi bir hiicre canlilig1 testi
gerceklestirmis. Bu tahlil, hiicrelerin metabolik aktivitesini dlcer ve Ixazomib ve
Fumagillin ile tedaviyi takiben glioma hiicrelerinin yasayabilirligini degerlendirmek i¢in
kullanilabilir.

Kombinasyon tedavisinin apoptotik etkilerini degerlendirmek i¢in akis
sitometrisine dayali bir tahlil, Annexin V/PI boyamas1 kullanilmistir. Bu tahlil, erken
apoptozun ayirt edici 6zelligi olan fosfatidilserinin hiicre zar lizerinde digsallasmasini
Olger.

Ozet olarak, ixazomib ve Fumagillin kombinasyonu, sitotoksisite, apoptoz ve
antianjiyojenik etkilere neden olarak glioma hiicreleri iizerinde sinerjistik etkilere sahip

olabilir.

Kandidemi insidans1 ve epidemiyolojisi, hasta gruplar1 arasinda biiyiik farklilik
gostermektedir. Malignitesi olan hastalarda kandidemi 6nemli bir mortalite ve morbidite
nedeni olmaktadir.. Biz bu ¢alismamizda solid bir kanser hiicresi olan U87-MG glioma
hiicresi iizerinde antineoplastik bir ilag olan Ixazomib ile antimikrobiyal bir ilag olan
Fumagillin kombin uygulamasinin sitotoksik, apoptotik etkileri ile hem glioma hem de

HUVEC endotel hiicrelerinde de antianjiogenik etkilerini arastirmay1 amagladik.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Kanser

Ulusal kanser enstitiisiine gore kanser, viicuttaki bazi hiicrelerin kontrolsiiz bir
sekilde biiyiidiigii ve viicudun diger bolgelerine yayildig: bir hastaliktir (http-1). Anormal
hiicre biiylimesi (neoplasia), hastaligin biyolojik u¢ noktasidir (Shelton, 2010).

Kanser, esas olarak kritik hiicre diizenleyici proteinleri kodlayan genleri mutasyona
ugratan ¢evresel faktorlerin neden oldugu potansiyel olarak 6liimciil bir hastaliktir. Bu
hastalikta, anormal hiicre davranis1 normal dokular1 tahrip eder ve hayati organlara
yayilarak yaygin bir hastalia yol acar. Genis anormal hiicre kitleleri genellikle hastaligin
ilerlemesinin bir gostergesi olarak kabul edilir (Alison vd., 2011).

Normal hiicrelerde, genler hiicre bliylimesinden, Oliimiine kadar bir¢ok
mekanizmada rol oynamaktadir. Genetik degisiklikler, tim kromozomlarda genetik
materyalde kazan¢ veya kayba veya tek bir DNA niikleotidini etkileyen tek nokta
mutasyonu gibi g¢esitli diizeylerde meydana gelebilir (Mandal, 2019). Kanser,
hiicrelerimizin ¢alisma seklini, 6zellikle de nasil biiyiiylip boliindiiklerini kontrol eden
genlerdeki degisikliklerden kaynaklanir. Bunlar:

Protoonkogen - hiicrelerin sinyalizasyon mekanizmasinda biiyiime, farklilasma,
cogalma ve apoptozis gibi i¢ sinyal yollarinin normal diizeninde gorevli proteinlerin
sentezininin gerceklesmesini saglayan genlerdir (Ozen, 2021).

Onkogenler — bunlar kanser olusumu ile iliskili genlerdir. Kanser olusumunda,
protoonkogenlerin uygunsuz seviyelerde eksprese edilmesi veya mutasyon nedeniyle
degistirilmis normal gen ifadeleri etkili olmakta ve kanserli hiicre olusumuna yol
acamaktadir (Mandal, 2019).

Timor baskilayict genler — bu genler anormal hiicre boliinmesini engeller ve
DNA's1 hasar gérmiis hiicrelerin 6liimiini tetiklemektedir. Kanserli hastalarda bu timoér
baskilayic1 genler genetik degisiklikler nedeniyle gorevlerini tam anlami ile
gerceklestiremezler. Normal bir hiicrenin kanser hiicresine doniisiimiinde bir¢ok gende
meydana gelen degisiklikler rol oynar (Mandal, 2019).

Kanser, viicudun bir¢ok farkli bolgesinde ortaya ¢ikabilen hastalik grubunu ifade

eder. Bununla birlikte, asagidaki 6zellikler tiim kanser tiirlerinde ortaktir:

* Anormal hiicre biiylimesi

* Diger dokular istila etme kapasitesi
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» Kan damarlar1 veya lenfatik kanallar yoluyla uzak organlara yayilma kapasitesi

(metastaz)
\®_ Programli hiicre 6lumii
Tamir edilemeyen
hasarli hiicre
® @\@'
Birinci ikinci Ugiincii Dérdiincii veya Kontrolsiiz
mutasyon  mutasyon ~ Mutasyon  daha fazla mutasyon Biiyiime

Sekil 2.1 Normal ve kanser!i hiicrelerde hiicre boliinmesi (Mandal, 2019)

Kanser hiicreleri, normal hiicrelerin  hiicre ¢ekirdegindeki DNA'nin
(deoksiriboniikleik asit) hasar gordigii veya mutasyona ugradigi durumlardan
kaynaklanir. DNA hasar gordiigiinde, hiicre genellikle ya hasar1 onarir ya da 6liir. Ancak
kanser hiicrelerinde hasar goren DNA onarilmaz ve hiicre 6lime gidemez ise, bunun
yerine, kusurlu DNA'y1 iceren daha bir¢ok anormal hiicre meydana gelir. DNA hasar1
kalitsal olabilir veya kisinin yasaminin herhangi bir noktasinda kendiliginden olusabilir.
DNA hasari, belirli toksinlere maruz kalindiginda tetiklenebilir, ancak kansere neden
olabilecek birden ¢ok faktor vardir ve genellikle kesin bir nedenini saptamak zordur (http-
1).

Bir gendeki tek bir mutasyon, hiicrelerin kontrolsiiz bir sekilde ¢ogalmasina izin
vermek i¢in yeterli degildir. Bu alanda yapilan kapsamli arastirmalar sonucunda,
hiicrelerin  kontrolsiiz ¢ogalmasina yol acan dort veya daha fazla mutasyon

tanimlanmistir. Normal hiicrelerde DNA's1 hasar gormiis hiicreler belirli genlerin etkisi



altinda hasarli bolgeyi onarmaya calisirlar. Hasar onarilamaz hale geldiginde
programlanmis hiicre 6liimii (apoptoz) baslar (Sekil 2.1) (http-1; Mandal, 2019).

Ulusal kanser enstitiistine gére 100'den fazla kanser tiirii vardir. Asagida belirli
hiicre tiirlerini kapsayan bazi kanser kategorileri listelenmektedir:

Karsinom: Karsinomlar en sik goriilen kanser tiiriidiir. Viicudun i¢c ve dis
ylizeylerini kaplayan hiicreler olan epitel hiicreleri tarafindan olusturulurlar. Mikroskop
altinda bakildiginda genellikle siitun benzeri bir sekle sahip olan bir¢ok epitel hiicresi
vardir (http-1).

Sarkomlar: Sarkomlar, kas, yag, kan damarlari, lenf damarlari ve fibroz doku
(tendonlar ve baglar gibi) dahil olmak iizere kemik ve yumusak dokularda olusan
kanserlerdir (http-1).

Losemi: genellikle kemik iligi ve kani etkileyen bir tiir kan kanseridir. Bu hastalik,
viicutta asirt miktarda anormal beyaz kan hiicresi liretilmesi sonucu ortaya cikar.
Normalde, kan hiicreleri viicutta belirli bir diizen iginde iiretilir ve Ol¢iili bir sekilde
yenilenir. Ancak 16semi durumunda, bu diizen bozulur ve anormal hiicreler kontrolsiiz bir
sekilde tiretilir. Akut lenfoblastik 16semi, akut miyeloid l6semi, kronik lenfositik 16semi
ve kronik miyeloid 16semi dahil olmak tizere ¢esitli 16semi tiirleri vardir (http-1).

Lenfoma: Lenfoma, lenfatik sistemde baslayan lenfositlerden (T hiicreleri veya B
hiicreleri) koken alan kanser tiirlerini ifade eder (Giil, 2013).

Multiple miyeloma: Multipl miyelom, B hiicresinden tiiretilen plazma hiicrelerinin
neoplastik monoklonal proliferasyonu ile karakterize edilen malign kanserdir (Akin,
2007).

Melanom: Melanom, melanin yapan 6zel hiicreler olan melanosit haline gelen
hiicrelerde olusan kanserdir (http-1).

Beyin ve Omurilik Tiimorleri: Beyin ve omurilik tiimorlerinin farkl tiirleri vardir.
Bu tiimorler, olustuklar hiicre tipine ve tlimdriin merkezi sinir sisteminde ilk olustugu

yere gore adlandirilirlar (http-1).

2.2. Kanser ve Hiicre Dongiisii

Hiicre boliinmesi, esas olarak DNA replikasyonu ve replike olmus kromozomlarin
iki ayr1 hiicreye ayrilmasi ile karakterize bir siirectir. Hiicre boliinmesi mitoz (M), yani
niikleer boliinme siireci ve ara faz (iki M fazi arasindaki ara donem: interfaz) donemlerini

igerir (Sekil 2.2) (Vermeulen, vd 2005).



G-M kontrol noktasi

Mitoza Hazirhk

Hiicre buytmesi

DNA sentezi G-S kontrol noktasi

Sekil 2.2. Hiicre dongiisii kontrol noktalari, hiicre biiyiimesini, tutuklanmasini veya apoptozu

belirleyen karmasik etkilesim agini diizenler (Foster, 2008).

Kotl huylu hiicrelerin ¢ogu, normal hiicrelere kiyasla yiliksek oranda gogalir, kotii
huylu hiicreler, hiicre ¢ogalmasini siirdiirmek i¢in protein sentezi ve yanlis katlanmig
ve/veya katlanmamis proteinlerin temizlenmesi i¢in artan bir gereksinime sahiptir (Ishida,
2018).

Mutasyonlar ¢ogunlukla proto-onkogenlerde ve tiimor baskilayict genlerde
meydana gelir. Proto-onkogenler normal olarak farkli hiicre proliferasyon seviyelerinde
hareket eder, ancak mutasyona ugradiginda tiimor biliylimesini destekleyebilir. Benzer
sekilde, timor baskilayict genlerin  mutasyonu, hiicre dongiisii ilerlemesinin
inhibisyonunu engelleyerek anormal bilyiimeyi kolaylastirir. Normal kosullar altinda,
bliylime diizenleyici mekanizmalar homeostazi1 siirdiirmeye c¢alisir. Hiicre igindeki
homeostaz, proliferasyon, biiyiimenin durmasi ve apoptoz arasindaki denge ile diizenlenir
(Foster, 2008).

Hiicre dongiistiniin herhangi bir asamasi tamamlanmadan bir sonraki siirece
gecerse, genetik materyal tam ve dogru bir sekilde kopyalanamadigi i¢in hiicre zarar
gorebilir. Hiicre dongiisiindeki kontrol noktalari G-S gecisinde, G-M gecisinde ve
metafaz-anafaz gecisindedir. Bu kontrol noktalari, hiicrenin dongiiye devam edip

etmeyecegine karar verir (Sekil 2.2) (Gloria, 2014).



2.3. Kanser ve Apoptoz

"Apoptoz" terimi ilk olarak 1972'de John Kerr tarafindan tanimlanmistir ve bir
hiicreden "apoptotik cisimler" olusumunun morfolojik 6zelligini ifade eder (Lawen,

2003).

Apoptoz veya programlanmis hiicre 6liimii, plazma zar1 tagmasi, hiicre biiziilmesi,
kromatin yogunlasmasi ve parcalanmasi gibi tipik morfolojik o6zelliklere sahip bir
stirectir. Hiicre 6liimii, canli sistemlerdeki dinamik dengenin kontrolii i¢in temel bir
stratejidir ve temelde farkli iki hiicre 6liimi sekli, apoptoz ve nekroz tanimlanmistir.
Nekroz, siddetli hipoksi/iskemi, asir1 sicakliklar ve mekanik travma gibi siddetli gevresel
bozulmalara tepki olarak hiicre zarinin erken bozulmasina ve diizenli hiicre yapilarinin
ilerleyici bozulmasina neden olan bir siirectir. Buna karsilik, apoptoz veya programlanmis
hiicre 6liimii, evrim boyunca siki bir sekilde diizenlenen ve korunan enerji gerektiren bir

hiicre i¢i makinenin aktivasyonunu igerir (Vermeulen. vd., 2005).

Apoptoz, hiicre biiziilmesi, plazma zari tagsmasi, hiicre ayrilmasi, niikleer
yogunlasma, DNA par¢alanmasi, mitokondriyal par¢alanma, plazma zar1 fosfatidilserinin
(PS) digsallastirilmas1 ve apoptotik kaspazlarin aktivasyonunu igeren bir dizi ortak

morfolojik ve biyokimyasal 6zellik ile karakterize edilir.

Apoptotik hiicre oliimiintin bir Olcilisii olarak akis sitometrisi ile par¢alanmig
DNA'nin saptanmasidir. Interniikleozomal DNA fragmantasyonu, apoptozun énemli bir
gostergesidir (Henry vd, 2013).

Apoptoz morfolojik bir olgudur. Isik (veya tercihen elektron) mikroskobu
yardimiyla bakildiginda, apoptotik hiicrenin 6zellikleri arasinda kromatin yogunlasmasi
ve niikleer pargalanma (piknoz), plazma zar1 tasmasi ve hiicre biiziilmesi yer alir.
Sonunda hiicreler, inflamatuar bir yaniti tetiklemeden fagositoz tarafindan temizlenen

kiigilik zarla gevrili pargalara (apoptotik cisimler) ayrilir (Reed, 2005).

Sistein aspartile 0zgili proteazlar icin kaspazlar olarak bilinen aspartik asit
kalintilarindaki substratlarin1  pargalayan bir hiicre i¢i sistein proteaz ailesinin
aktivasyonu, apoptoz olarak tanidigimiz bu morfolojik degisikliklere neden olur (Reed,
2005).

Apoptozun yasamin ayrilmaz bir pargasi oldugu diisiiniildiigiinde bir¢ok hastaligin
patogenezinde rol oynayabilecegi aciktir. Normalde apoptoz istenmeyen, yaralanmis ve

viriis ile enfekte olmus hiicreleri ortadan kaldirir, ancak bu siire¢ bozuldugunda kanser,
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ateroskleroz ve otoimmiin bozukluklar gibi apoptozun baskilanmasiyla baglantili

hastaliklar meydana gelmektedir (Vermeulen vd., 2005).

