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1. GIRIS

Biitiin beyin tiimdrlerinin i¢cinde Glioblastoma multiforme (GBM), en sik rastlanan
primer malign huylu beyin tiimdriidiir. Tedavi edilmesi en zor olan GBM primer
beyin tiimorlerinin yaklasik olarak %20-30’nu olusturmaktadir. Bu tiimér ¢ocukluk
caginda nadir goriiliip en sik 45-75 yas aras1 goriilmektedir. Toplumda yaklasik
100.000°de 5 kiside rastlanilip, kadinlarda erkeklere oranla daha azdir (Kleihues ve
ark., 2007). Glioblastoma, yiiksek morbitide ve mortaliteye sahip oldugundan dolay1
tedavisi zor kanserlerden biri olup kiiratif tedavisi yoktur (Fisher JL, 2007).

Melatonin sirkadian ritim ic¢inde yeralan 6nemli bir hormondur. Bunun
yaninda son zamanlarda hem néroprotektif hemde antioksidan etkilerinin oldugu
ortaya ¢ikmistir (King ve ark., 2003). Yapilan ¢aligmalarda melatoninin malign
glioblastoma tedavisinde tiimor yigini proliferasyonunu inhibe ettigi, glioblastoma
baglatan hiicreleri Oldiirerek terapotik potansiyelini giiglendirdigi aym1 zamanda

kemoterapi etkisini arttirdigi ortaya konmustur (Martin ve ark., 2014).

A vitamini tlirevi olan 13-cis retinoik asit tipta dermatolojik tedaviler olmak
tizere degisik amaglarda kullanilmaktadir. Yagda eriyen bir 6zelligi olmas1 nedeniyle
viicuttan atilimi giigtiir. Bundan dolayr eksikligi yaninda fazla alinimi da zararlidir
(Ponthan ve ark., 2001). Retinoik asitin kiiltiirdeki glioma hiicrelerine kars1 biiylime
onleyici aktiviteye sahip oldugu bir ¢cok calismada ortaya konmustur. Malign beyin
tiimorii olan hastalarda 13-cis-retinoik asit kullanilmis ve ortaya ¢ikan sonuglarda
,13-cis-retinoik asidin malign glioma kars1 aktif oldugu goriilmiistiir (Yung ve ark.,

1996).

Telomer; Okaryotik kromozomlarin DNA ve protein igeren terminal (ug)
kisimlaridir. Telomeraz; DNA’da firetilen, telomeri koruyan, sentezleyen ve
boyutunu yoneten ters transkriptaz bir enzimdir. Telomeraz aktivitesi embriyonik
gelisimde c¢ok fazladir. Daha sonra baskilanir ve inaktif hale gelir. Telomeraz germ

line hiicrelerinde, embriyonik kok hiicrelerde, prokaryotlarda ve kanser hiicrelerinde



aktif olarak bulunur. Tiimodrlerin %90’1nda yiiksek diizeyde telomeraz aktivitesi

saptanmaktadir (Counter ve ark.,1992).

Biz de bu c¢alismamizda beyin tiimoérlerinin i¢cinde en sik rastlanan, primer
malign beyin timorii olan glioblastoma multiforme ile ilgili ¢ok sayida bilimsel
makale olmasina karsin halen etkin bir tedavisinin olmadigini belirledik. Buradan
yola ¢ikarak normal insan yasantisinda beyni koruyucu etkiye sahip melatonin ile
norotoksik oldugu bilinen 13-cis- retinoik asidin bu hastalik iizerine olusturabilecegi
olas1 sitoktoksik etkileri karsilastirmayr amagladik. Bu amagla insandan iiretilmis
YKG-1 glioblastoma hiicre hattinda bu iki ilacin sitotoksik etkilerini karsilagtirdik.
Calismamiz bu yoniiyle literatiirde yaptigimiz arastirmalar iginde birbiriyle farkli
ozelliklere sahip 2 maddenin etkisini karsilastirma agisindan énemli bir farklilik arz
etmektedir ve her iki parametrenin bu hiicreler ile ilgili yapilmis bilimsel ¢aligmasi
literatiirde bulunmayip ve bu c¢alismalarda telomeraz aktivitesi ile ilgili higbir

caligmaya rastlanilmamaistir.

1.1. Sinir Sistemi Anatomisi

Sinir sistemi; kardiyovaskiiler sistem ile beraber embriyoda ilk olarak fonksiyona
baslayan sistem olup, endokrin sistemle birlikte viicudun énemli bir diizenleyicisidir

(Ozan, 2014).

Sinir sistemi anatomik olarak merkezi (santral) sinir sistemi (MSS) ve
periferik sinir sistemi (PSS) olmak {izere iki bolimde incelenir. MSS tubus

neuralis’ten, PSS ise crista neuralis’ten gelismektedir (Taner, 2005).

Merkezi sinir sistemi(MSS); afferent sinirlerle viicut icinden ya da disindan
gelen uyarilan alip, ilgili doku ve organlara efferent sinirlerle gonderen boliimdiir
(Gokmen, 2003). Beyin (encephalon) ve omurilik (medulla spinalis) olmak tizere iki

kisimdan olugmaktadir.



Encephalon (beyin) MSS’nin en gelismis kismi olup eriskin bir insanda
yaklasik 1400 gr’dir. Kranialden kaudale dogru su sekilde siralanir;
- Prosencephalon (forebrain)
- Telencephalon (beyin hemisferleri)
- Diencephalon (epithalamus, thalamus, hypothalamus, subthalamus)
- Mesencephalon (midbrain)
-Rhombencephalon (hindbrain)
- Metencephalon (pons ve cerebellum)

-Myelencephalon (medulla oblangata) (Taner, 2005).

Medulla spinalis (MS); yetiskinlerde yaklasik 30 gr agirliginda olup, 45 cm
uzunlugundadir. Medulla spinalis vertebralarin cisimleri ile arkuslar1 arasinda yer
alan canalis vertebralis ad1 verilen kanalin i¢inde yer alir. Erkeklerde 1. ve 2. lumbal
vertebralar arasindaki intervertebralise, kadinlarda ise 2. lumbal vertebranin ortasina
kadar uzanmaktadir (Ersoy ve Kalkan, 1996). 31 segmentten olusmaktadir ve bu

segmentlerden 31 ¢ift spinal sinir ¢ikar.

Periferik sinir sistemi (PSS); 31 ¢ift olan spinal sinirler ile 12 ¢iftten meydana
gelen kranial sinirler ve bu sinirlerin ganglionlarindan olusmaktadir. Insan sinir
sisteminde 43 ¢ift periferik sinir bulunmaktadir (Ozan, 2014). Periferik sinir sistemi
somatik sinir sistemi ve otonom sinir sistemi olmak {izere ikiye ayrilir. Somatik sinir
sistemi spinal ve kranial sinir liflerinden olusup ¢izgili kas dokusunun kasilmasini
saglar. Otonom sinir sistemi ise sempatik ve parasempatik sinir liflerinden meydana
gelip diiz kas ve kalp kasinin kasilmasi ile bezlerin sekresyonunu saglar (Gokmen,

2003).

1.2. Sinir Sistemi Histolojisi

Memeli viicudunun en karmasik sistemi sinir sistemidir (Eroschenko, 2016). Sinir
sistemi; merkezi sinir sistemi ve periferik (cevresel) sinir sistemi olmak iizere iki

kisimda incelenmektedir (Ross, 2014) (Sekil 1.1).



e Merkezi Sinir Sistemi: Beyin ve spinal kord (omurilik)
e Periferik Sinir Sistemi: Ganglionlar, periferik sinirler ve sinapslar’dan olusur
(Kierszenbaum, 2006).
Sinir sistemi, islevsel yonden ise ikiye ayrilir;
e Somatik Sistem (Serebrospinal Sistem)
e Visseral Sistem (Otonomik Sistem)
» Sempatik Sistem
» Parasempatik Sistem

» Enterik Sistem (Ross, 2014).
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Sekil 1.1. Sinir sisteminin organizasyonu (https://hemsirelersitesi.net)

Sinir dokusu, sinir hiicreleri ve destek hiicreleri olmak tizere iki tip hiicreden
olugsmaktadir. Sinir sistemi hiicresi olan noronlar elektriksel impulslarin iletiminden
sorumludur. Sinir sisteminin yapitast olan ndronlar, aksiyon potansiyelleri araciligi
ile bilgiyi hiicrenin bir kismindan diger kismina iletir ve norotransmitter olarak

adlandirilan  kimyasal maddeler araciligt ile de bu bilgiyi bagka hiicrelere



iletmektedirler. Hem MSS hem de PSS’nin fonksiyonel birimi olan néronlar
uyarilabilme yetenegine sahip 6zellesmis hiicrelerdir (Mescher, 2010).Noronlar ii¢

boliimden olusur (Sekil 1.2) :

/Direcl ion

Dendrites —~ . of nerve impulse . . .
Ghromatophilic = = input™ I)Hucre GOVdeSl (Soma)
substances J’
est L mMucleolus
5 -z:/.,! ,i., ucleus .
Cot booy — R 2)Dendritler
Ason hillo(c\k\—is ,

3)Akson(Kierszenbaum, 2006)

Aor Aoxcon collateral

L Meurolemmocyte

A Meurofibril node

=
& S0

Myelin sheath

Terminal arborizations

/’I Terminal boutons
/ — = Input
—_— Cutput

Sekil 1.2. Noron yapist (Mescher, 2010 )

Noronlar viicutta sekil ve biiyiikliik olarak en fazla cesitlilige sahip
hiicrelerdir (Ross, 2014). Noronlarin ¢aplart 5 ile 150 pm arasinda degisiklik
gostermektedir (Gartner, 2016). Ornegin; Beyincik korteksinde yer alan graniiler
hiicreler 3-5 mikron ¢apinda, Purkinje hiicreleri 100-150 mikron c¢apindadir
(Mescher, 2010).

Her noron bir hiicre govdesi, tek bir akson ve cok sayida dendrit igerir
(Eroschenko, 2016). Noron hiicre govdesi (perikaryon); sitoplazma, cekirdek ve
cesitli organelleri igerir (Resim 1.1). Nukleus oldukga biiylik, yuvarlak ve agik
kromatinlidir. Merkezi yerlesim gosterir. Nukleolus ise koyu renkte gozlenir.
Periniiklear sitoplazmada yer alan organellerden golgi kompleksi nukleusun etrafini

sarar, mitokondri ise sitoplazmada dagmik sekilde bulunur (Gartner, 2016).



Periniiklear sitoplazma, bol miktarda graniillii endoplazmik retikulum (gER) ve

serbest ribozomlar igermektedir ve bunlara “Nissl tanecikleri” ad1 verilir (Sekil 1.3).

Resim 1.1. Sinir hiicre gévdesi (Ross ve Pawlina, 2014)

Nissl tanecikleri perikaryonun her tarafina uzanmasina ragmen aksonun igine
uzanmazlar. Bu yere “Akson tepecigi ’ad1 verilir. Burasi diger yerlere gore daha agik

renkte goriilmektedir.

Dendrit; dis ortamdan ya da diger noronlardan uyart alan reseptor
uzantilaridir. Sinirlerden gelen uyarilari hiicre gévdesine iletirler. Miyelinsizdirler ve
aksonlardan daha genis ¢apa sahiptirler. Aksonlar; hiicrelere ve diger noronlara uyari
ileten efektor uzantilardir. Her néronun sadece bir aksonu bulunmaktadir (Ross,

2014).

Sinapslar; kas lifleri, bez gibi efektor hiicreler ile ara ndron ve néronlar

arasinda impuls iletimini saglayan ozellesmis baglantilardir. Impuls iletimi her



zaman tek yonlii olup perisinaptik hiicreden postsinaptik hiicreye dogrudur

(Eroschenko, 2016).

Noronlar, hiicre govdelerinden ¢ikan dendritlerin ve aksonlarin sayisina gore

tic tipleri vardir (Sekil 1.4). Bunlar;

e Unipolar noronlar; tek bir uzantiya Unipola :,(_\.1
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goriilmektedir. 4 = —T
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\ ‘\\" },
e Multipolar noronlar; tek bir akson ve D\‘{ Aunn
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Sekil 1.3. Noron tipleri (D.Cui, 2011)

1.2.1 Merkezi Sinir Sistemi (MSS)

Merkezi sinir sistemi, vertebral kanal i¢inde bulunan spinal kord ve kraniyal kavitede
yer alan cerebrumdan olusmaktadir (Ross, 2014). Ger¢ek anlamda bag dokusu
bulunmaz. Bundan dolay1 yumusak ve pelte kivaminda bir organdir (Junqueira ve
Carneiro, 2009), ve ¢ok hassas oldugu icin, serebrum ve spinal kord kemikler, bag
dokusu tabakalar1 ve beyin-omurilik sivist (BOS) ile korunmaktadir (Eroschenko,
2016). Cerebrum ve spinal kordu drten membranlara meninks ad1 verilmektedir. Uc

tabakadan olusup bag dokusundan meydana gelmektedir (Gartner, 2016).



e Dura mater; en distaki tabakadir. Sert, giiclii, yogun bag dokusu
liflerinden olugmaktadir.

e Araknoid; dura mater tabakasinin hemen altinda yer almaktadir. Ince bag
dokusundan olusmaktadir.

e Pia mater; meningeal tabakanin en igteki tabakasidir. Cok ince bag
dokusundan olusmaktadir. Bu tabakada beyin ve omuriligi yikayip

koruyan ¢ok sayida kan damarlar1 bulunmaktadir.

Pia mater ve araknoid arasinda subaraknoid aralig1 yer almaktadir. Bu aralikta
beyini ve omuriligi soktan ve hasardan koruyan beyin-omurilik sivis1 bulunmaktadir.
BOS, beyin ventrikiillerinde koroid pleksus hiicreleri tarafindan tiretilen agik renksiz

bir sividir (Eroschenko, 2016).

