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OZET

Amac: Glioblastoma Multiform (GBM), gliomalarin %54'inii ve tiim beyin tiimdrlerinin
yaklasik %16'sin1 olusturan, en yaygin malign beyin tiimorii olarak bilinmektedir. CDK
4/6 inhibitorlerinden biri olan Ribosiklib’in; hiicre siklusunda G1’den S fazina gecisi
engellemektedir. Calismamizda U87MG hiicre hatti1 kullanilarak, TMZ ve radyoterapi
tedavisine ek Ribosiklib uygulamasinin hiicre sagkalimi ve hiicre siklusu agisindan

degerlendirilmesi amaclanmaktadir.

Yontem: TMZ’ye duyarli US7MG GBM hiicre hatti kullanildi. Deney plani, kontrol,
TMZ, Ribosiklib, ¢oziicii ve TMZ+Ribosiklib’in birlikte uygulandigi gruplar seklinde
kurgulandi. Gruplara, radyoterapi uygulamasinin yapildigi deney gruplari da dahil edildi.
TMZ ve Ribosiklib’in, U87MG hiicrelerinin canliligina etkisi MTT testi degerlendirildi
ve ICsp (yart maksimum inhibitér konsantrasyonu) degerleri bulundu. Hiicrelere giinde 2
Gray (Gy) olmak fiizere ardisik 5 giin toplamda 10Gy 1sima yapildi. Belirlenen etkin
dozlarin, hiicre siklusu ve apoptoza etkisi siklin D, p53, p21, Tap73, pRB ve aktif kaspaz-

3 protein diizeyleri western blot ile analiz edilerek degerlendirildi.

Bulgular: U87MG hiicrelerinde Ribosiklib ve TMZ’nin ICso degeri sirasiyla; 10 ve 120
uM olarak belirlendi. Ribosiklib ve TMZ’nin tek basina ve birlikte uygulamalarindan 1
saat sonra radyoterapinin eklenmesiyle hiicre canliliginda azalma goriildi (p<0.001).
Ayrica, Koloni olusturma potansiyellerinin sinirlandigi ilk kez ¢alismamiz ile ortaya
konuldu. Ribosiklib ve TMZ’nin hiicre siklusuna etkisi belirlenen proteinler ile
yorumlandr ve ek olarak apoptotik mekanizmanin TAp73 aracili olup olmadig: ilk kez

degerlendirildi.

Sonu¢: Ribosiklib’in TMZ ile birlikte uygulanmasiyla agresif karakterli GBM
hiicrelerinin canliliginin azaltilabildigi belirlendi. Ayrica, ¢alismamiz ile Ribosiklib’in,
TMZ’ye ek uygulanmasi sonucu GBM tedavisine yeni bir terapdtik olma potansiyeli

tasidig1 gosterildi.

Anahtar Kelimeler: Glioblastoma Multiform (GBM), U87MG, Temozolomid,
Ribosiklib



ABSTRACT

Objective: Glioblastoma Multiform (GBM) is known as the most common malignant
brain tumor, accounting for 54% of gliomas and approximately 16% of all brain tumors.
Ribociclib, one of the CDK4/6 inhibitors; It prevents the transition from G1 to S phase in
the cell cycle. Our study aims to evaluate Ribociclib application in addition to TMZ and
radiotherapy treatment in terms of cell survival and cell cycle, using the U87MG cell line.

Method: TMZ-sensitive U87TMG GBM cell line was used. The experimental plan was
designed as control, TMZ, Ribociclib, vehicle and TMZ+Ribociclib groups. The
experimental groups in which radiotherapy was applied were also included in the groups.
The effect of TMZ and Ribociclib on the viability of U87MG cells was evaluated by MTT
assay and ICso (half maximum inhibitory concentration) values were found. Cells were
irradiated at 2 Gray (Gy) per day for 5 consecutive days for a total of 10Gy. The effect of
the determined effective doses on cell cycle and apoptosis was evaluated by analyzing
cyclin D, p53, p21, Tap73, pRB and active caspase-3 protein levels by western blot.