Kanserde ¢ok fazla hiicre birikmesi, asir1 hiicre ¢ogalmasinin ve/veya yetersiz
apoptozun sonucudur. Proapoptotik genlerdeki inaktive edici mutasyonlarin yansira
antiapoptotik proteinlerin artan ekspresyonu veya aktivitesi, yetersiz apoptoz ve malign

hiicrelerin biiyiimesi ile sonuglanir (Vermeulen vd., 2005).

Halen anti-kanser tedavisinde kullanilan ¢ogu ilag¢, hem reseptor aracili hem de
mitokondriyal aracili yollarla apoptozu indiikleyerek hedef hiicreleri 6ldiiriir. Hiicrelerin
cesitli  kemoterapotik ajanlarla  tedavisinin  ardindan mitokondriyal membran
potansiyelinin bozulmasi, sitokrom c salimmi ve farkli kaspazlarin aktivasyonun

meydana geldig: bildirilmistir (Vermeulen. vd., 2005).

2.4. Sitotoksisite

Sitotoksisite, belirli maddelerin hiicrelerde hasara veya Olime neden olma
yetenegini ifade eder. Kanser baglaminda, sitotoksisite genellikle kemoterapi ilaglarinin
veya radyasyon tedavisinin kanser hiicrelerini 6ldiirme kabiliyetini ifade eder. Bu
tedaviler, kanser hiicreleri gibi hizla bdliinen hiicreleri hedefleyerek ve biiylime ve

boliinme yeteneklerini bozarak ¢alisir (Adan vd., 206).

Kemoterapi ilaglari, DNA sentezine veya hiicre boliinmesine miidahale ederek hizla
bdliinen hiicreleri hedeflemek tizere tasarlanmistir (Moll ve Dobbelstein, 2014). Bununla
birlikte, bu ilaglar kemik iligi, sa¢ kokleri ve sindirim sistemi gibi hizl1 boliinen normal
hiicreleri de etkileyerek anemi, sa¢ dokiilmesi ve mide bulantist gibi yan etkilere neden

olabilir (Simrat vd., 2022).

Radyasyon tedavisi, kanser hiicrelerini DNA'larina zarar vererek 6ldiirmek igin
yiiksek enerjili radyasyon kullanir. Kemoterapi gibi radyasyon tedavisi de cevre
dokulardaki saglikli hiicrelere zarar vererek yorgunluk, cilt tahrisi ve sindirim sorunlari

gibi yan etkilere yol agabilir (Baskar vd., 2012).

Glioma hiicrelerinde sitotoksisitenin énemi, bu tiimorleri tedavi etmek icin daha
etkili ve hedefe yonelik bir yaklasim saglama potansiyeli kapsar. Sitotoksik ajanlar,
saglikli beyin dokusunu zarar gérmeden birakirken kanser hiicrelerini secici olarak
hedefleyerek ve dldiirerek, tedavi sonuglarini iyilestirmenin ve gliomalar i¢in geleneksel

terapilerle iliskili yan etkileri azaltmanin bir yolunu sunabilir(Minniti vd., 2009).



2.5. Migrasyon ve invasyon

Hiicre invazyonu ve gdciinlin incelenmesi, altta yatan biyolojik ve molekiiler
mekanizmalarin daha iyi anlasilmasini saglamak i¢in biiyiik 6nem tasimaktadir (Kirstein,

2009).

Hiicre invazyonu, 6zellikle kanser hiicreleri ile ilgili olarak bitisik dokulara saldir1
ve yikimdir. Hiicre gogii, genellikle kimyasal sinyale yanit olarak hiicrelerin bir bélgeden
digerine hareketidir ve embriyonik gelisim, hiicre farklilasmasi, yara iyilesmesi,
bagisiklik yaniti, iltihaplanma ve 6zellikle kanser metastazi dahil olmak iizere cesitli
fizyolojik ve patolojik siire¢lerde onemlidir (Kirstein, 2009).

Hiicre gocii ve istilasi, hiicrelerin yiizeyler boyunca ve dokular boyunca aktif yer
degistirmesini igerir ve hem normal hem de patofizyolojik kosullarda erken embriyonik
gelisimden yetiskinlige kadar hayatin farkli evrelerinde anahtar siireclerdir. Kanserin
metastatik hastaliga dogru ilerlemesi sirasinda, motilite ve istilanin altinda yatan hiicresel
mekanizmalar, viicutta yayilmak i¢in kanser hiicreleri tarafindan kacirilma egilimindedir.
Hiicre hareketliligini yonlendiren 6nemli bir mekanizma, hiicrelerin kimyasal bir gradyan

boyunca yonlii hareketi olan kemotaksistir (DeWever, 2015).

2.6. Glioblastoma

Glioblastoma (GMB), kasvetli kotii bir prognoz ile en yaygin ve agresif primer
beyin tiimoriinii temsil eder. Standart bakim tedavisine ragmen GMB radyasyona ve
sitotoksik kemoterapiye en direngli kanserler arasindadir ve bu nedenle, 15 aylik ortalama
sagkalimla tedavi edilemez bir hastalik olmaya devam etmektedir. GMB, néro-onkolojide

benzersiz bir miicadeleyi temsil eder (Balyasnikova vd,. 2011).

Malign gliomalar, cerrahiye veya radyasyona ve kemoterapiye yanitlarini, niiks
egilimini ve prognozunu yansitan histolojik farklilagsma aralifinda astrositik veya
oligodendrosit kokenli bir grup primer beyin tiimoriinden olusur (Papandreou vd,. 2013).
Bu tlimorler, apoptotik mekanizmalara karsi direngleri ve normal beyin parankimi
boyunca genis bir sekilde yayilma yetenekleri ile karakterize edilir (Balyasnikova vd,.

2011).

"Omik" alanlarda (genomik, proteomik vb.) kaydedilen ilerlemeler, GBM'yi son

derece heterojen bir hastalik olarak ortaya ¢ikardi ve o zamandan beri mevcut tedavileri



iyilestirmek amaciyla birgok hedefe yonelik farmakolojik ajan gelistirildi. Ne yazik ki,
bu ilaglarin biiylik ¢cogunlugu, hayvanlarda veya hatta klinik deneylerde test edildiginde
uzun siireli remisyona ulasamadi, bu da tedavi seceneklerini hald smirli hale

getirmektedir.
GBM hiicre kiiltiirii kosullarinin olusturulmasi ve evrimi

Fibroblast, epitel ve kan hiicreleri serumla temas halindeyken, bir¢ok serum
proteini kan-beyin bariyerini geg¢emediginden, beyin hiicreleri farkli bir protein
bilesimine sahip olan beyin omurilik sivis1 (BOS) ile etkilesim halindedir. BOS
proteinlerinin ¢ogu kandan gelse de, bunlarin yaklasik %20'si beyin kaynaklidir (Ledur
vd,. 2017).

Glioma hiicreleri geleneksel olarak Fetal Bovine Serum (FBS) ile zenginlestirilmis
Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM) ortaminda kiiltiirlere edilmektedir. Solid
bir tlimoérde bir kanser hiicresinin yasam alani, tiimor popiilasyonunun kendi basina
heterojenliginin yani sira bagisiklik hiicrelerini, kan damarlarini ve dinamik pH ve oksijen
seviyelerini igeren karmasik bir nistir. Bu ekosistem hala in vitro olarak ¢ogaltilamaz,
ancak hiicrelerin tutundugu substrat secimi, besinler, biiylime faktorleri ve oksijen

seviyeleri gibi bazi degiskenler optimize edilebilir (Ledur vd,. 2017).

Bir¢ok primer tiimor tipi arasinda GBM multiforme, tedavi edilebilir oldugu
diisiiniilen oldukca agresif ve dliimciil bir kanserdir. Mevcut tedavi, total rezeksiyon ve
ardindan radikal kemo- ve radyoterapi ile sinirlidir. Kullanilan kemoterapoétikler, DNA
capraz baglanmasi olugumuna bagli olarak sitotoksisiteyi indiikleyen nitroziireler gibi
alkile edici ajanlari ve DNA'da tek ve cift sarmalli kirilmalar olusturarak apoptozu

destekleyen temozolomid'i (TMZ) igerir (Sharifzad vd,. 2019).

Arastirmadaki biyiik ilerlemelere ragmen, GBM'in tedavisi oldukga zordur.
GBM'li hastalarda cerrahi rezeksiyon ve ardindan radikal kemoradyoterapi standart bir
tedavi protokoliidiir. Su anda, daha etkili tedavi i¢in GBM'leri hedefleyen bir¢ok ¢alisma
devam etmektedir (Sharifzad vd,. 2019).

Solid tiimorlerin biiyiimesi, yeni kan damarlarinin ortaya ¢ikmasiyla siirhidir.
GBM'ler, insanlarda en vaskiilarize tiimorler arasindadir. Bu tiimor tipinde, maligniteyi
siklikla endotel proliferasyonu takip eder ve anjiyogenez, agresiflik, malignite derecesi

ile iliskilidir ve hastanin hayatta kalmasi ile ters orantilidir (Alves vd,. 2011).

10



GBM istilasi: molekiiler mekanizmalar

Timor invazyonunun ilk adimlarindan biri migrasyondur. Timor hiicreleri,
hiicresel kasilma ve posterior saliverme iizerine yonlendirilmis hareketi takiben 6n
kenarlarini uzatarak hareket eder. GBM'ler, ana tiimor kiitlesinden komsu normal dokuya
dogru karakteristik go¢ eden hiicreleri sergiler. Malign hiicreler, bazal membranlar, hiicre
dis1 matriks ve hiicre baglantilar1 gibi fiziksel bariyerlere sizma ve bunlar1 bozma

yetenegine sahiptir (Alves vd,. 2011).

2.7 Proteozom Inhibitorleri

GBM, oldukga infiltratif, proliferatif ve direngli bir tiimor olarak bilinmektedir
(Laurent vd.,2004). Tiimoriin cerrahi olarak ¢ikarilmasi birinci basamak tedavidir. Ne
yazik ki, bu tiimor hiicreleri oldukca hareketlidir ve genellikle ¢cevre dokulara sizar. Bu
nedenle, kalan tiimor hiicrelerinin sayisin1 daha da azaltmak icin cerrahi tedaviyi

kemoterapi ve radyasyon tedavisi takip etmektedir (Zhang, 2013).

GBM, Diinya Saglik Orgiitii (WHO) tarafindan astrositomlarm en yiiksek malignite
derecesi olarak siiflandirilir.Farmakolojik yaklagim, infiltratif hiicreler de dahil olmak
lizere tiimor hiicrelerini hedef alan bir yontem oldugu i¢in en etkili yontemlerden biri
olmaya devam etmektedir. Mevcut antikanser tedavileri, replikatif DNA veya mitotik
donem gibi ortak hedeflere odaklanmaktadir, ancak diger hiicre i¢i hedeflerin kesfi,
tamamlayic1 veya sinerjistik etkiye sahip ilaclarin gelistirilmesine yardimci olabilir. Yeni
terapotik yaklagimlar arasinda, proteazom inhibisyonu, hiicre dongiisiinii kontrol etmede
ve apoptozu indiiklemede cok umut vericidir. Ubikuitin/proteazom yolunun hiicre
dongiisii ilerlemesi ve hiicre sagkaliminda 6nemli bir rol oynayan yeni terapotik
hedeflerden biridir. Timdrlerde, 6zellikle GBM gibi, protein yikimi genellikle proteazom
yoluyla diizensizlik gosterir (Laurent vd.,2004).

Proteozom Inhibitorler (PI) biyolojik aktivitelerini, sitokinlerin inhibisyonu, birkag
adezyon molekiiliiniin baskilanmasi ve anjiyogenez gibi ¢esitli mekanizmalar araciligiyla
gosterir.

Ubikuitin ve proteazomal parcalamalar, Okaryotlar ic¢in hiicre dongiisii
ilerlemesinin, DNA onariminin, apoptozun ve stres tepkisinin siirdiiriilmesi i¢in
onemlidir. Ik adimda, tek bir ubikuitin aktive edici enzim 1 (E1), coklu ubikuitin-konjuge

enzimler (E2) ve ubikuitin-protein ligazlar (E3), fazlalik veya yanlis katlanmis hedef
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proteinlerin ¢oklu ubikitinasyonuna aracilik eder. Daha sonra, ubikuitin protein
molekiilleri, 20 S ¢ekirdekli bir proteolitik parcacik ve 19 S diizenleyici pargaciklardan
olusan 26 S proteazom tarafindan pargalanir. 20S ¢ekirdegi, proteolitik aktif bolgelere
sahip merkezi bir katalitik bolge ile ¢evrili, farkli polipeptitlerden olusan dort halkada
diizenlenmis a ve B halkalarindan olusur. Ubikuitin-proteazom yolu, neoplastik biiyiime

ve metastazda 6nemli bir rol oynar (Ishida, 2018).

E1,E2,E3 Potansiyel Terapotik
enzimleri ! Ajanlar
iﬁ% ATPases/ -
~ [ Immunoproteasome ]
t PR-924
Bortezomib
Carfilzomib
CEP-18770
ONYX-0912
MLN 2238

NPI-0052: g5, p1, p2

Pargalanan Protein

26S Proteozom

Sekil 2.3. 26S Proteozom ve Proteozom Inhibitérlerinin Baglanma Bélgelerinin Gosterilmesi
(Engtir ve Dikmen, 2015)

2.7.1. Gliomada proteazom inhibitoriiniin neden oldugu apoptoz mekanizmalar:

Genel olarak, bir antitimor stratejisi olarak PI’lerin tasarimi ve kullanimi, birkag
farkli kanser hiicresinde test edilmistir. PI tarafindan indiiklenen hiicre 6liimii, hiicre
dongiistinii durdurma ile ilgili proteinler p53, p21 ve p27'yi artirmak, anti-apoptotik
proteinleri azaltmak, ve hiicrenin pro- ve anti-apoptotik Bcl-2 ailesi iiyelerini etkilemek
gibi ¢coklu mekanizmalara sahip olabilir (Papandreou, 2013).

Proteazom inhibitorlerinin tek basma veya malign gliomalarin preklinik
caligmalarinda diger farmakolojik ajanlarla kombinasyon halinde kullanilmasi, hiicre
6liim yollar1 i¢indeki proteazom tarafindan diizenlenen hiicre i¢i hedefleri inceleme firsati

sunmustur (Papandreou, 2013).
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Proteazom inhibisyonu, aktif olarak ¢ogalan hiicre hatlarindaki hiicre Sliimiiniin
indiiklenmesine neden olur. Proteazom inhibitdrleri tarafindan indiiklenen apoptoz, HL-
60 hiicrelerinde, Ewing sarkoma hiicrelerinde ve glioma hiicrelerinde kaspaz 3 benzeri

aktivitenin indiiklenmesi ile iliskilidir (Wagenknecht vd.,2008).