MSS’nin yapisinda beyaz cevher (substantia alba), gri cevher (substantia
grisea) bulunmaktadir. Beyinde gri cevher korteksi, beyaz cevher ise medullay1
olusturur. Gri katmanda sinir hiicre govdeleri, aksonlar, dendritler, gliyal hiicreler ve
sinapslar yer almaktadir. Beyaz katmanda ise noropil adi verilen agsi1 uzantilar, kan
damarlar1 ve aksonlarla iliskili gliyal hiicreleri bulunmaktadir (Ross, 2014). MSS’nin

beyaz cevheri néron igermemektedir (Eroschenko, 2016).

1.2.1.1 Beyin (Cerebrum)

Beyin; hemisferler (yarim kiireler), spinal kordla birlesen beyin sap1t ve beyincik
olmak iizere lic kistmdan olusmaktadir. Cerebrumun gri cevherden olusan en dis
tabakasina serebral korteks denir (Ross, 2014). Serabral korteks her birinde bir ya da
daha fazla hiicre tipinin hakim oldugu alti tabakadan olusmaktadir (Sekil 1.4)
(Eroschenko, 2016).



= }— 1. Molecular layer

t.ﬁ_‘—h;'! -
= 5 F 1l. External granular layer

11l. External pyramidal layer

NE T ey !
- =
! . s IV. Internal granular layer
> -

——— V. Internal pyramidal layer

—— V1. Multiform layer

Sekil 1.4. Serabral korteks tabakalari (Victor P.Eroschenko, 2016)

IL

III.

Molekiiler Tabaka: Bu tabaka pia materin hemen altinda yer almaktadir.
Periferal kisimda noérogliyal hiicreleri ve az sayida Cajal’in horizontal

hiicreleri olarak adlandirilan néronlar bulunmaktadir.

Dis Graniiler Tabaka: Yildiz (stellat) ve kiiciik piramidal hiicrelerden
olusmaktadir. Bu hiicrelerin aksonlar1 oldukc¢a kisadir ve piramidal hiicrelerin
apikal dendritleri korteksin periferine dogru uzanmaktayken aksonlari ise tam

zit yonde uzanmaktadir.

Dig Piramidal Tabaka: Kiigiik ve orta piramidal noronlar bu tabakada yer

almaktadir. Piramidal hiicrelerin aksonlar1 substansiya albaya ge¢mektedir.



IV.  I¢ Graniiler Tabaka: En ince tabakadir. Bu tabakada yildiz seklinde, kiigiik ve
cok kutuplu noéronlar yer almaktadir. Bundan dolay1r bu tabaka graniillii

goziikkmektedir.

V.  I¢ Piramidal Tabaka: Orta ve biiyiik piramidal hiicrelerden olusmaktadir.

VI.  Multiform Tabaka: Graniil hiicreleri, igsi hiicreler, yildiz hiicreleri ve
martinotti hiicreleri gibi ¢esitli bigim ve boyuttaki hiicrelerden olugsmaktadir.

Martinotti ndronlari en belirginleridir (Eroschenko, 2016).

Beyincik (Cerebellum); beyin govdesi lizerine yerlesmis ortadaki tek merkezi
sinir organidir. Viicut hareketlerinin koordinasyonundan ve kas tonusunun
diizenlenmesinden sorumludur. Iki yan lob ve vermis olarak adlandirilan bir orta
lobtan olusmaktadir. Cerebellum beyincik kivrimlari olarak adlandirilan ¢ok sayida
derin kivrintili katlantilara sahiptir. Bu kivrintili katlantilar nedeniyle ¢ok genis bir
yiizey alanma sahiptir. Bu kivrimlar sagittal kesitlerde aga¢ goriiniimii vermesi
nedeniyle Arbor vitea (hayat agaci) olarak adlandirilmaktadir. Cerebrumda oldugu
gibi cerebellumun yiizeyi de substansia grisea ile ortiiliidiir ve korteks serebelli denir.

Korteks serebelli {i¢ tabakadan olusmaktadir (Resim 1.2); Stratum molekiilare,

Stratum gangliozum, Stratum granulozum.

. o X §
- ” L e LS

Resim 1.2. Cerebellum Cerebellum korteksi (Tosun M, sanal histoloji lab)
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Stratum Molekiilare; norondan fakir bir katmandir. Genellikle sinir
uzantilarindan olusmustur. Bu tabakayr yildizs1 hiicreler ve sepet hiicreleri
olusturmaktadir. Bu hiicreler her yonde uzanan dendritlere ve purkinje hiicrelerinde

sonlanan ¢ok sayida uzantilara sahiptir (Resim1.3) (Mescher, 2010).

Resim 1.3. Cerebellum korteks hiicreleri (Pkj: Purkinje hiicreleri, G: Golgi tip II néron, BC:
Basket hiicreleri, D: Dentrit) (Ross ve Pawlina, 2014 )

Stratum Gangliosum; molekiiler tabakanin altinda bulunan, tek sira seklinde
dizilmis, armut bi¢imli, cerebellumun en iri hiicreleri olan Purkinje hiicrelerinin
bulundugu tabakadir. Purkinje hiicrelerinde Nissl cisimcikleri boldur, nukleus agik

renktedir ve belirgin bir nukleolus igerirler.

e Stratum Granulosum; Bu tabakada 4-5 mikron c¢apinda ve daha ¢ok bulunan
graniiler hiicreler ile daha biiyiik fakat daha az bulunan Golgi tip II hiicreler
yer almaktadir (Mescher, 2010). Golgi tip II hiicreler graniiler tabakada
daginik sekilde yerlesmislerdir. Graniiler tabakada diizensiz olarak dagilmis
soluk  bosluklar  goriilmektedir. Bu bosluklar glomeriiller olarak

adlandirilmaktadir (Eroschenko, 2016).
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1.2.1.2 Medulla Spinalis (Omurilik)

Spinal kord; beyin sapi ile devamlilik gosterip, 42-45 cm uzunlugunda, 1 cm
genisliginde, yassi, silindirik bir yapidadir. 31 adet segmente ayrilmistir. Her
segmentten bir ¢ift spinal sinir ¢ikmaktadir. Spinal kordun enine kesitinde; 6n
kisminda fissura mediana anterior, orta kisminda kanalis sentralis, arka kisminda
septum medianum posterior boliimlerinden olugmaktadir. Medulla spinaliste
cerebrum ve cerebellumun aksine néron govdelerini igeren substansia grisea igte,
genellikle miyelinli sinir liflerinden olusan substansia alba ise dis kistmdadir

(Sekill.5) (Ross, 2014).

Sekil 1.5. Spinal kord (DH: Dorsal boynuz, VH: Ventral boynuz, Pia: Pia mater) (Ross ve
Pawlina, 2014)

Substansia Grisea (Gri cevher); spinal kordun enine kesitlerinde ortada beyin

ventrikiilleri ile baglantili santral kanal (canalis centralis) bulunmaktadir. Bu kanal
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etrafinda ependimal hiicreler yer almaktadir. Igerisinde beyin-omurilik sivist
bulunmaktadir. Hemen etrafinda kelebek seklinde ya da H harfi seklinde goriilen gri
bir yapi, disinda ise ak yapinin oldugu goériilmektedir. H’1n anterior kollar1 daha uzun
olup kolumna anterior (6n boynuz), posterior kollar1 ise daha kisa olup kolumna
posterior (arka boynuz) ismini alir. H’1n orta kisimlarinda ise yanlara dogru liggen
¢ikint1 yapan kolumna lateralis (yan boynuz) bulunmaktadir (Gartner, 2016). On
boynuzlar motor, yan boynuzlar vejetatif, arka boynuzlar ise duyusal fonksiyon ile

ilgilidir. Spinal kordun grizeasinda ti¢ tip ndron bulunmaktadir. Bunlar;

e Motor (Radikiiler) noronlar (Resim 1.4); spinal kordun en biiyiik hiicreleridir.
On boynuzda yer alirlar (Dongmei Cui, 2011). Bu néronlar impulslar1 MSS’

den uzaga ilettikleri i¢in efferent néronlardir.

Resim 1.4. Motor noronlar (Np: noropil, NN: nukleus ve noroglial hiicre, NB: nissl
cicimcigi) (Ross ve Pawlina, 2014)
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e Duyusal (Funikiiler) néronlar; arka boynuzda bulunurlar. Bu ndronlarin
aksonlar1 periferik sinirlere katilmazlar. MSS’ye impulslar1 tasidiklart i¢in

afferent noron olarak adlandirilirlar.

e Golgi II tip ndronlar; 6zellikle arka boynuzda yer alan kiigiik noronlardir. Bu
noronlarin hiicre govdeleri, dendrit ve aksonlar1 substansia albaya ge¢mez.
Golgi II tip néronlar duyusal ve motor ndronlar arasinda baglanti kurarlar ve

intrasegmenter baglant1 noronlari olarak adlandirilirlar (Ross, 2014).

Substansia Alba (beyaz cevher); noroglia hiicrelerinden, kan damarlarindan
ve sinir liflerinden meydana gelmektedir. Glia hiicrelerinin ¢ogunlugunu fibroz

astrositler olusturmaktadir (Eroschenko, 2016).

1.2.2 Periferik Sinir Sistemi

MSS’ nin disinda yerlesmis olan sinirleri, ndronlari, aksonlart ve destek hiicrelerini
icermektedir. Bunlar; cerebrumdan gelen kraniyal sinirler ve sinir hiicre gévdelerini
iceren gangliyonlardan olusan spinal sinirlerdir (Eroschenko, 2016). PSS, viicudun
dis alicist gibi islev gérmektedir. Disaridan aldig1r duyu bilgilerini MSS’ne tasir ve
gelen yanit1 ilgili dokulara goétiiren sinir agindan olusmaktadir (Verkhratsky ve Butt,

2007).

Periferik sinir; bag dokusu tarafindan bir arada tutulan sinir lifleri demeti ve
destekleyicisi olan Schwann hiicreleri olusturmaktadir (Ross, 2014). Bu hiicreler
sinir liflerini ¢evreleyerek miyelin olusumunu saglarlar. Periferik = sinirler;
epindriyum, perindriyum ve endondriyum olmak iizere lic ayri bag dokusundan
olugmaktadir (Kierszenbaum, 2006). Epinoriyum; periferik sinirin en dis dokusunu
olusturmaktadir. Tip 1 kollajen ve fibroblastlardan olusmustur. Tim siniri
cevrelemektedir. Perindriyum; akson gruplarini cevrelemektedir. Kan ve sinir
bariyerinin olusumuna katkida bulunan 6zellesmis bag dokusudur. Bu bariyer aksonu

korur ve ¢ogu makromolekiillerin gegisini engeller. Endonériyum; Tip III kollajen
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lifleri, nadiren fibroblastlari, mast hiicreleri ve makrofajlar1 i¢eren diizensiz siki bag

dokusundan meydana gelir (Resim 1.5) (Ross, 2014).

Resim 1.5. Periferik Sinir Sistemi (Tosun M, sanal histoloji lab)

Ganglionlar; MSS disinda yerlesik ndron topluluklarma ganglion adi
verilmektedir. Ganglionlar digtan bag doku kapsiilii ile sarilmaktadir. Bu kapsiil
biiylik ganglionlarda siki ve kuvvetli, kii¢ilk ganglionlarda ise ince ve gevsektir.
Morfolojik ve fonksiyonel 6zelliklerine gore kranio-spinal ganglionlar (duyusal) ve

otonomik ganglionlar (motor) olmak {izere iki tipi vardir. Bunlar;

1) Kranio-spinal ganglionlar (duyusal); spinal sinirlerin dorsal koklerinde ve
kranial sinirlerin V, VII, IX ve X. yollar1 iizerine yerlesmislerdir. MSS’ne giden
getirici uyarilar1 alirlar (Junqueira ve Carneiro, 2009) Sinir lifleri miyelinlidir.

Noronlar1 pseudotinipolardir. Her bir noronun etrafi satallit ya da manto hiicresi
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denen yasst hiicreler tarafindan sarilmistir. Bu hiicreler ganglion hiicrelerinin
beslenmesinde ve metabolizmasinda rol oynar. Ganglionun periferik kisminda
noronlar ¢ok sayida, fibriller ise az sayidadir ve korteks admi alir. ¢ kisminda ise

ndronlar seyrek, fibriller cok sayidadir ve medulla olarak adlandirilmaktadir.

2) Otonomik ganglionlar (motor); sempatik trunkuslarda, s6liyak ve mezenterik
gibi pleksuslarda ve visseral organlarin yakininda ya da icinde (Auerbach ve
Meissner pleksuslar) bulunurlar. Otonomik ganglionlar satellit hiicre sayis1 seyrek
oldugundan zayif bir bag doku kapsiilii ile sarilmiglardir. Multipolar néronlardir ve
hiicreler yildiz seklindedir. Aksonlar1 kiigiik olup miyelinsizdir (Kierszenbaum,

2006).

