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OZET

YUKSEK LISANS TEZI

LRP5 SUSTURMA ISLEMININ GLIOBLASTOM HUCRELERINDEKI ANTI-
KANSER ETKINLIGININ TANIMLANMASI

Aslihan KUCUK

Erzurum Teknik Universitesi
Fen Bilimleri Enstittusi

Molekiiler Biyoloji ve Genetik Ana Bilim Dali

Danisman: Dog. Dr. Hasan Onur CAGLAR

Glioblastom (GBM) agresif davranis sergileyen malign bir beyin timdriidiir. Wnt/B-katenin sinyal
yolagi GBM tiimorlerinin gelisiminde kritik bir rol oynamaktadir. Bu ¢alismanin amaci, Wnt/B-katenin
sinyal yolunun bileseni olan Diisiik Yogunluklu Lipoprotein Reseptor Iliskili Protein 5 (LRPS5) ifadesinin
GBM ve insan Beyin Kanser Kok Hiicre (BCSC) hiicrelerinde baskilanmasi sonrasi olasi anti-kanser
etkinin tanimlanmasidir. Bununla birlikte, LRPS5 ifadesi baskilanmis hiicrelere Temozolomid (TMZ)
uygulandiktan sonra olusan anti-kanser etkinlik de incelenmistir. Calisma U87MG, T98G ve (BCSC)
hatlar1 tizerinde gergeklestirildi. Belirtilen hiicre hatlarinda LRP5 ifadesi siRNA aracilifiyla susturuldu.
Susturma islemi sonrast LRPS5, Wnt/B-katenin yolagi hedefi olan ve G0/G1 hiicre dongiisii diizenleyici
genlerinin mRNA ve protein diizeyindeki ifade degisimleri sirasiyla kantitatif PCR (QPCR) ve Western-
Blot yontemleri ile tanimlandi. Baskilama islemi ve/veya TMZ uygulanan hiicre hatlarinda proliferasyon
degisimi Hiicre Canlilig1 Tespiti Kiti-8 (CVDK-8) testi ile incelendi. Uygulamalarin apoptoz iizerindeki
etkisini belirlemek icin DNA fragment olugum testi kullanildi. Baskilannmig LRP5 ifadesi ve/veya TMZ nin
koloni olusturma ve invazyon kapasiteleri iizerindeki etkileri yara iyilesme ve klonojenik testler ile
tanimlandi. Baskilama islemi sonrast GBM ve BCSC hiicrelerinde LRP5 ve Wnt/B-katenin yolaginin
hedefinde olan genlerin ifadeleri azaldi. Benzer bir bigimde, hiicre dongiistiniin GO/G1 evresini diizenleyen
genlerin ifadelerinde de azalma saptandi. GBM ve BCSC hiicrelerinde LRPS5’in baskilanmasi hiicre
proliferasyonunu azalttigr gibi TMZ ile birlikte uygulanmasi anti-proliferatif etkinligi arttirdi. LRPS
ifadesinin baskilanmasi tek basina ve TMZ ile birlikte GBM ve BCSC hiicrelerinin invaziv dzelliklerini
anlamli olarak azaltti. Sonuglar, baskilanmig LPR5 ifadesinin GBM ve BCSC hiicrelerinde anti-kanser etki
olusturduguna ve LRP5’in baskilanmasi durumunda TMZ etkinliginin artabilecegine dikkat ¢gekmektedir.
LRP5, GBM tedavisi igin umut verici terapotik bir hedef olabilir.

2024, 59 sayfa
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ABSTRACT

MS. Thesis

IDENTIFICATION OF THE ANTI-CANCER EFFECT OF SILENCING OF
LRP5 IN GLIOBLASTOMA CELLS

Aslihan KUCUK

Erzurum Technical University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Molecular Biology and Genetics

Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Hasan Onur CAGLAR

Glioblastoma (GBM) is a malignant brain tumor exhibiting aggressive behavior. The Wnt/B-
catenin signaling pathway plays a critical role in the development of GBM tumors. This study aims to
identify the potential anti-cancer effects following the suppression of Low-Density Lipoprotein Receptor-
Related Protein 5 (LRPS5) expression, a component of the Wnt/B-catenin signaling pathway, in GBM and
human brain cancer stem cell (BCSC) cells. Additionally, the anti-cancer effects after the Temozolomide
(TMZ) treatment with the suppression of LRP5 expression were examined. The study was conducted on
US87MG, T98G, and BCSC lines. In these cell lines, LRP5 expression was silenced via siRNAs. Following
the silencing process, changes in the mRNA and protein expression levels of LRP5, Wnt/B-catenin pathway
targets, and GO/G1 cell cycle regulatory genes were identified using quantitative PCR (qPCR) and Western
Blot methods, respectively. The cell proliferation after silencing and/or TMZ treatment were examined
using the Cell Viability Detection Kit 8 (CVDK-8) assay. The DNA fragmentation test was used to
determine the effects of the treatments on apoptosis. The effects of suppressed LRP5 expression and/or
TMZ on colony formation and invasion capacities were identified using wound healing and clonogenic
assays. After the silencing process, the expression levels of LRPS5 and target genes of the Wnt/B-catenin
pathway decreased in GBM and BCSC cells. Similarly, a decrease was observed in the expression levels
of genes regulating the GO/G1 phase of the cell cycle. Suppression of LRP5 in GBM and BCSC cells not
only reduced cell proliferation but also increased the anti-proliferative effect when combined with TMZ.
Suppression of LRPS5 expression alone and in combination with TMZ significantly reduced the invasive
properties of GBM and BCSC cells. The results indicate that suppressed LRP5 expression exerts an anti-
cancer effect in GBM and BCSC cells and that TMZ efficacy may be enhanced when LRP5 is suppressed.
LRPS could be a promising therapeutic target for GBM treatment.
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1. GIRIS

1. GIRIS

Glioblastom (GBM) eriskinlerde sik olarak gozlenen ve oldukga agresif davranisa
sahip bir beyin tiimordiir. Merkezi sinir sitemi tlimorlerinin yaklasik %14,5’ini ve
bunlardan malign olanlarinin ise yaklasik %50’sini GBM olusturmaktadir (Grochans et
al. 2022). Diinya Saghk Orgiiti (WHO) kriterlerine gore malign 6zellik gdsteren
gliomalar;  anaplastik  astrositom,  anaplastik  oligoastrositom,  anaplastik
oligodendrogliom ve anaplastik ependimomlar olarak siniflandirilmaktadir (Louis et al.
2021). GBM, anaplastik astrositom grubunda yer alan dordiincii evre beyin tiimoriidiir.
Bu hastaligin yillik insidansi yaklasik %4 iken tedavi sonras1 5 yillik genel sagkalim oran
ise %5’1n altindadir (Grochans et al. 2022). GBM tiimérleri oldukga nadir gézlenmesine
ragmen hastalarin tedaviye verdikleri yanit olduk¢a diisiiktiir (Yalamarty et al. 2023).
GBM tiimorleri nekroz, mikrovaskiiler proliferasyon ve niikleer atipi gibi histolojik
ozellikleri igermektedir (D’ Alessio et al. 2019). Bunlara ek olarak, GBM’in histopatolojik
kriterlerinin tanimlanmasinda genetik degisimlerde dikkate almmaktadir. izositrat
dehidrogenaz (/DH) gen mutasyonlar1 GBM olgularinin  yaklasik %12 sinde
gozlenmektedir (Han et al. 2017). Farklilasmis GBM tiimérlerinde /DH gen mutasyonlari
daha sik gozlenir. Bununla birlikte, /DH mutasyonlarina sahip olan GBM tiimérleri
olmayanlara gore daha iyi bir prognoz sergiler (Shibahara et al 2015). Tiim olgularin
yaklasik %90’ ninda bu gen mutasyon icermeyen yabanil formda bulunmaktir (Nelson et
al. 2023). Ilgili gene ait mutasyonu igermeyen tiimorlerin cogu tedavi sonrasinda primer
bolgede tekrar ortaya ¢ikar (Shibahara et al. 2015). Bu bakimdan, /DH gen mutasyonlari
GBM hastalarinin tedavi yanit1 ve tedavi sonrasi rekiirens gelisimi hakkinda bilgi veren
onemli bir prognostik belirtectir (Kim et al. 2012). IDHI mutasyonlar1 ¢cok hizli gelisip
yayilabilen birincil GBM tiimorlerinde olduk¢a nadirdir bu nedenle /DHI nokta

mutasyonlarina spesifik inhibitorlerin kullanimi sinirlidir.

1.1. GBM’de Tedavi Yaklasimlar:

Cerrahi rezeksiyon, radyoterapi ve kemoterapi GBM tiimorlerinin tedavisinde
kullanilan genel yontemlerdir (Wu et al. 2021). Bu bakimdan GBM tedavisi aslinda
agresif multimodal tedavi girisimlerini barindirmaktadir. Cerrahi miidahalenin amaci

tiimdriin primer bolgeden ¢ikartilmasidir ancak tiimoriin yerlesim yeri ve normal dokuya



1. GIRIS

asir1 invazyonu gibi nedenlerle cerrahi miidahalenin basarisi sinirlanabilir (Wu et al.
2021). Bu gibi durumlarda, radyoterapi ve kemoterapi birlikte uygulanarak cerrahi
miidahale ardindan geride kalan tiimériin (rezidii tiimor) kontrol altina alinmasi

amaglanmaktadir.

GBM tedavisinde siklikla tercih edilen yontemlerden birisi de radyoterapidir. Bu
yontem, cerrahi operasyon sonrasinda iyonize radyasyon kullanarak bolgede kalan kanser
hiicrelerini  kontrol altina almayi, yok etmeyi veya niiks ihtimalini azaltmay1
amaglamaktadir (Roncevié et al. 2023). Iyonize radyasyon sayesinde GBM tiimor
hiicrelerinin DNA’sinda hasar olusturulur ve bu sayede hiicrelerde apoptoz indiiklenir
(Wang et al. 2018). Radyoterapi GBM’in yerlesim gosterdigi yer ve hastanin genel saglik
durumu g6z 6niinde bulundurularak kisiye 6zel tedavi plani ile uygulanmaktadir (Amelio
and Amichetti 2012). Geleneksel olarak fraksiyone radyoterapi, radyasyonun iletilmesi
icin en sik kullanilan ydntemdir ve radyoterapi siklikla standart fraksiyonda (30

fraksiyonda 60 Gy doz) uygulanmaktadir (Villa et al. 2014).

1.2. GBM’de Temozolomid Uygulamalari

Temozolomid (TMZ), GBM tiimorlerinin tedavisinde yaygin olarak kullanilan bir
alkilleyici ajandir (Zhang et al. 2012a). Bu kemoterapi ajani, tiimor hiicrelerinin DNA'sin1
metilasyon yoluyla modifiye ederek DNA hasarina neden olur (Zhang et al. 2012a).
Hiicre DNA’nin hasara ugramasi ise programli hiicre o6liimii olan apoptozu indiikler
(Plesca et al. 2008). TMZ, DNA molekiiliiniin guanin niikleobazina metil grubu aktararak
iplik kiriklarina neden olur (Zhang et al. 2012a; Wesolowski et al. 2013). Dolayisiyla,
TMZ’nin DNA iizerinde olusturdugu iplik kiriklari, hata onarim mekanizmalar1 (MGMT,
MMR ve BER) tarafindan geri dondiiriilemeyecek kadar fazla ise hiicre apoptoza

stiriklenmektedir (Singh et al. 2021).

TMZ, kan beyin bariyerini (KBB) gecebildigi i¢in merkezi sinir sistemi
tiimorlerinin tedavisinde ozellikle etkilidir. TMZ’nin radyoterapi ile kombine olarak
kullanilmasi, GBM hastalarinin genel sagkalim siirelerini uzatmaktadir (Stupp et al.
2005). TMZ tedavisi sirasinda GBM hastalarinda kemik iliginin baskilanmasi, nétropeni

ve trombositopeni gibi yan etkiler ortaya ¢ikabilmektedir (Singh et al. 2021).
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KBB’den gegebilmesi gibi dnemli bir avantaja sahip olmasina ragmen, TMZ tedavisi
birtakim dezavantajlara sahiptir. TMZ etkin bir anti-kanser ajanidir ancak tedavi
sonrasinda bazi hastalarda tiimoriin niiks etmesi s6z konusudur (Tseng et al. 2017).
Tedaviyi olumsuz etkileyen bir diger dezavantaj ise GBM tiimdrlerinin TMZ’ye karsi
direng gelistirmesidir (Lee 2016). GBM’de tiimdr davranisi ile birliktelik gdsteren
genlerden biri O-6-metilguanin-DNA-metiltransferaz’dir (MGMT). MGMT, alkilleyici
ajanlardan dolay1 kaynaklanabilecek mutajenik etkiyi ortadan kaldiran bir DNA tamir
proteinidir (Pegg 2000). Promotér metilasyonuna bagli olarak diisen MGMT ifadesi,
GBM tedavisinde standart olarak kullanilan TMZ’nin etkinligini arttirmaktadir (Hegi et
al. 2005; Fan et al. 2013). MGMT promotdrii hipermetile olan GBM tiimoérleri, hipometile
olanlara gore TMZ’ye kars1 daha duyarlidir (Kitange et al. 2009). Calismalar, yiiksek
MGMT ifade profiline sahip olan GBM tiimorlerinin TMZ’ye kars1 direng gelistirdigini
gostermektedir (Kitange et al. 2009; Perazzoli et al. 2015). Ayrica uzun siireli TMZ
kullaniminda o6zellikle akut lenfoblastik l6semi (ALL) gibi ikincil malignitelerin
meydana geldigi rapor edilmistir (Momota et al. 2013). Bu nedenle, alternatif tedavi

potansiyeline sahip yeni terapotik hedeflerin GBM’de tanimlanmasi olduk¢a 6nemlidir.

1.3. Wt Sinyal Yolag:

“Wingless/Int]” (Wnt) sinyal yolagi B-katenin varliginda hedef genlerin ifadesini
diizenleyip diizenlenmemesine gore kanonik ve kanonik olmayan seklinde ikiye ayrilir
(Miller et al. 1999; Komiya and Habas 2008; MacDonald et al. 2009; Nayak et al. 2016).
Kanonik sinyal yolaginda, bir uyaran olarak WNT glikoproteini frizzled transmembran
(FZD) reseptoriine baglanir (Sekil 1.1.). Bu birliktelige “low-density lipoprotein receptor-
related protein 5 (LRPS) veya LRP6 katilarak ti¢lii bir protein kompleksi meydana gelir.
Birinci mesajcinin olmadigr durumda, B-katenin proteini adenomatdz polipozis koli
(APC), glikojen sentaz kinaz 33 (GSK-3f), Axin, kazein kinaz 1 (CK1) ve “dishevelled”
(Dvl) proteinlerinin olusturdugu bir kompleks igerisindedir. Bu yap1 igerisinde GSK-3f3,
B-katenin’i fosforile ederek proteozomal ubikitinasyon siirecine sokar ve yikimina neden
olur. Ancak, Wnt aktivasyonu sonrast Axin ve Dvl proteinleri sitoplazmada bulunduklar1
birliktelikten ayrilarak hiicre membranindaki WNT-FZD-LRP kompleksine katilir.
Boylece, B-catenin GSK-3p protein kinaz tarafindan fosforile edilemez ve hiicre ¢ekirdegi

icerisine gecerek sinyal yolagi hedef genlerinin ifadesi i¢cin TCF/LEF ailesi transkripsiyon
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faktoriine baglanir (Miller et al. 1999; Komiya and Habas 2008; MacDonald et al. 2009;
Nayak et al. 2016).