2.7.2. ixazomib

Ixazomib cesitli insan tiimdrlerinin tedavisi i¢in gelistirilmis ikinci nesil bir

proteazom inhibitoridiir (Sekil 2.3).

Cl HO._ _OH

N
®

Sekil 2.4. Ixazomib’in kimyasal yapist (http-1).

Ixazomib, bortezomib'den farkl1 fiziksel ve kimyasal dzelliklere sahip olan bor
iceren proteazom inhibitdrlerinin genis capli bir taramasiyla gelistirilmistir, etkinligi
arttirllmus ve yan etkileri azaltilmis proteazom inhibitériidiir. Ixazomib, borik asidin sitrat
esteridir ve sulu ¢ozeltilere (6rnegin, gastrointestinal sistem ve plazma) maruz kaldiginda
biyolojik etkiyi tasiyan serbest borik asit metaboliti olan MLN2238'e hidrolize olur
(Chauhan vd., 2011).

MLN9708, bor igeren bir kiigiik peptid inhibitér molekiiliidiir ve oral yolla kolayca
kullanilabilir. Bortezomib'e benzer sekilde, proteazomu (B5) inhibe ederek kimotripsin
benzeri aktiviteye sahiptir. Bununla birlikte, MLN9708'in 20S proteozomal bozunma yar1
Omrii, bortezomib'den daha kisa oldugundan (6 kat daha hizli), MLN9708'in dokular
arasindaki dagiliminin bortezomib'e gore daha {istiin oldugu kabul edilmektedir.
MLN9708 biyolojik olarak etkisizdir, kapsiil formunda oral olarak uygulanan MLN9708
ancak hizla hidrolize olarak plazmada biyolojik olarak aktif formu olan MLN2238'e
dontisiir. MLLN2238, bir¢ok kanser hiicre hattina kars1 giiclii antikanser aktivite gosterir

ve etkili bir sekilde kanser hiicrelerinin biiylimesini inhibe eder (Engiir, 2013).

Mekanizmasi, 26S proteazomun 20S katalitik alt birimini inhibe ederek protein
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degradasyonunu inhibe etmeyi i¢erir. MLN2238, diisiik konsantrasyonlarda, hidrofobik
kalintilardan sonra proteinleri parcalayan B5 kimotripsin benzeri alt birimi inhibe eder.
Daha yiiksek konsantrasyonlarda ise, MLN2238, asidik kalintilardan sonra proteinleri
parcgalayan 1 kaspaz benzeri alt birimi ve bazik kalintilardan sonra proteinleri parcalayan

2 tripsin benzeri alt birimi inhibe eder (Sekil 2.4). (Azab vd., 2016).

MLN2238, 20S proteozomun PS5 altiinitesine baglanarak kanser hiicrelerinde
inhibisyon ve giiclii aktivite gostermektedir. Ayrica yiiksek konsantrasyonlarda f1 ve 2
alt tinitesine de baglandig1 ve inhibe ettigi bulunmustur (Huang ve Chen, 2013).

Oral administration & Blood
COH
a o i ?)Jj(/ : Hydrolysls
NN~ B0 ScoH /\r(N\/ ~OH
(o] ;\|/
Cl
MLN9708 MLN2238
MLN2238 MLN2238

<

195 regulatory subunit
___________________________ o-subunits
__________________ B-subunits 205 catalytic

B-subunits subunit
o-subunits

195 regulatory subunit

ADP
26S Proteasome
a » ub-qumn
!

Peptldes

P-subunit structure

Multiple myeloma cell Protein target
for degradation

Sekil 2.5. [xazomib etki mekanizmast (Azab vd., 2016).
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2.8. Antifungal Ajanlar

Mantar enfeksiyonlar1 insan sagligi ve yasami i¢in siirekli ve ciddi bir tehdit
olusturmaktadir. Birgcok mantar enfeksiyonuna, endojen (Kandida enfeksiyonlar1) veya
cevreden edinilebilen (Kriptokokus, Aspergillus enfeksiyonlar1) firsat¢1 patojenlere
neden olmaktadir. Diger mantar enfeksiyonu tiirii, yani yeni doganlar, kemoterapi alan
kanser hastalari, organ nakli hastalar1 ve yanmik hastalar1 gibi savunmasizligi artan
bireylerde mantar organizmalar1 tarafindan iiretilen invaziv mantar enfeksiyonlar1 ve

dermatomikozlardir (Kathiravan vd., 2012).

Invazif mantar enfeksiyonu, kanserli hastalar arasinda enfeksiyona bagl liimlerin
onde gelen nedenidir (Segal vd., 2007). invaziv mantar enfeksiyonlarmin tedavisi,
mantarlarin  teshisi ve duyarlilik testlerindeki sorunlar nedeniyle karmasiktir

(Georgopapadakou ve Walsh, 1996).

Antifungal ajanlar, bir konak¢idan mantar patojenlerini, konak¢iya minimum
toksisite ile secici olarak ortadan kaldiran ila¢ olarak tanimlanmaktadir

(Georgopapadakou ve Walsh, 1996).

Klinik uygulamada dort temel sistemik antifungal bilesik siifi bulunmaktadir:
polien antibiyotikler, azol tiirevleri, alilaminler ile tiyokarbamatlar ve floropirimidinler

(Georgopapadakou ve Walsh, 1996).

Imidazol antifungal bilesikler, patojenik etkilerini sterol biyosentez inhibisyonu
yoluyla sergilerlemektedir. Bu ilaglar ayrica son zamanlarda, GBM dahil olmak iizere
cesitli kat1 tiimorler i¢in potansiyel antikanser ajanlar olarak aday gosterilmistir

(Nagashima vd., 2020).

Antifungal tedavinin secilmesi ve uygulanmasinda her bir antifungal ajanin
iliskilendirilmis 6zelliklerinin dikkatlice degerlendirilmesi gerekmektedir. Her bir ilacin
farmakokinetik farkliliklari, ozellikle mantar enfeksiyonu riski tasiyan hastalarin
karmagik tedavi rejimleri g6z Oniine alindiginda, etkili bir uygulamayi
zorlastirabilmettedir (Ashley vd., 2006).

2.8.1. Fumagillin

Fumagillin, ilk olarak Aspergillus fumigatus'tan izole edilen gii¢lii bir mantar

metaboliti olup, gii¢lii bir antibiyotiktir (Sekil 2.5). (Van den Heever vd., 2014).

Fumagillin ve tiirevleri, kanser ilerlemesini azaltabildikleri i¢in terapotik olarak faydalidir

(Frottin vd., 2016).
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Sekil 2.6. Fumagillin'in kimyasal yapisi (Guruceaga, vd., 2020).

Calismalar, Fumagillin'in glioma hiicrelerinde apoptozu veya programlanmis hiicre
Olimiinii indiikleyebilecegini gostermistir. Bu, hiicre biiylimesi ve hayatta kalmasiyla
ilgili sinyal yollarinin bozulmasiyla gergeklesmektedir. Fumagillinin ayrica glioma
hiicrelerinin gog¢iinii ve istilasini engelledigi de gosterilmistir (Ingber, 1990).

Anti-kanser etkilerine ek olarak Fumagillin, anti-anjiyojenik etkileri i¢in de
incelenmistir. Anjiyogenez, yeni kan damarlar1 olusturma siirecidir ve tiimorlerin
biiyiimesi ve yayilmasi i¢in 6nemlidir. Fumagillin'in, kan damarlarinin astarini olusturan
hiicreler olan endotel hiicrelerinin aktivitesine miidahale ederek anjiyogenezi inhibe ettigi
gosterilmistir (Ingber, 1990).

Fumagillin'in, temel fibroblast biiytime faktorii (bFGF) varliginda endotel hiicre
proliferasyonunu tamamen inhibe ettigi ve farelerde tiimor baskilayici kaynakli

neovaskiilarizasyonu azalttig1 bildirilmistir (Ingber, 1990).

Kusaka vd. (1991), Fumagillin ve AGM-1470 tiirevinin anti-anjiyojenik bilesikler
oldugunu dort farkli deney ile kanitladi. AGM-1470'in lokal olarak uygulanmasi, tavuk
embriyo koryoallantoik membran ve si¢can kornea deneylerinde angiyojenezi
engellendigini gosterdi. Ayrica, sican damar organ kiiltiirii deneyinde Fumagillin ve
AGM-1470, kan damarlarinin olusumunu ve endotel hiicrelerinin biiyiimesini %90

oraninda azaltmistir; (Kusaka vd., 1991).

Genel olarak Fumagillin, glioma ve diger kanserlerin tedavisi i¢in potansiyel bir
terapotik ajan olarak timit vaat etmektedir. Apoptozu indiikleme ve anjiyogenezi inhibe
etme kabiliyetinin yani sira diger ilaglarla kombinasyon halinde kullanim potansiyeli, onu

daha fazla ¢aligilmas1 gereken bir aday haline getirmektedir (Guruceaga vd., 2020).

Fumagillin'in metiyonin aminopeptidaz (MetAP) aktivitesini inhibe etmesi, sadece
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MetAP'leri etkilemekle kalmayip ayni zamanda 6zellikle guanin niikleotid baglayan
proteinler ve bunlarin hiicresel fonksiyonlarda yer alan gelisim, hayatta kalma, ¢ogalma,
invazyon, gog¢, ve tiimor olusumu gibi cesitli siirecleri etkileyen sinyal yolaklarim
bozmaktadir. Fumagillin, MetAP2'ye kovalent baglanarak farkli seviyelerde G protein,
Proto-Onkogen Tirozin-Protein Kinaz Src (SRC) ve ADP-Ribozilasyon Faktorii (ARF)
sinyal yolaklarin1 inhibe ederken, Retinoblastoma protein (Rb) ve IF2'nin fosforilasyona

kars1 korunmasini saglamaktadir (Sekil 2.7). (Guruceaga vd., 2020).

Hormones
Extracellular Growth factors
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i Transmitters

Proliferation
Actin
polymerization

Polarization
Migration
Invasion

Cell cycle
progression
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e \ Y \;\::w":\_f\

Angiogenesis
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FoxO NF-kB

0‘ V2

Sekil 2.7. Sinyal kaskadlarin normal ¢alismasini (siyah oklar) ve Fumagillin'in MetAP2 iizerindeki etkisini

(kirmuzi siireksiz oklar) gostermektedir (Guruceaga vd., 2020).
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3. GERECLER ve YONTEMLER

Bu calisma Anadolu Universitesi Eczacilik Fakiiltesi, Farmakoloji Anabilim Dali

Hiicre Kiiltiirti Laboratuvarlarinda gergeklestirilmistir.

3.1.  Kullanilan Kimyasal Maddeler ve Cihazar

Tablo. 3.1 Kullanilan Kimyasal Maddeler ve Cihazlar

10, 100, 1000 ve 5000 pL’lik
pipetor

Eppendorf, Kanada

10, 200, 1000 pL’lik mikropipet

ucu

Greiner bio-one, ABD

12 kanall1 otomatik pipet

AXxygen, ingiltere

15 ve 50 mL’lik santrifiij tiipleri

Isolab, Almanya

Penisilin/Streptomisin

Gibco, ABD

Thermo Flask, Filtreli Kapak (75

cm2)

Thermo Scientific, ABD

Thermo Flask, Filtreli Kapak (25

cm2)

Thermo Scientific, ABD

2 mL’lik Ependorf tiip

Greiner bio-one, ABD

5-10 ve 25 mL’lik cam pipet

Isotherm, Tiirkiye

12 ve 96 kuyucuklu hiicre kiiltiir
plakasi

TPP, Isvicre

Dimetilsiilfoksit (DMSO)

Sigma-Aldrich, Almanya

FBS

Sigma—Aldrich, Almanya

Cedex Smart Slide

Roche, Almanya

L-glutamin

Sigma—Aldrich, Almanya

Parafilm

Pechiney, Fransa

Eagle Minimum Essential

Medium

Sigma—Aldrich, Almanya

Sarjl pipetor

Starlab, Almanya

Tripsin- Etilen Diamin Tetra
Asetik asit (EDTA) 10X

Pan Biotech, Almanya

Tripan mavisi

Roche, Almanya
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Tablo. 3.1 (Devam) Kullanilan Kimyasal
Kryotiip (2mL)

Greiner Bio-One, ABD

Hiicre kaziyici

Greiner Bio-One, ABD

Phosphate Buffer Saline (PBS)

Invitrogen, Almanya

Ixazomib (MLN2238)

Activebiochem, ABD

96 kuyucuklu hiicre kiiltiir plakasi

TPP, isvicre

E-plate 16

Roche, Almanya

Annexin V and Pl Apoptosis Kit

Biotium, ABD

24 kuyucuklu ko-kiiltiir plakasi,

Corning, ABD

HERAcell 150 Steril CO2

inkibatori

Thermo Scientific, ABD

Laminer flow kabini

Heal Force, Cin

Masaiistii sogutmali santrifiij

Eppendorf, Almanya

Hiicre sayimmu i¢in Cedex XS

Innovatis, ABD

Derin dondurucu buzdolabi

Altus, Tiirkiye

Hassas terazi

Ohaus, Avustralya

Inverted mikroskop

Leica, Almanya

Mikro santrifiij

Hettich, Almanya

NanoDrop 2000 Spektrofotometre

Thermo Scientific, ABD

Otoklav

Alp, Tiirkiye

Otomatik pipetler

Eppendorf, Almanya

Su banyosu

Niive, Tiirkiye

Vorteks

Daihan, Giiney Kore

3.2. Kullanilan Malzemelerin Steril Edilmesi

Cam ve metal malzemeler, calismalarda kullanilmak {iizere aliiminyum folyolara

sarilarak sterilizatorde 180°C'de 2 saat boyunca steril edilmistir. Siv1 soliisyonlar ise

otoklavda 121 °C, 1.5 atm/Hg basin¢ta 20 dakika siiresince steril edilmistir. Kullanilan

tiim s1v1 kimyasallar, seliiloz nitrat filtre kullanilarak steril edilmistir.
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3.3. Hiicre Kiiltiirii Calismalar:

3.3.1. Stoktan hiicre ¢ikarma ve hiicrelerin kiiltiire alinmasi

Calismamizda SH-SY5Y (neuroblastoma hiicre hatti, ATCC kodu CRL-2266 ",
U87-MG (glioblastoma; astrocytoma hiicre hatti, ATCC kodu HTB-14™, HUVEC
(insan umbilikal ven endotel hiicre hatti, ATCC kodu; CRL-1730 ™) ve C6 ( sican
glioma hiicre hatt;, ATCC kodu CCL-107) hiicre hatlar1, Anadolu Universitesi Eczacilik
Fakiiltesi Farmakoloji Anabilim Dali hiicre kiiltlirii laboratuvar stoklarindan
canlandirilarak kullanilmistir. Dondurulmus hiicreler, su banyosunda 37°C sicaklikta
¢Oziilmesi icin suyun tiip i¢ine girmeyecek sekilde hizli bir sekilde bekletilmistir.