Otonom ganglionlar, iizerinde yerlestigi sinirin fonksiyonuna gore ikiye
ayrilir. Bunlar; sempatik ve parasempatik ganglionlardir. Sempatik ganglion; MSS’
de olan presinaptik hiicrelerin aksonlar1 ile perikaryonlarinin sinaps yaptigi yerdir.
Yani spinal kordun torasik ve lomber parcalarinda yer alir. Bundan dolay:
torakolomber boliimiinde denilmektedir. Spinal korda yakinligina gore paravertebral,
prevertebral ve terminal ganglionlar olarak adlandirilirlar. Paravertebral olanlar
kolumna vertebralisin her iki tarafinda da dizilmis olarak bulunurlar. Prevertebral
olanlar sinir pleksuslarinda bulunurlar. Ornegin; mezenterik ganglionlar, sdliak
ganglionlar gibi. Terminal olanlar ise organlarin duvarlari i¢ine yerlesmislerdir.
Sempatik ganglionlarin kimyasal diizenleyicisi norepinefrindir, bu madde bobrek
isti bezi mediillas1 tarafindan salgilanir. Bu hiicreler sinirlerle uyarildiklarinda
salgilarin1 kana bosaltirlar. Parasempatik ganglion; kafatasi iginde III, VII, IX ve X.
kafa cifti lizerinde ya da organ duvarlarinda bulunurlar. Parasempatik ganglionlarin
kimyasal diizenleyicisi ise asetilkolindir. Asetilkolinesteraz tarafindan hizli bir
bicimde etkisiz hale getirilir. Parasempatik uyarinin sempatik uyaridan daha farkli

etki gostermesinin nedenlerinden biride budur (Junqueira ve Carneiro, 2009).

Otonomik sinir sisteminin sempatik ve parasempatik boliimleri genelde ayni

organ1 desteklerler. Bu ikisinin etkisi antagonisttir. Ornegin; sempatik kismi1 kalp
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kas1 kontraksiyon hizini arttirirken, parasempatik kismi bu hizi azaltmaktadir (Ross

ve Pawlina, 2014).

1.2.3. Sinir Sistemi Hiicreleri

Sinir sistemi hiicreleri ndron ve glia hiicreleri olarak ikiye ayrilmaktadir. Bu
hiicrelerin %90°nm1 glia’lar olustururken geri kalan %10’luk kisminit ndronlar
olusturmaktadir (Verkhratsky ve Butt, 2007). Glia hiicreleri c¢ogalma o6zelligi
gosterebilen hiicrelerdir. Bundan dolay1 ¢cogu bening ve maling beyin tiimorleri glia
kokenlidir (Kierszenbaum, 2006). Glia hiicre miktar: canlilarin sahip oldugu fiziksel
biiyiikliikleriyle orantilidir. Ornegin; kiigiik iplik kurdunda birkag tane glia hiicresi
bulunurken, farede %065’ini, insanda %9011, filde %97’sini glia hiicreleri

olusturmaktadir (Allen ve Barres, 2009).

Glia hiicreleri, ndronlarin ¢evresinde yerlesiktir. Bu hiicreler noéronlara
yapisal destek saglamada, besin ve oksijen temininde, patojenlerin yok edilmesinde

ve noronal iletisimde gorev alirlar (Barres, 2008).

Glia hiicreleri noéronlardan farklidir. Glia hiicreleri aksiyon potansiyeli
olusturamazken, ndronlar aksiyon potansiyeli olusturabilirler. Diger bir farklar1 ise

glia hiicreleri mitotik, néronlar ise post mitotiktir (Herrup ve Yang, 2007).

Glia hiicreleri, morfolojilerine, fonksiyon ve yerlesim yerlerine gore
siiflandirilirlar. MSS’ de yer alan hiicreler magroglia ve mikroglia, PSS’de yer alan
glia hiicreleri ise schwann hiicreleri ve satellit hiicreleri olarak adlandirilirlar (Sekil

1.6) (Verkhratsky ve Butt, 2007).
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Sinir Sistemi Hiicreleri

Noronlar Glia
(~%10) (~%90)
MSS PSS

Makroglia Mikroglia Schwann
(~%85-90) (~%10-15) Hiicreleri

Astrositler Ependimal

(~%80) Hiicreler (~%)5)
v

Oligodendrositler
(~%10)

Sekil 1.6. Sinir sistemi hiicrelerinin siniflandirilmasi (Verkhratsky ve Butt, 2007).

1.2.3.1. Makroglialar

MSS’de yer alan glia hiicrelerinin %85-90’nin1 olusturmaktadir. Makroglialar;
noroektodermden koken alan astrositleri, oligodendrositleri ve ependimal hiicreleri

igerir (Kierszenbaum, 2006).

Astrositler; yildiz sekilli, en biiyiikk ve en fazla bulunan glia hiicreleridir.
Protoplazmik ve fibroz olmak iizere iki tip astrosit vardir (Esrefoglu, 2018;
Eroschenko, 2016). Bu astrositler morfolojik farkliliklarina ragmen gorevleri
benzerdir (Barres, 2008). Fibroz astrositler uzun ince yapida olup fazla dallanmazlar
ve substantia albada daha fazla bulunurlar (Verkhratsky ve Butt, 2007;

Kierszenbaum, 2006). Protoplazmik astrositler ise substantia griseada daha fazla
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bulunan, kisa genis dallanan uzantilara sahip astrositlerdir (Esrefoglu, 2018). Her iki

tip astrositde tight junction ve kan-beyin bariyerini olustururlar (Eroschenko, 2016).

Gelisim ve yetiskin donemde astrositler beyin fonksiyonlarinda ve bilgi
stirecinde 6nemli role sahiptirler. Beyinde homeostaziyi saglayan temel hiicrelerdir.
Birbirlerine oluklu baglantilar ile baghdirlar. Noronlarin akson boyunca dogru
yerlesimini saglarlar. Bazi faktorler salarak hem presinaptik hem de post sinaptik
stireci diizenlerler (Sofroniew ve Vinters, 2010). Norotransmitter ve potasyum gibi
bazi iyonlarin diizeylerini kontrol ederler (Barres, 2008). Astrositler sinir dokusu
zedelenmelerine karsi boliiniip, 6len sinir ve glia hiicrelerinin yerini doldururlar ve
travma gibi olaylarda arayr dolduran gliyal skar (nedbe) dokusunu olustururlar

(Eroschenko, 2016).

Oligodendrositler; makroglialarin %15’ini olusturmaktadir (Allen ve Barres,
2009). Noron g¢evresinde en fazla goriilen hiicrelerdir. Astrositlere gore daha kiigiik,
niikleuslar1 heterokromatik ve diizensizdir. Organelden zengin olan bu hiicreler
yaygin golgi aygiti, ¢ok sayida mitokondriyon ile mikrotiibiilleri icerir (Esrefoglu,
2018; Kierszenbaum, 2006). MSS’de miyelinin olusumunu saglayan hiicrelerdir.
Oligodendrositlerin hasar1 sonucu myelizasyon bozulur ve dolayisiyla multipl

skleroz ve kalitsal noropati gibi hastaliklar meydana gelir (Allen ve Barres, 2009).

Ependimal hiicreler; beyin ventrikiillerini ve spinal kanali doseyen tek kath
epitel goriintiisii veren kiibik-prizmatik hiicrelerdir. Tipik epitelden farkli olarak
bazal lamina bulunmaz. Ependimosit olarakda adlandirilirlar. Bu hiicreler BOS
tiretiminde ve bunun saliniminda gorev yaparlar (Esrefoglu, 2018; Ross ve Pawlina,

2014).

1.2.3.2.Mikroglia

MSS hiicrelerinin %10-15’ni olusturan mezoderm kokenli hiicrelerdir. Makroglialara

gore daha kiiclik olan bu hiicreler heterojen sekilli ve dikdortgene benzer niikleuslart

vardir. Erken gelisim doneminde beyine yerlesen hematopoietik kokenli

makrofajlardan koken almistir. Diger glia hiicrelerinden farkli olarak fagositoz
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yaparlar. Bu hiicrelerin en 6nemli gorevi beynin hasar ve enfeksiyon durumunda

hemen ¢ogalip, 6lii hiicreleri yok etmeleridir (Barres, 2008; Davolos ve ark., 2005).

1.2.3.3. Schwann Hiicreleri

PSS’de yer alan noral krista kokenli hiicrelerdir. Oligodendrositler gibi néron
aksonlarinin miyelizasyonundan sorumludur. Ancak Schwann hiicresi bir aksonun
etrafinda miyelin kilift olustururken, oligodendrositler birden fazla néron ve
uzantilart etrafinda kilif olusturabilirler. Fagositik aktive gosterirler (Ross ve
Pawlina, 2014; Allen ve Barres, 2009). Schwann hiicrelerinin ¢ogalabilmesi i¢in

endonoriyum gereklidir (Kierszenbaum, 2006).

1.2.3.4. Satellit Hiicreleri

Noral krista kokenli glia hiicreleridir. Noron gdvdelerini ¢epecevre saran kiiciik,
yass1 veya kiibik sekilli hiicrelerdir (Esrefoglu, 2018). Bu hiicreler sensor gorevi
gorlip, noronlara destek olurlar ve kimyasal ¢evrenin diizenlenmesinde rol alirlar.
Astrositler gibi oluklu baglantilar ile baglidir. Beyin hasaria ve inflamasyona karsi

duyarhdirlar. Agr1 gibi patolojik durumlara katilirlar (Verkhratsky ve Butt, 2007).

1.3.Sinir Sistemi Embriyolojisi

3. haftanin bas1 ile 8. haftanin sonu arasinda devam eden embriyonik dénem;
ektoderm (dis), mezoderm (orta) ve endoderm (i¢) olmak {lizere ii¢ tabakadan
olugmaktadir. Organogenez donemi olarak adlandirilan bu donemin katmanlarinin

farklilasmasiyla ¢esitli organlar olusmaktadir;

e Fktoderm: deri ve sinir sistemi

e Mezoderm: iskelet, kas sistemi ve bag dokusu
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e Endoderm: sindirim, solunum ve genitoliriner sistemleri

olusmaktadir ( Esrefoglu, 2017).

Sinir sistemi, 3. haftanin baglarinda embriyo 4-6 somit evresindeyken primitif
diiglimiin Onlinde kalinlagsmis bir ektodermal plak olan noral plak halinde
belirmektedir. Ilk olarak noral plagin lateral kenarlar1, yukari dogru kivrilarak noral
katlantilar olusturmaktadir. Gelisimin daha ileri donemlerinde ise noral katlantilar
birleserek noral tiipii (kanalis noralis) olustururlar ve ndral tiipiin olusmastyla 4. hafta

evresi sona erer (Sekill.7)
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Sekil 1.7. Noral tiip olusumu ( Carlson, 2009).

Noral tiipiin kapanmasindan yani noral katlantilarin birbirlerine dogru
yiikselip kaynasmasi sirasinda noroektodermin lateral sinirindaki hiicreler mezoderm
icine go¢ ederler. Bu goc sirasinda epitelyal o6zelliklerini kaybedip mezensimal
hiicrelere dontistirler. Bu hiicre topluluklarina noral krista denir. Noral kristadan
gelisen yapilar; periferik sinirler, glia hiicreleri, ganglionlar, meninksler,
melanositler, odontoblastlar, adrenalmedulla hiicreleri ve C hiicreleridir (Esrefoglu,

2017).
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Noral tiipteki kaynasma servikal, kaudal ve sefalik yonde gergeklesir.
Kaynagma tamamlanana kadar sefalik ve kaudal uglari amnion bosluguyla olan
iliskisini ~ slirdiirmektedir. Bunu kranial ve kaudal ndroporlar araciligiyla
saglamaktadir. Kranial noropor 25. gilinde, kaudal noropor ise 27. giinde
kapanmaktadir. Noroporlarin kapanmasi ile nériilasyon tamamlanmaktadir (Sadler,
2011). Kapanmadan sonra sinir sisteminin dar olan kaudal bdliimiinden spinal kord,
daha genis olan kranial boliimiinden ise beyin vezikiilleri olugsmaktadir (Esrefoglu,
2017). Beyin vezikiillerinin ise prosensefalon (6n beyin), mezensefalon (orta beyin)
ve rombensefalon (arka beyin) olmak tizere ii¢ dilatasyon bdlgesi vardir (Sadler,

2011).

Beynin kompakt yapisi nedeniyle beyin boliimlerinde kivrimlar yani fleksura
olusumu meydana gelir. Mezensefalon bolgesinde meydana gelen fleksura kranialis
ventralis, rombensefalon ile medulla spinalis arasindaki fleksura ise fleksura

servikalis denir.

Prosensefalon; Kranial boliimii genisleyerek iki tarafa dogru lateral ¢ikintilar
olusturur. Bunlara telensefalon denir. Bu bolgelerden paleokorteks, korpus striyatum
ve neokorteks beyin hemisferleri gelisir. Kaudal bdliimiinden ise diensefalon
meydana gelir (McGeady ve ark., 2011). Diensefalondan; epitalamus, talamus,

hipotalamus ve infundibulum yapilart meydana gelmektedir (Esrefoglu, 2017).

Mesensefalon; arka beynin en kaudal bolimii hari¢ ileri donemlerde 6nemli
bir degisiklige ugramaz. Buradan tektum, tegmentum ve cerebral pedinkiiller

gelismektedir (Moore ve Persaud, 2009).

Rhombonsefalon; kranial kismi metensefalon, kaudal kismi ise
miyelensefalon olmak tizere iki kistmdan olusur (Sadler, 2015). Metensefalon olarak
adlandirilan 6n boélimden dorsalde yerlesen cerebellum ve ventralde yer alan pons
olamak tizere iki yap1 farklilagir. Arka boliim olan miyelensefalondan ise medulla

oblongata gelisir (McGeady ve ark., 2011).
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Medulla Spinalis; 4. somit ciftinin kaudal kisminda kalan noral tlipten
gelismektedir (Moore ve Persaud, 2009). Noral tliplin duvari noroepitelyal hiicreler
icerir. Bu noroepitelyal hiicreler noroblastlara farklilasarak, hiicrelerin dis kismina
gbc¢ ederler ve burada yeni bir tabaka olan manto tabakasini olustururlar. Manto
tabakasinda yer alan noroblastlardan ¢ikan sinir liflerini igeren tabaka olusur. Bu da
marjinal tabaka olarak adlandirilir. Marjinal tabaka icindeki aksonlarin

miyelizasyonu ile substansia alba olusur.