Hiicre digi : e N
WNT Frizzled : ——
|
: _
|
; ; , ol AT
LRP5/6 CK1 )DVL ROR2/RYK @
Axin

DAAM1
Sitoplazma Q

B-catenin () : é l

RHOA

Hiicre iskelet yapisimin diizenlenmesi

Sekil 1.1. Kanonik ve kanonik olmayan Wnt sinyal yolag: (Caglar 2023)

Kanonik olmayan yolakta ise, Wnt uyarimi sonucu gerceklesen genlerin ifadesi -
katenin ve LRP proteinlerinin islevlerinden bagimsiz olarak gergeklesir. Bu alternatif
yolda DAAMI aktif hale gelerek Rho iizerinden hiicre iskeletinin diizenlenmesi veya
Ca*? iyon konsantrasyonu artisina bagli olarak protein kinaz C (PKC) iizerinden cesitli
genlerin ifadesi gergeklesmektedir (Miller et al. 1999; Komiya and Habas 2008;
MacDonald et al. 2009; Nayak et al. 2016). Wnt sinyal yolagi merkezi sinir sisteminin
gelisiminde rol oynar. Beyin gelisiminde bu sinyal yolagi noral onciil hiicrelerde
boliinme, kendi benzerini olusturma ve farklilasma gibi siiregleri dogrudan diizenler
(Knotek et al. 2020). Dolayisiyla, ¢esitli mekanizmalar araciligiyla bu sinyal yolaginda
meydana gelebilecek yeniden diizenlenmeler GBM gibi patolojik bir olguyla

sonuglanabilir.
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1.4. GBM’de Wnt Sinyal Yolaginin Rolii

Beyin gelisiminde 6nemli bir role sahip olan Wnt sinyal yolaginda meydana
gelebilecek olasi bir hata GBM gelisimine neden olabilir (Zhang et al. 2011). Wnt sinyali,
sinir sistemiyle birlikte farkli dokularin ve organlarin embriyonik gelisiminde kilit bir rol
oynamaktadir (Ciani and Salinas 2005). Wnt sinyali yolagi, merkezi sinir sisteminde
farkli bolgelerin gelisiminde rol oynayan kortikal ve dopaminerjik 6nciil hiicrelerin koken
aldig1 noral kok hiicrelerde homeostazi diizenler (Hirabayashi et al. 2004; Castelo-Branco
et al. 2010). Wnt/B-katenin yolaginin aktivasyonu, beyin gelisiminin erken donemlerinde
ndronal onciil hiicrelerin proliferasyonunu ve ilerleyen siiregte ndronal farklilasmay1
diizenler (Pei et al. 2012; Poschl et al. 2013). Malign 6zellik sergileyen gliomlarda Wnt
sinyal yolaginda rol oynayan genlerin mutasyona ugradigi bilinmektedir (Lee et al. 2016).
Denysenko et al. (2016)’in glioma timdr doku oOrnekleri iizerinde gercgeklestirdigi
calismada, Wnt-3a, B-katenin ve TCF4’iin protein diizeyindeki ifadelerini normal doku
ornekleri ile kiyaslanarak incelenmistir. Evre II ve III astrositomlarda Wnt-3a protein
ifadesi diisiik diizeyde iken GBM orneklerinde bu proteinin ifadesi oldukca yiiksek
diizeydedir. Bu sinyal yolaginda hedef genlerin ifadesini diizenleyen B-katenin ve sinyali
baslatan Wnt-3a protein ifadeleri arasinda pozitif bir korelasyon gézlenmektedir. Bununla
birlikte, yiiksek TCF4 protein ifadesi sergileyen GBM orneklerinde, belirtilen sinyal
yolagi hedeflerinden biri olan siklin D1 protein ifadesinin de yiiksek oldugu
tanimlanmistir. Bu GBM tiimdrlerinde Wnt/B-katenin sinyal yolaginin asir1 aktive
oldugunu gdsteren onemli calismalardan biridir (Denysenko et al. 2016). Bununla
birlikte, gliom kanser kok hiicrelerinde (KKH), Wnt-3a’nin fonksiyonel olarak
baskilanmas1 TMZ direnci, proliferasyon ve migrayon etkinligini diistirmektedir (Kaur et
al. 2013). TCGA veri setinin kullanildig1 “in silico” analiz temelli bir bagka calismada
ise, 13 farkli LRP reseptoriiniin mRNA diizeyindeki ifadesi 10 farklhi tiirdeki solid
tiimorde incelendi (Gonias et al. 2017). GBM, hepatoselliiler karsinom ve pankreatik
adenokarsinoma Orneklerinde LRPI yiiksek diizeyde ifade edilirken; hepatoselliiler,
kolorektal, akciger ve pankreatik karsinomlarda LRPS5 ifadesi oldukca yliksektir (Gonias
et al. 2017). Calismanin devaminda, LRP reseptorlerinin ifade diizeyleri ve GBM
hastalarinin sagkalim siireleri arasinda bir iligki bulunamamaistir (Gonias et al. 2017). Bu
caligmalar sinyal yolagmin baglangicinda rol oynayan proteinlerin GBM’de anormal

aktivasyon olusturabilecegini gdstermektedir.
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Ilgili sinyal yolaginda, diger araci proteinlerinde GBM’de yeniden diizenlendigi
rapor edilmigtir. Wnt sinyal yolaginda gorev alan DKK3 genine ait ifade seviyesindeki
artis GBM’de kotii prognoz ile iligkilendirilmistir (Han et al. 2022). GBM tiimérleri
diisiik bir oranda KKH’leri icerirler. Bu hiicreler, GBM tiimorlerinin tedaviye karsi direng
gelistirmesinden ve tedavi sonrasinda tiimoriin ayni1 bolgede niiksetmesinden biiyiik
Olclide sorumludurlar (Wen and Kesari 2008; Jackson et al. 2015). Shevchenko et al.
(2019)’in  g¢alismasinda, APC proteininin GBM KKH’lerde akis-yukar1 yeniden
diizenlendigi gosterilmistir. Pe¢ina-Slaus et al. (2011) toplam 42 GBM o6rneginde Axin |
protein ifadesini ve hiicre i¢i lokalizasyonunu tanimladi. Normal beyin dokusu ile
kiyaslandiginda, drneklerin yaklagik %30’unda Axin I ifadesinin anlamli olarak azaldig1
ve Orneklerin bir kisminda Axin I proteininin yanlis lokalizasyon nedeniyle niikleus
icerisinde var oldugu bulundu (Pec¢ina-Slaus et al. 2011). Wnt sinyali, Frizzled iliskili
protein (sFRP) ailesine ait bir dizi antagonist (inhibitor) tarafindan diizenlenebilir.
sFRP’ler, Frizzled reseptorlerinin hiicre dist alanlarina veya dogrudan Wnt ligandina
baglanabilen proteinlerdir (Shi el al. 2007). GBM hiicre hatlarinda asir1 DNA
metilasyonundan dolay1 sFRP’lerin ifadesi diisiiktiir (Schiefer et al. 2014). Normal doku
ile karsilastirildiginda, GBM tiimorlerinde SFRP1 ifadesi anlamli olarak diisiiktiir (Chang
etal. 2016). Bununla birlikte, bu proteinin ifadesi yiiksek olan tiimorlerde hastalarin genel
sagkalim siireleri anlamli olarak daha uzundur (Chang et al. 2016). GBM tiimo6r ve normal
doku orneklerinin kiyaslamasindan farkli olarak, gliom KKH’leri ve néral kok hiicreleri
arasindaki gen ifade diizeyindeki farkliliklarin tanimlanmasi, SFRP1’in gliom
KKH’lerinde de anlamli olarak daha diisiik diizeyde ifade edildigini gostermistir (Kierulf-
Vieira et al. 2016). Gliom 6rneklerinden elde edilen primer hiicre hatlarina rekombinant
SFRP1 proteini uygulandiginda, niiklear B-katenin miktar1 diistiigii i¢in proliferasyon ve
tiimorosfer olusumu azalir (Kierulf-Vieira et al. 2016). NKD1, Wnt sinyalini negatif
diizenleyen bir diger inhibitordiir (Angonin and Van Raay 2013). NKD1’in mutasyona
ugramasi, gen lrlinliniin Dvl proteinlerine kararsiz bir bicimde baglanmasina sebep olur.
Bundan dolayi, Wnt sinyalinin inhibe edilmesi engellenmektedir (Guo et al. 2009;
Angonin and Van Raay 2013). Diisiik NKDI1 ifadesi GBM’de kotii prognoz ile
iligkilendirilmistir (Li et al. 2023). GBM hiicre hatlarinda bu Wnt antagonistinin asir1
ifadesi hiicre proliferasyonunu azaltmaktadir (Li et al. 2023). GBM’de Wnt sinyal
yolaginda mesaji ileten proteinlerin ¢esitli nedenlerle anormal aktivasyonu kadar sinyalin

durdurulmasina yonelik baskilayici sistemlerin inaktivasyonu da s6z konusudur.
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Kanonik olmayan sinyal yolaginda yer alan Wnt-5a proteini RhoA GTPaz’lar
aktive etmektedir (Wu et al. 2019). Bununla birlikte, DAAM1’in aktivasyonundan da
sorumlu olan Wnt-5a GBM hiicrelerinin migrasyon ve invazyonu tesvik eder (Liu et al.
2018a). GBM dokularinda Wnt-5a ifadesinin ve RhoA aktivasyonunun asir1 bir bi¢imde
meydana geldigi rapor edilmistir (Liu et al. 2018a). Kanonik olmayan sinyal yolaginda
gorev alan bir diger protein WNT6, GBM hiicrelerinin canlilik, kdk hiicre kapasitesi,
invazyon, go¢ ve TMZ direnci dahil olmak iizere bir¢ok 6zelligi lizerinde etkiye sahiptir
(Gongalves et al. 2018). Yiiksek WNT6 ifadesi, kotii prognoz ve artan timor agresifligi
ile iligkilendirilmis olup GBM hastalarinda prognostik belirte¢ olarak tanimlanmistir
(Gongalves et al. 2018). Diisiik dereceli gliomlar ve normal beyin dokusu
karsilastirildiginda, GBM’lerde WNT6’nin mRNA ve protein diizeyinde asir1 ifade
edildigi gosterilmistir (Gongalves et al. 2018). Wnt-5a ve Fzd2 gibi kanonik olmayan
sinyal yolagindaki proteinler, Wnt-3a ve -katenin gibi kanonik sinyal yolaginda yer alan
proteinlere gore GBM tiimdrlerinin tiim molekiiler alt gruplarinda yiiksek diizeyde ifade
edilmektedir (Tompa et al. 2019). Ilging bir bicimde, GBM tiimérleri i¢in her iki yolaga
ait proteinler arasinda pozitif anlamli bir kolerasyon bulunmaktadir (Tompa et al. 2019).
Primer GBM ve niiksetmis GBM 0Ornekleri karsilastirildiginda, niiksetmis GBM
orneklerinde Fzd-2, Wnt-3a ve [-katenin ifadelerinin arttigi, Wnt-7b ifadesinin ise
anlamli bir sekilde azaldigr gosterilmistir. Yine aynmi calismada, FZDI0 icin DNA
metilasyon seviyesinin oldukg¢a yiiksek oldugu saptanmistir (Tompa et al. 2021).
Literatiirdeki ¢aligmalar incelendiginde, GBM’de kanonik olan ve olmayan Wnt sinyal
yolaklarinin anormal bir bigimde aktivasyonunu saglayan bir takim yeniden
diizenlenmelerin meydana geldigi gozlenmektedir. Bu bakimdan, GBM tedavisi i¢in ilgili

sinyal yolag1 bir¢ok terapotik hedef barindirabilir.

Ruxolitinib, JAK1/2 inhibitoriidiir ve KBB’den gecebilme yetenegine sahiptir
(Ajayi et al. 2018; Haile et al. 2016). Bu inhibitér, TMZ’ nin GBM ve BCSC hiicreleri
tizerinde olusturdugu apoptotik etkiyi arttirmaktadir (Bagca et al. 2022). Bu anti-kanser
ajanlarinin tek basina ve birlikte uygulandig1 “in vitro” ¢alismalarda, GBM ve BCSC
hiicrelerinde Wnt iliskili genlerin ifadesi degismektedir. Bu bakimdan, Wnt sinyal
yolaginin GBM’de TMZ etkinligini arttirma potansiyeli bulunmaktadir.
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1.5. TMZ’nin Wnt Sinyal Yolag Uzerindeki Etkisi

GBM tedavisinde uygulanan TMZ’nin etki mekanizmasi ile Wnt sinyal yolagi
arasinda dogrudan bir baglanti bulunmamaktadir. Wnt/B-katenin sinyal yolunun, GBM
tiimor olusumu ve progresyonunda rol oynadigi ayrica TMZ direncine neden olabilecegi
rapor edilmistir (Tomar et al. 2020). Bazi calismalar, TMZ uygulanan GBM hiicrelerinde
Wnt sinyal yolunun aktive oldugunu ve devaminda TMZ’ye karsi direng gelistigini
vurgulamaktadir (Singh et al. 2021). Sitozolik bir adaptdr protein ve Wnt sinyal yolagi
diizenleyicisi olan FERMT3’lin ifade seviyesine bagl olarak GBM’de TMZ direnci
gelismektedir (Lu et al. 2017). Normal doku karsiligina kiyasla, GBM tiimor dokularinda
FERMT3 tin ifadesi anlamli olarak yiiksektir. Bu gen ifadesinin fonksiyonel olarak
baskilanmasi ise glioma hiicrelerinin proliferasyonunu ve TMZ direncini anlamli olarak
azaltir (Lu et al. 2017). Bir diger ¢alismada ise, baskilanmig DOC-2/DAB2 etkilesimli
protein (DAB2IP) ifadesinin ATG9B iizerinden GBM hiicrelerinde TMZ direnci meydana
getirdigi bildirilmistir (Yun et al. 2020). DAB2IP, Wnt/B-katenin sinyal yolunu bloke
ettiginde ATG9B ifadesi negatif olarak diizenlenmektedir ve boylece GBM hiicreleri
TMZ’ye kars1 daha duyarli hale gelmektedir (Yun et al. 2020). Genel olarak, GBM
hiicrelerinde Wnt sinyal yolag1 aktivasyonunun TMZ direncine yol ac¢tig1 goriilmektedir.
Bu durum g6z 6niine alindiginda, eger TMZ uygulanan GBM hiicrelerinde bu sinyal
yolagi aktive oluyor ve ardindan direng gelisimi meydana geliyor ise, Wnt sinyal

yolaginin baskilanmasi1 GBM hiicrelerini TMZ’ye kars1 duyarli hale getirebilir.

1.6. GBM’de Wnt Sinyal Yolagna lliskin “in-silico” Analiz

Wnt sinyal yolagi oldukga fazla genin dahil oldugu kompleks bir sinyal yolagidir.
GBM’de Wnt sinyal yolagi ile iligki terapdtik hedef olarak kullanilabilecek bir belirtecin
tanimlanabilmesi icin in-silico analizler gerceklestirildi. Wnt sinyal yolagi genel olarak
kanser kok hiicrelerinde anormal bir bigimde aktive olmaktadir. Bu nedenle, GBM KKH
ve GBM hiicre 6rnekleri i¢ceren mikrodizin veri setleri incelendi. GBM KKH’lerde ifade
artis1 sergileyen genlerin tanimlanmasi i¢in “Gene Expression Omnibus” (GEO) veri
tabaninda bulunan GSE7181 mRNA mikroarray veri seti (Beier et al. 2007) kullanildi.
Whnt sinyal yolagi ile iligkili toplamda 28 gene ait ifadenin artig gosterdigi bulundu. Aday
gen sayisini diisiirmek i¢in ifadesi GBM KKH’lerde artmig 28 gen arasindaki protein-



1. GIRIS

protein etkilesim (PPI) ag1 olusturuldu. Ardindan MCODE yontemi ile 10 aday gen
belirlendi. Aday genlerin GBM TGCA olgularina ait tiimor Orneklerindeki ifadesi
GEPIA2 ag sunucusu kullanilarak analiz edildi. Belirlenen on aday genden sadece FZD?7,
LEF1 ve LRP5’in sadece GBM KKH’lerde degil ayn1 zamanda GBM hiicrelerinde de
yilksek ifade diizeyine sahip oldugu saptandi. Literatiirdeki caligmalar dikkate
alindiginda, GBM hiicrelerinde susturma iglemi i¢in LRP5 aday gen olarak seg¢ildi. “In

silico” analizlere ait yontem ve sonugclar ilgili kisimlarda sunulmustur.