Hiicreler tamamen ¢oziildiikten sonra %10 fetal sigir serumu ve %1 penisilin-
streptomisin igeren besiyerine aktarilmis ve 5 dakika boyunca 1250 rpm hizinda santrifiij
edilmistir. Santrifiij islemi tamamlandiktan sonra steril kabinde {istteki besiyeri
uzaklastirilmistir.

Hiicreler; steril hiicre kiiltiirii odasinda mevcut olan, laminar kabin (Heraeus
Heraguard HPH9) iginde kiiltiire edilmistir. U87TMG ve SH-SYSY hiicreleri, Eagle's
Minimum Essential Medium (EMEM) besiyeri i¢inde %10 fetal sigir serumu ve %1
penisilin-streptomisin i¢eren ortamda, C6 hiicre hatti ise DMEM (%1 L-glutamin ve %1
sodyum piriivat iceren) besiyeri icinde %10 fetal sigir serumu(FBS) ve %1 penisilin-
streptomisin igeren ortamda, HUVEC hiicreleri ise %10 FBS, %1 penisilin-streptomisin
iceren Ham's F-12 Nutrient Mix besiyeri i¢inde %5 CO2 ve %95 bagil nemde 37°C
sicaklikta kiiltiir ortaminda cogaltilmistir. Kiiltiir flaski, hiicre yogunlugu %70-80
oldugunda alt kiiltiirlere ayrilarak hiicrelerin biiyiimesi saglanmis ve deneylerde

kullanilmastir.

3.3.2. Hiicrelerin pasajlanmasi

Hiicreler, yeterli yogunluga ulastiklarinda, devamliligini saglamak amaciyla
pasajlanmistir. Inkiibatorde inkiibe edilen hiicrelerinin bulundugu flask, kabin i¢indeki
besiyeri bosaltilmistir. Flaskin icindeki besiyeri uzaklastirmak i¢in flask taban1 PBS ile
yikanmistir. Flasktaki PBS bosaltilmis ve hiicrelerin tabandan kalkmasi igin 37°C
sicakliktaki Tripsin-EDTA eklenerek 3 dakika boyunca etiivde bekletilmistir. Hiicrelerin
flask tabanindan kalkip kalkmadigi invert mikroskop kullanilarak kontrol edilmistir.
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Hiicreler flask tabanindan kalktiginda, hiicre-tripsin karigimi 15 ml'lik santrifiij tiiplerine
aktarilarak 1250 rpm hizinda 5 dakika santriflij edilmistir. Santrifiij sonras: dikkatlice
siipernatant uzaklastirilmistir. Hiicre pelleti, besiyeri ile iyice karistirildiktan sonra yeni
flakslara ekilmis ve invert 151k mikroskobunda yogunlugu kontrol edilmistir. Ekimi

yapilan hiicreler tekrar 37°C'de % 5 CO?2 igeren steril inkiibatore yerlestirilmistir.

3.3.3. Hiicre sayimlari

Deneylerimizde kullanilan hiicreler, yetistirildikleri flasklarda yeterli yogunluga
ulastiklarinda ve deneysel isleme alinacaklari zaman hiicreler mikroskopta kontrol
edildikten sonra steril kabinin igine yerlestirilmistir. Flaskin tistiindeki medyum pipet
yardimiyla cekilerek uzaklastirilmistir. Ardindan, 5 ml PBS eklenmis ve agz kapatilarak
flaskanin nazik¢e saga sola hareket ettirilmesiyle hiicreler bu sekilde yikanmistir. Daha
sonra PBS atilmis ve 75 cm2’lik flaska 1 ml tripsin-EDTA konmus, hiicrelerin
yapistiklart flask zemininden kalkmalart i¢in 3 dakika boyunca inkiibatorde
bekletilmistir. Tripsinin etkisini notralize etmek amaciyla, hiicrelerin {izerine 5 ml
besiyeri ilave edilerek pipetaj yapilmistir. Besiyeri-hiicre karisimi falkon tiipiine alinip
1250 rpm’de 5 dakika santrifiij edilmistir. Santrifiij sonrasinda, siipernatant
uzaklastirilarak 1 ml besiyeri hiicre pelletine eklenmis ve ardindan tekrar pipetle
karistirtlmistir. Hiicre siispansiyonundan alinan 10 pL, bir lamel iizerinde 10 pl Tripan
mavisi ile karistirilmis ve Cedex Smart Slide'a aktarilarak Cedex XS cihazi kullanilarak

Iml'deki hiicre sayis1 ve hiicrelerin canliliklar1 belirlenmistir.
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Gorsel 3.1. SHSY-5Y hiicre hattinin Gorsel 3.2. U87-MG hiicre hattinin mikroskobik
mikroskobik gortintiisii (100um) gortintiisii (100um)
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Gorsel 3.3. HUVEC hiicre hattinin Gorsel 3.4. C6 hiicre hattinin mikroskobik

mikroskobik goriintiisii (100um) goriintiisii (100um)

3.4. Kullanilan Maddelerin Hazirlanmasi
3.4.1.ixazomib

DMSO i¢inde ¢oziilerek, ixazomib toz formuyla 100 mM konsantrasyonda ana stok
¢ozeltisi hazirlanmistir. Hazirlanan ana stok, aliquatlanarak -80°C’de saklanmustir.
Deneyler icin gerekli olan konsantrasyonlar, ana stok soliisyonundan kiiltiir ortaminda

cesitli seyreltme iglemleriyle taze olarak hazirlanmistir.
3.4.2. Fumagillin

Toz halindeki Fumagillin DMSO iginde ¢oziilerek 20 mM konsantrasyonda ana
stok hazirlanmigtir. Hazirlanan ana stok, aliquatlanarak -80°C’de saklanmistir. Deneyler
icin gereken konsantrasyonlar, kiiltlir ortaminda ana stok soliisyonundan ¢esitli seyreltme

islemleri kullanilarak taze olarak hazirlanmistir.

3.5. MTT Yoéntemi ile Sitotoksisitenin Belirlenmesi

Ixazomib ve Fumagillinin hiicre hatlari iizerindeki konsantrasyona bagli sitotoksik
etkileri, sitotoksisitenin degerlendirilmesinde yaygin olarak kullanilan MTT (3-(4,5-

dimetiltiazol-2)-2,5-difeniltetrazolyum bromiir) yontemiyle belirlenmistir (Tolosa vd.,
2014).

MTT testi, sar1 renkli tetrazolyum tuzunun (MTT) mor renkli, suda ¢ézliinmeyen
formazana doniistiiriilmesine dayanan, toksisite icin kantitatif bir kolorimetrik testtir.
(Magdalena Twaruzek vd., 2018) Bu yontem canli hiicrelerdeki mitokondrinin MTT

boyasinin tetrazolium halkasini pargalayabilmesi ilkesine dayanmaktadir. Suda ¢oziiniir
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bir tetrazolyum tuzu olan MTT, mitokondri igindeki siiksinat dehidrogenaz tarafindan
tetrazolyum halkasinin béliinmesiyle ¢oziinmeyen bir mor formazana doniistiiriilmektedir
Bu, spektrofotometrik olarak belirlenen degerlerin canli hiicre sayisi ile iliskilendirildigi
ve hiicre canliliginin bir belirteci olarak kabul edildigi anlamina gelmektedir. (Bacanlh

vd., 2017).

—\ NADH NAD* —
Br L) & 2
N-N N-NH
' ’, N \ \ . CH3 ‘\ "’ N \ \ \ CH'_:
N7 N
bH3 CHJ
MTT Formazan

Sekil 3.1. Tetrazolyum tuzunun (MTT), suda ¢oziinmeyen formazana donitistiiriilmesi (Riss vd.,2016).

C6, HUVEC, U87-MG, SH-SYS5Y hiicreleri uygun besiyeri ortaminda %5 CO2'li
37°C'lik inkiibatorde kiiltiire alinmustir. Her bir kuyucukta 5x103 hiicre olacak sekilde 96
kuyucuklu plakaya ekilmis ve hiicrelerin plakaya yapismalarini saglamak igin 24 saat
boyunca inkiibasyona birakilmistir. Bu siirenin sonunda invert mikroskop altinda hiicre
biiyiimesinin kontrolii yapilmustir. Inkiibasyon sonunda kuyucuklardaki medyumlar
uzaklastirllmis ve Ixazomib 2.5, 5, 10, 20 uM, Fumagillinin 50, 100 pM
konsantrasyonlari sirasiyla hiicrelere uygulanmigtir. Kontrol olarak da besiyeri i¢inde

%0.1°lik DMSO kullanilmistir. Hiicreler tekrar 48 saat inkiibasyona birakilmistir.

Inkiibasyonlar sonunda steril PBS igerisinde hazirlanan stok MTT soliisyonundan
(5 mg/mL), MTT c¢alisma soliisyonu hazirlanmistir. Plakalardaki besiyeri atilmis ve
ardindan her bir kuyucuga taze besiyeri i¢inde hazirlanan MTT ¢alisma soliisyonundan
100 pL eklenmistir. Hiicreler, bu islemin ardindan inkiibatéorde 4 saat boyunca
inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonunda MTT iceren besiyerleri atilarak, her
kuyucuga ¢oziicii olarak 100 uL. DMSO pipetlenmistir. Plakalar, Cytation 3 Cell Imaging
Multi-Mode Reader’da 540 dalga boyunda absorbans degerleri, her bir konsantrasyon

icin 6 tekrar (6 kuyucuk) olacak sekilde okunmustur. Kontrol kuyularinin absorbans
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degerleri ortalamasi %100 kabul edilmis ve maddelerin uygulandig1 konsantrasyonlarin

% canlilik degerleri hesaplanmustir.

3.5.1. Kombine konsantrasyonlarin sinerjistik/sitotoksik etkilerinin
degerlendirilmesi

Fumagillin (50, 100 pM) ve ixazomib (2.5, 5, 10, 20 uM) arasindaki sinerjistik /
antagonistik etkilesimler MTT analizi ile arastirilmistir. ixazomib ve Fumagillin kombine
uygulamalarindave 2.5+50, 5+50, 10+50, 20+50 ve, 2.5+100, 5+100, 10+100, 20+100
UM konsantrasyonlar ile C6, HUVEC, U87-MG, SH-SYS5Y hiicre hatlarina uygulanmig
ve 48 saat inkiibasyona birakilmigtir. MTT sonuglarina gore elde edilen % hiicre canlilik
degerleri kullanilarak asagida aciklanan formiile gore ilag etkilesim katsayisi (CDI)

degerleri hesaplanmis, sinerjistik ve antagonistik etkiler degerlendirilmistir.

flag etkilesiminin katsayis1 (CDI) asagidaki formiille hesaplanmistir (Daphu vd.,
2015).

CDI = [AB / (Ax B)]x 100

AB = kombine uygulanan grubun % hiicre canlilig1

A ve B = tek madde i¢in % hiicre canlilig1

CDI < 1 sinerjizmi, CDI < 0.7 gii¢lii sinerjizmi, CDI = 1 additifligi ve CDI > 1
antagonizmi gosterir (Lopez-Acevedo vd., 2014).

3.5.2. istatistiksel analiz

Deneyler farkli zamanlarda ii¢ tekrarli bir sekilde gerceklestirilmis, her bir deney
de kendi i¢inde yedi tekrarli olarak ¢alisilmistir. MTT sonuglarina dayanarak hesaplanan
% hiicre canlilik degerleri, ortalama + standart sapma degerleriyle cizilen grafiklere
yansitilmistir. GraphPad Prism 8'de tek yonlii varyans analizi (ANOVA) kullanilarak
istatistiksel olarak anlamliliklar belirlenmistir. Anlamlilik degerleri; p > 0.05 fark yok, *p
< 0.05 fark var, **p < 0.01 anlamli fark var, ***p < 0.001 6nemli derecede fark var,

*E*%kp <0.0001 cok 6nemli derecede fark var olarak degerlendirilmistir.
3.6. Akis Sitometri Yontemi ile Apoptotik Etkilerin Belirlemesi

Apoptoz, hiicrelerin baslangicta Annexin- V ve propidium iodide soliisyonu ile
boyanmasi ve ardindan akis sitometri analizi ile tespit edilmistir. Saglikli hiicrelerin, i¢

zarda (sitoplazmaya bakan taraf) fosfatidil serini eksprese ettikleri i¢in dogalar1 geregi

hidrofobik olduklar ve hiicreler apoptoz gecirdiginde, i¢ zarin dis zar haline gelmek i¢in

24



donerek fosfatidil serin agiga ¢ikardigi ilkesine dayanir. Agiga c¢ikan fosfatidil serin,
Annexin- V tarafindan saptanir ve propidyum iyodiir, nekrotik hiicreleri boyanmistir
(Lakshmanan ve Batra, 2013).

Annexin V, hiicrelerin dis yiizeyinde bulunan fosfatidilserin'e baglanan bir protein
oldugundan, apoptotik hiicreler bir floresan madde ile etiketlenerek goriiniir hale
getirilebilmekte. Ote yandan, propidyum iyodiir (PI), DNA'ya veya ¢ift sarmalli RNA'ya
baglandigi icin, zar yapisi bozulmus ge¢ apoptotik ve nekrotik hiicreleri tespit etmek igin

kullanilmistir (Dikmen, 2017; Overbeeke vd., 1998).

Annexin V-FITC (yesil floresan) ve propidyum iyodiir (kirmizi floresan) ile ayni
anda boyanmus hiicreler, canlt hiicrelerin ([Annexin V - /Pl -]), erken apoptotik hiicrelerin
([Annexin V+ /PI -]), gec apoptotik hiicreler ([Annexin V+ / PI +]) ve nekrotik hiicreler
([Annexin V- /Pl +]) birbirinden ayirt edilmesine izin verilmistir (Overbeeke vd., 1998).

Calismamizda Annexin V-FITC Apoptosis Detection Kit (Katolog no: 556547,

BD) kullanilmistir ve protokoliine gore calisilmistir.

U87MG ve SHSY-5Y hiicreleri besiyeri ortaminda, 37°C’de %5 CO2 inkiibatoriinde
kiiltiire edilmistir. Hiicrelerin yeterince ¢ogaldiglarinda hiicre sayimi yapilmistir ve 6
kuyucuklu plakalara her bir kuyucukta 1x10° hiicre olacak sekilde besiyeri ortaminda

ekilmistir. Yapismalari i¢in 48 saat inkiibasyona birakilmistir.