Glioblastlardan farklilasan glia hiicreleri de ventrikiiler tabakadan manto ve
marjinal tabakaya go¢ ederler. Burada sinir lifleri ve ndronlar arasina yerlesirler
(Sadler, 2011). Bazi1 glioblastlar astrositlere ve oligodendrositlere dontisiir.
Noroepitel hiicreler, noroblastlar1 ve glioblastlar1 olusturduktan sonra ependim
hiicrelerine farklanirlar. Bu ependim hiicreleri ise medulla spinalisin santral kanalina

yerlesirler (Moore ve Persaud, 2009).

1.4. Kanser

Viicudumuzdaki organlar hiicrelerden meydana gelmektedir. Kas ve sinir hiicreleri
disindaki tiim saglikli viicut hiicreleri bdliinebilme yetegine sahiptir. Her hiicrenin
hayati boyunca belli sayida bdliinebilme yetenegi vardir. Buna karsin kanser
hiicreleri bu yetenegi kaybeder ve kontrolsliz boliinmeye baslayip sinirsiz ¢ogalirlar
(Kutluk ve Kars, 1992). Hiicrelerin bu sekilde anormal hizda biiyiimeleri ve
cogalmalart tiimor adi verilen kitle olusumuna neden olmaktadir (Cooper, 1992).
Tiimorler malign (koti) huylu ve benign (iyi) huylu tiimoér olmak iizere ikiye
ayrilirlar (Hanahan ve Weinberg, 2000). Eger tiimoérler bulundugu bélge disinda
yerlesme egilimi gostermiyorsa bunlara benign, bulundugu yerden diger doku ve
organlara yayilma egilimi gosteriyorsa bunlara da malign timor denir (Kutluk ve

Kars, 1992).

Kanser klonalite, otonomi, anaplazi ve metastaz yapma Ozellikleri ile

tanimlanabilecek bir hastalik grubudur (Barry ve Dennis, 2012). Tiim kanserler,
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DNA dizisindeki anormalliklerden meydana gelmektedir. %10- 15’1 kalitimsal olup
geriye kalan % 85- 90’n1 DNA’nin mutajenlere maruz kalmasi, progressif degisikler
ve replikasyonda meydana gelen hatalardan olustugu diistiniilmektedir (Yokus ve

Cakar, 2012).

Farkli tipteki kanserler farkli hizlarda biiyiirler, farkli yayilma bigimleri
gosterir ve farkli tedavilere cevap vermektedirler. Bundan dolayr kanser hastalarina,

kanser tiiriine gore farkli tedaviler uygulanir (Kutluk ve Kars, 1992).

Calismamizin ana materyali degisik kanser tlirlerinden biri olan ve mortalitesi
yiikksek bir malign tiimdr olan glioblastoma multiformedir. Bu c¢alismamizda bu
tiimorlerden izole edilmis YKG-1 hiicre hattinda melatonin ve 13-cis-retinoik asidin

sitotoksik etkisi ve klinik tedavilere olas1 katkilari arastirilmistir.

1.4.1. Beyin Tiimorleri

Beyin tiimorleri tiim kanserlerin % 1,5’ini olustururken kansere bagli tiim dliimlerin
ise %2’sine neden olmaktadir. Son yillarda yapilan aragtirmalarda MSS tiimoérlerinde
hizl1 bir artis oldugu goriilmiistiir (Blumenthal ve Schulman, 2005). MSS tiimorleri
20’li yaglardan 70’li yaslara kadar artig gosterip sonrasinda azalmaktadir. Erkeklerde
bayanlara oranla daha fazla oldugu goriilmiistiir (Sarkar ve ark., 2009).

Beyin tlimorleri primer ve sekonder olmak iizere ikiye ayrilirlar. Primer
timorler kafa igerisinde bulunan glial dokudan, néronlardan, meninkslerden,
damarlardan veya endokrin hiicrelerden kaynaklanirlar. Yetiskinlerde en ¢ok goriilen
beyin tiimori gliom’dur (Weil, 2006). Tiim glial tiimorlerin %80-85’1ni astrositomlar
olusturmaktadir. Astrositomlar histopatolojik goriiniimlerine goére 4 dereceye
ayrilirlar ve GBM derece 4 astrositom olup en malign tiimdrdiir (Kleihues ve ark.,

2007).
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1.4.1.1. Glioblastoma Multiforme (GBM)

GBM baglica serebral hemisferlerde yerlesim gosteren infiltran tiimdr olup en sik
tutundugu lokalizasyon frontal, en az tutundugu lokalizasyon ise oksipital lob’dur

(Kleihues ve ark., 2007; Louis ve ark., 2007).

GBM tiim intrakranial tiimorlerin % 12-15’1ni, astrositik tlimorlerin ise % 50-
60°’n1 olusturur (Levin ve ark., 2001). En malign tiimor olup eriskinlerde sik
goriilmektedir (Rosell ve ark., 2008). Cocukluk yaglarda goriilmeleri nadir olup
erkeklerde daha fazla goériilmektedir (Iacob ve Dinca, 2009).

GBM’ye neden olan etmenler tam belli olmayip radyasyon, sigara,
elektromanyetik  dalgalar, alerji, viral enfeksiyon ve genetik yatkinlik

gosterilmektedir (Blumenthal ve Schulman, 2005).

1.5. Melatonin

Kimyasal formiilii N-asetil-5-metoksitriptamin olan melatonin kii¢iik ve lipofilik bir

yapida olup pineal bezden (epifiz) salgilanmaktadir.

Melatonin yas, ¢evresel ve hormonal gibi faktorlere bagli olarak salinimi
degismektedir. Ornedin; ortam 1siklanmasina duyarli olan bu hormon geceleri

giindiize gore 7-10 kat daha fazla salinim gostermektedir.

Viicut hiicrelerinde reseptorii bulunan melatonin kronobiyolojik, uyku, kan
basinci diizenleyici, antioksidan, immiin destekleyici, tlireme fonksiyonlari
diizenleyici ve kanser onleyici olarak islev ve etkileri olan bir hormondur (Topal ve

ark, 2009).

Son doénemdeki c¢alismalarda melatoninin hem noroprotektif hem de
antioksidan etkilerinin oldugu ortaya ¢ikmistir (Lo’pez ve ark, 2002). Ayn1 zamanda
néroendokrin fonksiyonlarin diizenlenmesinde de rol oynamaktadir (He ve ark,

2016).
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Melatonin’in yapilan bazi in vivo ve in vitro c¢aligmalarda tiimor hiicresi
aktivitesinde rol oynayan telomeraz aktivitesini de azalttig1 goriilmiistiir (Jung ve

Ahmad, 2006).

1.6. 13- cis Retinoik Asit

Vitamin A tiirevi olan 13- cis Retinoik asit tipta dermatolojik tedaviler basta olmak
lizere degisik amaglarla kullanilmaktadir (Ponthan ve ark, 2001). Retinoik asit ve
tiirevleri (retinoidler) hiicre farklilasmasi, apoptotiz uyarici etkileri yaninda, anti-
oksidan ve anti-proliferatif etkilerinden dolay1 kemoterapotik ajanlar olarak

kullanilmaktadir ( di Masi ve ark, 2015).

Temel bilimsel ve klinik arastirmalarda malign beyin timorii olan hastalara
13- cis retinoik asit uygulanmis ve ortaya ¢ikan sonuglarda 13-cis retinoik asitin
malign gliomalara karsi1 aktiveye sahip oldugu goriilmiistiir ( Yung ve ark, 1996; See

ve ark, 2004).

Retinoik asitin yagda eriyen oOzelligi nedeniyle viicuttan atilimi zordur.
Bundan dolay eksikligi yaninda fazla alim1 da serebral problemler basta olmak tizere

degisik klinik tablolara sebep olmaktadir ( Ponthan ve ark, 2001).

1.7. Telomeraz

Telomerler, ilk defa 1938’de Muller tarafindan tanimlanmis olup Okaryotik
kromozomlarin uglarinda yer alirlar. Tiirler arasinda farklilik gosteren (Tetrahymena’
da “GGGGTT”, insan ve diger memelilerde ise “TTAGGG” dir) c¢ok sayida
“TTAGGG” dizi tekrar1 iceren heterokromatik yapiya sahiptirler (Holt ve ark, 1997).

Telomeraz, kromozomal uclardaki “TTAGGG” tekrarlarinin sentezinden
sorumlu olan, germline dokularinda ve timdrli hiicrelerde telomer uzunlugunun
muhafaza edilmesine katilan riboniikleoprotein yapidaki 6zel bir DNA polimerazdir

(Hiyama K1 ve ark, 1995; Wright WE ark, 1996). Bu enzim embriyonik hiicreler ve
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eriskin kok hiicrelerinde aktif olup, somatik hiicrelerde saptanmamaktadir. immortal
(6liimsiiz) timor hiicrelerinde ise yeniden aktive olmaktadirlar (Gorham ve ark,
1997). Telomeraz aktivitesine sahip bu tiir hiicrelerde, hiicre boliinmesinde meydana
gelen telomer kaybi telafi edilir ve hiicrenin bdliinmeye devam etmesi saglanir. Bu
sekilde sabit kromozom uzunlugu korunmaktadir. Bu korunan kromozom
uzunlugunun, hiicresel yaslanmay1 engelledigi ve kromozom dayaniklilig1 sagladig

kabul edilmektedir.

Yapilan ¢alismalarda, bir¢ok tiimor c¢esidinin taranmasi telomeraz aktivitesi
ile malignensi arasinda giiglii bir iliskinin oldugunu gostermistir (Ozdemir ve ark,
2004). Ornegin; telomeraz aktivitesi, hematolojik malignensilerin % 67- 100’iinde,
primer akciger karsinomalarinin % 80’inde, prostat karsinomalarinin % 78- 84’iinde,
beyin tiimorlerinin % 66-94’iinde, meme karsinomalariin % 93’iinde belirlenmistir

(Mu ve ark, 1999).

Bu da immortal tiimoral hiicrelerde telomerazin reaktive oldugunu

gostermektedir (Shay ve Wright, 1996).

Calismamizin amaci; glioblastoma multiforme hiicre hattinda 13-cis-retinoik
asid ve melatonin’in saf ve kombine dozlarda kullaniminda hiicrelerin viabiliteleri
lizerine olan etkilerini arastirmak ve bu hiicrelerde telomeraz aktivitesini
degerlendirmektir. Bunun yaninda bu hiicrelerde Caspase 3, Beclin 1 ve apoptotik

hiicre 6liimlerinin diizeyini belirlemektir.
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2. GEREC VE YONTEMLER

2.1. Etik Kurul

Calismamiz kapsaminda oOncelikle Afyon Kocatepe Universitesi Insan Etik
Kurulu'ndan (AKUIEK) etik ¢alisma onay1 alindi (17.10.2017 tarih ve 2017/254
sayil).

2.2. Kimyasallar

e Hiicre hatt1 YKG1 (TKG 0453, Riken, Japan)

e Telomeraz (Trapeze XL Telomerase Detection Kit, S7707, USA& Canada)

e Tunel Apoptosis Assay Kit (TAAPOID)

e Melatonin (Alfa Aesar, Germany)

e 13-cis retinoikasit (m.w.300.44, Canada)

e RPMI 1640 (Capricon, Almanya)

e MTT (A2231, Applichem)

e FBS (F9665, Applichem)

e Penicillin Streptomycin (P4333,Applichem)

e Primer hiicre antikorlari; Caspase 3 (ab4051) (Abcam, UK), BECN1 (H-300,
USA) (1/50 diliisyon yapilarak kullanildi)

e Sekonder kit; Large Volume HRP Polymer (RTU), (Thermo, USA)

e Large Volume Vision Mount (Thermo, USA)

e AEC Single/ Plus (Abcam, UK)

e PBS, Sigma (USA)

e Tween 20, (Merck, Almanya)

e Mayer’s Hematoxylin, (Thermo, USA)

e Hydrogen Peroxide %35, (Merck, Almanya)

e Metanol, (Merck, Almanya)

e Volume UltrAb Diluent, (Thermo, USA)
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e Hydrophobic Pap-Pen, (Japonya)
e Su Bazli Kapatma Soliisyonu, Thermo (USA)

2.3. Deney Gruplan

Calismamizda kullanilan 13-cis Retinoik asit ve Melatonin ayr1 ayr1 ve birlikte olmak
tizere 96 well-platelerde hiicre hatt1 kiiltiir ortamina konuldu. Etken maddelerin
bireysel etkileri ve bunun yaninda birbirlerine olan etkileri test edildi. Bu amacla
farkli 16 grup olusturuldu. Bu gruplar sirasiyla;

GO : Kontrol

G1 : Melatonin 0,5 mM

G2 : Melatonin 1 mM

G3 : Melatonin 2 mM

G4 : 13-cis retinoik 1 uM

G5: 13-cis retinoik 5 uM

G6 : 13-cis retinoik 10 uM

G7 : 13-cis retinoik 1 uM+ Melatonin 0,5 mM

G8 : 13-cis retinoik 1 uM+ Melatonin 1 mM

G9 : 13-cis retinoik 1 uM+ Melatonin 2 mM

G10 : 13-cis retinoik 5 uM+ Melatonin 0,5 mM

G11 : 13-cis retinoik 5 puM+ Melatonin 1 mM

G12 : 13-cis retinoik 5 puM+ Melatonin 2 mM

G13 : 13-cis retinoik 10 uM+ Melatonin 0,5 mM

G14 : 13-cis retinoik 10 uM+ Melatonin 1 mM

G15 : 13-cis retinoik 10 uM+ Melatonin 2 mM
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2.4. Hiicre Kiiltiiri

YKG1 hiicre hattindan 40000/cm” hiicre yogunlugu olacak sekilde alinan rnek %20
FBS ve %80 RPMI 1640, penicillin (100 U/ml), streptomycin (100 pg/ml), ve 10
mM HEPES igeren flasklarda 37°C, %5 CO, ve %95 hava igeren inkiibatorde inkiibe
edilip konfluens saglandiktan sonra 75 cm”’lik flasklara 20 ml besi yeri i¢inde 3x10°
hiicre olacak sekilde kiiltiir kaplarmma ayrildi ve 2 giin siireyle inkiibe edildi.
Siispansiyon steril kapakl tiiplere aktarilarak 400xg ve 4°C’de 5 dakika santrifiij
edilerek hiicre peleti elde edildi. Bu peletden 2x10* hiicre/ml de olacak sekilde
hazirlanan hiicre siispansiyonundan 100 pl alinip 96 kuyulu hiicre kiiltiirii kaplarinin
her kuyucuguna aktarilarak MTT hiicre viabilite testi uygulandi. Ayni peletin bir
kismi 1 cc besi yeri ile tekrar siispanse edildikten sonra immunositokimyasal boyama

yapild.