1.7. Gen ifadesinin Baskilanmasina Yénelik Girisimler

Gen baskilama, hiicresel diizeyde belirli bir genin ifadesini azaltmak veya
tamamen engellemek amaciyla kullanilan bir yontemdir (Ghosh and Tabrizi 2017). Bu
tiir bir girisimde, ifadesi baskilanmak istenen geninin mRNA’s1 veya DNA dizisinin
kendisi ile spesifik etkilesimler gosteren ¢esitli molekiiller kullanilmaktadir. Gen
susturma islemi icin RNA interferans (RNA1), anti-sense oligoniikleotidler, CRISPR-
Cas9 sistemi ve RNA aptamerleri yaygin olarak kullanilan araglardir (Feng et al. 2021).
Gen susturma tekniklerine fonksiyonel gen ¢alismalarinda siklikla bagvurulmaktadir. Bir
genin fonksiyonel olarak baskilanmasi, genin DNA dizisi veya o genden sentezlenen
mRNA dizisinde kesimin yapilmasi veya hedef mRNA’ya baglanan bir RNA
molekiiliiniin protein sentezini durdurmas: stratejilerini icerir (Feng et al. 2021). Spesifik
olarak bir genin baskilanmasi aslinda gen iirliniiniin etkisini ortadan kaldirarak dogrudan
hiicre i¢i sinyal yollar1 veya metabolik siireclerin yeniden diizenlenmesini saglar. Bu
nedenle, gen baskilama teknikleri, hiicresel biyoloji ve genetik arastirmalarda 6nemli bir

rol oynamaktadir ve potansiyel terapotik uygulamalarda da biiyiik bir ilgi gérmektedir.

Kiictik interferan RNA'lar (siRNA'lar), gen ifadesini hiicresel diizeyde spesifik
olarak baskilayan gii¢lii araclardir (Kang et al. 2023). Bu c¢ift iplikli RNA molekiilleri,
hiicre i¢indeki RNA interferans (RNA1) yolaklarini etkinlestirerek, hedeflenen mRNA'nin
pargalanmasina veya translasyonunun bloke edilmesine neden olurlar (Dana et al. 2017).
Bu, belirli genlerin ifade diizeyinde baskilanmasi yoluyla hiicresel fonksiyonlarm
modiilasyonunu miimkiin kilar. Bu 6zelligi, siRNA'lar1, 6zellikle kanser gibi kompleks
hastaliklarin tedavisinde ve hastaligin altinda yatan molekiiler mekanizmalarin

anlagilmasinda gii¢lii bir ara¢ haline getirir (Friedrich and Aigner 2022). siRNA'lar,
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kanser hiicrelerinin biiylimesi ve yayilmasina neden olan kritik sinyal yollarinin

baskilanmasini saglayarak anti-kanser etkinlik gosterirler (Guo et al. 2013).

1.8. GBM Hiicrelerinde Wnt/p-katenin’in siRNA Aracihigiyla Baskilandig:

Calismalar

Protein, enzim ve reseptdrlerin kansere bagli asir1 bir sekilde ifade edilmesi ile
ilgili genler, bir RNA susturma tekniginin kullanilmas: ile baskilanabilir. RNAi’ler ile
yapilan baskilama islemi GBM tedavisinde potansiyel terapotik uygulamalarin
saglanmasinda 6dnemli bir yere sahiptir. Ding et al. (2019) GBM o6rneklerinde saglikli
orneklere kiyasla Golgi membran proteini 1’in (GOLMI) mRNA ve protein ifade
seviyelerinde artig oldugunu saptamis ve GBM hiicrelerinde GOLM1 ifadesini susturmak
icin siRNA kullanmiglardir. siRNA ile baskilama sonucunda, hiicrelerin ¢ogalmasi
azalmis ve hiicre dongiisii G1/S fazinda duraklamistir. GBM hiicrelerinde anormal
seviyede ifade olan Tankirazl (TNKSI)’in Wnt/B-katenin ile iligkisi siRNA baskilama
yontemiyle ortaya konmustur (Chen et al. 2019). GBM hiicrelerinde TNKS1’in siRNA ile
baskilanmasi sonucunda ifade diizeyi anlamli bir sekilde azalmistir. Buna bagl olarak
hiicre canlilig1 ve invazyon yeteneginde azalma ayrica B-katenin ifade seviyesinde diisiis
oldugu saptanmistir (Chen et al. 2019). Wnt ligand ve reseptorlerinin mRNA ve protein
diizeyindeki ifadeleri, farkli evrelerdeki astrositik gliomalarda tanimlanmistir (Pu et al.
2009). WNT2, WNT5A ve FZD2 nin mRNA diizeyindeki ifadeleri normal beyin hiicreleri
ile kiyaslandiginda glioma hiicrelerinde anlamli olarak yiliksektir. Bununla birlikte, her
iki grup arasinda CTNNBI ifadesi mRNA diizeyinde anlamli bir farklilik sergilemese de
protein diizeyinde glioma’larda yiikse ifade sergiler. Sinyal yolu i¢in birer hedef olan
Siklin D1, PCNA, PI3K, MYC ve fosforile-AKT protein ifadelerinin gliom hiicrelerinde
anlamlh artig sergiledigi ve Wnt2 ifadesinin bu proteinlerle pozitif yonde korelasyon
gosterdigi saptanmistir. WNT2 ve CTNNBI’in siRNA’lar araciligiyla ifadesel diizeyde
baskilandig1 glioma hiicrelerinde, canlilik ve go¢ yetenekleri uygulamanin 24. saatinden
itibaren azalmaya baglamaktadir. Bu sonuglar, baskilanmig Wnt/B-katenin sinyal
yolaginin malign glioma hiicrelerinde agresif davranisi azalttigim gostermektedir. [n vitro
caligmalar neticesinde elde edilen bulgular ayrica “in vivo” olarak ksenograft fare
modellerinde de dogrulanmistir. Deney grubu farelerinde WNT2 ve CTNNB 1’1 hedef alan

siRNA’lar ile baskilama yapildiginda tiimor hiicrelerindeki biiylime kontrol gurubuna

10



1. GIRIS

kiyasla daha azdir. Sonug olarak, bu genlerin siRNA araciligiyla baskilanmasi malign
glioma hiicrelerinin biiylimesinde anlami bir azalma olusturmaktadir (Pu et al. 2009).
CTNNBI’in GBM hiicrelerinde baskilanmasinin ardindan elde edilen bu sonuglar Liu et
al. (2011) ve Yue et al. (2010)’1n ¢alisma sonuglariyla tutarlilik sergilemektedir.

Nager et al. (2018) GBM hiicrelerinde Wnt sinyalinin inhibe edilmesi sonucunda
otofajinin nasil etkilendigini aragtirmiglardir. CTNNBI ve SQSTM1 ifadeleri GBM
olgularinda negatif kolerasyon sergilemektetir. GBM hiicre hatlarinda CTNNBI’in
siRNA araciligiyla baskilanmasi Sekestozom 1 (SOQSTM ) ifade diizeyini TCF’ye bagiml
bir sekilde yiikseltmektedir. Bununla birlikte mekanizma igerisinde TCF4’iin dogrudan
baskilanmasi otofajik akisin ana diizenleyicisi olan Transkripsiyon Faktorii EB
(TFEB)’nin translokasyonunu arttirmaktadir. Bu nedenle, GBM hiicrelerinde Wnt/B-
katenin sinyal yolaginin baskilanmasi ayrica otofajik degredasyon aktivitesini
indliklemektedir. Genel olarak belirtilen sinyal yolagmin GBM hiicrelerinde
baskilanmasi proliferasyonu ve migrasyon kapasitesini azaltmaktadir. Bu sinyal
yolaginin otofoji mekanizmasi ile birlikte baskilanmasi ise SOSTM1 iizerinden kaspaz-
8’1 aktive ederek apoptozu indiiklemektedir. Gen diizeyinde fonksiyonel bir yaklagim,
GBM hiicrelerinde otofaji ve Wnt sinyal yolag: arasindaki iliskiyi aciga ¢ikarmistir. Gen
baskilama caligmalarina gore, SOSTMI’in ifade diizeyindeki artis, otofaji blokerleri

tarafindan GBM hiicrelerinin 6liimiinii tesvik etmek i¢in kullanilabilir (Nager et al. 2018).

Spermatogenez ve oogenez spesifik bHLH proteini 1’in (Sohlhl) ifadesindeki
artis astrositomlarda tiimoriin malignitesini diisiirmektedir (Liu et al. 2018b). Bununla
birlikte, GBM’de [-katenin ifadesi Sohlhl’in ifadesi ile negatif korelasyon
gostermektedir. Bu nedenle, Sohlhl ve Wnt/B-katenin sinyal yolagi arasindaki iliskiyi
ortaya ¢ikarmak icin Liu et al. (2018b) baskilama teknigi iizerinde kurgulanmis bir
calisgma gerceklestirmislerdir. GBM hiicre hatlarinda SOHLH] ifadesini arttiracak bir
ifade vektorii ve var olan ifadeyi baskilayacak bir siRNA’nin kullanildig: iki grup
olusturulmustur. SOHLHI’in baskilandigt durumda GBM hiicrelerinin go¢ ve istila
yetenekleri artarken, asir1 ifadesi bunun tam tersi bir etki gostermistir. GBM hiicrelerinde
SOHLH I’in baskilanmas1 Wnt/B-katenin sinyal yolaginin hedefi olan Siklin D1 ve MYC
ifadelerinde artiga neden olmaktadir. Diger taraftan, Sohlh1’in ifadesinde goriilen artis

ise, GBM hiicrelerinde B-katenin’in niikleer translokasyonunu ve birikimini
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azaltmaktadir. Bu veriler, Wnt/B-katenin sinyal yolunun Sohlhl tarafindan negatif yonde
diizenlendigini ve bunun GBM hiicrelerinin hiicresel aktivitelerini inhibe etme

potansiyeline sahip oldugunu gostermektedir (Liu et al. 2018b).

Zheng et al. (2013) fosforile STAT3’lin ifade artisinin GBM dokularindaki
varligimi gostermistir. Protein kinaz 2 (CK2), JAK/STAT3 aktivasyonundan ve IL-6
ifadesinden sorumlu olmasinin yani sira NF-kB ve PI3K/AKT sinyallerini de pozitif
yonde diizenleyerek hiicrelerin hayatta kalmasini1 saglamaktadir (Duncan et al. 2008).
Zheng et al.’in ¢alismasinda, Wnt/B-katenin sinyal yolaginin pozitif diizenleyicisi olan
CK2’nin GBM i¢in terapotik bir hedef olup olamayacagi incelenmistir. Biyoinformatik
veri tabanindan elde edilen veriler, CSNK2A41’in GBM tiimorlerinin yaklasik %33,7’inde
amplifiye oldugunu gostermektedir. CK2 alt tiplerinin (CK2a, CK2a’ ve CK2f) siRNA
yardimiyla GBM hiicrelerinde baskilanmasi, IL-6 aracili STAT3 aktivasyonunu
azaltmaktadir. GBM hiicrelerinde CK2’nin inhibitérii olan CX-4945 ve siRNA ile
baskilanmasi, aktin diizeyinde yetersizlige bunula birlikte hiicrelerin tutunamamasi ve
morfolojilerini kazanamamasina neden olmaktadir. “/n vivo” kosullarda, CX-4945
inhibitorii ile CK2’nin baskilanmasi GBM tiim6r dokusunun biiyiikliigiinde ve hiicrelerin

hayatta kalmasinda anlaml1 bir azalma meydana getirmektedir (Zheng et al. 2013).

GBM liizerinde yapilan arastirmalar, KKH’lerin tiimor gelisimindeki roliinii ortaya
koymustur (Lathia et al. 2015). Bu alanda yapilan bir¢ok ¢alisma, KKH’lerin kendine ait
Ozelliklerinin korunmasinda Wnt sinyal yolaginin énemini vurgulamaktadir (Fodde and
Brabletz, 2007). LEFI’in GBM KKH’leri iizerindeki etkisi tanimlanmistir (Gao et al.
2014). LEFI’in GBM hiicrelerindeki ifadesini baskilamak i¢in, LEF/ mRNA’sin1 hedef
alan bir kisa sa¢ tokast RNA (shLEF1) kullanilmistir. Baskilama gergeklestirilen GBM
hiicrelerinde kontrol gruplarina kiyasla, gé¢ ve invazyon kabiliyetlerinin azaldigi1 rapor
edilmistir. Benzer bir bicimde, baskilanmis LEF] ifadesi GBM KKH’lerde nestin ve
CD133 ifadelerini diisiirerek bu hiicrelerin kendini yenileme 6zelligini ve tiimorosfer
olumusturma kapasitesini azaltmaktadir (Gao et al. 2014). Radyoterapi direnci
kazandirilmis GBM hiicrelerinde Wnt sinyal yolag ile iliski genlerin ifadesel degisimleri
tanimlanmistir (Kim et al. 2012). Bu tiir hiicrelerde ilgili sinyal yolaginin dogrundan

baskilanmasi, KKH 6zelliklerini azaltarak radyasyona direncli GBM hiicrelerini tekrar
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hassas hale getirmektedir (Kim et al. 2012). Wnt sinyal yolagi GBM KKH 6zelliklerinin

gelismesinde 6nemli bir unsudur.

Liu et al. (2018a) Wnt5a aktivasyonunun Dishevelled iligkili morfogenez 1
(Daam1)/RhoA sinyal yolu lizerinden GBM hiicrelerinin istila yetenegini destekledigini
ortaya ¢ikarmislardir. Kanonik olmayan sinyal yolaginin aktivasyonunda rol oynayan
Wnt-5a Rho-GTPazlar1 aktive ederek, hiicre iskeletinin olusumunu ve polaritesini
diizenlemekle gorevlidir (Santos et al. 2010). invaziv olmayanlara kiyasla, invaziv GBM
dokularinda Wnt5a ifade seviyesi anlami olarak yiiksektir. Bunula birlikte, bu dokularda
RhoA ve Wnt5a ifade seviyeleri arasinda pozitif yonde anlamli bir kolerasyon
bulunmaktadir. Wnt5a’nin ifadesi indiiklendiginde, GBM hiicrelerinde RhoA ifadesi de
indiiklenmekte ve devaminda GBM hiicrelerinin istila yetenekleri gii¢lii bir sekilde
uyarilmaktadir. Wnt5a’nin neden oldugu RhoA aktivasyonu DAAMI ile diizenlenir.
GBM’de DAAMI siRNA ile baskilandiginda, Wnt5a’nin neden oldugu RhoA
aktivasyonu bloke olmaktadir. Bu durum GBM hiicrelerinin agrersif 6zelliklerinin 6nemli
Olclide azalmasi ile sonuglanmaktadir (Liu et al. 2018a). GBM hiicrelerinde sadece
kanonik sinyal yolaginin degil ayn1 zamanda kanonik olmayan Wnt sinyal yolaginin da

baskilanmasi anti-kanser etki olusturmaktadir.

“Dickkopf Wnt Signaling Pathway Inhibitor 3” (Dkk-3), LRP5/6’ya baglanarak
Wnt sinyalini inhibe etme yetenegine sahiptir (Krupnik et al. 1999; Grotewold el al.
2002). Birgok kanser tiirtinde REIC/DKK-3 ifadesinin azaldigi ve bu nedenle de malign
davranisa sebep oldugu diisiintilmektedir. Mizobuchi ve arkadaslar1 (2008) insan malin
glioma hiicreleri ile saglikli beyin hiicrelerini karsilastirdiklarinda, REIC/DKK-3
ifadesinin saglikli beyin hiicrelerinde daha yiiksek seviyede ifade edildigini bulmuslardir.
Bu durumda, REIC/DKK-3 ifade seviyesi ile GBM malignite derecesi arasinda ters
korelasyon oldugu gostermektedir. Yapilan immiinohistokimyasal analizlerde normal
insan astrositlerinde REIC/DKK-3 vyiiksek seviyede ifade edildigini; malin glioma
hiicrelerinde ise ifade edilmedigi sonucuna varmislardir. REIC/DKK-3 baskilandig1 ve
asir1 ifade edildigi caligmalarda, REIC/DKK-3 ifadesindeki artisin apoptozu indiikledigi
gosterilmistir. Bu baglamda, REIC/DKK-3 ifadesindeki azalmanin, GBM gelisiminde
Wnt sinyalini aktive ettigini ve artan sitoplazmik B-katenin seviyesi ile apoptozu inhibe

ederek malingite derecesini arttirdig1 sonucuna varilmaktadir (Mizobuchi et al. 2008).
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Bu tez c¢alismasinda, GBM hiicrelerinde LRP5 ifadesi baskilandiktan sonra
meydana gelecek olasi anti-kanser etkinin tanimlanmasi amaglanmaktadir. Literatiirdeki
caligmalar, GBM’de Wnt/B-katenin sinyal yolaginin yeniden diizenlendigini ve bu sinyal
yolaginin herhangi bir noktada baskilanmasi durumunda anti-kanser 6zellik
olusturdugunu gostermektedir. Dolayisiyla, literatlirde yer alan ¢aligmalar hipotezimizi
giiclendirmektedir. LRP5’in GBM veya BCSC hiicrelerinde susturulmasina yonelik

herhangi bir ¢alisma literatiirde bulunmamaktadir.
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Wnt modiilatorlerinin ifade durumlari ve glioma gelisimindeki rolii Denysenko et
al. (2016) tarafindan arastirilmistir. Normal beyin, glioblastom ve I.-III. derece gliomaya
sahip hastalardan alinan dokularda yapilan aragtirmalar sonucunda Wnt3a modiilatoriiniin
saglikli dokularda ifadesinin azaldigi, timor dokularinda ise ifadesinin arttig1 tespit
edilmistir. B-katenin ifade diizeyinin normal beyin dokularinda, artan histolojik dereceye
kiyasla daha az ifade gosterdigi belirtilmistir. B-katenin ifadesindeki azalma, yikim
kompleksinde gorev alan GSK-3’nin yiiksek ifadesi ile iligkilidir. TCF4’{in ifadesi de
elde edilen diger sonuglarla pozitif korelasyon gostermektedir. Diisiik ve yliksek dereceli
gliom tiplerinde Wnt3a ve B-katenin ifadelerinin hasta sagkalim siiresi tizerindeki etkisi
de belirtilen calismada degerlendirilmistir. Elde edilen sonuglar neticesinde, kanonik Wnt
yolunda gerceklesen anormal ifade artisinin diisiik sagkalim siiresi ve prognozda rol
oynadig1 bulunmustur. Bu baglamda, Wnt sinyalinin 6nemli bilesenleri olan Wnt3a ve f3-
katenin proteinlerinin ifade diizeyleri gliom tiimdrleri agisindan prognostik bir belirteg
olma potansiyeli tasimaktadir. Belirtilen calismada, Wnt/B-katenin sinyal yolunda rol
oynayan ana diizenleyici elemanlarmin (Wnt3a, B-katenin, TCF4 ve GSK-3p) ifade
diizeylerindeki degisimleri GBM’de tanimlanmistir (Denysenko et al. 2016).