MTT testinin sonuglarina gére, DMSO'da hazirlanan Ixazomib ve Fumagillin stok
¢ozeltilerinden hiicre kiiltiirii ortaminda gerekli diliisyonlar1 yaparak uygun ixazomib (5,

10 uM) ve Fumagillin (50 ve 100 uM) konsantrasyonlarint hazirlanmistir.

Kuyucuklara kiiltiir ortammda taze hazirlanmis Ixazomib ve Fumagillin
konsantrasyonlar1 uygulanmis. Kontrol grubundaki hiicrelere %0,1 DMSO igeren

medyum uygulanmis. Plakalar daha sonra 48 saat inkiibasyona birakilmistir.

Inkiibasyon sonunda her bir 6°lik kuyucuktaki hiicreler kaldirilarak 1200 rpm’de 5
dakika santrifiij edilmis ve supernatant uzaklastirilmistir. Hiicre peleti 2 ml soguk PBS
ile 2 kez yikanmistir. Son yikamadan sonra kalan pellet 100 pL PBS ile resuspanse
edilerek flow tiipiine aktarilmis, lizerine 5 pL. Annexin V ve 5 pL PI ilave edilmistir. Oda
sicakliginda ve karanlikta 20 dakika inkiibasyona birakilan tiiplerin inkiibasyon sonunda
250 pL “Annexin V baglama tamponu” eklenerek 30 dakika i¢cinde akim sitometri
cihazinda BD Accuri™ C6 Plus Flow Cytometer okumasi yapilmis ve analizi i¢in BD

Accuri™ C6 Plus Software kullanilmistir.
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3.7. Ger¢cek Zamanh Hiicre Analizi Cihazinda Proliferasyon ve Migrasyon

Calismalanr

xCELLigence Ger¢ek Zamanli Hiicre Analiz Cihazt (RTCA) DP cihazi, Boyden
benzeri bir odanin mikro gézenekli polietilen tereftalat (PET) zarinin alt tarafina entegre
edilmis mikroelektronik sensorler iceren CIM (hiicresel istila/ go¢)-Plaka 16'y1
kullanmigtir. Hiicreler, kemoatraktana yanit olarak {ist bélmeden zardan alt bolmeye
gecerken, zarin alt tarafindaki elektronik sensorlerle temas etmis ve onlara yapismis, bu
da empedansta bir artisa neden olmustur. Empedans artisi, zarin alt tarafinda artan sayida
tasinan hiicre ile iligkilidir ve empedans degisikliklerini yansitan hiicre indeksi degerleri,
RTCA DP cihaz tarafindan otomatik ve siirekli olarak kaydedilmistir (Bird ve Kirstein,
2009).

XCELLingence RTCA-DP cihazimin CIM-plakalarina 1x10° hiicre/200 ul olacak
sekilde ekilmistir. Hiicrelerin CIM-plakalarina yapismasi beklenilmis. 72 saat sonra
ixozamib 5 uM, Fumagillin 50 uM ve bunlarin kombinasyonu uygunalmis ve 184 saate
kadar gercek zamanli olarak kimyasallarin hiicre proliferasyonu tlizerindeki etkileri takip
edilmistir. Hiicre migrasyonu iizerindeki etkileri takip edilmek i¢in ise 1x10° hiicre/200 ul

olacak sekilde CIM-plakalarina ekilmistir ve yapismasini beklenilmis.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1.  Ixazomib, Fumagillin Ve Kombinasyonlarmm HUVEC U87-MG, C6 Ve
SHSY5Y Hiicreleri Uzerinde Sitotoksik Etkilerin Degerlendirilmesi

4.1.1. ixazomib, Fumagillin ve kombinasyonlariminu HUVEC hiicrelerinde 48 saat

sitotoksik etkilerin degerlendirilmesi

HUVEC hiicrelerinde Ixazomib 2.5, 5, 10, 20 uM, Fumagillinin 50, 100 pM
konsantrasyonlarmim tekli uygulamalar1 ve Ixazomib ve Fumagillin kombin

uygulamalarinin % hiicre canlilif1 tizerine etkileri Sekil 4.1°da verilmistir.

HUVEC
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Sekil 4.1./xazomib ve Fumagillinin tekli ve kombin uygulamalarinin % HUVEC hiicre canlhiligi iizerine
etkileri (n=7) (ortalama + standart sapma), ****p < 0.0001. (Kontrol: %0.1 dmso iceren

medyum) LX: Ixazomib; F: Fumagillin.

Ixazomib 2.5, 5, 10, 20 uM, konsantrasyonlarmda HUVEV hiicrelerinde 48.
saatteki MTT testi sonuglarina gore % hiicre canlilik oranlart sirastyla % 91.95, 85.90,
79.48, 67.56 olarak belirlenmistir. Kontrol grubuna goére % hiicre canlilik oranlarindaki
azalma istatistiksel olarak Ixazomib igin ***p < 0.0001 olarak anlamli bulunmustur.

HUVEC hiicrelerinde Fumagillinin 100, 50 uM, konsantrasyonlarinda 48. saatteki
MTT testi sonuglarina gore % hiicre canlilik oranlar sirasiyla % 83.89, 56.71;istatistiksel
olarak Fumagillin i¢in ****p < 0.0001 olarak anlaml1 bulunmustur.

Ixazomib ve Fumagillinin 20, 10, 5, 2.5 uM, ve 100, 50 pM konsantrasyonlarinin
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kombin uygulamalariin HUVEC hiicrelerinde 48. saatte yapilan MTT testi sonuglarina
gore % hiicre canlilik oranlar1 % 85.54, 71.02, 55.75, 48.79, 76.57, 61.30, 47.79, 41.69
olarak belirlenmistir. Bu sonuglara gore, ****p < 0.0001 istatistiksel olarak anlaml1 bir
fark elde edilmistir.

Bu bulgulara gére, ixazomib ve Fumagillin'in hem tek basina hem de kombinasyon
halinde HUVEC hiicrelerinin canlilig1 iizerinde anlamli olumsuz etkilere neden oldugu
sonucuna ulasilabilmistir. Hiicre canliigindaki azalma, bu maddelerin test edilen
konsantrasyonlarda hiicrelere sitotoksik etkileri olabilecegini diistindiirlmiistiir.

Ligerin 18, deniz kaynakli bir Penicillium susundan izole edilen dogal bir klorlu
meroseskiterpenoidtir ve i¢inde bir epoksi grubu bulundurur. Bu molekiil, SaOS-2 ve
MG-63 adli iki insan osteosarkoma hiicre hattinda ve tiimor olmayan insan hiicre hatti
olan HFF-2'de degerlendirilmistir. Gomes ve arkadaslari, caligmalarinda, SaOS-2 (IC50
¥4 137 nM) ve MG-63 (IC50 %4 1459 nM) hiicrelerine kars1 dikkate deger bir sitotoksisite
gostermis, ancak HFF-2 hiicreleri lizerinde dort kat daha zayif bir toksisite sergilemistir
(IC50 > 2300 nM) (Gomes vd., 2020).

Sonuglar, bortezomibin EMAP II ve gem-sitabin ile tek bagina veya kombinasyon
halinde hiicre proliferasyonunu etkili bir sekilde bastirdigini gdstermektedir. Ozellikle,
HUVEC'lerde bortezomib, proliferasyon iizerinde doza bagli bir inhibisyon sergilemistir.
Bortezomibin 10 nM, 50 nM ve 1 uM konsantrasyonlarinda, proliferasyon inhibisyonu

sirastyla %29, %64 ve %84 olarak gézlenmistir (Awasthi vd., 2010).

4.1.2. ixazomib, Fumagillin ve kombinasyonlariminu U87-MG hiicrelerinde 48 saat

sitotoksik etkilerin degerlendirilmesi

Sekil 4.2°de U87-MG hiicrelerinde ixazomib 2.5, 5, 10, 20 uM, ve Fumagillinin 50
100 uM konsantrasyonlarinin tekli ve kombin uygulamalarinin % hiicre canlilig1 lizerine

etkileri gosterilmistir.
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Sekil 4.2. Ixazomib ve Fumagillinin tekli ve kombin uygulamalarinin %U87-MG hiicre canhilig iizerine

etkileri (n=7) (ortalama + standart sapma), ****p < 0.0001. (Kontrol: %0.1 dmso iceren
medyum) , IX: Ixazomib; F: Fumagillin.

Ixazomib'in U87-MG hiicrelerinde farkli konsantrasyonlarda (2.5, 5, 10, 20 uM)
24. saatte yapilan MTT testi sonuglarina gore, hiicre canlilik oranlar1 sirasiyla % 88.09,
84.72, 79.13, 73.02 olarak belirlenmistir. Bu sonuglara gore, kontrol grubuna kiyasla
hiicre canlilik oranlarindaki azalma istatistiksel olarak Ixazomib i¢in ****p < 0.0001
diizeyinde anlamli bulunmustur.

U87-MG hiicrelerinde Fumagillinin 100, 50 uM konsantrasyonlarinda 24. saatte
yapilan MTT testi sonuglarina gore hiicre canlilik oranlari sirasiyla % 84.42 ve % 75.20
olarak belirlenmistir. Bu sonuglara gore, Fumagillin i¢in istatistiksel olarak ****p <
0.0001 diizeyinde anlaml1 bir fark elde edilmistir.

Ixazomib ve Fumagillinin farkli kombin konsantrasyonlarinin (sirasiyla 2.5, 5, 10,
20 uM ve 50, 100 uM) U87-MG hiicrelerinde 24. saatte yapilan MTT testi sonuglarina
gore, hiicre canlilik oranlart su sekildedir: % 85.29, % 63.08, % 60.68, % 50.86, % 72.65,
% 61.66, % 45.93, % 31.26. Bu sonuclara gore, ****p < 0.0001 istatistiksel olarak
anlaml bir fark elde edilmistir.

Hem Ixazomib hem de Fumagillin, hiicre canlilig1 iizerinde doza bagimli bir etkiye
sahip oldugunu ve konsantrasyonlar arttik¢a, hiicre canlilig1 azaldigini goriilmistiir. EK

olarak, farkl1 konsantrasyonlarda Ixazomib ve Fumagillin kombinasyonu da U87-MG
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hiicre canlili1 iizerinde dnemli etkiler gostermistir. Sonuclar, bu ilaglarin test edilen
hiicreler tizerinde potansiyel sitotoksik etkilere sahip oldugunu gostermektedir. U87-MG
hiicrelerinde hem Ixazomib hem de Fumagillin igin en etkili konsantrasyon, test edilen
en yiiksek konsantrasyonlarda, Ixazomib 20 uM ve Fumagillin 100 pM olarak
belirlenmistir. Bu konsantrasyonlarda, MTT test sonuglari en diisiik hiicre canlilig
yiizdelerini (%31.26) géstermistir.

Pédeboscq vd yaptiklart calismada, Sitotoksisite, her iki hiicre hattinda da
konsantrasyona bagli bir egilim gostermistir. Bortezomib, DBTRG.05-MG ve U87-MG
hiicre hatlar i¢in sirasiyla 8.152+3.235 nM ve 4.142+0.223 nM IC50 degerlerine sahip
yiiksek toksisite olusturulmustur. Maksimum sitotoksisite U87-MG hiicre hattinda 10 nM
konsantrasyonunda elde edilmistir, ayni konsantrasyon DBTRG.05-MG hiicre hattinda
yaklagik %60 sitotoksisiteye neden oldugunu ispatlanmistir (Pédeboscq vd., 2008).

Abu-Izneid ve meslektaglar1 tarafindan yiriitiilen arastirma, bitki savunma
mekanizmalarinda seskiiiterpenlerin ve tlirevlerinin 6nemini vurgulamaktadir. Bu
bilesenler, antifungal, antibakteriyel ve antiviral 6zellikleri ile taninir. Calisma 6zellikle
glioma hiicrelerine odaklanmis olup B-elemene konsantrasyonundaki artisa bagli olarak
24 saatlik bir stire i¢inde 1Cso degeri 48.5 pug mL—1 olan sitotoksisite gézlemlenmistir. -
elemenenin GO/G1 fazinda hiicre dongiisii durmasmna neden oldugu ve apoptotik
cekirdek morfolojik 6zelliklerinde degisikliklere yol agtigi belirlenmistir. Bu bilgiler,
kanser arastirmalar1 baglaminda seskiiiterpenlerin potansiyel terapotik etkilerini
vurgularken, hiicre davranisi ve hayatta kalma yollar1 tlizerindeki etkilerini ortaya

koymaktadir (Abu-Izneid vd, 2020).

4.1.3. Ixazomib, Fumagillin ve kombinasyonlariinu C6 hiicrelerinde 48 saat

sitotoksik etkilerin degerlendirilmesi

Sekil 4.4’te Ixazomib 2.5, 5, 10, 20 pM, ve Fumagillinin 50, 100 puM
konsantrasyonlarinin tekli ve kombin uygulamalarinin C6 hiicre hattinin % hiicre canlilig1

tizerine etkileri gosterilmistir.
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Sekil 4.3. Ixazomib ve Fumagillinin tekli ve kombin uygulamalarimin %C6 hiicre canliligi iizerine etkileri

(n=7) (ortalama £ standart sapma), ****p < 0.0001, (Kontrol: %0.1 dmso iceren medyum), IX:
Ixazomib; F: Fumagillin.

Ixazomib'in 2.5, 5, 10, 20 uM konsantrasyonlarinda C6 hiicrelerinde 48. saatte
yapilan MTT testi sonuglarina gore, hiicre canlilik oranlar sirasiyla %78.66, 70.99,
63.07,52.72 olarak belirlenmistir. Bu sonuglara gore, kontrol grubuna kiyasla hiicre
canlilik oranlarindaki azalma istatistiksel olarak Ixazomib igin ****p < 0.0001 diizeyinde
anlamli bulunmustur.

Fumagillinin 100 uM ve 50 uM konsantrasyonlarinda C6 hiicrelerinde 48. saatte
yapilan MTT testi sonuglarina gore hiicre canlilik oranlart sirasiyla %57.93, 57.06 olarak
belirlenmistir. Istatistiksel olarak anlamli bir fark **** p < 0.0001 elde edildigini
gosterilmistir.