2.4.1. MTT Hiicre Viabilite Ol¢iim Testi

2x10* hiicre/ml de olacak sekilde hazirlanan hiicre siispansiyonundan 100 pl kadar
almip 96 kuyulu hiicre kiiltiirii kaplarinin her kuyucuguna aktarildi. Melatonin ve 13-
cis-retinoik asitin saf ve kombine dozlar1 uygulanmak suretiyle 37°C’de inkiibe
edildi ve sonrasinda her bir kuyucuga 20 ul MTT boyast (5 mg/ml) ilave edildi ve
hiicreler 37°C’de 2 saat daha inkiibe edildi. Bu siire sonunda hiicrelerden MTT
boyas1 uzaklastirilip ve her bir kuyuya 200 ul DMSO eklenerek 10 dakika daha
inkiibe edildi. Renk degisimi, mikropleyt okuyucuda 540 nm dalga boyu ile
spektrofotometrik olarak belirlendi. Bilesen ile muamele edilmeyen kontrol hiicre
canlilifi %100 olarak kabul edildi, deney hiicrelerinin canlilik oranlar1 % olarak

ifade edildi (Denizot ve Lang, 1986).

2.4.2. Immiinositokimyasal Boyama
= Her bir kriyovial icerisinde 1,5x10° ml hiicre alindu.

= Polilizinli lamlara PAP-PEN (hidrofobik kalem) ile kuyucuklar ¢izildi.
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Her bir kuyucuga 15 pl olacak sekilde kiiltiire edilmis YKG-1 tiimor hiicreleri
damlatildi.

Hiicrelerin lama yapismasi i¢in oda 1sisinda kurumaya birakildi.

Hiicre membranini agip porlart daha gegirgen hale getirmek i¢in kuyucuklara

PBS ile hazirladigimiz % 0,2°lik Tween 20 damlatilip 20 dakika bekletildi.
Lamlar 2x3’er dakika olacak sekilde PBS ile yikandi.

10 dakika %3 Metanol + Hidrojen peroksitte bekletilerek preparatlardaki

endojen peroksidaz aktivitesinin giderilmesi saglandi.

Lamlar 2x3’er dakika olacak sekilde PBS ile yikandi.

Hiicrelere 1/50 oraninda sulandirilarak hazirladigimiz Caspase 3 ve Beclin

primer antikorlari damlatilip bir gece buzdolabinda inkiibe edildi.
Inkiibasyon sonrasi preparatlar oda 1s1sinda 10 dakika bekletildi.
Lamlar 2xPBS ile yikand.

Primary Antibody Enhancer soliisyonu damlatilip 10 dakika bekletildi.
Lamlar 2xPBS ile yikandi.

HRP Polymer damlatildi ve 15 dakika bekletildi.

Lamlar 2xPBS ile yikandi.

Renklendirme islemi icin AEC soliisyonu damlatilarak 10 dakika bekletildi.
Lamlar 2xdistile suyla (dH,O) yikandi.

Mayers Hematoksilen ile 50 saniye bekletilerek zit boyama yapildi.
Lamlar distile su (dH,O) ile iyice yikandi.

Su bazli kapatma soliisyonu ile kapatildi.

2.4.3. TdT-dUTP nick-end-labelling (Tunel) Boyama

Polilizinli lamlara PAP-PEN (hidrofobik kalem) ile kuyucuklar ¢izildi.
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Her bir kuyucuga 15 ul olacak sekilde kiiltiire edilmis YKG-1 tiimor hiicreleri
damlatildi.

Hiicrelerin lama yapismasi i¢in oda 1sisinda kurumaya birakildi.
Rehidrate edildi.
- %100’ lik alkol 5 dk
- %90’lik alkol 3 dk
- %80’lik alkol 3 dk
- %701k alkol 3dk
- PBS3dk
%3’k Hidrojen peroksitte 4 dk bekletildi.
PBS 3x2 dk
Permeabilizasyon

-PBS Tween 20°de hazirlamis oldugumuz %0.2’lik Triton X
damlatilip 30 dk bekletildi.

-Yikama yapilmadan Proteinaz K 50 ul damlatilip 7 dk bekletildi.

PBS 3x2 dk
TDT Reaction buffer damlatilip 10 dk bekletildi.
Daha sonra yikamadan TDT Reaction mixture damlatilip 90 dk 37 °C’lik
etlivde bekletildi.
- Hazirlanmasi1 TDT enzim reagent 5 pul + TDT label reagent 45 ul
PBS 3x2 dk
50 pl Background reducing buffer damlatilip 30 dk oda 1sisinda bekletildi.
PBS 3x2 dk
50 pl mouse antidig damlatilip 60 dk 37°C’lik etiivde bekletildi.
PBS 3x2 dk
50 ul HRP polimer damlatilip 30 dk bekletildi.
PBS 3x2 dk
DAB chromogen / DAB buffer damlatilip 15 dk bekletildi.
- DAB hazirlanist; Iml DAB buffer+ 30 pl DAB kromojen
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= Daha sonra yikamadan mayers hematoksilen damlatilip 1 dk bekletildi.
= Akarsu altinda 2x3 dk bekletildi.

= %095 etanolde 2x5 dk bekletildi.

=  Xylene 2x5 dk bekletildi.

= Entellan ile kapama iglemi yapildi.

2.4.4. Telomeraz Analizi

TRAPeze® XL Telomerase Detection Kit S7707 prosediiriine gore yapilmistir.

2.4.5. Preparatlarin Degerlendirilmesi ve Goriintii Analizi

Immunositokimyasal ve TdT-dUTP nick-end-labelling (Tunel) olarak yapilan
boyamalar Isik Mikroskobunda (Nikon E-600) x40 objektif altinda Nikon NIS 4.2
Image Analysis Software araciligiyla sayildi. Her preparatda rastgele alanlarda
immiinopozitif ve immiinonegatif olmak {izere toplam 500 hiicre sayildi.
Immiinopozitif/immiinonegatif hiicreler oranlanmak suretiyle elde edilen degerler
istatistiksel analizde kullanildi. Bu sayim siirecinde toplamda immiinositokimya

boyamada 48000 hiicre, Tunel boyama da ise 8000 hiicre sayim1 gergeklestirildi.

2.4.6. istatistiksel Analiz

Immunositokimyasal sayimlardan elde edilen oranlar SPSS for Windows 21.0 ticari
istatistik analiz yazilimi ile analiz edildi. Gruplar aras1 farkliliklarin belirlenmesinde
Kruskal Wallis (H Testi) kullanild1 (Tablo 3.3). Test sonucunda farklilik olusturan
grup ya da gruplarin belirlenmesinde ¢oklu karsilastirma testlerinde Dunn Testi

kullanildi. P<0.05 degeri istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.

TdT-dUTP nick-end-labelling (Tunel) boyama sayimlarindan elde edilen
oranlar SPSS for Windows 21.0 ticari istatistik analiz yazilimi ile analiz edildi.
Gruplar arasi farkliliklarin belirlenmesinde Kruskal Wallis (H Testi) kullanildi. Test
sonucunda farklilik olusturan grup ya da gruplarin belirlenmesinde chi-square (ki-

kare) testi kullanildi.
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3. BULGULAR

3.1. MTT test sonuclari

YKG-1 GBM hiicre hattinda farkli ve saf dozlarda 13-cis retinoik asit ve melatonin

yaninda ayni maddelerin kombine doz uygulamasi MTT testi sonuglarina gore biitiin

gruplardaki hiicre viabilitesini azaltmaktadir (Tablo 3.1).

Tablo 3.1. YKG-1 hiicre kiiltiiriinde farkli dozlarda uygulanan melatonin ve 13-cis retinoik

asitin gruplardaki viabilite oranlari

GRUPLAR Mtt Testi Hiicre Viabilite
Oranlan

Kontrol 100
Melatonin 0.5mM 77,32
Melatonin 1 mM 59,36
Melatonin 2 mM 69,15
13-cis retinoik asit 1TuM 83,02
13-cis retinoik asit SuM 80,84
13-cis retinoik asit 10uM 92,13
13-cis retinoik asit luM+Melatonin 0,5mM 74,26
13-cis retinoik asit luM+Melatonin 1mM 95,94
13-cis retinoik asit luM+Melatonin 2mM 74,81
13-cis retinoik asit SuM+Melatonin 0,5mM 78,65
13-cis retinoik asit SuM+Melatonin ImM 77,31
13-cis retinoik asit SuM+Melatonin 2mM 86,6
13-cis retinoik asit 10uM+Melatonin 0,5mM | 76,43
13-cis retinoik asit 10uM+Melatonin ImM 90,68
13-cis retinoik asit 10uM+Melatonin 2mM 91,52
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Bunlardan ilki farkli dozlarda saf melatonin uygulanan gruplardaki GBM
hiicre viabilitesinde dikkati ¢eken bir azalma oldugu ki bu melatoninin terapotik
etkinligini gosteren 6nemli bir bulgu olarak degerlendirildi. Diger yandan hiicre
viabilite oraninin bilhassa grup 2 (melatoninin ImM)’de en c¢ok distiigiini
gozlemledik. Bu etkinin doza bagli olarak artis gostermemesi 6nemli bir bulgu olarak
degerlendirildi. Calismamizda YKG-1 GBM hiicre hattina saf olarak farkli dozlarda
13-cis retinoik asit uygulamasinda hiicre viabilitesinin ¢ok degismedigi ve sitotoksik
etkisinin belirgin olmadig: belirlendi. Ayrica bu etkinin melatoninde retinoik aside
gore c¢ok daha belirgin oldugu goriilmiistiir. Calismamizda kombine dozlar
uygulanan gruplarda hiicre viabilitesinin ¢ok diismedigi gézlenmistir. Bunun yaninda
8.grupta (1uM 13-cis retinoik asit+Melatonin 1mM) hiicre viabilitesini neredeyse

yok denecek kadar az oranda diistirdiigiinii gordiik (Sekil 3.1).

13-cis retinoik asit luM+Melatonin 2mM S 0] 52

’

13-cis retinoik asit 10uM+Melatonin ImM T T 0() 68

’

13-cis retinoik asit 10uM+Melatonin 0,5mM EETTT———— /6 43

),

13-cis retinoik asit 5uM+Melatonin 2mM 1 86,6
13-cis retinoik asit 5uM+Melatonin 1ImM 1 77,31
13-cis retinoik asit 5uM+Melatonin 0,5mM 1| 78,65

13-cis retinoik asit luM+Melatonin 2mM ———eesssessee———————— /4 81

’

13-cis retinoik asit luM+Melatonin ImM —sssssssssssss—————————"" 05 94

’

13-cis retinoik asit luM+Melatonin 0,5mMM —C—C—eseeeeee————— 74,26

’

13-cis retinoik asit 10uM 1 92,13
13-cis retinoik asit 5uM 1 80,84
13-cis retinoik asit 1uM 1 83,02

Melatonin 2 mM  EEE — — —— (O] 5
Melatonin 1 mM S — S 50 36
Melatonin 0.5mM S 77 32

KONTROL

100

0 20 40 60 80 100 120

Sekil 3.1. YKG-1 hiicre kiiltiirtinde farkli dozlarda uygulanan melatonin ve 13-cis retinoik
asitin gruplardaki viabilite oranlarinin grafik gosterimi
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3.1.1.Telomeraz Gen Ekspresyonu sonuclari

Telomeraz gen ekspresyonunda YKG-1 glioblastoma multiforme hiicre hattina saf

olarak uyguladigimiz melatoninin ve 13-cis retinoik asitin artan doza bagimli olarak

telomeraz aktivitesini arttirdigini gérdiik (Tablo 3.2).