Gonias et al. (2017), GBM’de dahil farkli kanser tiirlerinde LDL reseptor iliskili
proteinleri (LRPs) kodlayan genlerin mRNA diizeyindeki ifade seviyelerini ve bu ifade
seviyelerinin sagkalim siireleri arasindaki korelasyonu belirlemeyi amaglamislardir.
TCGA verilerine dayanan “in silico” analizler sonucunda, kanser tiirlerinde genel olarak
ifadesi en fazla artan LRP’lerin, LRPI, LRP2, LRP5 ve LRPI0 oldugu bulunmustur.
Normal dokuya kiyasla GBM tiimor dokularinda ifadesi en fazla artan reseptor LRP 1 dir.
Bununla birlikte, GBM hastalarinda LRP! ifadesi ve sagkalim oranlar1 arasinda ters
kolerasyon bulunmaktadir. Ayrica Wnt aktivasyonunu diizenleyen LRP5 ve LRP6
ifadelerinin GBM hastalar lizerindeki sagkalim etkileri de incelenmis fakat anlamli bir
etki raporlanmamistir. Bu nedenle, calismada LRPI’in GBM i¢in terapotik bir hedef
olabilecegi vurgulanmaktadir (Gonias et al. 2017).

Schiefer et al. (2014), farkli GBM hiicre hatlarinda, Wnt sinyal baskilayicilari olan

sFRP’leri kodlayan genlerin metilasyon Oriintiilerindeki degisimleri arastirmislardir.
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GBM hiicrelerinde DNA demetilasyonunu indiiklemek ig¢in, 5-azasitidin (5-Aza)
uygulamiglardir. Artan konsantrasyon ve siireyle uygulanan 5-Aza, 48 saatlik inkiibasyon
sonunda, hiicre canliliginda kayda deger bir azalma meydana getirmistir. Epigenetik
olarak sFRP’leri kodlayan genlere ait ifadelerin GBM’de baskilanmasi, Wnt sinyalinin
aktive olmasiyla beraber hiicre ¢cogalmasina etki edebilir. Bu durum tiimér kitlesinin
biliylimesini, maligniteyi ve kanser hiicrelerinin apoptozdan kagisini tesvik edebilir.
Promotor bolgelerinin demetilasyona ugramasi sonrasi proteinlerin ifade seviyelerindeki
artis, anormal bir sekilde isleyen hiicresel siireclerin inhibe edilmesiyle tiimor gelisimini
yavaglatabilir. Schiefer et al. elde ettigi sonuclar, sSFRP’leri kodlayan genlerin epigenetik
olarak baskilanmasinin GBM geligsimi {izerinde 6nemli bir etkiye sahip olabilecegini

gostermektedir.

Tompa et al. (2019), GBM’in molekiiler alt tiplerinde (IDH-1 R132H mutasyonu,
EGFRvIII mutasyonu, NF-1 null mutant ve belirtilmemis) kanonik ve kanonik olmayan
Whnt sinyal yolu bilesenlerinin ifade seviyelerini arastirmislardir. Inceledikleri gruplar
TCGA veri setinde yer alan prondral, klasik ve mezenkimal alt gruplarla tutarhidir. Bu alt
gruplar igerisinde, /DH-1 RI132H mutasyonunu tasiyan GBM hastalarina ait sagkalim
oranlarinin, mutasyonu tagimayan hastalara gore daha ytiksek oldugu bildirilmistir. /DH-
I RI132H mutant GBM 06rneklerinde Wnt3a, Wnt5a ve Fzd2 ifade seviyelerinin arttig1
gozlemlenmistir fakat diger molekiiler alt tiplerde Wnt sinyal yolu bilesenlerinin ifade
degisimleri anlam1 bulunmamistir. Calismada elde edilen veriler, GBM’in molekiiler alt

tipine bagli olarak Wnt sinyal yolaginin asir1 aktive oldugu goriisiinii ileri siirmektedir.

Yun et al. (2020), GBM’nin kemoterapiye verdigi yanitt ve bu yanitin
mekanizmasini arastirmislardir. DOC-2/DAB2 etkilesimli protein (DAB2IP), kanser
gelisiminde tiimor baskilayici olarak gorev almaktadir. GBM hiicrelerinde DAB2IP’nin
ifade seviyesindeki azalisin TMZ’ye kars1 direng olusturdugu tespit edilmistir. GBM
hiicrelerinde DAB2IP’nin indiiklenmis ifadesi TMZ direncini azaltmakta ve hiicrelerin
G2/M fazinda tutuklu kalmasina neden olmaktadir. DAB2IP’ nin yer aldigi molekiiler
mekanizmaya bakildiginda; DAB2IP’nin ifadesindeki azalma GBM’de TMZ direncini
arttirirken, ifade artis1 oldugunda ise Wnt/B-katenin sinyal yolu ile ifadesi diizenlenen
ATGY9B’nin ifadesi baskilanmaktadir. A7G9B otofajinin erken basamaklarinda rol
almaktadir. ATGY9B’nin GBM hiicrelerinde baskilanmasi sonucunda TMZ’ye karsi
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hassasiyetin arttig1 gézlemlenmistir. Kanonik Wnt sinyal yolu, GBM’de ATG9B’nin

DAB2IP araciligryla diizenlenmesinde gorev alir.

Pu et al. (2009), Wnt sinyalinin gliomagenezdeki roliinii anlayabilmek i¢in Wnt
sinyal yolunda gorev alan farkli elemanlar1 hedeflemislerdir. Normal beyin dokusu ile
karsilagtirildiginda Wnt2, Wnt5a ve Fzd2 ifadelerinin gliomalarda arttig1 tanimlanmustir.
Wnt2, Fzd2, B-katenin, siklin D1, MYC, PI3K ve p-AKT protein ifade seviyelerinin
astrositik gliomalarda daha yliksek oldugu ve artan malignite ile korelasyon gosterdigi
bulunmustur. GBM hiicrelerinde WNT2 ve CTNNB1 siRNA aracilig1 ile baskilandiginda,
MYC haricindeki diger tiim bilesenlerin ifade seviyesinde anlamli bir azalma meydana
gelmistir. Baskilama iglemi sonrasinda malign hiicrelerin canliliginin azaldigi, apoptozun
indiiklendigi ve invaziv 6zelliklerin azaldig goriilmektedir. Ksenograft model {izerinde
gerceklestirdikleri deneylerde ise, kontrol grubuna kiyasla WNT2 ve CTNNBI’i
hedefleyen siRNA tedavisi sonrasi tiimdr kitlesinde anlamli olarak kiigiilme meydana
gelmistir. Sonug olarak ¢alismada, Wnt sinyal yolunun inhibisyonu ile malign glioma

hiicrelerinin ¢ogalmasinin engellendigi gosterilmistir.

Gao et al. (2014), GBM hiicrelerinde LEFI’in shRNA araciligiyla
baskilanmasinin, hiicre gocii, invazyonu ve hiicre ¢cogalmasini inhibe ettigini belirtmistir.
LEFI’in baskilandig1 gruplarda kontrole kiyasla tiimor ¢aplarinin kiigiilmesinde anlamli
bir farklilik olmustur. Matriks metalloproteinaz (MMP) 9 ifadesi LEFI tarafindan
diizenlenmekte ve hiicre invazyonunu etkilemektedir. Sonug¢ olarak, LEFI GBM
hiicrelerinin ¢ogalmasinda, go¢ etmesinde, invazyonunda ve GBM kok benzeri

hiicrelerinin kendini yenilemesinde diizenleyici olarak rol oynadigi ortaya konmustur.

Han et al. (2022) kanonik Wnt sinyali ile iligkili olan ve GBM’in bagisiklik
sisteminde yer alan genlerin, GBM pronozunda ve hastaligin ilerlemesinde rol
alabilecegini varsaymustir. Calismada, ¢esitli veri tabanlarindan aldiklar1 gen setlerine
gore bir simiflandirma (yas, cinsiyet, hayatta kalma siiresi, radyasyon tedavisi, vs.)
yapilmistir. “In silico” analiz sonucunda, GBM tiimoérlerinde yiiksek diizeyde ifade edilen
31 adet genin kanonik Wnt sinyali ile iligkili oldugu saptanmistir. Bu genlerden en yiiksek
ifade seviyesine sahip olan gen DKK3’tiir. Yiiksek DKK3 ifadesinin, artan anti-tlimdral
bagisiklik ile negatif korelasyon gdsterdigi bulunmustur. DKK3’iin bagisiklik hiicrelerini
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diizenlemede ve ayrica, invazyon, malignite ve apoptozla ilgili diger sinyal yollar ile
dogrudan veya dolayli yoldan iligkili oldugu CytoScape araciligiyla gosterilmistir.
Kanserde Ila¢ Hassasiyeti Genomikleri (GDSC)’den alinan verilere gére DKK3 ifadesine
sahip olan GBM hiicre hatlarina yonelik ila¢ duyarlilik analizi yapilmistir. DKK3’i
hedefleyen ilaglardan biri olan Navitoclax’in DKK3 ifadesi yiiksek olan GBM hiicre
hatlarindaki biiylimeyi inhibe ettigi sonucuna ulasilmigtir. Calisma, GBM’de gozlenen
yiiksek DKK 3 ifade diizeyinin yiiksek mortalite orani, ileri prognoz ve kemoterapi direnci

ile iliskili olabilecegini 6ne stirmektedir.

Mizobuchi et al. (2008), REIC/DKK-3 ifade seviyelerini beyin tiimorlerinde
tanimlamigtir. REIC/DKK-3’tin ifade seviyesi normal dokulara oranla malign
gliomalarda daha diisiiktiir. Normal beyin dokularinda REIC/DKK-3’ti  ifade eden
hiicrelerin birgogu glial fibriler asidik protein agisindan pozitiftir. siRNA ile REIC/DKK-
3 ifadesi baskilanan malign glioma hiicrelerinde proliferasyon artmaktadir. Bu malign
gliomalarda hiicrelerinin proliferasyonunun REIC/DKK-3 ifade seviyesi tarafindan
diizenlendigini gostermektedir. Kontrol grubuna kiyasla ifadesi baskilanan grupta
hiicreler G1 fazinda tutuklu kalmaktadir. REIC/DKK-3’iin malign gliomalarda kanonik
Wnt sinyali iizerindeki etkisinin anlagilabilmesi i¢in yapilan caligmalar sonucunda
REIC/DKK-3iin ifadesindeki artis ile B-katenin ifadesindeki degisim ters orantili olarak
gozlemlenmistir. Elde ettikleri bulgular, REIC/DKK-3 mRNA seviyesindeki azalmanin

gliom olusumu ve maligniteyi arttirdigini gostermektedir.
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3.1. Mikrodizin Veri Analizi

Wnt sinyal yolagindaki genler Reactome veri tabaninda tanimlanmis “signaling
by WNT” (R-HSA-195721) modiiliinde incelendi (Fabregat et al. 2016). Sinyal yolagi ile
iliski toplamda 298 gen tanimlandi. Ardindan, mikrodizin analizi ger¢eklestirildi. “Gene
Expression Omnibus” (GEO) veri tabaninda (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/) bulunan
GSE7181 mRNA mikroarray veri seti (Beier et al. 2007) kullanildi. GSE7181 veri seti
“Affymetrix Human Genome U133 Plus 2.0 Array” platformuna dayanmaktadir. Veri
setinde CD133" GBM hiicreleri (3 6rnek) ve CD133 GBM hiicreleri (3 6rnek) arasindaki
mRNA ifade farkliliklar1 Orange v.3.36.1 programu ile tanimland1 (Demsar et al. 2013).
Wnt sinyal yolaginda tanimlanan toplam 289 gen bu veri setinde incelendi. Log katsay1

degisim degeri (LogFC) 1°den biiyiik olan genler asir1 ifade edilen olarak kabul edildi.

3.2. Protein-Protein Etkilesim Aginin Olusturulmasi ve Aday Genlerin Belirlenmesi

Cytoscape 3.8.2 programinda String veri tabaninin giincel siirimii lizerinden
(v.11) GBM CD133+ hiicrelerinde ifadesi artmig genler arasinda protein-protein
etkilesim (PPI) agi olusturuldu (Shannon et al. 2003; Szklarczyk et al. 2019). PPI ag1
olusturulurken giiven sinir degeri (Confidence Cutoff) 0,4 ve iizeri segildi. Sadece
belirtilen genlere ait proteinlerin arasindaki etkilesimi ortaya ¢ikarmak i¢in maksimum
dis etkilesici degeri 0 olarak se¢ildi. Aday gen sayisini diisiirmek i¢in “Maximal Clique
Centrality” (MCC) ve “Molecular Complex Detection” (MCODE) yontemleri birlikte
uyguland1 (Bader and Hogue 2003; Chin et al. 2014). MCODE yontemi ile PPI agi
tizerinde etkilesim derecesi en yiiksek olan ii¢ protein kiimesi tanimlandi. MCODE
analizindeki parametreler sirasiyla: Node Score Cutoff: 0,2, K-Core degeri: 2 ve Max
Depth from Seed: 100 olarak se¢ildi. PPI ag1 icerisindeki etkilesim sayisina gore en fazla
sayida etkilesimi gerceklestiren proteinleri tanimlamak i¢in ayrica “Maximal Clique
Centrality” (MCC) yontemi kullanildi. Her iki yontemde ortak olarak bulunan genler aday

listesine alindi.
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3.3. TCGA GBM Veri Setinde Aday Gen ifadelerinin Tanimlanmasi

Aday genlerin GBM TGCA olgularina ait tiimor 6rneklerindeki ifadesi GEPIA2
ag sunucusu kullanilarak analiz edildi. Degisken olarak hastalik durumuna (timér veya
normal doku) bagli tek yonliit ANOVA testi istatistiksel analiz i¢in kullanildi (Tang et al.
2017). Aday genlerin tamamina ait ifade verisi 163 timor ve 207 normal beyin doku
(TGCA ve GTEXx) orneklerinde karsilastirilmali olarak incelendi. Gruplar arasinda, timor

grubunda artmis gen ifadesine ait P degerinin 0.01’den kiiclik olmasi anlamli kabul edildi.

3.4. GBM Olgularinda LRP5 ve MYC ifadeleri Arasindaki Birlikteligin Saptanmasi

GBM’de LRPS5 ve MYC gen ifadeleri arasindaki birliktelik “cBioPortal for cancer
genomic” veri tabani kullanilarak incelendi (Cerami et al. 2012). “Spearman's
correlation” kolerasyon analizi “Glioblastoma multiforme TCGA, Firehose Legacy” veri
setinde gergeklestirildi (Cerami et al. 2012). Veri setinde mRNA ifade verisini igeren
toplam 136 GBM o6rnegi vardi. 0,05’ten kiigiik P degeri istatistiksel olarak anlamli kabul
edildi.