Ixazomib ve Fumagillinin farkli kombinasyon konsantrasyonlarinin (sirasiyla 2.5,
5,10, 20 uM ve 50, 100 uM) C6 hiicrelerinde 24. saatte yapilan MTT testi sonuglarina
gore, hiicre canlilik oranlart: %57.06, 51.72, 49.09, 47.18, 56.12, 50.81, 46.39, 41.68,
39.75 olarak belirlenmistir. Kontrol grubuna gore % hiicre canlilik oranlarindaki azalma
istatistiksel olarak kombin uygulamasi igin ****p < (0.0001 olarak anlamli bulunmustur

Ixazomib ve Fumagillinin tekli uygulamalarinda doza bagimli sitotoksik etkilerinde
bir art1s goriilmiistiir, ixazomib 20 pM ve Fumagillin 100 uM en etkili konsantrasyonlari

olarak bulunmustur. Benzer sekilde kombin uygulamalarinda Ixazomib 20 uM ve
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Fumagillin 100 uM konsantrasyonlarinin hiicre canliligini en yiiksek seviyede inhibe
ettigini gosterilmistir.

Miris Dikmen tarafindan ytiriitiilen arastirmadan alinan bu alint1, C6 hiicrelerindeki
Fumagillin konsantrasyonlarinin sitotoksik etkilerini vurgular. Degerlendirme, 48 saatlik
bir inkiibasyon siiresinden sonra MTT testi kullanilarak yapilmistir. Sonuglar, kontrol
grubuna kiyasla, Fumagillinin 50, 75 ve 100 uM konsantrasyonlarinda neredeyse iki
katina yakin bir azalma ve daha fazla mitokondrial aktivitenin gozlemlendigini gosterdi.
Ayrica, morfolojik incelemelerle, sitotoksik etkisine bagli olarak hiicre
proliferasyonunun Fumagillin konsantrasyonunun artmasiyla orantili olarak azaldigi
gozlemlendi. Bu durum, sitotoksik etki ile hiicre proliferasyonunun inhibisyonu

arasindaki agik bir iliskiyi gostermektedir (Dikmen, 2015).

4.1.4. Ixazomib, Fumagillin ve kombinasyonlarimin SHSY-5Y hiicrelerinde 48 saat
sitotoksik etkilerin degerlendirilmesi

Sekil 4.6’ te SHSYSY hiicrelerinde Ixazomib 20, 10, 5, 2.5 uM, ve Fumagillinin
100, 50 uM konsantrasyonlarinin tekli ve kombin uygulamalarinin % hiicre canlilig

lizerine etkileri gosterilmistir.

SHSY5Y 48H
150
)§ | %k k Kk
= 100-
1]
(3]
S _
. T
2 50 . _
$

iX F

konsantrasyon (uM)

F+iX

Sekil 4.4. Ixazomib ve Fumagillinin tekli ve kombin uygulamalarimin %SHSY-5Y hiicre canliligi iizerine
etkileri (n=7) (ortalama * standart sapma), ****p < 0.0001, (Kontrol: %0.1 dmso iceren
medyum), LX: Ixazomib; F: Fumagillin.

Ixazomib'in 2.5, 5, 10, 20 uM konsantrasyonlarinda SHSY-5Y hiicrelerinde 48.

saatte yapilan MTT testi sonuglarina gore, hiicre canlilik oranlari sirasiyla %74.60, 62.25,
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52.09, 43.44 olarak belirlenmistir. Hiicre canlilik oranlarindaki azalma istatistiksel olarak
Ixazomib i¢in ****p < 0.0001 diizeyinde anlaml1 bulunmustur.

Fumagillinin 100 uM ve 50 uM konsantrasyonlarinda SHSY-5Y hiicrelerinde 48.
saatte yapilan MTT testi sonuglarina gore hiicre canlilik oranlar sirastyla %58.32, 39.23
olarak belirlenmistir. istatistiksel olarak **** p<0.0001 anlamli bir fark elde edildigini
gosterilmistir.

Ixazomib ve Fumagillinin farkli kombinasyon konsantrasyonlarmin (sirastyla 2.5,
5, 10, 20 uM ve 50, 100 uM) SHSY-5Y hiicrelerinde 48. saatte yapilan MTT testi
sonuclarina gore, hiicre canlilik oranlari: %56.68, 47.70, 52.15, 40.07, 41.86, 39.62,
31.23, 13.03 olarak belirlenmistir. Kontrol grubuna goére % hiicre canlilik oranlarindaki
azalma istatistiksel olarak kombin uygulamasi i¢in ****p<0.0001 olarak anlamli
bulunmustur

Ixazomib’in tek basina uygulamasi en etkili konsantrasyonun 20 pM oldugu
gostermistir. Fumagillin’in en yiiksek konsantrasyonu olan 100 pM tekli uygulamalarina
hiicre canliligin1 en fazla etkiledigini ortaya ¢cikmistir. Ancak, Ixazomib ve Fumagillin'in
20 M ve 100 pM'lik konsantrasyonlar1 bir araya getirildiginde, kombinasyon
uygulamasinin hiicre canliligini 6nemli bir sekilde azalttig1 belirlenmistir.

Calismalarinda, Brignole vd. (2006), kiiltiire edilmis ndroblastoma hiicrelerinin
canliligina bortezomibin etkisini trypan mavisi boyama yontemiyle arastirdik. LAN-1,
SK-NBE2c, SH-SY5Y, IMR-32 ve GI-LI-N olmak iizere bes farkli noéroblastoma hiicre
hattin1 72 saat boyunca cesitli bortezomib konsantrasyonlarina maruz biraktik ve
canliliklarini degerlendirdik. Sonuglar, doza bagl bir sitotoksik etki gosterdi ve 6zellikle
SH-SYSY hiicrelerinde 20 nM bortezomib dozunda neredeyse %100 trypan mavisi
pozitif (6lii) hiicreler tespit edilmistir. Geri kalan dort noroblastoma hiicre hatti igin
benzer sonuglar elde edildi. Bu bulgu, bortezomibin farkli néroblastoma hiicre hatlarinda
onemli bir sitotoksik aktiviteye sahip oldugunu gostermekte olup, noéroblastoma

tedavisinde terapotik bir ajan olarak potansiyelini isaret etmektedir (Brignole vd, 2006).

4.2. ixazomibin Fumagillin ve Kombinasyonlarin HUVEC, U87-MG, C6 ve
SHSYS5Y Hiicreleri Uzerinde Sinerjistik/Antagonistik Etkilerinin Degerlendirilmesi

HUVEC, U87-MG, C6 ve SHSYSY hiicre hatlarina 20, 10, 5, 2.5 uM, ve 100, 50
uM konsantrasyonlardaki, Ixazomib ve Fumagillin kombin uygulamalarinin 24. ve 48.

saat MTT absorbans sonuglarina dayanarak hesaplanan % hiicre canlilik degerleri
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kullanilarak CDI degerleri elde edilmis ve sinerjistik ile antagonistik etkiler

degerlendirilmistir (Tablo 4.1-4.4).

CDI < 1 sinerjistik, CDI < 0.7 gii¢lii sinerjistik, CDI = 1 additif ve CD > 1
antagonistik etkiyi ifade etmektedir (Lopez-Acevedo vd., 2014).
Tablo. 4.1. HUVEC hiicrelerine Ixazomib, Fumagillin tekli ve kombin uygulamalarinin 48 saat icin hiicre

canlilik (%) oranlart (ortalama + standart sapma) ve CDI degerleri. (Kontrol grubu %100 kabul
edilmigtir. CDI: lla¢ etkilesim katsayisi.)

Konsantrasyon Ixazomib Fumagillin Ixazomib + Fumagillin CDI
(LM) (% Hiicre Canliligy) (% Hiicre Canliligy) (% Hiicre Canliligy)
25 91.95+3.79
5 85.90 + 7.61
10 79.48 £ 3,53
20 67.56 + 6.32
50 83.89 +4.77
100 56.71 + 1.83
2.5+50 85.54 + 1.66 1.10
5+50 71.02 +7.22 0.98
10+50 55.75 +5.51 0.84
20+50 48.79 +£3.24 0.73
2.5+100 76.57 + 4.06 1.46
5+100 61.30 + 4.64 1.25
10+100 47.79 +4.83 1.06
20+100 41.69 +5.17 1.08

Tablo 4.1.daki sonuglarma gére Ixazomib ve Fumagillinin  farkli
konsantrasyonlar1 arasinda hesaplamalar sonucunda sinerjistik veya antagonistik etkiler
ortaya ¢ikmustir.ixazomib'in diisiik konsantrasyonlar1 (2,5 uM ve 5 uM) ile Fumagillin'in
yiiksek konsantrasyonlar1 (50 uM ve 100 uM) arasinda sinerjistik etkiler gézlenmistir. Bu
durum, Ixazomib ve Fumagillin'in birlikte kullanildiginda, kanser hiicrelerine kars: daha
etkili bir terapotik etki sagladigina isaret edilmistir.

Ancak, dikkat ¢ekici bir bulgu olarak, Ixazomib konsantrasyonunun sabit tutuldugu
ve Fumagillin konsantrasyonunun iki katina ¢ikarildigi durumda, tim vakalarda
antagonizm gozlenmistir.

Bu sonuglar, Ixazomib ve Fumagillin kombinasyonunun etkilesiminin
konsantrasyonlara bagli olarak 6nemli Ol¢iide degisebilecegini gostermektedir. Bu
nedenle, bu ilaglarin birlikte kullaniminin terapétik etkisi i¢in uygun konsantrasyonlarin
dikkatli bir sekilde ayarlanmasi gereklidir. Bu ¢alismanin bulgulari, kanser tedavisinde
ilag kombinasyonlarmin etkisini anlamak ve optimize etmek i¢in 6nemli bir temel

olusturabilir.
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Tablo. 4.2. US7-MG hiicrelerine Ixazomib, Fumagillin tekli ve kombin uygulamalarinin 48 saat icin hiicre
canhlik (%) oranlari (ortalama + standart sapma) ve CDI degerleri. (Kontrol grubu %100 kabul
edilmistir. CDI: llag etkilesim katsayisi.)

Konsantrasyon Ixazomib Fumagillin Ixazomib + Fumagillin CDI
(uM) (% Hiicre Canliligr) (% Hiicre Canliligr) (% Hiicre Canliligr)
2.5 88.09 +1.78
5 84.72 +1.24
10 79.13 £4.47
20 73.02 £5.51
50 84.41 £2.52
100 75.20 £5.05
2.5+50 85.28 +2.42 1.14
5+50 63.07 +£1.51 0.88
10+50 60.68 +3.96 0.90
20+50 50.85 +3.54 0.82
2.5+100 72.64 +3.68 1.09
5+100 61.65 +3.14 0.96
10+100 45.92 £6.11 0.77
20+100 31.25 +5.63 0.56

Tablo 4.2’deki sonuglarma gére Ixazomib ve Fumagillinin  farkli
konsantrasyonlarinin kombinasyonunun etkileri incelenmistir. Yapilan hesaplamalar
sonucunda, bazi konsantrasyonlarda sinerjistik veya additif etkilerin gozlendigi
belirlenmistir.

Ixazomib (20 uM) + Fumagillin (100 uM) ve ixazomib (10 uM) + Fumagillin (100
uM) konsantrasyonlarinda giiglii sinerjistik etkiler tespit edilmistir. Bu durum, her iki
ilacin bir arada kullanilmastyla beklenenden daha giiglii bir etkinin elde edilebilecegini
gostermektedir.

Ote yandan, Ixazomib (2.5 pM) + Fumagillin (50 uM) ve Ixazomib (2.5 uM) +
Fumagillin (100 uM) konsantrasyonlarindaki additif etkiler, ilaglarin birlesik
kullaniminin yalnizca ilaglarin tek basina kullanimindan esit bir etki saglayabilecegini
gostermistir.

Ayrica, Ixazomib (5 uM) + Fumagillin (50 uM) ve ixazomib (20 uM) + Fumagillin
(50 uM) konsantrasyonlari ise giiglii sinerjistik etkiler gostermistir.

Elde edilen bulgular, dogru konsantrasyonlarin belirlenmesiyle bu tiir kombinasyon
tedavilerinin basarili bir sekilde kullanilabilecegini ve hastalik tedavisindeki etkinligi

artirabilecegini gostermektedir.
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Tablo. 4.3. C6 hiicrelerine Ixazomib, Fumagillin tekli ve kombin uygulamalarimin 48 saat icin hiicre
canhlik (%) oranlari (ortalama + standart sapma) ve CDI degerleri. (Kontrol grubu %100 kabul
edilmistir. CDI: llag etkilesim katsayisi.)

Konsantrasyon Ixazomib Fumagillin Ixazomib + CDI
(uUM) (% Hiicre (% Hiicre Fumagillin
Canliligy) Canlilign) (% Hiicre
Canliligr)
2,5 78.95+1.38
5 76.75+1.12
10 72.33 +£5.88
20 59.85 £ 2.63
50 81.50£2.92
100 68.02 + 1.78
2.5+50 78.58 £2.12 1.22
5+50 71.86 £4.27 1.14
10+50 61.38 £2.62 1.04
20+50 55.12 + 5.67 1.13
2.5+100 70.97 +£2.84 1.32
5+100 63.86 + 5.33 1.22
10+100 51.97 +£5.25 1.05
20+100 46.67 +£5.19 1.14

Ixazomib ve Fumagillin'in farkli konsantrasyonlarinin C6 hiicreleri iizerindeki
etkileri incelenmistir. Yapilan deneyler sonucunda, ilaglarin bir arada kullanildig: belirli
konsantrasyonlarda sinerjistik veya antagonistik etkilerin gbézlendigi tespit edilmistir.

Genel olarak, elde edilen sonuglar, ixazomib + Fumagillin kombinasyonunun C6
hiicreleri iizerinde 48 saatlik inkiibasyon siiresinin ardindan antagonist bir etki
sergiledigini gosterilmistir.

Ote yandan, Ixazomib (2,5 uM) + Fumagillin (50 uM) ve Ixazomib (5 pM) +
Fumagillin (50 puM) konsantrasyonlarinda additif etkiler tespit edilmistir. Her bir
maddenin ayr1 ayri Uirettigi etkilerin toplaminin, maddelerin birlikte kullanilmasiyla elde

edilen etkiye esit oldugunu diistiniilmiistiir.
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Tablo. 4.4. SHSYSY hiicrelerine Ixazomib, Fumagillin tekli ve kombin uygulamalarinin 48 saat i¢in hiicre
canlilik (%) oranlar: (ortalama + standart sapma) ve CDI degerleri. (Kontrol grubu %100 kabul

edilmigtir. CDI: lla¢ etkilesim katsayisi.)