Tablo 3.2. Gruplardaki telomeraz gen ekspresyonu degisimi

Telomeraz Gen ekspresyonu

Gruplar

Misli degisim

Kontrol

1

1.Melatonin 0.5mM

13,26911273

2.Melatonin 1 mM

15,16941132

3.Melatonin 2 mM 20,39297004
4.13-cis retionik 1uM 7,003479688
5.13-cis retionik 5uM 8,342633608
6.13-cis retionik 10uM 14,66940623

7.13-cis ret.1luM+Melat.0,5mM

6,555975563

8.13-cis ret.1uM+Melat.1mM

8,531565403

9.13-cis ret.1uM+Melat.2mM

13,66876011

10.13-cis ret.5uM+Melat.0,5mM 4,603753142
11.13-cis ret.5uM+Melat.1mM 9,93700077
12.13-cis ret.5uM+Melat.2mM 46,94209995
13.13-cis ret.10uM+Melat.0,5mM 2,22049663
14.13-cis ret.10uM+Melat.1mM 4,092012287

15.13-cis ret.1luM+Melat.2mM

18,82709586

Melatoninin 13-cis retinoikasitle kombine uygulamasinda da telomeraz

aktivitesini arttirdigini ki bu degerin grup 12°de (13-cis retinoikasit SuM+ melatonin

2mM) en fazla oldugu (46,94) goriilmiustiir (Sekil 3.2).
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Melatoninle farkl dozlarda kombine edilen 13-cis
Retinoik asit'in Telomerase ekspresyonu Uzerine etkileri

50 46,94
45
40
35
30

25
20,39
2 18,83

15,17
15 13,27

10
5
0

13,67

8,53 9,94
6,56
1

4,09
2,22

Saf Melatonin 13-cis retinoik asit 1 uM 13-cis retinoik asit 5 uM 13-cis retinoik asit 10 uM

W Melatonin 0,5 mM M Melatonin 1 mM M Melatonin 2 mM

Sekil 3.2. Gruplarda farkli dozlarda melatonin ile kombine edilen 13-cis retinoik asitin
telomeraz ekspresyonu lizerine olan etkileri

Grup 13’te (13-cis retinoikasit 10uM+ melatonin 0,5mM) ise telomeraz
aktivitesinin hem saf uygulanan melatonine gore hemde kombine uygulanan dozlara
gore telomeraz ekspresyonunun en az oldugu (2,22) goriildii (Sekil 3.3). Telomeraz
gen ekspresyon bulgularina gore 13 cis retinoik asitin bu tip hiicre tiimor hattinda

melatoninden daha fazla telomeraz baskilayici etkisinin oldugu gostermistir.
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13-cis Retinoik asitle farkli dozlarda kombine edilen
Melatonin dlizeylerinin Telomerase ekspresyonu
Uzerine etkileri

50 46,94
45
40
35
30
25
20
15

14,67 13,67
9,94
10 7 834 6,56 e 8,53
, 4
. | ez BEC
0 - ]

Melatonin 0,5 mM

18,83

Saf 13-cis Retinoik asit Melatonin 1 mM Melatonin 2 mM

M 13-cis retinoik asit 1 uM M 13-cis retinoik asit 5 uM MW 13-cis retinoik asit 10 uM

Sekil 3.3. Gruplarda farkli dozlarda 13-cis retinoik asit ile kombine edilen melatonin’nin
telomeraz ekspresyonu lizerine olan etkileri

3.1.2.immunositokimyasal Boyama Analiz Sonuclari:

Yapilan caspase 3(cas3) ve beclin 1(becnl) immunositokimyasal boyamalarinin 11k
mikroskobik degerlendirmesinde her grupta mevcut olan hiicreler sayildi.

Immiinopozitif hiicrelerin immiinonegatif hiicrelere oran1 hesaplandi (Sekil 3.4).

Tablo 3.3. Kruskal-Wallis testi sonuglari

GRUP Caspase 3 Beclin-1

GO: Kontrol 0,56 £ 0,097 (0,604) 0,71 + 0,02 (0,70)
G1: Melatonin 0,5 mM 0,38 + 0,053 (0,38) 0,72 + 0,06 (0,73)
G2 : Melatonin 1 mM 0,45 + 0,094 (0,42) 0,77 +0,12 (0,81)
G3: Melatonin 2 mM 0,29 + 0,066 (0,25) 0,71 + 0,04 (0,73)
G4: 13-cisretinoik 1 pM 0,17 +0,019 (0,18) 0,63 + 0,04 (0,62)
GS: 13-cis retinoik 5 uM 0,26 + 0,14 (0,32) 0,88 + 0,02 (0,86)
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G6: 13-cis retinoik 10 puM

0,24 + 0,016 (0,25)

0,75 = 0,02 (0,75)

G7: 13-cis retinoik 1 pM+
Melatonin 0,5 mM

0,048 = 0,02 (0,05)

0,83 = 0,09 (0,82)

G8:  13-cis retinoik 1 pM+
Melatonin 1 mM

0,33 £ 0,10 (0,34)

0,87 = 0,02 (0,87)

G9: 13-cis retinoik 1 pM+
Melatonin 2 mM

0,33+ 0,099 (0,28)

0,85+ 0,02 (0,85)

G10: 13-cis retinoik 5 pM+
Melatonin 0,5 mM

0,44 = 0,088 (0,41)

0,87 = 0,05 (0,85)

Gl1l: 13-cis retinoikk 5 pM+
Melatonin 1 mM

0,24+ 0,17 (0,16)

0,75 + 0,04 (0,75)

G12: 13-cis retinoikk 5 pM+
Melatonin 2 mM

0,27 % 0,03 (0,26)

0,77 = 0,03 (0,75)

G13: 13-cis retinoik 10 pM+
Melatonin 0,5 mM

0,22 + 0,02 (0,22)

0,65 + 0,04 (0,64)

Gl14: 13-cis retinoik 10 pM+
Melatonin 1 mM

0,16 + 0,01 (0,16)

0,54 + 0,01 (0,54)

G15: 13-cis retinoik 10 pM+
Melatonin 2 mM

0,42 + 0,02 (0,41)

0,74 + 0,01 (0,75)

Caspase-3 proteini ekspresyonu degerlendirilmesinde, her grupta diisiik
diizeylerde ekspresyon oldugu ve bu seviyelerin Beclin-1 ekspresyonu ile
karsilastirildiginda ¢ok diisiik diizeylerde oldugu goézlenmistir. Hiicrelerin biiyiik
kisminin 6liimiiniin beclin-1 ekspresyonu sonucu ortaya ¢ikan otofajik hiicre oliimii
sonucu oldugu goriilmiistiir. Caspase 3 ekspresyonunda apoptotik hiicre 6lim
degerlerinden ¢ok diisiik degerlerde olmasi bize apoptotik hiicre 6liimiiniin intrensek

mekanizmalardan olmadigini gostermektedir (Sekil 3.4).
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Sekil 3.1. Kullanilan parametrelerde elde edilen immunopozitif ve immunonegatif hiicre
oranlarinin karsilastirilmasi

Caspase 3 immiinositokimyasal degerlendirme sonuglarinda en yiiksek
boyanma orani kontrol grubunda tespit edildi (Sekil 3.4). Grup 7 (13-cis retinoik 1
uM+ Melatonin 0,5 mM)’ deki pozitif boyanan hiicrelerin negatif hiicrelere oraninin
kontrol, grup 1, 2, 8,9, 10 ve 15° e gore istatistiksel olarak anlamli1 azalma gosterdigi
tespit edildi (p<0,05). Grup 4 ve 14 (13-cis retinoik 10 uM+ Melatonin 1 mM)’ iin
caspase 3 oraninin kontrol, grupl, 2, 10 ve 15’ ten daha diisiikk oldugu ve bu
diisiikltigiin istatistiksel olarak anlamli oldugu tespit edildi (p<0,05). Grup 13 (13-cis
retinoik 10 puM+ Melatonin 0,5 mM)’ iin caspase 3 boyanma oraninin kontrol, grup2,
10 ve 15. gruplardan istatistiksel olarak anlamli bir sekilde azaldigi tespit edildi.
Grup 3, 4, 5, 6, 7, 11, 12, 13 ve 14 iin caspase 3 boyanma oranlarinin kontrol
grubuna gore istatistiksel olarak anlamlilik olusturacak sekilde diisiik oldugu tespit
edildi (p<0,05).
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Resim 3.1A. Caspase 3 ekspreyonunun immunositokimyasal olarak gosterimi (Caspase 3,
1/50, x40). A: Kontrol grubu, B: G1, C: G2, D: G3, E: G4, F: G5

(mmmmmp: immiinopozitif hiicre,._—— >: immiinonegatif hiicre)
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Resim 3.2A. Caspase 3 ekspreyonunun immunositokimyasal olarak gosterimi (Caspase 3,
1/50, x40). A: G6, B: G7, C: G8, D: G9, E: G10, F: G11

(e : immiinopozitif hiicre, ——— > : immiinonegatif hiicre)
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Resim 3.3A. Caspase 3 ekspreyonunun immunositokimyasal olarak gésterimi (Caspase 3,
1/50, x40). A: G12, B: G13, C: G14, D: G15

(e : immiinopozitif hiicre, ——— > : immiinonegatif hiicre)

Beclin 1 immiinositokimyasal boyanma oran1 analiz sonuclarina gore; 1. grup
boyanma orani 5. gruptan istatistiksel agidan anlamli olarak yiiksek, 8. gruptan
anlamli olarak diisiik oldugu tespit edildi. Grup 5, 8, 9 ve 10’ nun boyanma
oranlarinin kontrol grubuna gore anlamli olarak arttig tespit edildi (p<0,05). Grup 3’
iin boyanma oranmin 5, 8 ve 10. gruplardan istatistiksel olarak anlamli sekilde
azaldig tespit edildi (p<0,05). Grup 4 ve 13 boyanma oran1 grup 5, 7, 8, 9 ve 10’
dan daha diisiik olarak tespit edildi ve bu diisiikliigiin istatistiksel olarak anlamli
oldugu tespit edildi (p<0,05). Grup 14’ iin boyanma oranlarinin grup 2, 5, 7, 8, 9, 10
ve 12 den anlamli olarak diisiik oldugu tespit edildi (p<0,05).
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Resim 3.1B. Beclin 1 ekspresyonunun immunositokimyasal olarak gosterimi (Beclin 1, 1/50,
x40). A: Kontrol grubu, B: G1, C: G2, D: G3, E: G4, F: G5

(e : immiinopozitif hiicre.—— > : immiinonegatif hiicre)



Resim 3.2B. Beclin 1 ekspreyonunun immunositokimyasal olarak gosterimi (Beclin 1, 1/50,
x40). A: G6, B: G7, C: G8, D: G9, E: G10, F: G11

(e : immiinopozitif hiicre,——— >: immiinonegatif hiicre)
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Resim 3.3B. Beclin 1 ekspreyonunun immunositokimyasal olarak gdsterimi (Beclin 1, 1/50,
x40). A: G12, B: G13, C: G14, D: G15

(e : immiinopozitif hiicre, ——— >: immiinonegatif hiicre)

3.1.3. TdT-dUTP nick-end-labelling (Tunel) Boyama Analiz Sonuclari

TUNEL boyanan hiicre kiiltiirlerinin, her bir grubundan 500 hiicre sayildi ve pozitif
ve negatif hiicre sayisi elde edildi. Elde edilen pozitif ve negatif hiicre sayilar1 Kutsal
ve arkadaslarinin uygulamali istatistik kitabindan tanimladigi ki kare testiyle
karsilastirildi (tablo 3.4). Apoptotik hiicre sayist en ¢ok grup 11 de tespit edildi ve
diger gruplarla arasinda anlamli fark olustugu goriildi (p=0,000)(Tablo 3.5).

Grup 12, Grup 11den sonra en ¢ok apoptotik hiicreyi igeren grup olarak tespit
edildi. Bu grubun da diger gruplarla arasinda anlamli bir farklilik oldugu tespit edildi

46



(p=0,000)(tablo3.6). Diger yandan, en az apoptotik hiicre sayisina sahip grup Grup
14 olarak tespit edildi ve bu grubun da diger gruplarla arasinda anlamli bir farklilik
olustugu izlendi (p=0,000)(Tablo3.7). Grup 13 grup 14’lin ardindan 2. en az
apoptotik hiicreye sahip grup olarak tespit edildi ve diger gruplarla arasinda anlamli
bir farklilik oldugu gozlendi (p=0,036)(Tablo3.8). Geri kalan gruplar arasinda

istatistiksel olarak anlamli bir farklilik olmadigi tespit edildi.

Tablo 3.4. Chi-Square Tests

Value df Asymp. Sig. (2-sided)
Pearson Chi-Square 128,004° 15 ,000
Likelihood Ratio 130,390 15 ,000
Linear-by-Linear Association 6,411 1 ,011
N of Valid Cases 8000

a. 0 cells (0,0%) have expected count less than 5. The minimum expected count is 238,81.

Tablo 3.5. Chi-Square Tests

Value Df Asymp. Sig. (2-sided)
Pearson Chi-Square 17,507° 11 ,094
Likelihood Ratio 17,517 11 ,093
Linear-by-Linear Association 1,146 1 ,284
N of Valid Cases 6000

a. 0 cells (0,0%) have expected count less than 5. The minimum expected count is 240,08.
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Tablo 3.6. Chi-Square Tests

Value Df Asymp. Sig. (2-sided)
Pearson Chi-Square 22,175° 12 ,036
Likelihood Ratio 22,192 12 ,035
Linear-by-Linear Association 3,629 1 ,057
N of Valid Cases 6500

a. 0 cells (0,0%) have expected count less than 5. The minimum expected count is 238,15.

Tablo 3.7. Chi-Square Tests

Value Df Asymp. Sig. (2-sided)
Pearson Chi-Square 57,3982 14 ,000
Likelihood Ratio 57,543 14 ,000
Linear-by-Linear Association ,317 1 ,573
N of Valid Cases 7500

a. 0 cells (0,0%) have expected count less than 5. The minimum expected count is 244,87.