3.5. Hiicre Kiiltiirii

US7MG ve T98G GBM hiicre hatlari, %10 FBS, 100 pg/ml penisilin-streptomisin
(Sigma, USA) ve %1 oraninda L-Glutamin iceren RPMI 1640 besi ortaminda (EcoTech,
Erzurum, Tiirkiye) kiiltiir edildi. Beyin kanseri kok hiicre (BCSC) hatt1 (CelProgen, USA)
%10 FBS, 100 pg/ml penisilin-streptomisin (Sigma, USA), %1 oraninda L-Glutamin ve
yiiksek glukoz iceren DMEM besi ortaminda (EcoTech, Erzurum, Tiirkiye) kiiltiir edildi.

Hiicreler %5 CO; igeren nemli atmosfer ortaminda idame edildi.

3.6. siRNA Aracihigiyla LRPS Gen Ifadesinin Baskilanmasi

US7MG, T98G ve BCSC hiicrelerinde LRPS5 gen ifadesi siRNA (Ambion Silencer
Select, ThermoFisher) araciligiyla baskilandi. Baskilama isleminde insan genomunu
hedeflemeyen negatif kontrol siRNA (Ambion Silencer Select, Negative Control, Cat:
4390843) ve LRPS5’1 hedefleyen iki adet (Ambion Silencer Select, ID: s501339, Cat:
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4392420 ve ID: 8293, Cat: 4390824) olmak {izere {i¢ farkli siRNA kullanildi. siRNA’lar,
Lipofectamine 3000 transfeksiyon ajani (Invitrogen, USA) ile iiretici firmanin
talimatlarina gore hiicrelere aktarildi. Geni hedefleyen siRNA ’larin susturma etkinligi her
bir siRNA i¢in ayr1 olarak tanimlandi. Bu nedenle, siRNA-1 (ID: s8293) ve siRNA-2 (ID:
s501339) ile yapilan baskilama isleminde karisimlar ayri ayr1 hazirlandi. Baskilama
islemi dncesinde, T98G ve BCSC hiicreleri alti-kuyulu plakalara her bir kuyuda 50.000
hiicre olacak sekilde ekildi. U87MG hiicreleri ise kuyu basia 35.000 hiicre olacak sekilde
ekildi. siRNA’larin GBM ve BCSC hiicrelerine transfeksiyonu Tablo 3.1.’de yer alan
icerige gore gergeklestirildi.

Tablo 3.1. GBM ve BCSC hiicrelerine ait transfeksiyon igerigi

Karisim 1a USTMG TI8G BCSC
SiRNA-Negatif Kontrol SiRNA-1 SiRNA-1 SiRNA-1
3nM 5nM 15nM 15nM
Tl 1,5u1 4,5u1 4,5u1
Opti-MEM 150ul Opti-MEM 150ul Opti-MEM 150ul Opti-MEM 150ul
Karisim 1b
Lipofectamine 1 pl Lipofectamine Lipofectamine 2,5u1  Lipofectamine 2,5ul
Il
Opti-MEM 150ul Opti-MEM 150ul Opti-MEM 150ul Opti-MEM 150ul

Karisim-1a ve 1b bir araya getirildi ve oda sicakliginda 15 dakika boyunca inkiibe edildi.

Karisim 2a USTMG TI8G BCSC
SiRNA-Negatif Kontrol SiRNA-2 SiRNA-2 SiRNA-2

3nM 5nM 5nM 5nM

Il 1,5ul 1,5ul 1,5ul
Opti-MEM 150ul Opti-MEM 150ul Opti-MEM 150ul Opti-MEM 150ul

Karisim 2b
Lipofectamine 1 pl Lipofectamine Lipofectamine 1pl Lipofectamine 1ul
Il

Opti-MEM 150ul Opti-MEM 150ul Opti-MEM 150ul Opti-MEM 150ul

Karigim-2a ve 2b bir araya getirildi ve oda sicakliginda 15 dakika boyunca inkiibe edildi.
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Hazirlanan 300ul’lik karigimlar alti kuyulu plakalara ekilmis hiicrelere uygulandi.
Baskilama islemi yapildiktan sonra hiicreler 72 saat boyunca inkiibe edildi. Inkiibasyon

siiresi tamamlandiktan sonra hiicrelerden tiim RNA izolasyonu yapildi.

3.6.1. Susturma islemi sonrasi tiim RNA izolasyonu

Tim RNA izolasyonu i¢in “EcoPure Total RNA Kit” (EcoTech, Erzurum,
Tiirkiye) iiretici firmanin talimatlarma gore uygulandi. Hiicreler ylizeyden 1X tripsin
soliisyonu yardimiyla kazinarak alindiktan sonra eppendorf tliplerine aktarildi ve 1.350
rpm’de 5 dakika boyunca santrifiij edildi. Pellet iizerine 400ul “EcoPure Lysis/Binding
Buffer” ile 4ul “B-mercaptoethanol” karistirilip eklendi ve pipetaj yapilarak karigtirildi.
Devaminda 10 saniye boyunca vorteks uygulandi. Elde edilen lizata 400ul saf etanol
eklendi. Ornekler vorteks yardimiyla iyice karistirildiktan sonra, igerik filtreli tiipe
aktarildi. Tiipler 1.350 rpm’de 30 saniye boyunca santrifiij edildi. Alt haznedeki sivi
uzaklagtirildiktan sonra, tiiplin filtre iceren kismina 400ul “Wash Buffer I” eklendi.
Santrifiij basamagi tekrarlandi. Tiiplin hazne kismina gegen sivi uzaklastirildiktan sonra,
filtreli boliime 500ul “Wash Buffer 11 eklendi ve santrifiij basamagi 30 saniyelik siire
icin tekrarlandi. Alt haznede toplanan sivi uzaklastirildiktan sonra, filtreli kisma 200ul
“Wash Buffer II” eklendi. Ornekler iki dakika boyunca maksimum hizda santrifiij edildi.
Filtreli kolonu iceren kisim steril “DNase/RNase free eppendorf™ tiipiine transfer edildi.
Filtre iizerine 30ul eliisyon tamponu eklendi ve 1 dakika boyunca oda sicakliginda
inkiibasyona birakildi. Tiipler 1.350 rpm’de (maksimum hiz) 1 dakika boyunca santrifiij
edildi. islem sonunda LRP5’in susturuldugu ve susturulmadig hiicre hatlarindan tiim

RNA &rnekleri izole edildi. izole edilmis tiim RNA 6rneklerinden cDNA sentezlendi.

3.6.2. cDNA sentezi

Izole edilen tiim RNA o6rneklerinin tamamidan ¢cDNA sentezi gerceklestirildi.
cDNA sentezinde “A.B.T. cDNA Synthesis Kit with RNase Inh.” kiti (A.B.T. Laboratory
Industry, Ankara, Tiirkiye) iiretici firmanin talimatlarina gore kullanildi. Revers
transkriptaz reaksiyon hacmi toplamda 20ul’idi. Belirtilen reaksiyonun igerigi Tablo
3.2.’de gosterilmistir. Reaksiyon karisimi hazirlandiktan sonra cDNA sentezi i¢in Tablo

3.3.’te sunulan 1s1l kosullar uygulandi.
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Tablo 3.2. cDNA sentezi reaksiyon igerigi

Icerik Miktar
10X Reaction Buffer 2ul
dNTP (2,5mM) Ll
Random Hexamer (50uM) 2ul
Reverse Transcriptase Tul

cDNA sentez reaksiyonlart 1.000 ng/pl tim RNA konsantrasyonu iizerinden
gergeklestirildi. Konsantrasyona bagli olarak kullanilan tiim RNA hacmine gore toplam

reaksiyon hacmi DNase/RNase free su ile 20ul’ye ayarlandi.

Tablo 3.3. cDNA sentezi 1s1l kosullari

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

U87MG, T98G ve BCSC hiicrelerine ait cDNA oOrnekleri -20°C’ye kaldirild.
Elde edilen cDNA 6rneklerinden kantitatif PCR (qPCR) reaksiyonu gergeklestirildi.

3.6.3. Susturma islemi sonras1 LRP5 ve diger genlere ait mRNA ifadelerinin

tanimlanmasi

siRNA ile susturma islemi sonrasi, US7MG, T98G ve BCSC hiicrelerinde LRPS5
ifadesi qPCR yontemi ile tanimlandi. LRPS ifadesi kontrol siRNA uygulanan kontrol
grubuna gore siRNA1 ve siRNA2’nin ayr1 olarak uygulandigi deney grubunda
tanimlandi. qPCR reaksiyonu i¢in “A.B.T. 2X qPCR SYBR-Green Master Mix” kit
(A.B.T. Laboratory Industry, Ankara, Tiirkiye) iiretici firmanin talimatlarma gore

kullanildi. PCR reaksiyon hacmi toplamda 10ul’idi. 2X qPCR SYBR-Green Master Mix
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karisimindan Spl alindi. Bu karigimin tizerine 1pl ileri ve 1l geri primer (her biri 10uM
konsantrasyonda), 2ul ¢cDNA ve 2ul DNase/RNase free su eklendi. Igerik pipetaj
yapilarak homojen hale getirildi ve PCR reaksiyonu kuruldu. PCR reaksiyonlari, Rotor-
GeneQ Real-Time PCR platformu (Qiagen, Germany) {izerinde gerceklestirildi.

Reaksiyona ait 1s1l kosullar Tablo 3.4.’te verilmistir.

Tablo 3.4. qPCR reaksiyonu 1s1l kosullar1

Basamak Sicakhik Zaman
Baslangi¢ denatlirasyonu 95°C 5 dakika
Dongii 40X
Denatiirasyon 95°C 15
saniye
Baglanma 60°C 20
saniye
Uzama 72°C 20
saniye
Erime egrisi 75°C-95°C 2 saniye

LRPS5 ifadesi Livak ve Schmittgen’in (2001) tanimladigi rolatif kantifikasyon
yontemine gore belirlendi. Veri analizinde kontrol siRNA uygulanan hiicrelerden elde
edilen cDNA 6rnekleri dis normalizasyon faktorii olarak kullanildi. I¢ normalizasyon igin
HPRT-1 geni, “housekeeping” olarak secildi. Belirtilen hiicre hatlarinda LRP5 ifadesi
baskilandiktan sonra, Wnt/B-katenin yolagi yanit genleri olan CCNDI, LEF1 ve MYC
ayrica hiicre dongiisii ile iliski CDK2, CDK4 ve CCNE1 genlerinin ifadeleri tanimlandi.

Ilgili genlere ait primer dizileri Tablo 3.5.’de verilmistir.
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Tablo 3.5. qPCR ¢alismalarinda kullanilan primer dizileri

Gen Yon Primer dizisi %GC Kaynak*
LRP5 lleri  5-GAAGCTCTACTGGGCTGACG-3' %60
Geri 5-TCCAGTACAGAGTGTCCCCG-3' %60
LEFI lleri  5-TCACGGGTGGATTCAGGCAA-3’ %55
Geri  5’-GCTGGATGAGGGATGCCAGT-3’ %60
CCNDI fleri  5°- ACCTGAGGAGCCCCAACAAC-3’ %60
Geri  5’-GACTCCAGCAGGGCTTCGAT-3’ %60
MYC fleri  5°- GAAAACCAGCAGCCTCCCG-3’ %63,2
Geri  5’-GCACCGAGTCGTAGTCGAGG-3’ %65
CCNEI fleri  5'-CCCCATCATGCCGAGGGAG-3’ %68,4
Geri  5’-CGCCGTCCTGTCGATTTTGG-3’ %60
CDK4 fleri  5°-TTGCGGCCTGTGTCTATGGT-3’ %355
Geri  5-ATCAAGGGAGACCCTCACGC-3 %60
CDK2 fleri  5-CTGGGCTGCATCTTTGCTGA-3’ %55
Geri  5’-AAATCTTGCCGGGCCCACTT-3’ %55
HPRTI lleri  5-TGAGGATTTGGAAAGGGTGT-3' %45 Valente et al.
Geri  5-GAGCACACAGAGGGCTACAA-3' %355 2009

Primerlerin  Tm dereceleri 60°C’dir. *Kaynak gosterilmeyen primer dizileri
tasarlanmigstir.

3.6.4. Susturma islemi sonrasi1 genlerin protein diizeyindeki ifadelerinin

tanimlanmasi

Susturma islemi sonrasinda U87MG, T98G ve BCSC hiicrelerinden protein
izolasyonu yapildi. Hiicreler sogutulmus 1 XPBS tamponu ile yikandiktan sonra yiizeyden
kazindi. Tiipe alinan hiicreler, %1 fenilmetilsiilfonil floriir (PMSF) ve 1x proteaz inhibitor
kokteyli (Thermo Scientific, ABD) igeren 1X RIPA lizis tamponu (EcoTech, Erzurum,
Tiirkiye) icerisinde siv1 azot kullanilarak pargalandi. Protein lizatlarinin konsantrasyonu
“Coomassie Plus (Bradford) Assay” (ThermoFischer Scientific, USA) kit kullanilarak
tiretici firmanin talimatlarina gore 6l¢iildii. Son konsantrasyonlar1 25pug/mL-2.000pug/mL
olacak sekilde albiimin standartlar1 olusturuldu. Standart ve konsantrasyonu bilinmeyen
orneklerin her birinin 5ul’si 96°lik kuyulu plakalara alindi. Her bir 6rnegin ve standardin
tizerine 250ul “Coomassie Plus Reagent” eklendi ve 30 saniye boyunca kuyulu plaka
yavasca ¢alkalandi. Ornekler 30 dakika boyunca oda sicakliginda inkiibe edildi. Her bir
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Oornegin 595nm’deki absorbans Ol¢iimii alindi. BSA standart egrisi, ortalama kor
diizeltilmis 595nm absorbans degerlerine karsilik gelen konsantrasyon (pg/ml)
degerlerine gore hazirlandi. Deney gruplarinda protein lizatlar1 esit konsantrasyonlarda
SDS-PAGE jeline yiiklendi. SDS-PAGE o6rneklerinin hazirlanmasinda 4X Laemmli
yiikleme tamponu (EcoTech, Erzurum, Tiirkiye) kullanildi. Protein 6rnekleri 70°C’de 10
dakika boyunca inkiibe edilerek denatiire edildi. Poliakrilamid jellerin hazirlanmasinda

kullanilan ¢6zelti igerikleri ve kullanim hacimleri Tablo 3.6.’da verilmistir.

Tablo 3.6. Poliakrilamid konsantrasyonlarina gore jel i¢erikleri

fcerik Ayirict Jel Sikistiricr Jel
(%10) (%4)
ddH20 1,4ml 2,175ml
4x Tris.HCI/SDS Tamponu pH:6,8 (0,5M Tris) - 375ul
4x Tris.HCI/SDS Tamponu pH:8,8 (1,5M Tris) 1,875ml -
29:1 Akrilamid/Bisakrilamid 1,65ml 397,5ul
%10 SDS 50ul 30ul
%10 APS 50ul 30ul
TEMED 2ul 7,5ul

Ayirict jel hazirlanirken, falkon tiipte TEMED hari¢ Tablo 3.6.’da yer alan diger
biitiin igerikler karigtirlldi. TEMED eklendikten sonra karisim hazirlanan diizenege
aktarildi. Jel dokiildiikten sonra izopropanol eklendi. Ayirict jel 40-45 dakika boyunca
oda sicakliginda donmaya birakildi. Ardindan, izopropanol dokiildii ve su ile yikanarak
uzaklastirildi. Sikistirict jel hazirlandi ve ayrici jelin tistiine dokiildii. Tarak takildiktan
sonra jel 40-45 dakika donmaya birakildi. Denatiire edilmis protein 6rnekleri SDS-PAGE
jelde 120V akimda 3 saat yiiriitiildii. SDS-PAGE jelinde yiiriitiilen proteinler 14 dakika
boyunca 25V akimda nitroseliilloz membrana transfer edildi (Trans-Blot Transfer System,
Bio-Rad, USA). Transfer sonrasinda membran bloklama tamponuna (1XPBS igerisinde
%1 kazein) alind1 ve 1 saat oda sicakliginda inkiibe edildi. inkiibasyonu takiben bloklama
tamponu uzaklastirildi ve membran birinci antikor ile muamele edildi. LRP5 protein
ifadesinin tanimlanmasi i¢in anti-LRPS5 birinci antikoru (Affinity Biosciences, Cat No:
AF4645) 1:1.000 oraninda diliie edilerek kullanildi. Beta-aktin proteininin tanimlanmasi
icin ilgili antikor (Affinity Biosciences, Cat No: AF7018) 1:1.000 oraninda kullanildi.