Konsantrasyon Ixazomib Fumagillin Ixazomib + Fumagillin CDI
(LM) (% Hiicre Canliligr) (% Hiicre Canliligy) (% Hiicre Canlilig)
2.5 74.59 +£2.31
5 62.25 +1.02
10 52.09 + 1.06
20 43.43 +0.73
50 58.31 +4.80
100 39.22 +£4.02
2.5+50 55.01 £4.13 1.26
5+50 47.70 £ 1.31 1.31
10+50 52.15+3.98 1.71
20+50 40.06 £ 2.46 1.58
2.5+100 41.86 +3.73 1.43
5+100 39.62 +£2.14 1.62
10+100 31.22+1.68 1.52
20+100 13.02 + 1.98 0.76

Tablo 4.4. sonuglarma gére ixazomib ve Fumagillin kombinasyonunun test
edilen c¢ogu konsantrasyonda SHSYSY hiicreleri {lizerinde agirlikli olarak
antagonistik etkilerini ortaya koydugunu géstermistir.

Ancak en yiiksek konsantrasyonda (20 uM Ixazomib + 100 uM Fumagillin)
glclii bir sinerjistik etki gozlemlenmistir. 0.76'lik CDI degeri, birlesik etkinin,
bireysel etkilere dayali olarak beklenenden daha biiylik oldugunu gdstermistir; bu,
olumlu bir etkilesim ve SHSYS5Y hiicrelerinin baskilanmasinda potansiyel olarak
artirtlmig etkinlik anlamina geldigini 6ne siirlilmiistiir.

SHSYS5Y hiicrelerinin farkli konsantrasyonlarda kombinasyona degisen
tepkisine katkida bulunan altta yatan faktorlerin arastirilmasi 6nemlidir. Ek olarak,
antagonizmayi en aza indirirken sinerjistik etkileri destekleyen ideal konsantrasyon
araligin1 belirlemek i¢in dozlama rejimini optimize etmek Onemli oldugunu
disiintilmiistiir.

48 saat sonuglar1 karsilastirildiginda, kombinasyonun en yiiksek dozlarinda
antagonistik etkisinin zaman iginde gii¢lii sinerjistik etkisine doniistiiriildiigiini
gbzlenmistir.

Wang ve arkadaslarinin (2022) arastirmasindaki sonuglar, Ixazomib, ESCC
hiicre dizilerinde CCK-8 tahlili ile 6l¢iildiigii izere miikemmel ¢ogalma onleyici
aktivite sergiledigini gosterdi. 1 mM Ixazomib ile tedavi, KYSE150, KYSE510 ve
KYSES520 i¢in sirastyla 24 saatte %40,3, %27,4 ve %13,5 ve 48 saatte %72,5, %50,1
ve %37,4 oraninda hiicre canliligini inhibe etti (tiimii icin P < 0,05) , ancak hiicre

canliliginin inhibisyonu TE1 hiicre dizilerinde diger hiicre dizilerine gore biraz daha
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zayifti. Ve KYSE150, KYSES510, KYSES20 ve TE1 hiicre hatti i¢in sirasiyla 0,85,
2,63, 10,61 ve 42,27 mM'de IC50 degeri ile. Apoptotik tahlillerde, 0,25-1 mM'de
Ixazomib ile tedavi edilen Kysel50 ve Kyse510 hiicreleri, Annexin V-pozitif hiicre
popiilasyonlarini doza bagli bir sekilde artird1 (Wang, vd 2022).

Li vd. (2016) NB hiicrelerinde, Ixazomib'in yalnizca apoptozu indiikleyerek
degil, ayn1 zamanda dox alt1 insan NB hiicre dizilerinin (IMR- 32, NGP, NB-19, SH-
SY5Y, SK-N-AS ve kemorezistan LA-N-6 hiicre dizisi) artan dozlarda Ixazomib ile
tedavi edildi. Inhibitdre 72 saat maruz kaldiktan sonra, hiicrelerin canliliklar1 6l¢iildii,
IMR-32, 2.68'lik bir IC50, NGP IC50 7.84, NB-19 IC50 9.69, SHSY5Y IC50 0.17,
SKnAS IC50 2.00 ve LANG6 1C50 40.13 uM ile sonugland: (Li vd., 2016).

4.3. Apoptik etkinin, akis sitometride AnnexinV-PI yontemi ile degerlendirlimesi.

Annexin V ve PI boyama kombinasyonu, PS ve PI boyamasinin varligina veya

yokluguna bagli olarak dort farkli hiicre popiilasyonunun tanimlanmasina olanak

tanir:
. Annexin V-/Pl-: canli hiicreler
. Annexin V+/Pl-: erken apoptotik hiicreler
. Annexin V+/PI+: ge¢ apoptotik veya nekrotik hiicreler
. Annexin V-/PI+: nekrotik hiicreler

SHSY-S5 hiicreleri iizerindeki Ixazomib ve Fumagillin’in 5, 10 ve 50, 100 uM
konsantrasyonlarinin 48. saatlerdeki , akis sitometri analiz sonuglar1 Tablo 4.5. ve
4.7°de verilmistir.

Tablo 4.6. ve 4.8’de U87-MG hiicreleri iizerindeki Ixazomib 5, 10 uM ve
Fumagillin’in 50, 100 uM konsantrasyonlarinin 48. saatlerdeki, akis sitometri analiz
sonuglart verilmistir. Tablo 4.7. ve 4.8.’de goriildiigii lizere, nekroz (Q1), erken
apoptoz (Q4), gec¢ apoptoz (Q2) ve canli hiicreler (Q3) olmak iizere dort hiicre grubu

analiz edilmistir.
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Kontrol grubu (%0.1 DMSO), yiiksek yiizdelerde canli hiicrelere (Q3) ve diisiik
ylizdelerde nekrotik hiicrelere (Q1) ve apoptotik hiicrelere (Q4 ve Q2) sahiptir.

Vs

apoptoz g

\

\
."\ & < 9

aboptoz
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=

Gorsel 4.1. Apoptotik SHSY-5Y hiicrelerinin 48.saat Gorsel 4.2. Apoptotik U87-MG hiicrelerinin mikroskobik
mikroskobik gértintiisii (100u). goriintiisii. 48. saat (200u) 4X
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Tablo. 4.7. SHSY-5Y hiicre hatt: iizerinde Ixazomib ve Fumagillin’in akig sitometride 48 saatlik Annexin
V-Pl apoptoz sonuglari

48. Saat
SHSY-5Y hiicrelerine Canli hiicre Nekrotik Erken Apoptotik  Geg Apoptotik
uygulanan konsantrasyonlar %(Q3) hiicre% hiicre % (Q4) hiicre % (Q2)
(HM) (Q1)
Kontrol
(0,1% DMSO) 90.7 2.0 1.9 5.5
. . 5 82.1 6.5 2.2 9.2
Ixazomib
10 73.2 12.7 2.4 11.7
- 50 72.8 0.6 15.9 10.8
Fumagillin
100 34.6 2.1 23.2 40.2
) . 5+50 81.1 2.3 7.9 8.7
Ixazomibve 5, 799 29.2 0.0 70.2 0.6
Fumagillin
kombinasyon 10+ 50 64.6 5.6 13.6 16.1
10 + 100 42.0 1.3 17.2 39.6

Tablo 4.7.°deki sonuglara gore, Ixazomib’in SHSY-5Y hiicresi iizerinde 48.
saatteki erken apoptotik hiicre degerleri, 5 ve 10 uM konsantrasyonlarda sirasiyla;
%2.2, 2.4 ve geg apoptotik degerlerin ise %9.2 ve 11.7 olarak belirlenmistir.

Fumagillin’in SHSY-5Y hiicresi iizerinde 48. saatteki erken apoptotik hiicre
degerleride 50 ve 100 uM konsantrasyonlarda sirasiyla; %15.9, 23.2 ve ge¢ apoptotik
degerleri de %10.8 ve 40.2 oldugu analiz edilmistir.

Ixazomib ve Fumagillin kombinasyonlariinun SHSY-5Y hiicresi iizerinde 48.
saatteki erken apoptik hiicre degerleri 5+50, 5+100, 10+50, 10+100 pM
konsantrasyonlarda sirasiyla; %7.9, 70.2, 13.6, 17.2 ; gec¢ apoptotik degerleri de
%8.7, 0.6, 16.1, 39.6 olarak belirlenmistir. Ixazomibin ve Fumagillinin
konsantrasyon artisina bagli olarak SHSY-5Y hiicrelerinde apoptotik hiicre oranlari
artis gdstermistir. Fumagillin konsantrasyonlarmim apoptotik etkisi Ixazomib in
apoptotik etkilerinden daha yiiksek degerde bulunmustur. Iki maddenin kombin
uygulamalarinda ise Ixazomib 5+ Fumagillin 50 uM “da erken apoptotik hiicre orani
%70.2 olup, en yiiksek degerde belirlenmistir. Ozellikle kombin uygulamalarda
Ixazomib diisiik konsantrasyon ile Fumagillin yiiksek konsantrasyonda erken
apoptotik hiicreler artarken, Ixazomib ve Fumagillin yiiksek konsantrasyonlarimin
kombin uygulamalarinda ge¢ apoptotik hiicrelerin arttig1 goriilmiistiir.

Ixazomib ve Fumagillin'in SHSY-5Y hiicrelerinde farkli hiicre dliimii tiirlerini
indiikleyebilecegini ve bunlarin kombinasyonlarinin sinerjistik bir etkiye yol

acabilecegini gosterilmistir.
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Tablo. 4.8. U87-MG hiicre hatti iizerinde Ixazomib ve Fumagillin’in akis sitometride 48 saatlik Annexin
V-PI apoptoz sonuglar

U87-MG hiicrelerine 48. Saat
uygulanan Canl1 hiicre Nekrotik hiicre ~ Erken Apoptotik ~ Geg Apoptotik
Konsantrasyonlar (uM) % (Q3) % (Q1) hiicre % (Q4) hiicre % (Q2)
Kontrol
(0.1% DMSO) 93.4 2.6 2.1 1.9
ixazomib 5 55.7 7.0 11.3 26.0
10 52.6 9.1 151 23.2
- 50 83.7 3.9 55 6.8
Fumagillin 100 85.4 3.7 5.0 6.0
ixazomib ve 5+50 46.9 6.6 20.9 25.7
Fumagillin 5+ 100 814 3.9 3.0 11.8
kombinasyon 10 + 50 64.0 3.6 9.9 22.6
10 + 100 67.9 4.0 6.1 22.0

Tablo 4.8°deki sonuglara gore, ixazomib’in U87-MG hiicresi iizerinde 48.
saatteki erken apoptotik etkisi 5 ve 10 uM konsantrasyonlarda sirasiyla; %11.3, 15.1
ve geg apoptotik degerlerin ise %26.0, 23.2 oldugu analiz edilmistir. Fumagillin’in
U87-MG hiicresi lizerinde 48. saatteki erken apoptotik etkisi 50 ve 100 puM
konsantrasyonlarda sirasiyla; %5.5, 5.0 ve ge¢ apoptotik degerlerin ise %6.8, 6.0
olarak belirlenmistir.

Ixazomib ve Fumagillin kombinasyonun U87-MG hiicresi iizerinde 48. saatteki
erken apoptik etkisi 5+50, 5+100, 10+50, 10+100 pM konsantrasyonlarda degerleri
strasiyla; %20.9, 3.0, 9.9, 6.1 ve ge¢ apoptotik degerlerin ise %25.7, 11.8, 22.6, 22.0
oldugu analiz edilmistir.

U87 hiicrelerinde Ixazomibin Fumagilline gére hem erken apoptotik hemde geg
apoptotik etkisi daha fazla bulunmus. apoptotik etkide en etkili sonu¢ kombin
uygulamada 5+50 konsantrasyonda olup, erken apoptoz oran1 %20.9 ve ge¢ apoptoz
hiicre oran1 %25.7 bulunmustur. Ixazomib konsantrasyonu arttik¢a, canli hiicrelerin
ylizdesi azalirken apoptotik hiicrelerin ylizdesi (hem erken hem de gec¢) artirildigini
goriilmiistiir. Bu egilim, ixazomib'in bilinen etki mekanizmasiyla uyumlu oldugunu
1spatlanmistir. Fumagillin kontrole kiyasla geg¢ apoptotik hiicrelerin yiizdesinde artis
gosterirken, canli hiicrelerin ylizdesi azaldigin1 géstermistir. Bu, Fumagillin‘in esas
olarak ge¢ apoptoz yoluyla hiicre 6limiinii indiikledigini distintilmiistiir. Genel
olarak, veriler hem ixazomib hem de Fumagillin'in U87-MG hiicrelerinde apoptozu
indiikleyebilecegini ve bunlarin kombinasyonunun bu etkiyi konsantrasyona bagh
degistirebilecegini gosterilmistir.

C6 ve URTMG hiicreleri bortezomibe maruz birakildi ve bu durum, bortezomib

tedavisinin hem Annexin V hem de propidyum iyodiir (PI) i¢in pozitif olan hiicre
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sayisinda onemli bir artiga neden oldugunu gosterdi. Bortezomib tedavisi sonrasi artan
Pl-pozitif hiicre sayisi, diger ilaglara kiyasla daha hizli bir apoptotik orana isaret ediyor
olabilir. Bu fenomen, ilacin hiicre dongiisiiyle bagimsiz bir mekanizmaya sahip olmasi
nedeniyle ortaya ¢ikmis olabilir (Vilas-Boas vd., 2016).

Yue ve Sun 'a (2018) gore, apoptotik deneylerde, Ixazomib'in 5-10 pM
konsantrasyonlarda kullanilmasi, HCT116, DLD1 ve HT29 hiicrelerinde Annexin V-
pozitif hiicre popiilasyonlarinin indiiklenmesiyle sonuc¢lanmistir. Calisma, kolorektal
kanserde (CRC) ixazomib kaynakli apoptozun arkasindaki mekanizmalar1 arastirmay1
amagladi. HCT116 hiicrelerinde, Ixazomib ile tedavi kaspazlarin 3/7 giiclii aktivasyonuna
yol act1. Ek olarak, apoptotik yanit, bir pan-kaspaz inhibitorii olan z-VAD-fmk tarafindan
engellenmistir; bu, Ixazomib'in kaspaz bagimli bir apoptotik yanit1 tetikledigini gdsterir
(Yue ve Sun, 2018).

Muz vd. (2016) arastirmasinda, Ixazomib 20S proteazomun Kimotripsin benzeri
proteolitik (B5) bdlgesini inhibe ettigini, MM hiicre apoptozunu artirarak timor
ilerlemesini azalttigini ve MM hiicrelerinin kemik iligi mikrocevresi ile etkilesimini

bozarak anjiyogenezin azalmasina neden oldugunu belirtmislerdir (Muz vd., 2016).
4.4, Gercek Zamanh Hiicre Analizi Deney Sonuclar

Gergek zamanl hiicre analizi ile ixazomib (5 pM), ve Fumagillin (50 uM) tek
baglarina ve kombin etkileri incelenmistir. Bu yontemde deney bagladiktan sonraki her

15 dakikada bir alinan hiicre indeksi verileri elde edilmistir.