Tablo 3.8. Chi-Square Tests

Value Df Asymp. Sig. (2-sided)
Pearson Chi-Square 39,176° 13 ,000
Likelihood Ratio 39,238 13 ,000
Linear-by-Linear Association 214 1 ,644
N of Valid Cases 7000

a. 0 cells (0,0%) have expected count less than 5. The minimum expected count is 241,57.
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Tablo 3.9. TdT-dUTP nick-end-labelling (Tunel) boyama sonucu elde edilen gruplar arasi
farklilik olusturan degerler

GRUPLAR P degeri
Grup 11° 0,000
Grup 12° 0,000
Grup 13° 0,036
Grup14? 0,000

G*: Apoptotik hiicre sayisinin en fazla oldugu grup; G®: ikinci en ¢ok apoptotik hiicre i¢eren
grup; G°: ikinci en az apoptotik hiicre igeren grup; G En az apoptotik hiicre igeren grup
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Resim 3.1C. TdT-dUTP nick-end-labelling (Tunel) boya gosterimi (x40). A: Kontrol grubu,
B: G1, C: G2, D: G3, E: G4, F: G5

( mmmmp: pozitif hiicre, C—— >: negatif hiicre)

50



Resim 3.2C. TdT-dUTP nick-end-labelling (Tunel) boya gosterimi (x40). A: G6, B: G7, C:
G8, D: G9, E: G10, F: G11

(e : pozitif hiicre, C——— > negatif hiicre)
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Resim 3.3C. TdT-dUTP nick-end-labelling (Tunel) boya gosterimi (x40). A: G12, B: G13,
C: G14, D: Gl15

(mmmmp : pozitif hiicre ; [ segatif hiicre)
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4. TARTISMA

Kanser giiniimiiziin en 6nemli saglik sorunlarindan biri olup, siklig1 siirekli artis
gostermektedir. Bu artisin nedenlerine baktigimizda basta cevresel karsinojenik
molekiillerin ¢ogalmasi, modern teknolojinin getirdigi yan etkiler ve stres yer

almaktadir (Unal, 2012; Khurana ve ark., 2009).

Kanser tiirleri arasinda beyin kanserlerinin agresif bir tiirii olan GBM nin
olusum nedenleri tam olarak belirlenmemis olup, kiiratif bir tedavisi olmadig i¢in
tan1 sonrasi ortalama yasam siiresi oldukca kisadir. Bundan dolay1 beyin tiimorleri
icinde 6nemli bir yeri vardir (Losieau ve ark., 2009). Primer beyin tiimoérleri arasinda
en sik goriilen GBM yaklasik olarak %20-30’nu olusturmakta olup, toplumda bu
tiimor yaklasik 100.000°de 5 kiside goriilmektedir. Erkeklerde kadinlara oranla daha
fazla rastlanilmaktadir (Yilmaz, 2012; Kleihues, 2007). GBM’de en etkili tedavi
sekli cerrahi tedavi olmakla birlikte gilinlimiizde degisik ilaglarin glioblastoma
multiforme hiicrelerinde degisik mekanizmalarla tiimorii gerilettigi ortaya konmustur
(Adamson, 2009; Lo’pez ve ark., 2002). Bizde bu calismamizda daha once farklh
tirdeki beyin tiimdrlerinde ayr1 ayr1 veya kombine dozlarda kullanilarak tedavi
amacli uygulanan, ve tiimor hiicrelerinde oldiirlicii etkisi olan A vitamini analogu
isotretinoin (13-cis retinoik asit) ve bir endojen hormon olan melatoninin GBM
hiicre hattinda olusturdugu sitotoksik etkiyi ve bu etkiyi hangi hiicre Oliim
mekanizmalarin1 aktive etmek suretiyle gergeklestirdigini ve bu siiregte hiicre

yagaminda ¢ok etkin bir enzim olan telomerazin etkinligini incelemeyi amagladik.

Pineal bez (epifiz); beynin islevini etkileyen bir¢ok nérohormonu firetir. Bu
hormonlardan biride melatonindir. Melatonin; kimyasal formiilii N-asetil-5-
metoksitriptamin olan endojen bir hormondur. Salgis1 sirkadien bir ritim gostermekte
olan melatonin 1518a duyarli olup salinimi geceleri giindiize oranla 7-10 kat daha
fazladir. Melatoninin bir¢ok dokuda reseptorleri oldugu bilinmekte beraber 6zellikle
merkezi sinir sisteminde ¢ok yaygin olup c¢evresel, hormonal, yas vb. faktorlere bagl
olarak yayginligi degismektedir. Melatoninin saf anti-kanser etkisinin yaninda

kronobiyolojik diizenleyici, antioksidan ve immiin destekleyici 6zellikleri de vardir
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(Topal ve ark., 2009). Yapilan hem in vitro hemde in vivo ¢alismalarda, melatoninin
glioblastoma hiicrelerinin  hiicre proliferasyonunu diisiirdiigli, ayn1 zamanda
glioblastoma olusumunu uyaran hiicrelerde ve glioblastoma hiicrelerine uygulanan
ilaclarin etkinliginin sinerjik olarak arttirilmasinda etkin oldugu ortaya konmustur
(Das ve ark., 2007). Yapilan bir bagka calismada ise melatonin tedavisinin
glioblastoma olusumunu uyaran hiicrelerde proliferasyonunu azalttigini ve kok hiicre
belirteclerinin ekspresyonunda azalmayla birlikte kendiliginden yenilenme ve
klonojenik yeteneginde azalmaya neden oldugu ortaya konmustur. Buradan da yola
cikarak melatonin tedavisinin kok hiicre o6zelliklerini modiile ederek otofajinin
ultrastriiktiirel ozellikleriyle birlikte hiicre oliimiine neden oldugu goriilmektedir
(Martin V.2014). Bizde ¢alismamiz YKG-1 GBM hiicre hattinda farkli ve saf
dozlarda 13-cis retinoik asit ve Melatonin yaninda ayni maddelerin kombine
dozlarmi kullanmak suretiyle bu malign hiicrelerdeki sitotoksik etkiyi ve bu siiregte
telomeraz etkinligini arastirdigimizda onemli sonuglar elde ettik. Bunlardan ilki
farkli dozlarda saf Melatonin uygulanan gruplarda ki GBM hiicre viabilitesinde
dikkati ¢eken bir azalma olmasiydi ki bu melatoninin terapotik etkinligini gdsteren
onemli bir bulgu olarak degerlendirildi. Bu etkinin doza bagli olarak artis
gostermemesi onemli bir bulgu olarak degerlendirildi. Diger yandan hiicre viabilite
oraninin bilhassa grup 2’de yani melatoninin 1 mM verildigi grupta en cok

diistligiinii gézlemlememiz ilging bir veri olarak degerlendirildi.

Vitamin A tiirevi olan 13-cis retinoik asit tipta dermatolojik tedaviler basta
olmak iizere farklilagma, anti-proliferatif, pro-apoptotik ve anti-oksidan etkileri
nedeniyle potansiyel kemoterapotik ajanlar olarakta kullanilmaktadirlar (di Masi ve
ark., 2014). Yagda eriyen bir vitamin tiirevi olup viicuttan atilimi zordur. Bundan
dolay1 eksikligi yaninda fazla alimi da basta serebral problemler olmak tizere degisik
klinik tablolara neden olmaktadir. Son donemlerde yapilan calismalarda 13-cis
retinoik asidin i¢ginde GBM tedavisinin de oldugu degisik klinik durumlarda
kullanildig1 goriilmektedir (Ponthan ve ark., 2001). Hiicre kiiltiiriindeki glioma
hiicrelerine karsi retinoik asit ve tiirevlerinin biiyiime Onleyici aktiviteye sahip
oldugu degisik caligmalarda gosterilmistir (See ve ark., 2004). Bunlardan bir
tanesinde GBM olan hastalarda 13-cis-retinoik asit kullanilmis ve sonuglarda, 13-cis-

retinoik asidin malign gliomalara kars1 etkin oldugu goriilmiistiir (Yung ve ark.,
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1996). Bunun yaninda 13-cis retinoik asitin kullanildig1 bagka bir ¢calismada ise hiicre
farklilasma potansiyelinin GBM nin klinik tedavisinde basarili olmadig1 goriilmiistiir
(Milanovic ve ark., 2015). Calismamizda YKG-1 GBM hiicre hattina saf olarak
farkli dozlarda 13-cis retinoik asit uygulamasinda hiicre viabilitesinin ¢ok
degismedigi ve sitotoksik etkisinin belirgin olmadigi belirlendi. Ayrica bu etkinin
melatoninde retinoik aside gore ¢ok daha belirgin oldugu goriilmiistiir. Yapilan bagka
bir calismada bagka bir beyin tiimorii hatt1 olan SH5Y noroblastoma hiicre hattinda
uygulanan retinoik asidin melatoninle kombininde meydana gelen sitotoksik etkinin
retinoik asidin tek basina kullanildigi zamanki etkiden belirgin derecede yiiksek
oldugu ve bu iki etken madde arasinda pozitif yonde bir etkilesim oldugunu ortaya
cikmistir (Tosun ve ark., 2011). Calismamizda ise bu iki ilacin kombine
uygulamasinin GBM’de etkiyi arttirici veya azaltict etkisinin olmadigint ortaya
koymustur. Bu bulgular farkli timor tipleri arasinda kemoterapdtiklerin
etkinliklerinin degisebildigi olarak degerlendirildi. Yine bu calismada kombine
dozlar uygulanan gruplarda hiicre viabilitesinin ¢ok diismedigi gozlenmistir. Bunun
yaninda hiicre viabilitesini engok diisiiren ImM dozundaki melatoninin (%59,36)
1uM 13-cis retinoik asitle kombinasyonunda (%95,94) hiicre viabilitesini neredeyse
yok denecek kadar az oranda diisiirdiigiinii goérdiik. Bu bulgu melatoninin sitotoksik

etkisinin 13-cis retinoik asit tarafindan antagonize edildigi olarak yorumlandi.

Telomer; kromozomlarin u¢ kisminda yer alan DNA ve protein igeren
bolgeleridir. Telomerlerin sentezinden telomer terminal transferaz (telomeraz)
enzimi sorumludur (Y1ildiz ve ark., 2009). Telomeraz; riboniikleoprotein yapida 6zel
bir DNA polimeraz olup kromozomal uclardaki ‘TTAGGG’ tekrarlarinin
sentezinden sorumludur. Telomeraz, embriyonik hiicreler ve kok hiicrelerde aktif

olup normal somatik hiicrelerde saptanmamaktadir (Morin, 1997).

Normal somatik hiicrelerde; hTERTgeni eksprese olmadigindan dolay1
telomeraz aktivitesi goriilmez ya da c¢ok az goriiliir. Timor hiicrelerinde ise
hTERTgeninin ¢ok aktif olmasindan dolay1 telomeraz enzim aktivitesi ¢ok ytiksektir.
Tiimor hiicrelerinin sonsuz boliinme yetenegi ve direngli yapida olmast bu geri
kazanilmis telomeraz aktivitesinden kaynaklanmaktadir (Sharma ve ark., 1996).

Tiimor hiicrelerinin  %90’inda telomeraz aktivitesi tespit edilmistir. Bu durum
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Oliimsiiz hiicrelerde telomerazin tekrar aktive oldugunu gostermektedir. Telomeraz
aktivitesi yiiksek olan tiimor hiicrelerinin telomerleri ise dayanmikhidir (Kim ve ark.,
1994). Yapilan caligmalarda tiimor hiicrelerinin kontrolsiiz ¢ogalmasi ile telomeraz
aktivitesi arasinda dogrusal bir iliski oldugu goriilmiistiir (Hastie ve Allshire, 1989).
In vivo ortamda yapilan calismalarda benign tiimdrlerde telomeraz aktivitesinin
olmadig1 ve telomerazlar kisaldikca erken evrelerine geri dondiikleri goriilmistiir.
Metastatik tiimorlerde ise yiiksek telomeraz aktivitesi ortyaya ¢ikmistir (Atl ve
Bozcuk, 2002). Yapilan bir bagka arastirmada ise beyin tiimoérlerinin telomerazla
olan iliskisinde normal beyin dokusunda telomeraz aktivitesi saptayamazken, malign
tiimorlerde %81, metastik tiimorlerde ise %100 aktive tespit etmislerdir. Telomeraz
aktivitesi (+) olan hastalarin prognozunun, telomeraz aktivitesi (-) olanlara gore daha
kotli  oldugunu ortaya koyan arastirmacilar, telomeraz aktivitesinin beyin
timorlerinin teshisinde ve prognoz tayininde kullanilabilecegini ileri siirmiislerdir
(Nakatani ve ark., 1997). Telomerazin, tedavilerde kansere karsi kullanilan ilaglar
icin ideal bir hedef olabilmesi beklenilmektedir. Telomeraz aktivitesini engelleyen
ilaglar, telomer boylarni kisaltarak, tiimor hiicrelerini yaslandirip oldiirdiigi ve
normal viicut hiicrelerinde telomeraz aktivitesi bulunmadigi i¢in bdyle bir tedavinin
timor hiicrelerine 6zgli olacagi ve kanser ilaglarina gore daha az toksik oldugu
goriilmistlir (Hastie ve Allshire, 1989). Bizde ¢alismamizda YKG-1 glioblastoma
hiicre hattinda melatonin ve 13-cis retinoik asitin telomeraz aktivitesine olan
etkilerini karsilastirdik. Literatiirde yaptigimiz taramalarda kullandigimiz bu 2
maddenin telomeraz aktivitesine olan etkisi ile ilgili cok az sayida ¢alisma mevcut
olup bu 2 parametrenin ayni ¢aligmada kullanildigi bir ¢alismaya rastlayamadik.
Yapilan in vivo ve in vitro caligmalarda melatoninin, tiimor hiicresi aktivitesi
konusunda Onemli bir kriter olarak goriilen telomeraz aktivitesini azalttig
gosterilmistir (Topal ve ark.,, 2009). Calismamizda ise YKG-1 glioblastoma
multiforme hiicre hattina saf olarak uyguladigimiz melatoninin artan doza bagiml
olarak telomeraz aktivitesini arttirdigin1 gordiik. Bu melatoninin telomeraz {izerine
olan eksprese edici etkisinin kanser hiicrelerinin yasayabilirligini arttiric etki yaptigi
yoniinde bir bulgu olarak yorumlandi. Her ne kadar bu istemedigimiz bir etki olsa da
melatoninin kanserli olmayan saglikli ndronal hiicrelerde telomeraz aktivitesini

arttirmaya bagl olarak sinir sistemini koruyucu etki yaptigin1 deneysel olarak ortaya
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koymasi nedeniyle burada elde edilen sonu¢ ¢alismamiz hipotezine ek olarak elde
ettigimiz bir bulgu oldu. Diger yandan degisik hastaliklarin tedavisinde yaygin olarak
kullanilan 13-cis retinoik asitin telomeraz lizerine baskilayici etkisinin her ne kadar
anti timor etkinligi agisindan olumlu oldugu goriilse de sagliklt hiicrelere
uygulanmasi durumunda telomer kisaltici etkisiyle olumsuz bazi klinik durumlara
zemin hazirlabilecegini diistinmek yanlis olmayacaktir. Ancak hem melatonin hemde
13-cis retinoik asitin saglikli noronlar iizerine etkilerinin in vitro ve in vivo olarak
ortaya konmasinin uygun olacagini diisiinmekteyiz. Bununla birlikte, melatoninin
telomeraz aktivitesini arttirmasina karsin viabiliteyi azaltici etkisinin gruplar arasinda
en yiiksek diizeyde olmast zit bir bulgu olarak degerlendirildi. Diger yandan 13-cis
retinoikasitle kombine uygulamasinda da telomeraz aktivitesini arttirict etkisinin bir
miktar baskilandiginin tespiti 13-cis retinoik asitin bu tip hiicre tiimdr hattinda
melatoninden daha fazla telomeraz baskilayici etkisini gostermistir. Bu tiimdriin
ilerleyisini ve yasamini engelleyici bir bulgu olmasina karsin yapilan viabilite
testinde viabilitenin 13 cis retinoik asit kullanilan ve kombine dozlarda ¢ok
degismemesi ve melatonin disinda viabilitenin yiiksek degerlerde kalmasi nedeniyle
bu hiicre hattinda sitotoksik etkinliginin diisiik oldugunu ortaya koymustur. Elde
edilen bu sonuglar bu kanser hiicre hattinda melatonin ve 13 cis retinoik asitin hiicre
viabilitesi iizerine olusturduklar1 etkilerin telomeraz etkinligi {iizerine olan
etkilerinden kaynaklanmadigini ve baska yolaklarin veya mekanizmalarin bu siiregte

etkin oldugunu acik bir sekilde ortaya koymaktadir.