Results: 1Cso values of Ribociclib and TMZ in U87TMG cells, respectively; It was
determined as 10 and 120puM. A decrease in cell viability was observed with the addition
of radiotherapy 1 hour after the application of Ribociclib and TMZ alone and together
(p<0.001). Additionally, our study revealed for the first time that their colony-forming
potential is limited. The effects of ribociclib and TMZ on the cell cycle were interpreted
with the determined proteins, and in addition, whether the apoptotic mechanism was

mediated by TAp73 was evaluated for the first time.

Conclusion: It has been demonstrated that Ribociclib in combination with TMZ can
reduce the viability of aggressive GBM cells. In addition, our study shows that Ribociclib

has the potential to be a new therapeutic for the treatment of GBM as an adjunct to TMZ.

Key words: Glioblastoma Multiforme (GBM), U87MG, Temozolomide, Ribociclib
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1. GIRIS

1.1. Cahsmamin Temeli ve Hipotezin Amaci

Glioblastoma Multiform (GBM), santral sinir sisteminin en sik goriilen ve tedavisi her yonii ile
oldukga zor olan, heterojen karakterdeki malign tiimortdir (Ostrom, Gittleman, Truitt, vd., 2018a).
Glial hiicreler tarafindan olusan GBM, klasik histopatolojik bilgiler dogrultusunda, evre IV infiltratif
glial timor olarak tanimlanmaktadir. GBM’ler {izerinde son yillarda artan molekiiler ¢alismalar
Diinya Saglik Orgiitii (DSO) evre IV tiimdrlerin heterojen bir grup oldugunu gdstermistir. Ayrica,
GBM’ler genetik gegisli olduklar1 kadar, fenotipik olarak da heterojendirler (Chhabda vd., 2016). En
yaygin primer malign beyin tiimorii olarak kabul edilen evre IV GBM, genel olarak hizli biiyiiyen bir
tiir olup; 3-6 ay icerisinde bulgu vermektedir. Tanidan sonra hastalarda ortalama sagkalim 12-15 ay
ile sinirli kalmaktadir (Ostrom, Gittleman, Truitt, vd., 2018b). Klinikte GBM tedavisinde, cerrahi

rezeksiyonu takiben Temozolomid (TMZ) ve radyoterapi baglanmasi ilk adimdir.

TMZ, normal kosullarda kan beyin bariyerini (KBB) gecemeyen ancak bazik pH kosullarinda
heterosiklik halkanin ag¢ilmasiyla bariyeri asabilen bir kemoterapétiktir (Ramalho vd., 2019). Ayrica
DNA hasarini tetikleyerek hiicre dongiisiiniin G2/M fazinda kalmasina ve hiicrenin 6liim yolagina
girmesine neden olmaktadir (Mhaidat vd., 2007). Bu haliyle klinikte tek tedavi segenegi olarak
goriilen TMZ nin diizenli ve uzun siireli kullaniminda da hastalarda direng gelistigi goriilmektedir.
Gliniimiizde direng gelisen hastalarda TMZ tedavisine ek olarak kombine tedaviler arastiriimaktadir.
Bunun i¢in yalnizca apoptotik yolaklar degil, ayn1 zamanda hiicre dongiisi diizensizligini hedef alan
yolaklarin da kullanilmasi timér hiicrelerinin kontrol altina alinmasinda amaglanmaktadir. Bu

nedenle, yeni terapatik stratejilere ihtiyag duyulmaktadir.

Hiicre dongiisiiniin kontrolii, siklin ve siklin bagimli kinazlarin (CDK’lerin) aktivitesine bagli olarak
gerceklesmektedir. CDK’lerin asir1 aktiviteleri kontrolsiiz hiicre ¢ogalmasina ve dolayisiyla timor
hiicrelerinin artigina neden olmaktadir (Piezzo vd., 2020). CDK’ler, hiicre dongiisii diizenleyicileri
arasinda en onemli protein ailelerinden olan serin/treonin kinazlarin bir alt grubudur (Corona &
Generali, 2018a). Siklinlerin dort temel tipi vardir: G1 siklinler, G1/S siklinler, S siklinler ve M
siklinlerdir. Her siklin, hiicre dongiisiindeki belirli bir faz ile iliskilidir ve bu fazin gorevlerini

yonetmektedir. Her bir fazda ilgili siklinlerin konsantrasyonlar1 degismekte ve dongili boyunca siklin

1



sentez ve yikim1 devam etmektedir (Hochegger vd., 2008). Hiicre dongiisiinde G1-S faz1 gegisi CDK4
ve CDKG ile kontrol edilmektedir. CDK 4/6, D tipi siklinlere baglandiginda aktive olarak S fazi girisi

icin gerekli genlerin ekspresyonuna yol agmaktadir.