Birinci antikorlar membran ile gece boyu +4°C’de inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon
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sonrasinda, birinci antikor uzaklastirildi. Membran 1XPBST (%0,1 Tween 80 igeren 1X
PBS) ile bes dakika siireyle 3 kez yikandi. Ardindan 1:2.000 oraninda diliie edilen ikinci
antikor (HRP Goat Anti-Rabbit IgG (H+L) Abclonal, Cat No: AS014) membran ile oda
sicakhiginda 1 saat inkiibe edildi. ikinci antikor uzaklastirildiktan sonra membran
1XPBST ile bes dakika siireyle 3 kez yikand1 ve ardindan 1XPBS ile yikandi. Membran
ChemiDoc XRS+ goriintiilleme sistemi (Bio-RAD, USA) ile goriintiilendi. Susturma
islemi sonras1 diger proteinlerin ifadesi anti-CCND1 (Affinity Biosciences, Cat No:
AF0931), anti-LEF1 (Affinity Biosciences, Cat No: DF7570), anti-MYC (Affinity
Biosciences, Cat No: AF6054), anti-CDK2 (Affinity Biosciences, Cat No: AF6237), anti-
CDK4 (Affinity Biosciences, Cat No: DF6102) ve anti-CCNE1 (Affinity Biosciences,
Cat No: AF0144) primer antikorlar1 ile tanimlandi. ImageJ yazilimi kullanilarak B-aktin

protein ifadesine gore veri normalizasyonu yapildi (Taylor et al. 2019).

3.7. Hiicre Canhlik Testi

Baskilanmis LRP5 ifadesinin US7MG, T98G ve BCSC hiicrelerinin canlilig
tizerindeki etkisi CVDK-8 testi (EcoTech Biotechnology, Erzurum, Tiirkiye) ile
tanimlandi. Hiicreler her bir kuyuda 5.000 hiicre olacak sekilde 96-kuyulu plakalara
ekildi. siRNA’lar 100ul ortam igerisinde bulunan hiicrelere son konsantrasyonlari
degismeyecek bir bicimde uygulandi. Transfeksiyonun ardindan hiicreler 72 saat inkiibe
edildi. Inkiibasyonun ardindan tiim ortam cekildi ve hiicrelere yeni ortam verildi. Her bir
kuyuya 10ul CVDK-8 ajani eklendikten sonra hiicreler 37°C’de 1 saat inkiibe edildi.
Mikroplaka okuyucu kullanilarak drneklerin 450nm dalga boyundaki absorbans degerleri
her yarim saatte bir okutuldu. Temozolomid’in (TMZ) GBM ve BCSC hiicrelerinin
canlilig1 tizerindeki inhibe edici konsantrasyonlar1 (ICso) tanimlandi (Goker Bagca et al.
2020). Her bir hiicre hattinda TMZ ICso konsantrasyonlarimin tanimlanmasi i¢in hiicreler
her bir kuyuda 5.000 hiicre olacak sekilde 96-kuyulu plakalara ekildi. TMZ, son
konsantrasyonu 192mM olacak sekilde DMSO igerisinde ¢0zilildii. Ana stok,
konsantrasyonlart 0.5-1-2-4-6-8-10mM olacak sekilde c¢alisma soliisyonlarina diliie
edildi. Belirtilen TMZ konsantrasyonlar1 hiicrelere uygulandi. Kontrol grubundaki
hiicrelere TMZ uygulanmadi. Hiicreler 72 saat boyunca TMZ ile muamele edildikten
sonra CVDK-8 testi ile canhilik olgiimleri alindi. Olgiim sonuglari, GraphPad
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programinda “log(inhibitor) vs normalized response- Variable slope” yontemine gore

analiz edilerek ICso degerleri hesaplandi.

3.8. Genomik DNA Fragment Testi

siRNA, TMZ ve TMZ+siRNA uygulanan GBM ve BCSC hiicrelerinde DNA
fragment olusumu “DNA ladder detection kit” (Invitrogen, Kat. No: KHO1021) ile
tanimlandi. Hiicreler her bir kuyuda 50.000 hiicre olacak sekilde 6-kuyulu plakalara
ekildi. Her bir hiicre hatt1 i¢in tanimlanan ICso konsantrasyonundaki TMZ hiicrelere
uygulandi. siRNA’lar, optimize edilmis konsantrasyonlarda hiicrelere uygulandi.
Kombine olan ¢alismalarda, hiicrelere 6nce TMZ iceren besi ortami verildi ardindan
siRNA transfeksiyonu yapildi. Hiicreler 37°C’de 72 saat boyunca inkiibe edildi. Takiben,
hiicreler 250l 1X tripsin ile yiizeyden kaldirildi ve ependorf tiiplerine alindi. Hiicrelerin
tizerine 500ul serum igeren besi ortami eklenerek tripsin inaktivasyonu gerceklestirildi.
Hiicreler 1.350 rpm’de 5 dakika boyunca santrifiij edildi ve siipernatant uzaklastirildi.
Hiicre pelleti 1X PBS ile yikand1 ve santriflij basamag1 ayn1 kosullar altinda tekrarlandi.
Stipernatant uzaklastirildiktan sonra hiicreler 35ul lizis tamponu ile vorteks
kullanilmadan parcalandi. Orneklere 2,5ul enzim A soliisyonu eklendi ve ardindan
ornekler 37°C’de 10 dakika inkiibasyona birakildi. Devaminda, 6rneklere 2,5ul enzim B
soliisyonu eklendi ve 50°C’de 30 dakika inkiibasyon uygulandi. Orneklere 2,5ul
amonyum asetat soliisyonu ve -20°C’de sogutulmus absolut etanolden 50ul eklendi.
Ornekler vorteks yardimiyla iyice karistirildiktan sonra -20°C’ye alind1 ve 15 dakika
boyunca bekletildi. Ardindan, 6rnekler 14.000rpm’de 10 dakika boyunca santrifiij edildi.
Stipernatant dikkatli bir bicimde orneklerden uzaklastirildi. DNA pelletinin iizerine
sogutulmus %70’lik etanolden (-20°C) 250pul eklendi ve santrifiij basamagi tekrarlandi.
Stipernatant uzaklastirildi ve ornekler agik havada kurumaya birakildi. Tiim alkol
uctuktan sonra DNA o6rneklerine 15ul diliisyon tamponu eklendi ve birkag kez
pipetajlandiktan sonra ¢oziinen DNA %1,2’lik agaroz jele yiiklendi. Ornekler 80V’da 1,5
saat yuritiildii. Apoptoza ugrayan hiicrelerde fakli boyutlarda DNA bantlar1 ve/veya
DNA “smear” paterni gézlenmektedir (Hennige et al. 2005).
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3.9. Yara lyilesme Testi

Susturma islemi Oncesinde T98G, BCSC ve U87MG hiicreleri alti-kuyulu
plaklara her bir kuyuda 300.000 hiicre olacak sekilde ekildi. Hiicrelere siRNA ve TMZ
ayr1 ayr1 uygulandigi gibi birlikte kombine olarak da uygulandi. siRNA transfeksiyonu
ve ilag¢ uygulandiktan sonra hiicrelerin bulundugu yiizeyde 200ul’lik pipet ucuyla ¢izikler
olusturuldu ve fotograflandi. Ayn1 alanlarin 24 saat sonra fotograflar1 ¢ekildi. BCSC
hiicre hatt1 i¢in fotograf ¢ekim siiresi 72 saatti. Yara acik yiizey ylizdeleri Image j
programi ile hesaplandi (Caglar et al. 2024).

3.10. Klonojenik Test

Gen baskilanma ve TMZ uygulamast sonrast US7MG, T98G ve BCSC
hiicrelerinin koloni olusturma kapasitelerine ait degisimler klonojenik test ile tanimlandi.
Klonojenik test daha once Franken et al. (2006) tanimladig1 protokol temel alinarak
uygulandi. T98G ve BCSC hiicreleri alti-kuyulu plakalara her bir kuyuda 1.500 hiicre
olacak sekilde ekildi. U87MG hiicreleri ise kuyu basina 350 hiicre olacak sekilde ekildi.
Hiicrelere siRNA ve TMZ ayr1 ve birlikte uygulandi. Koloniler olusana kadar hiicreler 10
giin boyunca 37°C'de inkiibe edildi. Inkiibasyonun ardindan hiicrelerin bulundugu
kuyulardan ortam ¢ekildi ve hiicreler 1XPBS ile yikandi. Hiicrelerin {izerine 2ml saf
metanol eklendi ve bes dakika boyunca oda sicakliginda inkiibasyona birakilarak hiicreler
yiizeye fikse edildi. Metanol uzaklastirildiktan sonra hiicrelerin bulundugu kuyulara 2ml
kristal violet soliisyonu (%6 v/v, %0,5 w/v 1X PBS igerisinde) verildi. Oda sicakliginda
30 dakika inkiibe edilerek hiicreler boyandi. Inkiibasyon sonrasi soliisyon uzaklastirildi
ve koloniler 1XPBS ile iyice yikandi. Koloniler, fotograflandi ve Imagel yazilimi ile

sayisal veri haline getirildi (Caglar et al. 2024).
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4.1. GBM Kanser Kok Hiicreleri Wnt/p-katenin Sinyal Yolag Iliskili Genleri
Yiiksek Diizeyde ifade Eder

GBM agresif davranisa sahip kotii huylu bir beyin tiimoriidiir. GBM tiimdrlerinin
tedavisinde temozolomid bir kemoterapi ajani olarak kullanilmaktadir (Zhang et al.
2012a). GBM tiimoérleri bu anti-kanser ajanina direng gelistirdikleri icin GBM
hastalarinin tedavi sonrasi sagkalim oranlar1 diisiiktiir (Lee 2016). Bu nedenle, GBM
tedavisinde kullanilabilecek yeni potansiyel hedeflerin belirlenmesine ihtiyag
duyulmaktadir. Wnt/B-katenin sinyal yolaginda gorev alan genlerin bir kismina ait ifade
degisimleri daha 6nce GBM’de tanimlanmistir (Denysenko et al. 2016). Bununla birlikte,
ilgili sinyal yolaginin GBM hiicrelerinde baskilanmasi anti-kanser etki meydana
getirmektedir (Pu et al. 2009). Bu bakimdan, Wnt/B-katenin sinyal yolagt GBM
tedavisinde kullanilabilecek terapdtik hedefleri barindirabilir. Kanonik Wnt sinyal
yolaginda oldukga fazla gen birbirleriyle koordineli bir sekilde ¢aligmaktadir. Bu nedenle,
GBM’de baskilanmasi durumunda anti-kanser 6zellik gosterebilecek Wnt/B-katenin
sinyal yolag: iligkili potansiyel gen adaylarmi belirlemek i¢in biyoinformatik analiz

yapild.

Timor dokusu igerisinde oldukg¢a az bir oranda bulunan ve kok hiicre benzeri
Ozellikleri barindiran KKH’ler GBM’de kemoterapiye kars1 gelisen direng ve rekiirens ile
oldukgca iliskilidir (Auffinger et al. 2015). Wnt sinyal yolaginda yer alan genlerin ifade
diizeyleri GBM kok hiicrelerinde oldukca yiiksektir (Lottaz et al. 2010; Shevchenko et al.
2019; Shevchenko et al. 2020). Bu nedenle, GBM tedavisinde potansiyeli olan hedefleri
ortaya c¢ikarabilmek icin Wnt sinyal yolag iliskili genlere ait ifade degisimleri GBM kok
hiicre 6rneklerini i¢ceren mikrodizin veri setinde incelendi. GEO veri tabaninda GBM
KKH o6rneklerinin bulundugu dort farkli veri seti (GSE7181, GSE23806, GSE20736,
GSE44561) bulunmaktadir. GSE23806 veri seti, GBM tlimorlerinden zenginlestirilmis
kiiltiir ortamiyla olusturulan GBM KKH’leri i¢ermektedir (Gunther et al. 2008).
GSE20736 veri setinde GBM KKH’ler ve bunlara NF« uygulanarak farklilastirilan
hiicre 6rnekleri bulunmaktadir (Nogueira et al. 2011). GSE44561 veri setinde ise, GBM
KKH’ler ve NOTCH1 uygulanan GBM KKH’lere ait 6rnekler yer almaktadir (Guichet et
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al. 2015). GSE23806, GSE20736 ve GSE44561 veri setlerinde kontrol grubunun
olusturulmas1 dis uyaranlara baghdir. GSE7181 veri setinde ise mRNA ifade profili
dogrudan GBM CD133" ve CD133" hiicre gruplarinin karsilastirilmasi ile elde edilmistir
(Beier et al. 2007). Bu nedenle, GSE7181 veri seti biyoinformatik analiz i¢in se¢ildi.

Farkli ifade edilen genler GSE7181 veri setinde tanimlandi (Sekil 4.1.a).
Ardindan, Wnt sinyal yolagindaki genler Reactome veri tabaninda bulunan “signaling by
WNT” (R-HSA-195721) modiiliinde incelendi. Ilgili modiilde toplam 298 protein

bulunmaktadir.

Sekil 4.1. GSE7181 mRNA mikroarray veri setinde Wnt sinyal yolagi i¢in farkli sekilde
ifade edilen genlerin CD133+ GBM hiicrelerinde belirlenmesi. LogFC degeri
1’den biiyiik ve -1’den kiiclik olan genler tanimlandi (a). Gen ifadelerinin P
degerlerine (-Logl0) gore dagilimi (b). CD133+ ve CD133- hiicrelerdeki gen
ifadelerinin “heat-map” sunumu (c).

Ilgili modiilde tanimlanan proteinlerin gen sembolleri, farkli ifade edilen genlere
ait sonucla eslestirildi. CD133+ GBM hiicrelerinde, LogFC degeri 1’den biiylik toplam
28 gen tanimlandi (Sekil 4.1.c). Bu genler ifade artmis olarak kabul edildi.

4.2. Aday Genlerin Belirlenmesi

Kansere 0zgii terapotik hedeflerin tanimlandigi mikrodizin analizine dayali
biyoinformatik ¢aligmalarda, farkli ifade edilen genler icin protein-protein aginin
kurulmasi ve bu ag igerisinde birbirleriyle etkilesim derecesi en yiiksek genlerin se¢ilmesi
yaygin bir yaklagimdir (Caglar and Duzgun 2023; Hu et al. 2023). Etkilesim derecesini

belirleyen farkli analiz yontemlerinde ortak tanimlanan genler ise aday gen olarak kabul
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edilmektedir. CD133" GBM hiicrelerinde agir1 ifade edilen 28 gen igin protein-protein agi
kuruldu (Sekil 4.2.a). Bu ag igerisinde birbirleriyle en fazla etkilesim gosteren genler
MCODE ve MCC yontemleri ile belirlendi. MCODE yonteminde ii¢ etkilesim kiimesi
tanimlandi (Sekil 4.2.b).

T
o

MCODE Cluster 1 MCODE Cluster 2 MCODE Cluster 3

Sekil 4.2. CD133+ GBM hiicrelerinde ifade artis1 gosteren Wnt sinyal yolag: iligkili
genlerin arasinda kurulan PPI ag1 (a). MCODE analizine gore ag igerisinde
birbirleriyle etkilesim derecesi yliksek olan alt kiimeler (b).

Etkilesim kiimesi 1’de yer alan genler ayni zamanda MCC yonteminde de
bulundu. Her iki yontemin ortak buldugu aday genler ise FZD7, LEF1, RSPOI1, LRPS,
LRP6, WNT4, WNT7A, WNT10A, WNT10B ve WNTI6 idi.