Hiicre intihar olarakta bilinen apoptozis fizyolojik bir olaydir. Apoptozis,
organizmada hasar goérmiis ya da organizma i¢in tehlikeli olabilecek hiicrelerin yok
edilmesinde gorev alir ve bunun yaninda tiimorlerde sik goriilen bir olay olup hiicre
Oliimiine yol acan aktif olarak diizenlenmis bir hiicresel siirectir. Apoptozise direng
gostermek, hilicre kaybini azaltarak tiimore bir avantaj saglamaktadir (Rashed ve
Ragab, 2004). Hiicre 6liimii hiicrenin yasam dongiisiiniin tamamlandiktan sonra
organizmadan elimine edilmesi siirecidir. Burada hiicre farkli yolaklar tizerinden
aktive edilerek farkli tipte hiicre 6liim c¢esitleriyle dokulardan uzaklastirilirlar. Bu
hiicre 6liim ¢esitleri arasinda en yaygin bilineni apoptozis ve nekrozistir. Son yillarda
giderek onemi artan otofaji ve onun yanindaki diger 6liim ¢esitleri olan nekroptozis,

pyroptozis, onkozis ve degisik alt tipler giiniimiizde halen yaygin olarak
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arastiritlmaktadir. Calismamiz konusu i¢inde kullandigimiz hiicre hatti iizerinde
verdigimiz kimyasal ajanlarin sitotoksik etkilerini belirlemek ve bu hiicre
Oliimlerinin hangisi yoluyla ve hangi yolak iizerinde oldugunu ortaya koymak
amaciyla en yaygin goriilen 2 O6lim c¢esidi olan apoptozis ve otofaji yaninda
apoptozisin intrensek mekanizmasi i¢inde c¢ok Onem arz eden Caspase 3
aktivasyonunu Dbelirlemeyi amagladik. Calismamizda nekroz degerlendirme
yapmama nedenimiz ¢aligmamizin hiicre hatt1 iizerinde yapilmasi doku biitiinliigii
olmamasidir.

Caspase 3 proteini, sistein-aspartik asit proteaz (kaspaz) ailesinin bir iiyesi
olup pek cok hiicre tipinde hem ekstrinsik (6liim ligandi) hem de intrinsik
(mitokondriyal) yollardan apoptozise neden olmaktadir (Chowdhury ve ark., 2008;
Salvesen, 2002 ). Calismamizda caspase 3 proteini ekspresyonu degerlendirilmesinde
sekil 3.4’te gorildiigii lizere her grupta diisiik diizeylerde ekspresyon oldugu ve bu
seviyelerin Beclin-1 ekspresyonu ile karsilastirildiginda ¢ok diisiik diizeylerde

oldugu gozlenmistir.

Fizyolojik bir olay olan otofaji; hiicrenin stres faktorleri altinda ornegin;
aclik, kanser, bakteriyel-fungal-viral enfeksiyonlar gibi s6z konusu organizmanin
homeostazin1 korumak adina gelisen hiicre 6liim mekanizmasidir. Apoptozda oldugu
gibi otofaji ile ilgili proteinler vardir. Bunlar arasinda Beclin, ATG, LC3 gibi
proteinler yer almaktadir (Mizushima ve Komatsu, 2011). Beclin-1 insanlarda
BECNI1 geni tarafindan kodlanan bir protein olup bu protein, BCL-2 ile etkilesime
girerek, hem otofaji hem de hiicre Gliimiiniin diizenlenmesinde rol oynamaktadir
(Yang ve Daniel, 2007). Calismamizda sekil 3.4’te goriildiigii izere hiicrelerin biiyiik
kisminin 6liimiiniin beclin-1 ekspresyonu sonucu ortaya ¢ikan otofajik hiicre oliimii
sonucu oldugu acikca bellidir. Bu 6nemli ve 6zgiin bir bulgu olarak karsimiza
cikmaktadir. Daha once yaptigimiz literatiir arastirmalarinda bodyle bir sonucun
belirtildigi ¢alismaya rastlayamamistik. Diger yandan apoptotik hiicre oliimii
degerlendirilmesinde tiim gruplarda hemen hemen birbirine paralel oranlarda verilen
ilaglardan ve dozlardan bagimsiz Olim goriilmesi bu siirecte apoptotik hiicre
Olimiiniin ayrica indiikklenmedigini ortaya koymaktadir. Ayrica caspase 3
ekspresyonunda apoptotik hiicre 6liim degerlerinden cok diisiik degerler bize

apoptotik hiicre Sliimiiniin intrensek mekanizmalardan olmadigini gostermektedir.
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Burada ekstrensek veya baska bir intrensek yolagin aktivasyonu soz konusu olarak

goziikmektedir.
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5. SONUC ve ONERILER

Elde edilen veriler melatonin ve 13 cis retinoik asitin YKG1 GBM hiicre hatti
hiicrelerinde viabilite bakimindan farkli tarzda etkiler yaptigini, melatoninin hiicre
viabilitesini azaltmasina karsin 13 cis retinoik asitin viabilite {izerine ¢ok anlamli
etkisinin olmadigin1 hatta melatonin ile kombinasyonlarinda melatoninin sitotoksik
etkisini antagonize ettigini ve hiicre viabilitesini arttirdiginin goriilmesi bu timor
tedavilerinde tiimor hiicrelerinin  viabilitesini azaltma bakimindan tedavi
diizenlenmesi planlandiginda kombinasyon tedavisinden daha ¢ok bilhassa saf
melatonin uygulanmasinin daha efektif olabilecegini ortaya koymustur. Diger yandan
melatoninin telomeraz ekspresyonu arttirict etkisinin 13 cis retinoik asit tarafindan
antagonize edilmesi bu tip tlimorlerde telomeraz aktivasyonu baskilamak suretiyle
olusturulacak tedavilerde ilag kombinasyon tedavilerinin daha efektif olabilecegini
gostermektedir. Diger yandan her iki maddenin de etkinlikleri gosterirken telomeraz
aktivitesini arttirma veya azaltmak suretiyle etkin olmadiklar1 goézlenmistir. Bu
nedenle bu iki maddenin viabilite azaltici etkilerini bagka bir yolak iizerinden aktive
etmek suretiyle yaptiklar1 goriilmektedir. Bu nedenle GBM tedavilerinde telomeraz
aktivitesini azaltmak suretiyle tedavi planlanmasi yerine tiimor hiicrelerinin
viabilitesini azaltmak suretiyle tedavi planlamasi yapilmasinin daha dogru bir

yontem oldugunu diisiinmekteyiz.

Diger yandan bu tiimor hiicrelerinin melatonin ve 13 cis retinoik asite maruz
birakilmalar1 silirecinde hiicrelerin Oliimlerinin 6zellikle otofajik hiicre 6limi
tarzinda olmasi apoptotik hiicre oliimiiniin daha diisiik diizeylerde olmasi ve hatta
intrensek yolaklardan Onemli bir tanesi olan caspase-3 aktivasyonunun oldukca
diisiik diizeyde olmas1 ¢alismamizin 6zgiin bir verisi olarak elde edildi. Bu nedenle
burada hiicre 6liimii mekanizmasinda gerek ekstrensek apoptotik mekanizmalarinin
ve gerekse intrensek otofajik hiicre mekanizmalarinin aktif olmasi tedavi yoniinde

farkli bakis acilar getirebilecektir.
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OZET

Melatonin ve 13-cis-retinoik asitin YKG-1 Glioblastoma multiforme hiicre
hattinda telomeraz aktivitesi iizerine olan etkilerinin karsilastirilmasi

Glioblastoma Multiforme (GBM) eriskinlerde goriilen en sik ve en malign astrositik
beyin tiimoriidiir. Intrakranial tiimérlerin %12-15"ni, astrositik tiimérlerin ise %50-
60°’n1 olustururlar. GBM o6liim orani1 ¢ok yliksek olmakla birlikte heniiz etkili bir
tedavi yontemi bulunmamaktadir. Diger yandan sik olarak malignansilerin %85’inde
yiksek telomeraz aktivitesi oldugu belirlenmistir. Bu nedenle telomeraz
aktivitesinin, kanser teshisinde Onemli bir gosterge olabilecegi diisliniilmektedir.
Tiimorlerin %90°1inda yiiksek diizeyde telomeraz aktivitesi saptanmaktadir. Kanser
hiicrelerinin sonsuz boliinme yetenegi ve direngli yapida olmasi, bu geri kazanilmig
telomeraz aktivitesinden kaynaklanmaktadir.

Calismamiz icerik bakiminda olduk¢a Oliimciil bir timoér olan YKG-1
glioblastoma hiicre hatt1 hiicrelerinde A vitamini analogu olan isotretinoin (13-cis
retinoik asit) ve bir endojen hormon olan melatonin (MLT)‘in telomeraz aktivitesi
tizerine olan etkilerini karsilastirdik. Melatonin ve 13-cis retinoik asiti hem ayr1 ayri
hemde kombine ederek bu kombinasyonlardaki viabiliteler MTT kullanilmak
suretiyle hesaplandi. MTT sonuglar1 alinirken ayn1 6rneklerden immunositokimyasal
boyama ve apoptotik boyama yapilarak Orneklerdeki caspase-3 ve beclin-1
ekspresyonlar1  belirlenip degerlendirildi. Daha sonra 151k mikroskobunda
immunopozitif ve immunonegatif hiicreler sayilip birbirine oranlandi ve sonuglar

istatistiksel olarak analiz edildi.

Sonu¢ olarak; YKG-1 GBM hiicre hattinda 13-cis retinoik asitin hiicre
viabilitesi tlizerine olusturduklar1 etkilerin telomeraz etkinligi iizerine olan
etkilerinden kaynaklanmadigini ve baska yolaklarin veya mekanizmalarin bu siiregte
etkin oldugunu ve hiicre oliimiiniin beclin-1 ekspresyonu sonucu ortaya c¢ikan

otofajik hiicre 6liimiinden kaynaklandigi sonucunu elde ettik.

Anahtar Kelimeler:

e Telomeraz aktivitesi, Glioblastoma multiforme, melatonin, 13-cis retinoik
asit
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SUMMARY

The comparison of the telomerase activity on melatonin and 13-cis-retinoic acid
treated YKG-1 Glioblastoma multiforme cell line

Glioblastoma Multiforme (GBM) is the most common and most malignant astrocytic
brain tumor seen in adults. They constitute 12-15% of intracranial tumors and 50-
60% of astrocytic tumors. The incidence is higher in males than in females. Although
the mortality rate of GBM is very high, there is no effective treatment method yet.
On the other hand, 85% of malignancies (eg hematological malignancies) were found
to have high telomerase activity. Therefore, telomerase activity is thought to be an
important indicator in cancer diagnosis. High levels of telomerase activity are
detected in 90% of tumors. The ability of cancer cells to have infinite cleavage
ability and resistance is due to this recovered telomerase activity.

We compared the effects of isotretinoin (13-cis retinoic acid), a vitamin A
analogue, and an endogenous hormone, melatonin (MLT) on telomerase activity in
YKG-1 glioblastoma cell line cells, a highly lethal tumor. Melatonin and 13-cis
retinoic acid were separately and combined to calculate wviability in these
combinations using MTT. While MTT results were obtained, immunocytochemical
staining and apoptotic staining of the same samples were performed to determine the
caspase-3 and beclin-1 expressions in the samples. Then, immunopositive and
immunonegative cells were counted in the light microscope and the results were
statistically analyzed.

As a result; We concluded that the effects of 13-cis retinoic acid on cell
viability in the YKG-1 GBM cell line were not due to its effects on telomerase
activity and other pathways or mechanisms were effective in this process and cell

death was caused by autophagic cell death caused by beclin-1 expression.

Keywords:

* Telomerase activity, Glioblastoma multiforme, melatonin, 13-cis retinoic acid
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