Timorogenez sirasinda ise CDK 4/6-siklinD kompleksinin asir1 aktivitesi retinoblastomanin
(RB’nin) hiperfosforilasyonuna sebep olarak, hiicrenin S fazina kontrolsiiz gegmesine ve E2F
transkripsiyon faktoriiniin aktive olmasina neden olmaktadir. RB fosforilasyonu hiicrenin G1°den S
fazina ilerlemesi i¢in gerekli olan genlerin ekspresyonunu diizenlemektedir (Groenland vd., 2020).
Hiicre ¢ogalmasinda artisa sebep olan bu kompleksin inhibe edilmesi ve siklusta G1’den S fazina
gecisin engellenmesi gerekmektedir. Bu inhibisyon, CDK 4/6 inhibitérleri ile miimkiin olmaktadir (J.
S. Young vd., 2022). Palbosiklib, Ribosiklib ve Abemasiklib, Gida ve ila¢ Idaresi (Gil) tarafindan
onaylanan CDK 4/6 inhibitorleri olup, ileri evre 6strojen reseptorii pozitif (ER+) meme kanseri
hastalarinin tedavisinde kullanilmasi1 onaylanmistir (Li vd., 2020). Bu ii¢ ajan, CDK 4/6 inhibitorii
olsa da yan etki profilleri ve etki ettikleri dozlarda farkliliklar bulunmaktadir (Corona & Generali,
2018Db).

Ribosiklib (LEEO11), iigiincii nesil ve segiciligi oldukga yiiksek olan bir CDK 4/6 inhibitoriidiir.
CDK4/6 + siklin D kompleksi ile RB-E2F yolagmi inhibe edip kontrolsiiz hiicre ¢ogalmasini
engelleyerek, hiicrelerin G1 fazinda tutulmasini saglamaktadir. Meme kanseri, rahim kanseri gibi
farkli kanser tiplerinde pre-klinik ve klinik deneme ¢alismalar1 halen devam eden Ribosiklib’in;
KRAS mutasyonuna sahip pRB pozitif kanser tiplerinde anti-timdrojenik aktivite gosterdigi yapilan
cesitli caligmalarla gosterilmistir (Wong vd., 2018a).

Literatlirde yer alan ¢aligmalar dogrultusunda CDK4/6 inhibitdrlerinin kullanimi1 sonunda glioma
hiicrelerinin, hangi apoptotik yolagi tercih ettigine dair kesin bir veri yer almamaktadir. Ayrica, TMZ
duyarli US7MG hiicre hattinda Ribosiklib’in, TMZ ve radyoterapi ile kombine uygulanmasinin siklin
D yolagi tizerinden herhangi bir etkisinin olup olmadiginin ve bu yolaktaki hangi proteinleri
diizenlediginin aydinlatildig: bir caligmaya da literatiirde rastlanmamistir. Bu baglamda projemizle,
TMZ ve radyoterapi kombine tedavisine ek uygulanan Ribosiklib’in, U§7MG GBM hiicrelerinde
sagkalim ve CDK4/6 inhibisyonunun alt yolaklar1 nasil etkilediginin degerlendirilmesi

amaclanmaktadir. Bu amag¢ dogrultusunda; siklin D/RB/TAp73 yolaginda gérev alan proteinlerin



diizeylerini degerlendirilerek, Ribosiklib’in bireysel ve TMZ ile radyoterapinin de eklenmesiyle elde

edilecek verilerin kiyaslanmasi hedeflenmektedir.