4.4.1. U87-MG hiicre hatt1 iizerinde Ixazomib, Fumagillin ve kombin uygulamasinin

proliferasyon etkilerinin degerlendirilmesi

Etken maddeler hiicre indeksinin 1’e yaklastig1 ve kararli yiikselme gosterdigi 72.
saatte uygulanmistir. Daha sonrasinda ise farkli siireler boyunca hiicre indeksi her 15

dakikada bir kaydedilerek xCELLigence cihazi yazilimi ile bilgisayara aktarildu.

Ixazomib(5 uM) ve Fumagillinin(50 pM) tekli ve kombin uygulamasi (5+50 pM)
U87-MG hiicre hattinda hiicre proliferasyon etkileri degerlendirilmistir. Sekil 4.5(a ve
b)’te anlasildig1 gibi kontrol grubu ile karsilastinildiginda Ixazomib, Fumagillin ve
bunlarin kombin uygulamasi, doz ve zaman bagimli olarak hiicreleri proliferasyonu

inhibe ettigi gorilmustiir.
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Sekil 4.7 a. U87-MG hiicrelerinde Ixazomib ve Fumagillinin tekli ve kombin uygulamasi, hiicre
proliferasyon etkilerinin degerlendirilmesi
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Sekil 4.7 b. U87-MG hiicrelerinde Ixazomib ve Fumagillinin tekli ve kombin uygulamasi, hiicre
proliferasyon etkilerinin degerledirilmesi (48 saatin gosterimi)

Suarez vd. (2016) arastirmasinda, ixazomib ve IFN-a ile kombinasyon tedavisi,
BRAF V600E mutant (A375) melanom hiicre hattinda her iki ajanin tek basina
uygulanmasina gore hiicre proliferasyonunda daha biiyiik bir azalma ile sonuclandi.
Bununla birlikte, hiicre proliferasyonu iizerinde yalnizca minimum etkiye sahip olan IFN-
a ilavesiyle iki tedavi arasinda hicbir sinerji goriilmedi. BRAF vahsi tip (WM1366 ve
MeWo) insan melanom hiicre dizileri, IFN-a tedavisi olsun ya da olmasin, Ixazomib'ten

hiicre proliferasyonunda énemli bir azalma olmadan ixazomib tedavisine daha direngliydi
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(Suarez vd, 2016).

Sheen vd. (2005) tarafindan yapilan baska bir aragtirmada, sonuglar, Fumagillin'in
farelerde in vivo olarak hem karaciger tiimorii biiyiimesini hem de metastazi etkili bir
sekilde inhibe ettigini gostermektedir. Muhtemel bir mekanizma, endotelyal hiicre
proliferasyonunda o6nemli bir rol oynayan MetAP-2'nin Fumagillin kaynakli
inhibisyonudur. MetAP-2'nin inhibisyonu ayrica Bcl-2 ve telomeraz aktivitesinin
inhibisyonu ile sonug¢lanildigini ispat ettiler (Sheen vd,. 2005).

Esser vd. (2016) tarafindan yiiriitiilen ¢alisma, Fumagillin Sn2 6n ilac1 (Fum-PD)
ile dogal Fumagillin'in HUVEC kiiltiirii tizerindeki etkilerini karsilasgtirdi. DMSO'da hem
Fumagillin hem de Fum-PD'nin esmolar titrasyonlari, HUVEC proliferasyonunda benzer
doza baglh azalmalar gosterdi. Ek olarak, avp3-Fum-PD-NP'in (nanopartikiiller)
kullanimi, MR molekiiler goriintiileme ve mikroskobik histopatoloji ile kanitlandig: gibi,
timor anjiyogenezinin azalmasina neden oldu. Ayrica, tiimor hiicresi proliferasyonunda

bir azalmaya da yol agtigini ortaya ¢ikarildi (Esser vd., 2016).

4.4.2. U87-MG hiicre hatt1 iizerinde ixazomib, Fumagillin ve kombin uygulamasinin

migrasyon etkilerinin degerlendirilmesi.

Etken maddeler hiicre indeksinin 1’e yaklastig1 ve kararli ylikselme gosterdigi 6.
saatte uygulanmistir. Daha sonrasinda ise farkli siireler boyunca hiicre indeksi her 15
dakikada bir kaydedilerek xCELLigence cihazi yazilimi ile bilgisayara aktarildi.
Ixazomib (5 uM) ve Fumagillinin (50 pM) tekli ve kombin uygulamasi (5+50 pM) U87-

MG hiicre hattinda hiicre migrasyon etkileri degerlendirilmistir.
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Sekil 4.8 Ixazomib ve fumagillinin tekli ve kombin uygulamasinin,US8TMG hiicre migrasyonuna etkisi.
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Migrasyon ¢alismalarinin sonuglarina gore ixazomib, Fumagillin ve kombin
uygulamalar1 U87-MG hiicreleri lizerinde, kontrol gruplarina gore, migrasoynu belirli bir

seviyede inhibe ettigini gosterilmistir.

Arastirma sonuclari, TNP-470'min endotel hiicre (EC) gogiini ve Rho
aktivasyonunu etkili bir sekilde inhibe ettigini ortaya koymaktadir. TNP-470'm
VP/VEGF tarafindan indiiklenen hiicre gocii izerindeki etkisi incelendiginde, hem TNP-
470'nin hem de calpastatinin, kontrol hiicrelere kiyasla, VPF/VEGF'ye verilen migrasyon
yanitin1 sirastyla %68 (p = 0.00045) ve %87 (p = 0.000096) oraninda azalttig1
gbzlemlenmistir. Buna karsin, esdeger TNP-470 konsantrasyonunda yalnizca HPMA
kopolimeri ile tedavi edilen hiicreler, kontrol grubundaki hiicrelere kiyasla gocte anlamli
bir fark gostermemistir. Dahasi, TNP-470, VP/VEGF yoklugunda HIMVEG-d
hiicrelerinin temel gogiinii %70 oraninda inhibe ettigi (p = 0.0023) gosterilmistir. Bu
sonuglar, TNP-470min EC gdgili lizerindeki inhibe edici etkilerini, VP/VEGF uyarisinin
varhiginda ve yoklugunda gostermekte olup, bu bulgular, TNP-470'nin anti-angiyojenik
bir ajan olarak potansiyelini vurgular (Satchi-Fainaro vd., 2005). Aspergillus
fumigatus'tan tiiretilen dogal bir bilesen olan Fumagillin, giiclii anti-angiyojenik
ozelliklere sahip olarak bilinirken, TNP-470 ise Fumagillin'in sentetik bir analogu olarak

benzer sekilde etki gosterir(Castronovo ve Belotti, 1996).

Hiicre gogii, GBM oliimciilliigiiniin 6nemli bir 6zelligi oldugundan, Areeb, Z., vd,
(2016) yaptiklar1 arastirmada carfilzomibin GBM hiicre gocii {izerindeki etkisini
xCELLigence ger¢ek zamanli go¢ sistemini kullanarak inceledik. Calisma, carfilzomibin
10 nM konsantrasyonunda, 72 saat sonra dort farklt GBM hiicre hattinda (U87MG, U87-
EGFRvVIII, LN229) hiicre gogiinii etkili bir sekilde inhibe ettigini gostermistir (p < 0,05).
Bu bulgular, carfilzomibin GBM hiicre gogiinii engelleme konusunda 6nemli bir aday
oldugunu vurgular, GBM'nin agresifligi ile miicadeledeki 6nemini ortaya koyar (Areeb
vd., 2016).
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5. SONUC VE ONERILER

Kanser tedavi stratejileri, genellikle etkinligi artirmak ve direng mekanizmalarinin
istesinden gelmek i¢in ¢oklu ilaglarin kullanimini igermekte. Bununla birlikte, ilag
kombinasyonlar1 arasindaki etkilesimleri anlamak, terapdtik sonuglart optimize etmek
icin ¢ok onemlidir. Arastirmamiz Ixazomib ve Fumagillin'in hem ayr1 ayr1 hem de
kombinasyon halinde ¢esitli hiicre hatlarinda hiicre sagkalimi ve 6liimii tizerindeki

etkilerini degerlendirmeye odaklanmistir.

Garcia vd. (2016) tarafindan yapilan bir ¢alismada, Ixazomib tedavisinin insan akut
miyeloid 16semi (AML) hiicre hatlar1 ve primer AML orneklerinde sitotoksik etkilerini
arastirilmistir. NPM 1/NPMc+ ekspresyonu, indiiklenebilir bir shRNA yapis1 kullanilarak
azaltildiginda, Ixazomib kaynakli apoptozun engellendigi gdzlendi. Tersine, NPMc+'nin
asir1 ekspresyonu apoptozu arttirdi. Ixazomib sitotoksisitesi, bir tiir reaktif oksijen tiirii
olan siiperoksit olusumu ile iliskilendirilmistir ve bu etki, antioksidan N-asetilsistein

ilavesiyle azaltilmistir (Garcia vd.,2016).

Suarez vd. (2016) tarafindan yapilan arastirmaya gore, Ixazomib tedavisi hem
BRAF vahsi tip hem de BRAF V600E mutant melanom hiicre hatlarinda apoptotik hiicre
6liimiine neden olmustur. BRAF vahsi tip (WM1366) hiicre hatti ile karsilastirildiginda
BRAF V600E mutant (A375) melanom hiicre hattinda Ixazomib kaynakl1 apoptotik hiicre
oliimiiniin etkinliginde hafif bir artis gdzlendi. ixazomib ve IFN-a ile kombinasyon
tedavisi, hem BRAF V600E mutantinda (A375) hem de BRAF vahsi tip (WM1366)
melanom tiimor hiicre dizilerinde apoptotik hiicre 6liimiinde 6nemli ve sinerjistik bir

artigla sonuglandi (Suarez vd, 2016):

Deneysel sonuglar, hem Ixazomib hem de Fumagillin'in hiicre sagkalimi ve &liimii
iizerinde belirgin etkileri oldugunu gdstermistir. Ixazomib, apoptotik ve nekrotik
hiicrelere sayilarindai artis gostemistir. Fumagillin uygulamasi da canli hiicrelerin
azalmasina ve nekrotik ve gec apoptotik hiicrelerin artmasina neden olmustur. ixazomib
ve Fumagillin kombinasyonu, kullanilan konsantrasyonlara bagli olarak canli hiicrelerin
azalmasina, erken apoptotik hiicrelerin artmasina ve ge¢ apoptotik ve nekrotik hiicrelerde
onemli artiglara neden olmustur. Bu bulgular, her iki ilacin da farkli hiicre 6limii tiplerini

indiikleyebilecegini ve kombinasyonlarinin sinerjistik bir etki sergiledigini gostermistir.
HUVEC hiicrelerinden elde edilen veriler, hem Ixazomib hem de Fumagillin'in tek
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basina veya kombinasyon halinde kullanildiginda hiicre canliligi {izerinde Onemli
olumsuz etkiler sergiledigini gostermistir. Hiicre yasayabilirligindeki azalma, test edilen
konsantrasyonlarda bu ilaglarin sitotoksik veya inhibitor etkilerini gostermektedir.
Benzer sekilde, U87-MG kanser hiicreleri iizerinde belirgin negatif etkiler gozlendi ve
daha yiiksek konsantrasyonlar, hiicre canliligi iizerinde daha belirgin bir negatif etkiye

yol agmustir.

Buna karsilik, C6 kanser hiicrelerinden elde edilen sonuglar, hem Ixazomib hem de
Fumagillin'in konsantrasyona bagli etkiler sergilemesine karsin, kombinasyon
tedavilerinin siirekli olarak gelismis etkiler sergilemedigini gostermistir. Bunun yerine,
iki ilacin kombinasyonu, bireysel tedavilere kiyasla siirekli olarak daha zayif etkiler

gosterdi ve bu da yetersiz etkilesimi diistindirmustiir.

Ayrica calisma, elde edilen CDI degerleri ile gosterildigi gibi Ixazomib ve
Fumagillin kombinasyonunun SHSYSY hiicreleri tizerindeki antagonistik etkilerini
ortaya koymustur. Bu, yetersiz etkilesimi ve hiicre biiylimesini veya canliligini inhibe
etmede potansiyel olarak azaltilmis etkinligi gostermistir. Sonug¢ olarak, sinerjistik
etkileri artirmak igin Ixazomib ve Fumagillin'i diger ilaglarla veya tedavi yontemleriyle
iceren alternatif kombinasyonlarin arastirilmasini garanti eden tedavi yaklasiminin daha

fazla arastirilmasina ve optimizasyonuna agik bir ihtiyag vardir.

Ilging bir sekilde, Ixazomib ve Fumagillinnin kombine uygulamasi, U87-MG
hiicrelerinin proliferasyonu tizerinde gecikmis inhibitor etkiler gostermistir. Ayrica U87-
MG hiicrelerinde migrasyon {izerinde inhibitér etki Fumagillin ve kombinasyon

uygulamalarinda kontrol gruplarina gére gézlenmistir.

Gayathri vd. (2020) arastirmalarinda 0-60 pM Kkonsantrasyon araliginda
Fumagillin'in doza bagimli bir sekilde sitotoksisitede onemli artisa yol agtigini ve
IC50'in A549 ve L132 igin sirastyla 40 pM ve 50 uM oldugunu belirtmislerdir. Buna
karsilik, A549 ve L132 hiicreleri 24 saat boyunca GT, FUM ve GT+FUM ile
kombinasyon halinde tedavi edildiginde, Annexin V— Pl hiicrelerinin yiizdesi azald1 ve
erken apoptotik hiicre popiilasyonu (Annexin V+ PI-) 6nemli 6l¢tide artt1 (Gayathri
vd.,2020).

Sonug olarak, bu ¢alismanin bulgular1, Ixazomib ve Fumagillin'in hiicre sagkalimi

ve Olimii tizerindeki farkli etkileri hakkinda degerli bilgiler saglamistir. Bu ilaglarin
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kombinasyonu, potansiyel terapotik faydalari gosteren sinerjistik bir etki sergiler.
Bununla birlikte, tedavi yaklasimini optimize etmek, alternatif kombinasyonlari
kesfetmek ve optimal dozlama rejimlerini arastirmak i¢in daha fazla arastirmaya ihtiyag
vardir. Bu ¢abalar, Ixazomib ve Fumagillin kombinasyon tedavisinin etkinligini artirmay1
ve hastalar icin iyilestirilmis sonuglara yol agmay1 amaglamaktadir. Sonug olarak, bu
caligma kanser terapétikleri alaninda artan bilgi birikimine katkida bulunur ve bu umut

verici arastirma alaninda gelecekteki arastirmalar i¢in temel olusturmustur.
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