4.3. FZD7,LEFI ve LRP5 Genleri GBM Tiimérlerinde Yiiksek Diizeyde ifade Edilir

Wnt/B-katenin sinyal yolaginin baskilanmasina yonelik aday genler belirlenirken
GBM KKH o6rneklerini iceren mikrodizin veri seti secildi. GBM KKH’leri, heterojen
tiimor dokusu igerisinde olduk¢a az oranda bulunan 6zel hiicre popiilasyonudur
(Bradshaw et al. 2016). Calismalar, bu popiilasyona ait gen ifade profili tiimoér dokusunun
genelinden farkli oldugunu gostermektedir (Mazzoldi et al. 2020; Lottaz et al. 2010). Bu
bakimdan, CD133" GBM hiicrelerinde yiiksek ifade edilen aday genlerin GBM
tiimorlerindeki ifade seviyesi diisiik olabilir. Hem GBM KKH’leri hem de GBM

32



4. ARASTIRMA BULGULARI ve TARTISMA

timorlerinin genelinde ifade profili yliksek olan genler terapdtik hedef potansiyeli
tagimaktadir. Tanimlanan aday genlerin ifadesi ayrica GBM TGCA olgularini igeren veri
setinde incelendi (Sekil 4.3.a). Aday genlerden sadece FZD7, LEFI ve LRPS5 genlerine
ait ifadelerin GBM tiimdrlerinde artmis oldugu saptandi (Sekil 4.3.b, P<0.01).
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Sekil 4.3. Aday genlere iliskin ifade degisimlerinin GBM tiimor ve normal beyin dokusu
orneklerinde karsilastirilmasi (a). On aday gen i¢inde sadece FZD7, LEFI ve
LRPS5 genlerine ait ifadenin GBM tiimorlerinde artmis oldugu bulundu (b).

Liu et al. (2019) miR-504 ifadesinin GBM hiicrelerinde diisiik diizeyde oldugunu
gostermistir. GBM hiicrelerinde miR-504{in indiiklenmis ifadesi invazyon ve kanser kok
hiicre 6zelliklerini baskiladigi gibi epitelyal-mezenkimal ge¢isi de indiikler. Belirtilen
caligmada, miR-504’lin FZD7’yi hedefledigi deneysel olarak gostermistir. Benzer bir
bicimde, yiikksek miR-206 ifadesinin FZD?7 ifadesini baskilamast GBM hiicreleri iizerinde
anti-kanser etki olusturmaktadir (Zhou et al. 2019). LEFI'in shRNA aracil1 baskilanmasi
GBM hiicrelerinin gogiinii, invazyonunu ve hiicresel biiyiimesini engeller (Gao et al.
2014). Dolayisiyla, GBM hiicrelerinde FZD7 ve LEFI’in baskilanmasi sonucu anti-
kanser etkinin meydana geldigi bilinmektedir. FZD7 ve LEFI’in GBM hiicrelerinde
baskilanmasi sonrasi olusturdugu etki LRP5’in GBM’de terapodtik bir hedef olma

thtimalini giiglendirmektedir.
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4.4. GBM Olgularinda MYC ve LRPS5 ifadeleri Arasinda Pozitif Yonde Bir

Kolerasyon Vardir

Wnt/B-katenin sinyal yolaginda birinci mesajc1 olan WNT glikoproteini hiicre
membrani lizerinde yer alan LRP/FZD kompleksi iizerinden sinyali hiicre igerisine iletir
(Komiya and Habas 2008). Aktivasyona bagli olarak B-katenin, niikleus icerisinde
TCF/LEF ailesi transkripsiyon faktorlerine baglanarak MYC ve CCNDI gibi genlerin
transkripsiyonu gergeklestirir (Zhang et al. 2012b; Shtutman et al. 1999). Dolayisiyla,
GBM hiicrelerinde LRP5 ifadesi ile Wnt/B-katenin sinyal yolu hedefinde olan genin
ifadesi arasinda pozitif kolerasyon beklenebilir. GBM’de LRP5 ve MYC gen ifadeleri
arasindaki birliktelik “cBioPortal for cancer genomic” veri tabani kullanilarak gosterildi

(Sekil 4.4.).
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Sekil 4.4. “Glioblastoma multlformeTCGA, Firehose Legacy” veri setindeki GBM
orneklerinde LRP5 ve MYC genlerinin mRNA ifadeleri arasindaki pozitif
yonde kolerasyon.

GBM’de MYC ve LRP5 mRNA ifadeleri arasinda pozitif yonde anlamli bir
kolerasyon saptandi (P=0.0173). Bu sonug, GBM’de LRP5 iizerinden Wnt/B-katenin
sinyal yolaginin aktive olabilecegini gostermektedir. “In silico” analizlere dayanan
sonuglar neticesinde GBM’de Wnt/B-katenin sinyal yolaginin inaktivasyonu i¢in siRNA

hedefi olarak LRPS5 segildi.
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4.5. LRP5’in GBM ve BCSC Hiicrelerinde Baskilanmasi Wnt/p-katenin Sinyal
Yolagim Inaktive Eder

Kiiclik miidahale edici RNA (“small interfering RNA”, siRNA) 20-25 baz cifti
uzunlugunda kodlama yapmayan ¢ift sarmal yapida bir RNA molekiiliidiir (Dana et al.
2017). Bu RNA molekiilii, protein kodlayan bir genin transkripsiyon sonrasi
baskilanmasma neden olan RNA interferaz mekanizmasinda merkezi bir rol oynar.
Sentetik siRNA’larin hiicrelere dogrudan transfeksiyonu ise RISC yapisi iizerinden hedef
genin susturulmasini saglar (Amarzguioui et al. 2005). Bu nedenle, susturma isleminden
sonra hedef genin mRNA ve protein diizeylerinde gerceklesen ifade azalisi
dogrulanmalidir. Bu ¢alismada, GBM ve BCSC hiicreleri siRNA’lar ile transfekte
edildikten 72 saat sonra, LRP5’in protein diizeylerindeki ifadesi tanimlandi.
Optimizasyon calismasinda, valide edilmis siRNA (siRNA1) ile baskilama islemi
sonrasinda U87MG hiicrelerinde LRP5 ifadesinde azalma gozlendi. LRPS5’1 hedefleyen
diger siRNA’nin (siRNA 2 ID: s501339) 72 saat boyunca uygulanmasi, LRPS ifadesini
U87MG hiicrelerinde diistirdii. U87MG hiicrelerinde LRP5’in baskilanmasi i¢in uygun
konsantrasyon her iki siRNA i¢in 5nM olarak saptandi. T98G ve BCSC hiicre hatlarinda
LRP5’in baskilanmasi i¢in optimize edilen siRNA 1 ve siRNA 2 konsantrasyonlari
sirastyla 15nM ve 5nM idi. Hiicre hatlarinda baskilama islemi sonrasi LRPS5 ifadesinde

meydana gelen azalma Sekil 4.5.de verilmistir.
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Sekil 4.5. US7MG, T98G ve BCSC hiicre hatlarinda susturma iglemi i¢in optimize edilen
siRNA 1 ve siRNA 2 konsantrasyonlariin protein ifadesi iizerindeki etkisi.

Wnt/B-katenin sinyal yolaginda, LRPS proteininin yer aldigi kompleks hiicre
disindan gelen sinyalin algilanmasinda rol oynar. Sinyal yolagi aktive oldugunda (-
katenin niikleus igerisine gecerek TCF/LEF ailesi transkripsiyon faktorleriyle hedef
genlerin ifadesini gerceklestirir (Komiya and Habas 2008). Calismalar, CCND1, MYC ve
LEF1 genlerinin Wnt/B-katenin sinyal yolagma bagli olarak ifade edildigini
gostermektedir (Zhang et al. 2012b; Shtutman et al. 1999; Hao et al. 2019). GBM ve
BCSC hiicre hatlarinda LRP5 ifadesi baskilandiktan sonra, bu genlerin mRNA
diizeyindeki ifade degisimleri qPCR ile tanimlandi (Sekil 4.6.).
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Sekil 4.6. US7MG (a), T98G (b) ve BCSC (c) hiicre hatlarinda LRP5 ifadesi
baskilandiktan 72 saat sonra, LEFI, MYC, CCNDI ve LRP5 gen
ifadelerindeki degisim.

U87MG  hiicrelerine  siRNA’lar optimize edilen konsantrasyonlarda

uygulandiklarinda, LEF1 ve CCNDI genlerine ait ortalama LogFC degerlerinin -1’in
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altinda oldugu bulundu. U87MG hiicrelerinde LRP5’in susturulmasi1 LEFI ve CCNDI
gen ifadelerini diisiirdii. T98G hiicrelerine siRNA’lar uygulandiginda, her ti¢ hedef genin
(LEF1, MYC ve CCNDI) mRNA diizeyindeki ifadeleri azaldi. mRNA ifadelerine ait
ortalama LogFC degerleri -1’in altinda idi. BCSC hiicrelerinde mRNA diizeyinde ifade
azalis1 sergileyen tek gen MYC idi.

Susturma islemi sonrasinda Wnt/B-katenin sinyal yolagi hedefindeki genlerin
protein seviyesindeki ifade degisimleri US7MG, T98G ve BCSC hiicre hatlarinda
Western-Blot yontemi ile gosterildi (Sekil 4.7.). U87MG hiicre hattinda LEF1 protein
ifadesi susturma islemi sonrasinda azaldi. T98G hiicre hattinda her li¢ hedef genin protein
ifadeleri siRNA uygulamasina bagli olarak diistii. Benzer bir bigimde, BCSC hiicrelerinde
de baskilanmis LRP5 ifadesi hedef genlerin ifade ettigi protein seviyelerinde azalmaya
neden oldu. Bununla birlikte, LRP5’in her ii¢ hiicre hattinda da protein diizeyinde

baskilandig1 dogrulanda.
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Sekil 4.7. USTMG, T98G ve BCSC hiicre hatlarinda LRP5 ifadesi baskilandiktan 72 saat
sonra, LEF1, MYC, CCNDI1 ve LRPS5 protein ifadelerindeki degisim.
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Sonuglar, GBM ve BCSC hiicrelerinde baskilanmig LRP5 ifadesinin Wnt/[-

katenin sinyal yolagini inhibe ettigini gostermektedir.

4.6. GBM ve BCSC Hiicrelerinde LRP5’in Baskilanmasi Proliferasyonu Azaltir

Wnt/B-katenin sinyal yolaginin GBM hiicrelerinde baskilanmas1 hiicre
proliferasyonunu azaltmaktadir (Chen et al. 2019; Gao et al. 2014). Bu nedenle, susturma
isleminden 72 saat sonra GBM ve BCSC hiicre hatlarinda proliferasyon degisimleri
tanimlandi. U87MG hiicrelerinde baskilama isleminden sonra beklenenin aksine

proliferasyon artt1 (Sekil 4.8.). Buna karsin, T98G ve BCSC hiicrelerinde baskilama
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isleminden 72 saat sonra proliferasyonda azalma saptandi. Wnt/B-katenin sinyal yolag:
aktivasyonu ve ilgili elemanlarin ifadesi KKH’lerde daha yiiksektir (de Sousa E Melo and
Vermeulen 2016). Bu nedenle, BCSC hiicrelerinde baskilama isleminden sonra hiicre
proliferasyonundaki diisiisiin diger hiicre hatlarina gbére daha fazla olmasi, BCSC

hiicrelerine 6zgii sinyal yolaklarinin etkinligine bagli olabilir.
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Sekil 4.8. Baskilanmis LRPS5 ifadesinin U887MG, T98G ve BCSC hiicrelerinin
proliferasyonu tizerindeki etkileri.

Susturma isleminin ve TMZ’nin birlikte kombine edilecegi calismalar igin
belirtilen hiicre hatlarinda TMZ nin ICso konsantrasyonlar1 belirlendi. Susturma isleminin
etkisi 72. saate kendini gosterdigi icin TMZ’nin ICso konsantrasyonlar1 ilag
uygulamasindan 72 saat sonra yapildi. T98G, BCSC ve U87MG hiicrelerine 72 saat
uygulanan TMZ’nin ICs¢ konsantrasyonlar1 sirasiyla 1,9mM, 2,836mM ve 2,472mM idi
(Sekil 4.9.a).
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Sekil 4.9. GBM ve BCSC hiicre hatlarinda TMZ’nin ICso konsantrasyonlarinin
tanimlanmasi (a) ve TMZ/siRNA kombine uygulamasinin GBM ve BCSC
proliferasyonu iizerindeki etkisi (b).

TMZ ve siRNA kombinasyonunun hiicre canlilig1 {izerindeki etkisi US7MG,
T98G ve BCSC hiicrelerinde degerlendirildi (Sekil 4.9.b). TMZ’nin kombine edildigi ve

tek basina kullanildigi calismalarda tanimlanan ICso konsantrasyonlari uygulandi.

38



4. ARASTIRMA BULGULARI ve TARTISMA

Kontrol grubu ile karsilastirildiginda, kontrol siRNA uygulanan hiicrelerde canlilik
anlaml olarak degismedi. TMZ’nin tek ve siRNA’lar ile kombine olarak uygulandigi
gruplarda hiicre canlilig1 anlamli olarak azaldi. Bununla birlikte, TMZ’nin siRNA1+2 ile
kombine edildigi gruptaki hiicre canliligt TMZ nin kontrol siRNA ile birlikte uygulandigi
gruba gore daha azdi. Bulgular, GBM’de Wnt/B-katenin sinyal yolagi inhibisyonunun
TMZ etkinligini artirabilecegini gostermektedir.

4.7. GBM ve BCSC Hiicrelerinde Baskilanmms LPR5 Ifadesinin Apoptoz Uzerindeki
Etkisi

Apoptoz ile iligkili karakteristik ozelliklerden biri DNA’nin pargalanmasidir
(Bortner et al. 1995). Hiicrelerde meydana gelen DNA fragmentlerinin tanimlanmasi
apoptoz hakkinda bilgi saglamaktadir (Zhang and Xu 2000). GBM hiicrelerinde Wnt/p-
katenin sinyal yolaginin baskilanmasi apoptozu indiiklemektedir (Xu et al. 2019). Bu
calismada, U87MG, T98G ve BCSC hiicre hatlarinda TMZ ve siRNA uygulamalarinin
apoptoz lizerindeki etkileri degerlendirilmistir. Sonuglar, agaroz jel {lizerinde smear
gorlntiisii varligina gore gozlemsel olarak yorumlandi. T98G hiicre hattinin kontrol
grubuna ait DNA 0rnegi jele yiiklenemedi (Sekil 4.10.). US87MG hiicre hattinda TMZ
uygulanan gruplarda “smear” daha yogun bir bicimde gozlendi. US7MG hiicre hattinda,
TMZ uygulanan gruplarda gézlenen yogun “smear” goriintiisii, TMZ’ye bagli apoptotik
etki nedeniyle meydana gelebilir. T98G ve BCSC hiicre hatlarinda ise hemen hemen tiim
gruplarda “smear” goriintiisii saptandi. Kontrol gruplarinda, siRNA’nin tek basina
uygulandigr ve TMZ ile birlikte uygulandigi gruplarda belirtilen goriintii paterninin
gbzlenmesi nedeniyle, DNA fragment olusumunun hiicrelere uygulanan etkenlere bagl
olarak gelistigi tam olarak anlasilamamistir. Kontrol grubuna goére, baskilanmis LRPS
ifadesi veya LRP5’1 hedef alan siRNA’lar ile TMZ’nin kombine edildigi gruplara 6zgii

apoptotik etki saptanamamuistir.
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Sekil 4.10. Baskilama islemi gergeklestirilen hiicre hatlarinda genomik DNA
fragmentlerinin farkli uygulama gruplarinda gdsterilmesi.

Hiicre proliferasyonu tizerindeki azaltici etki sadece apoptozun indiiklenmesi ile
degil ayn1 zamanda hiicre dongiisii tutuklanmasi nedeniyle de meydana gelebilir
(Sandoval et al. 2004). Proliferasyonu azaltarak anti-kanser etkinlik olusturan bir
uygulamada, eger hiicreler apoptoz disinda hiicre dongiisiiniin belirli bir fazinda tutuklu
kaliyor ise, etkinlik tiirii sitostatik olarak adlandirilir. Wnt/B-katenin sinyal yolaginin
baskilanmast GBM hiicrelerinde sitostatik etki olusturabilir. Bu nedenle, baskilama
islemi sonras1t GBM ve BCSC hiicrelerinde hiicre dongiisii diizenleyici genlerin ifade

degisimleri degerlendirildi.