TAp73, tiimor baskilayict bir gen olan p53’iin yapisal bir homologudur. Bununla birlikte p53’iin
aksine TAp73 nadiren mutasyona ugramaktadir. Bu genin meme, mesane, prostat ve kolorektal gibi
cesitli kanserlerde asir1 ekspre olmakta (Du vd., 2013) ve p53'ten bagimsiz olarak apoptozu

indiklemektedir.

Bu bilgiler dogrultusunda ¢alismamiz, “U87MG hiicre hattinda, p53 ve TAp73 hiicreleri apoptoza
yonlendirir.” fikrinden yola ¢ikarak kurgulanmistir. Bu dogrultuda p53’iin aktive olmasi: p21’in
etkinligini sorgulatacak ve p21’in siklin/CDK inhibisyonunu saglayabilecegi fikrini de
destekleyecektir. Bu yolak tam olarak, hiicre siklusunun durmasini saglayacak ya da hiicrelerde DNA
hasar1 olusturarak apoptozu tetikleyecektir. Edindigimiz bilgilerden yola g¢ikarak “Ribosiklib’in,
TMZ ve radyoterapi ile kombinasyonu, U§7MG hiicrelerinde hiicre siklusunu G1 fazinda durdurur
ve hiicreleri apoptoza yonlendirir.” hipotezini kurguladigimiz ¢alismamizla; bu kombine etkinin
hiicre sagkalimi, hiicre siklusu ve apoptotik agidan ise CDK 4/6 inhibisyonunun alt yolaklarini nasil
etkilediginin degerlendirilmesi amaglanmaktadir. Hipotezimiz dogrultusunda kapsamli olarak in vitro
deneylerle kurguladigimiz ¢alismamiz, literatiirde yer alan arastirmalarin devami niteligindedir. Elde
edilecek her veri, GBM tedavisinde tiimoriin patolojik seyrini yavaglatabilmek ve hasta sagkalim

stiresini uzatabilmek i¢in atilmis adimlardir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Kanser Tanim ve Ozellikleri

Son on yilda yapilan aragtirmalara ve hizli gelismelere ragmen, diinya ¢apindaki 6liim
nedenleri arasinda basta yer alan kanser; giderek artan bir insidansla yayilim
gostermektedir (Bray vd., 2021). Son istatistiklere gore, Amerika Birlesik
Devletleri’ndeki (ABD'deki) toplam oliimlerin yaklasik %23'ini olusturmakta ve
kardiyovaskiiler hastaliklardan sonra en sik goriilen ikinci 6liim nedenidir (Jemal vd.,
2007). Kanser, hiicrelerde mutasyonlarin meydana gelmesi ve bu mutasyonlarin
birikmesinden kaynaklanan genetik bir hastalik olarak tanimlanmaktadir (Xiao & Yu,
2021). Ozellikle onkogenlerde ve tiimér baskilayici genlerde meydana gelen mutasyonlar,
hiicrelerdeki aktivitelerin degigsmesine neden olmakta ve bunun sonucunda da neoplastik

dontisiimlere, hiicrelerin malign 6zellikler kazanmasina yol agmaktadir (Sekil 2.1.).

1. Doku istilasi ve
metastaz

10. Genomik
kararsizliga
yatkinhk

2. Inflamasyon

9. Blyume 3. Cogalabilir
baskilayici olumsuzlugu
sinyallere direnc - saglamak
KANSERIN

AYIRT EDICi
OZELLIKLERI

4. Anjiyogenezin
uyariimasi

8. Programlanmis
hiicre 6limine
gelisen direng

7. Enerji - 5. Proliferatif
metabolizmasinin __smy_a_l_lenn .
degisimi 6. Hiicresel surdurdimesi

immuniteden kacis

2.1. Kanserin ayirt edici dzellikleri gosterilmektedir. Kanser olusumu hiicrelerin bu 6zellikleri kazanmasi
sonucu meydana gelmektedir (Cristian Prieto-Garcia, 2022).



Kanser olusumu, saglikli hiicrelerin biiylime ve boliinme gibi aktivitelerini kontrol eden
mekanizmalarinin - bozulmasiyla kendi 6zgiin kimliklerini  kaybetmeleri sonucu
olusmaktadir. Bu siirecin, kanserli hiicrelerin farklilasma, hizli ¢ogalma, metastaz,
diizensiz metabolizma, apoptozdan ve immiin gbzetimden kagma v.b. gibi 6zelliklere
sahip olmasi nedeniyle olduk¢a dinamik oldugu bilinmektedir (Cao, 2017; Roda vd.,
2021) (Sekil 2.1.). Ancak bu siiregte tiimor hiicrelerinin etrafindaki stroma ile siirekli
etkilesim halinde olmas1 kritik bir 6neme sahiptir. Stromal hiicreler ve gomiilii oldugu
matriks, tiimor mikrogevresi (TMC) olarak adlandirilan heterojen bir yap1 olusturmaktadir

(Balkwill vd., 2012).

Kanser hiicreleri ile TMC arasindaki molekiiler ortam, hem hiicre-hiicre iletisimlerinden,
hem de hiicrelerden salgilanan faktorlerden (biiyiime faktorleri, sitokinler, kemokinler,
enzimler, inflamatuar yanitlar gibi.) olusmaktadir (Jin & Jin, 2020). Bu iki ana faktor
kanser fenotipini siirekli olarak degistirdigi i¢in, son yillardaki kanser ¢aligmalarinda ve

prognozundaki tiim adimlarda kritik bir 6neme sahiptir (Hanahan & Coussens, 2012).

2.1.1. Kanser Tedavisi

Kanser, kontrolsiiz bir sekilde ¢ogalan, dokular1 istila eden ve neoplazmalar olarak
adlandirilan tiimorlere yol acan, yapisal ve islevsel olarak degisiklige ugramis hiicrelerin
ortaya c¢ikmasi ile karakterize edilen genis bir hastalik grubu olarak tanimlanmaktadir
(Maude vd., 2014). Kanser tedavisinde ciddi ilerlemeler kaydedilmesine ragmen, 6lim
oranlar1 ve yiiksek insidansi sebebi ile hala diinya capinda goriilme orani en yiiksek
seviyededir (Virmani vd., 2023a). DSO, 2020'de on milyon &liimiin kanserden
kaynaklandigin1 ve yilda dort yiiz bin ¢ocuga kanser teshisi konuldugunu tahmin
etmektedir (Nirmala vd., 2023). 2040 yilina kadar 29.5 milyon yeni vakanin ve 16.4
milyon kansere bagli 6liimiin yasanacagi tahmin edilmektedir. Bu da diinya ¢apinda ciddi

bir saglik problemini olusturmaktadir (Nirmala vd., 2023).

Timor hiicrelerinin kontrolsiiz olarak stirekli boliinmesi ve biiylimesi, besin tiiketimine
ve hipoksiyi tetiklemekten sorumlu olan transkripsiyon faktorlerinin salinmasina neden
olmaktadir (Vito vd., 2020a). Kanser hiicrelerindeki ¢ogalmanin artisi, oksijenden yoksun
bir ortam yaratmaktadir. Tiimdrlerdeki diisiik oksijen seviyesine karsilik olarak; birgok
anjiyojenik, metabolik ve hiicre dongiisii geninin ekspresyonunu kontrol eden
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transkripsiyonel faktorler regiile olmaktadir (Krock vd., 2011). Malign hiicreler, ortaya
¢ikan hipoksik mikro ortamda biiyiimeye ve gelismeye devam edebilirken; bu durum
bagisiklik hiicreleri i¢in uygun olmayan kosullar yaratarak bagisiklik sisteminin

baskilanmasina neden olmaktadir (Chen vd., 2009).

Gliniimiizde kanser tedavisi, kanserin tiiriine ve evresine bagli olarak cerrahi rezeksiyon,
kemoterapi ve radyoterapi gibi birbirini takip eden tedavilerin kombinasyonundan
olusmaktadir. Bu tedavi segenekleri, erken evrelerde olumlu sonuglar vermekte, ileri veya
niiks goriilen evrelerde genellikle etkisiz kalmaktadir (Igarashi & Sasada, 2020). Ancak,
kemoterapi esas olarak tedavide kullanilsa da, immiinterapi, hormon tedavisi ve hedefe
yonelik tedaviler gibi ¢esitli alternatif tedavi segenekleri de mevcuttur (Virmani vd.,
2023Db).