4.8. Baskilama Islemi GBM ve BCSC Hiicrelerinde Hiicre Dongiisii Diizenleyici

Genlerin Ifadesini Degistirir

Cesitli caligmalar, Wnt/B-katenin sinyal yolaginin inaktive edildigi GBM
hiicrelerinin GO/G1 fazinda tutuklu kaldigin1 géstermistir (Chen et al. 2020). Mitojenik
sinyale bagli olarak siklin D ve CDK4 proteinlerinin olusturdugu kompleks hiicre
dongiistinii baglatir (Caglar and Biray Aver 2020). S fazina gegiste hiicre dongiisiiniin
ilerleyisi siklin E ve CDK2 tarafindan diizenlenir (Caglar and Biray Avci 2020). Bu

genlerin ifade diizeylerinde meydana gelen diisiis hiicrelerin GO0/G1 evresinde
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tutuklanmasina neden olur (Caglar and Biray Avci 2020). Bu calismada, LRPS5 iizerinden
inaktive edilen Wnt/B-katenin sinyal yolaginin hiicre dongiisii lizerindeki etkisinin
belirlenmesi i¢cin CDK2, CDK4 ve CCNE1 genlerinin mRNA ve protein diizeylerindeki
ifadeleri tanimlandi. Baskilanmis LRPS5 ifadesinin belirtilen hiicre hatlarinda CCND/
ifadesini diisiirdiigi gozlendi (Sekil 4.6. ve Sekil 4.7.). Buna ilave olarak, baskilama
islemi sonrast U887MG hiicre hattinda hiicre dongiisii iligkili her ii¢ genin mRNA
diizeyindeki ifade seviyelerini diisiirdii (Sekil 4.11.a).
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U87MG, T98G ve BCSC hiicre hatlarinda hiicre dongiisii diizenleyici
genlerin mRNA ifade diizeylerindeki degisimler.

LRPS5 ifadesinin baskilandigt US7MG hiicre hattinda CDK2, CDK4 ve CCNEI
genlerinin ortalama LogFC degerleri sirasiyla —3,807, —3,95 ve —2,48’id1 (Sekil 4.11.a).
LRP5’in baskilanmas1 US7MG hiicre hattinda hiicre dongiisti iligkili genlerin ifadesini
azaltti. T98G hiicrelerinde LRP5’in baskilanmasinin ardindan, belirtilen genlerin
ortalama LogFC degerleri sirasiyla -1,12, 1,79 ve -0,70 olarak bulundu. T98G hiicre
hattinda baskilanmis LRPS5 ifadesi, CDK?2 ifadesini azaltirken CDK4 ifadesini mRNA
diizeyinde arttirdi. CCNE] ifadesinde ise degisim gozlenmedi. siRNA1+2 uygulanan
BCSC hiicrelerinde ise CDK2, CDK4 ve CCNEI genlerinin ortalama LogFC degerleri
sirastyla 2,3, —1,125 ve 0,63 idi. CDK?2 ifadesi artarken CDK4 gen ifadesinin siRNA
uygulamasi sonrasi azaldig1 saptandi. CCNE! gen ifadesinin ise degismedigi gozlendi.
Sadece TMZ ve LRPS5 ifadesini baskilamaya yonelik siRNA ve TMZ’nin kombine
uygulandig1 gruplarda da CDK2, CDK4 ve CCNE1 genlerinin ifade diizeyleri incelendi.
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U87MG hiicre hattt i¢in TMZ, TMZ+siRNA kontrol ve TMZ+siRNA1+2
uygulama gruplarinda CDK?2 gen ifadesine ait ortalama LogFC degerleri sirasiyla 3,814,
3,330 ve —2,177 idi (Sekil 4.11.b). TMZ ve TMZ+siRNA kontrol gruplarinda mRNA
diizeyindeki CDK?2 ifadesi artmis iken; TMZ+siRNA1+2 kombine grubunda bu ifade —
2,177 kat azaldi. CDK4 geni i¢in ortalama LogFC degerleri tanimlanan gruplar i¢in
strastyla —0,03, —0,042 ve —2,099 idi. Sadece TMZ ve TMZ+siRNA kontrol uygulanan
U87MG hiicrelerinde CDK4 ifadesi degismez iken TMZ+siRNA1+2 kombine uygulama
grubunda ifade azalis1 saptandi. CCNE! igin ortalama LogFC degerleri tanimlanan
gruplar icin sirasiyla —2,79, —39,05 ve —31,11 idi. Tiim gruplarda CCNE! ifadesinin

azaldig saptandi.

T98G hiicre hatti TMZ, TMZ+siRNA kontrol ve TMZ+siRNA1+2 uygulama
gruplari icin CDK?2 gen ifadesine ait ortalama LogFC degerleri sirasiyla —0,97, —2,00 ve
—0,44 idi. Gruplara ait CDK4 ifadeleri sirasiyla—1,88, 13,14 ve —11,53; CCNE1 ifadeleri
ise sirastyla 9,01, 9,61 ve 8,95 idi. T98G hiicrelerinde, TMZ CDK4 ifadesinin azalmasina

neden olurken CCNE] mRNA ifadesinin artmasina neden oldu.

TMZ, TMZ+siRNA Kontrol ve TMZ+siRNA1+2 gruplart icin BCSC
hiicrelerinde tanimlanan ortalama CDK2 LogFC degerleri sirasiyla 2,10, 1,77 ve —7,16
idi. Susturma islemi yapilmayan fakat TMZ uygulanan gruplarda CDK?2 ifadesi artt1.
LRP5’1 hedefleyen siRNA ve TMZ’nin kombine uygulandigi grupta CDK?2 ifadesi azaldi.
Ortalama CDK4 ifadeleri gruplar i¢in sirasiyla 0,27, 1,97 ve —2,37 idi. Tek basina
TMZ’nin uygulandig1 grupta CDK4 ifadesi degismezken; kontrol siRNA ile birlikte
uygulandig grupta ifade artis1 gézlendi. siRNA ile kombinasyonu CDK4 ifade azalisina
neden oldu. CCNE] ifadesi i¢cin TMZ, TMZ+siRNA Kontrol ve TMZ+siRNA1+2
gruplar1 incelendiginde, LogFC degerlerinin sirasiyla 1,76, —2,76 ve 1,13 oldugu
belirlendi. TMZ’nin tek basina ve siRNA ile susturma igsleminin birlikte uygulandigi
grupta CCNE] ifadesi artis gosterdi. TMZ nin kontrol siRNA ile birlikte uygulanmasi
CCNE] ifadesini diisiirdii.

Baskilama islemi sonrasi hiicre dongiisii diizenleyici genlerin ifade profili
degisimleri protein diizeyinde de tamimlandi (Sekil 4.12.). LRPS ifadesi baskilanmis
U87MG hiicrelerinde CCNEI1 protein ifadesi azalirken, CDK4 ifadesi artti. T98G
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hiicrelerine uygulanan gen susturma islemi, CDK2 ve CDK4 protein ifadelerini
azaltirken, CCNE1 ifadesinin artmasina neden oldu. BCSC hiicrelerinde LRP5’in
baskilanmasi ise CDK4 ifadesini diisiirdii. Hiicre dongiisiinde GO/G1 faz gecisini
diizenleyen genlerin ifadesindeki azalma, baskilanmis LRPS ifadesinin GBM ve BCSC

hiicre hatlarinda GO/G1 faz tutuklanmasina neden olabilecegini gostermektedir.
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Sekil 4.12. LRP5 ifadesinin baskilandig1 T98G, U87MG ve BCSC hiicre hatlarinda hiicre
dongiisii diizenleyici proteinlerin ifade seviyelerindeki degisim.

4.9. Azalan LRPS5 ifadesi GBM ve BCSC Hiicrelerinin invazyon Kapasitesini Azaltir

Wnt/B-katenin sinyal yolagmin baskilandigZi GBM hiicrelerinin kok hiicre
ozellikleri ve invazyon kapasiteleri azalmaktadir (Liu et al. 2018b; Gao et al. 2022). Bu
nedenle, GBM ve BCSC hiicrelerinde LRP5 ifadesi baskilandiktan sonra invazyon
kapasitelerindeki degisim yara iyilesme testi ile tamimlandi. T98G ve U87MG hiicre
hatlarinda kontrol siRNA grubu i¢in olusturulan yara yiizeylerinin bir kism1 24. saatte
tamamen kapandigi i¢in deney 24. saatte sonlandirildi. Kontrol siRNA uygulanan T98G
hiicrelerinde olusturulan yara yiizeylerinin ortalama %74l 24 saat igerisinde kapandi
(Sekil 4.13.a ve 4.13.b). LRPS5 ifadesinin baskilandigt T98G hiicrelerinde yara
yiizeylerinin ortalama kapanma ylizdesi %57°1di. Sadece TMZ uygulanan grupta yara
yiizeylerinin ortalama %47’si kapanmistt. TMZ ve kontrol siRNA uygulanan grupta
ortalama kapanmis alan yiizdesi sadece TMZ uygulanan grup ylizdesiyle benzerdi.
Belirtilen grupta ylizey alaninin ortalama %45°1 kapanmisti. LRP5’in susturuldugu ve
ardindan TMZ’nin uygulandigi T98G hiicrelerine ait ylizeyin %51°1 kapaliydi. TMZ,
siRNA ve bunlarin kombine olarak uygulandigi gruplarda kapali alan yiizdeleri kontrol
grubuna gore daha diisiiktii. Sonug¢ olarak, deney gruplarinda T98G’nin invaziv

ozelliklerinin baskilandig1 gosterildi.
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nitel (a) ve nicel (b) sonuglar.

2
%,

%

Kontrol siRNA uygulanan grupta U87MG hiicreleri i¢in olusturulan yara
yiizeylerinin ortalama %67,8’1 kapand1 (Sekil 4.13.a ve 4.13.b). LRP5’in susturuldugu
grupta yara yiizeylerinin ortalama 73,2’si kapandi. Sadece TMZ’nin uygulandig1 grupta
yara yiizeylerinin %49’u kapandi. Kontrol siRNA ve TMZ’nin birlikte uygulandigi
grupta yara ylizeylerinin ortalama %65,7’s1 kapaliydi. Her iki islemin kombine
uygulandig1 grupta yer alan yara yiizeylerinin ise ortama %44,6’s1 kapanmisti. Yara
yiizeyi en az kapanan gruplar TMZ’nin tek basina uygulandigi ve TMZ’nin ifade
baskilama islemi ile kombine edildigi gruplardi. Sonuglar istatistiksel olarak anlamsiz
olmasina ragmen, TMZ’nin tek basina ve gen ifadesini baskilayan siRNA’lar ile birlikte

uygulandig1 gruplarda U87MG’nin invaziv 6zellikleri azaldi.

BCSC hiicre hattinda kontrol siRNA grubu i¢in olusturulan yara yiizeylerinin bir
kism1 72. saatte tamamen kapandig i¢in deney 72. saatte sonlandirildi. Kontrol siRNA
uygulanan BCSC hiicrelerinde olusturulan yara yiizeylerinin ortalama %68’1 72 saat

icerisinde kapandi (Sekil 4.13.a ve 4.13.b). LRPS5 ifadesinin baskilandigi BCSC
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hiicrelerinde yara ylizeylerinin ortalama kapanma yiizdesi %3,6’idi. Sadece TMZ
uygulanan grupta yara yiizeylerinin ortalama %2,79’u kapandi. TMZ ve kontrol siRNA
uygulanan grupta ortalama kapanmis alan yiizdesi %20,11’idi. TMZ uygulanan ve
LRP5’in susturuldugu gruba ait kapali ylizey alan yiizdesi %6,8’idi. TMZ, siRNA ve
bunlarin kombine olarak uygulandig1 gruplarda yara ylizeyinin ¢ok az bir kismi tekrar
hiicre ile kaplandi. Sonug olarak, deney gruplarinda BCSC’nin invaziv 6zelliklerinin

baskilandig1 gosterildi.

4.10. Basklinmis LRPS5 ifadesi GBM ve BCSC Hiicrelerinin Koloni Olusturma

Potansiyelini Diisiiriir

GBM’de ve Wnt/B-katenin sinyal yolagiin baskilanmasi KKH’nin proliferatif
kapasitesini ve hayatta kalma yeteneklerini azaltmaktadir (Kahlert et al. 2015).
Calismalar Wnt/B-katenin sinyal yolaginin siRNA'lar araciligiyla baskilanmasinin, GBM
ve BCSC hiicrelerinin koloni olusturma kapasitesini 6nemli Ol¢lide azalttigini
gostermistir (Sun et al. 2018). Wnt/B-katenin yolunun inhibisyonunun GBM hiicrelerinde
apoptozu indiikleyerek klonal biiyiimeyi engelledigini rapor etmistir (Yan et al. 2024).
Benzer sekilde, BCSC hiicrelerinde bu yolun baskilanmasinin hiicre hayatta kalma
oranini diisiirdiigiinii ve koloni olusumunu belirgin bir sekilde azalttigini gostermistir
(Smith et al. 2023; Wang et al. 2014). Bu calismada, GBM ve BCSC hiicrelerinde LRPS
ifadesinin siRNA araciligiyla baskilanmasi sonucunda, hiicrelerin klonal biiyiime
potansiyeli tanimlandi. T98G ve BCSC hiicre hatlarinda, kontrol grubuna kiyasla tim
deney gruplarinda koloni sayis1 nemli 6l¢iide diistii. Hem baskilanmis LRPS ifadesi hem
de TMZ uygulamasi, BCSC ve T98G hiicrelerinin koloni olusturma kapasitelerini 6nemli
Olclide diisiirdii. Buna karsin U87MG hiicre hattinda, kontrol siRNA uygulanan grupta
olusan koloni sayis1 LRP5’in siRNA ile baskilandigi gruptaki koloni sayisindan daha
disiiktii (Sekil 4.14.). TMZ’nin uygulandig1 her grupta koloni sayisi belirgin bir bigimde

azaldi.
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Sekil 4.14. LRPS5 ifadesi baskilanan hiicre gruplarina ait kolojenik test sonuglari

Bu veriler, LRP5 ifadesinin siRNA aracilifiyla baskilanmasinin ve TMZ
uygulamasimnin, T98G GBM ve BCSC hiicre hatlarinda klonal biiyiime potansiyeli ve
hayatta kalma becerilerini dnemli 6lgiide azalttigini ortaya koymustur. Buna karsin,
U87MG hiicre hattinda gozlemlenen farkliliklar, bu hiicre hattinin LRP5 baskilanmasina
kars1 farkli bir biyolojik tepki gelistirdigini diigiindiirmektedir.

46



5. SONUC ve ONERILER

5. SONUC ve ONERILER

GBM erigkinlerde sik bir bigimde gozlenen agresif bir beyin tiimoriidiir. Bu
hastaligin tedavisinde TMZ kullanilmaktadir ancak bu kemoterapi ajanina kars1t GBM
tiimorlerinin direng gostermesi tedavi basarasinin oniindeki en biiyiik engellerden biridir.
Bu nedenle, GBM tedavisinde hedef olarak kullanilabilecek yeni terapdtik belirteclerin

tanimlanmast olduk¢a 6nemlidir.

Bu ¢alismada, biyoinformatik analizlere ait sonuclar LRP5’in terapotik bir hedef
olabilecegini gosterdi. Devaminda, LRP5 hedefinin tedavide kullanilabilme potansiyeli
U87MG ve T98G GBM hiicre hatlar1 ve BCSC hiicre hattinda test edildi. Elde edilen
sonuglar, baskilanmis LRPS5 ifadesinin GBM ve BCSC hiicre hatlarinda hiicre
proliferasyonunu  azalttigimm  ve TMZ’nin anti-kanser etkinligini  arttirdigini

gostermektedir.

Anti-proliferatif etkinin nedeni incelendiginde ise baskilanmig LRP5 ifadesinin
CCNDI1, CCNEI, CDK2 ve CDK4 gibi hiicre donglisiinde GO/G1 evresini diizenleyen
genlerin ifadesini azalttigi gozlenmistir. Bu nedenle, GBM hiicrelerinde LRP5’in
hedeflenmesi sitostatik bir etkiye neden olabilir. Caligmanin devaminda, baskilanmis
LRP5 ifadesinin GBM ve BCSC hiicrelerinin koloni olusturma ve invazyon kapasitesi
tizerindeki etkisi incelenmistir. GBM ve BCSC hiicrelerinde belirtilen ifade profili koloni
olusturma ve invazyon yeteneklerini 6nemli 6l¢iide kisitlamaktadir. Sonuglar, LRP5’in
GBM hiicrelerinde hedeflenmesi durumunda anti-kanser etkinlik meydana getirecegini

sunmaktadir. GBM tedavisinde LRP5 dnemli bir terapotik hedef olarak kullanilabilir.

LRP5’in hedeflendigi “in vivo” GBM tiimoér modellerinden elde edilecek veriler,

bu terapotik hedefin tasidigi potansiyeli daha net bir bicimde ortaya koyacaktir.
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