Radyoterapi ile hiicrelerin kismen hedeflenmesi, kemoterapétik ilag direnci ve toksisite
gibi zorluklar tedavideki en Onemli sorunlardandir (de Oliveira vd., 2021). Kanser
tedavisindeki bir diger zorluk ise kanser ilerlemesi sirasinda, olusan tiimorlerin oldukga
heterojen bir yap1 haline gelmesidir (Prasetyanti & Medema, 2017). Bu heterojen yapi,
farkli molekiiler 6zellikte ve transkripsiyonel profillerinde farkliliklar olan karigik bir

hiicre popiilasyonundan olugsmaktadir.

Heterojenlik, TMC’de bulunan hiicrelerin ¢esitliligini tanimlamak igin siklikla
kullanilmaktadir (Lim & Ma, 2019). Tiimor heterojenliginin biiyiik oranda TMC'deki
yiksek mutasyon potansiyeli, hipoksik kosullar ve anormal damarlanma
(vaskiilarizasyon) gibi degisikliklerden kaynaklandigi bilinmektedir (Vito vd., 2020b).
Burada bulunan kanser hiicreleri, anti-proliferatif sinyallere yanit vermemeye, apoptozdan
kagmaya, kontrolsiiz ¢ogalmaya ve dokulara invazyona/metastaza sebep olmaktadir.
Onkoloji aragtirmalarinin tarihi boyunca tiimdr heterojenligi, kanserin basarili tedavisinin
oniinde biiyiik bir engel olusturmaktadir (EI-Sayes vd., 2021). Gii, kanser tedavisi icin ii¢
yiizden fazla kemoterapoétik ilacin kullanimina izin vermistir. Ancak kanserin heterojen
dogasi tiim bu kemoterapdtik ajanlarin etkinligini sinirlandirmaktadir (Gao vd., 2022). Bu
nedenle, kanserde etkili tedaviler tasarlamak i¢in bu karmasik ve dinamik olan heterojen

yapinin derinlemesine anlasilmasi bilyiikk 6nem tagimaktadir (Pucci vd., 2019).



Kemoterapinin kanser tedavisi i¢in onemi, Ozellikle lokal tedaviye adjuvan olarak
kullanilmasiyla artmaktadir. Ilerleyen evrelerde ve timér kitlesi metastaz yapmis ise
kemoterapi, kanser tiirline bagli olarak degisen semptomlar1 hafifletmekte ve hasta
sagkalimini uzatmaktadir (Nygren, 2001). Kanserli hiicrelerin biiylimesini ve yayilmasini
engellemede etkili olan ve hastalara daha kaliteli yasam saglamayi hedefleyen
kemoterapoétik ilaglar, genellikle cerrahi rezeksiyondan sonra radyasyon tedavisi ile
birlikte kullanilmaktadirlar (DeVita & Chu, 2008, Baskar vd., 2012).Yapilan bir¢ok
calisma, kanser tedavisinde tek bir kemoterapotik ilag yerine, birden fazla ilacin birlikte
kullanilmasinin ¢ok daha etkili oldugunu gostermektedir (DeVita & Chu, 2008).Tedavide
kullanilan ajanlar, tiimér hiicrelerinin ¢evrelerindeki degisikliklere uyumunu saglamakta
ve kanserin yayilmasini tetikleyen niikleik asitleri, hiicre proteinlerini, karsinojenik sinyal
yollarim1 6zgilin olarak hedefleyerek etkinliklerini gostermektedir (Kumar vd., 2023).
Ancak, kullanilan kemoterapdtik ilaca bagli olarak olusan yan etkiler, ilag direnci ve
kanser hiicrelerinin tedavilere duyarsizligi gibi c¢esitli zorluklarla karsilagilmaktadir
(Anand vd., 2023; Kumar vd., 2023). Kemoterapdtik ajanlarin yiiksek doz ihtiyact, zayif
emilim, diisiik secicilik indeksi, 6zgiin olmayan etkilesim gostermeleri ve hastalarin
rahatsizlig1 da kemoterapi tedavisindeki dnemli dezavantajlarindandir (Shakil vd., 2021).
Bu nedenle, kemoterapdtik ajanlarin terapdtik etkinligini artirmak i¢in yeni ve ileri tedavi

alternatiflerinin arastirilmas: gerekmektedir.

Kanserde radyasyon tedavisi ise klinikte en yaygin kullanilan tedavi yontemlerinden bir
digeridir. Tam olarak rezeke edilemeyen veya cerrahi rezeksiyondan sonra niiks meydana
gelen hastalar ¢ogunlukla radyasyon tedavisi ile tedavi edilmektedir (Burnette &
Weichselbaum, 2013; EBCTCG (Early Breast Cancer Trialists’ Collaborative Group),
2014; Durante & Loeffler, 2010). Radyasyon tedavisi, tiimor hiicrelerinin iyonlastirict
radyasyonla patlatilmas1 ve bunun sonucunda da tiimorlii hiicrelerin yiiksek enerjiyle
oldiiriilerek yok edilmesi prensibi {izerine kurulu bir tedavi se¢enegidir (Baskar vd.,
2012Db).

Iyonlastirici radyasyonun tiimér dokusu iizerine etkisi, cogunlukla DNA'ya zarar vererek
ve hiicre Olimiine sebep olarak gerceklesmektedir. Bu etki malign hiicre

popiilasyonlarinin azalmasina ve hiicrelerde fonksiyonel yetersizlige neden olmaktadir.



Radyasyonun neden oldugu iyonlagmalar, direkt ve indirekt etki olarak 2 sekilde
gerceklesmektedir. Direkt etki; hiicresel molekiiller iizerinde etki etmekte ve DNA
hasarma neden olmaktadir. Indirekt etki ise hiicrelerin su bileseninin iyonlasmasindan
veya uyarilmasindan tiiretilen serbest radikaller iireterek etki etmektedir (Baskar vd.,

2014) (Sekil 2.2.).

Radyasyon
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Sekil 2.2. Radyasyonun direkt ve dolayli olarak (indirekt) etki ettigi mekanizma gésterilmektedir (Riccardo
Ridolfi, 2018).

Direkt etki, tiim biyolojik etkenlerin 1/3’{inii olustururken geri kalan 2/3’liik kismi ise
indirekt etki ile olusmaktadir. Radyasyonun neden oldugu DNA hasarlar1 temel olarak tek
zincirli ve ¢ift zincirli DNA kiriklar1 seklindedir (Riccardo Ridolfi, 2018). Cift zincirli
DNA kiriklari, en 6liimciil DNA hasan tiirlerini temsil etmekte ve onarilmazsa hiicre

oliimiine yol acabilmektedir.

Radyasyon tedavisindeki en biiylik zorluk: sadece tiimorlii bolgenin temizlenmesini

hedeflemek, bu alan disinda kalan normal doku ve saglikli hiicrelerin etkilenmemesini



saglamaktir (Baskar vd., 2014). Ancak, yine de etkilenen saglikli hiicreler genellikle
kendilerini daha hizli onarabilirler ve normal islevini kanser hiicrelerine gore
koruyabilirler. Bu nedenle, genel olarak kanser hiicreleri, radyasyon tedavisinin neden
oldugu hasar1 onarmak konusunda, saglikli hiicreler kadar basarili degildir (Baskar vd.,
2012c).

Giiniimiizde 3D konformal radyoterapi (3DKRT), yogunluk ayarli radyasyon tedavisi
(IMRT), gorinti kilavuzlugunda radyoterapi (GKRT), stereotaksik viicut radyasyon
tedavisi (SVRT) ve pargacik radyasyonlari (elektron, proton ve nétron 1sinlart) gibi bir¢ok
teknik radyoterapi tedavisinde kullanilmaktadir (Baskar vd., 2012c). Bu tedavi
yontemlerinin yani sira son yillarda, kanser arastirmalarinda daha etkili ve daha az invaziv
kanser tedavilerine yonelik dikkate deger adimlar atilmaktadir. Nanotip, hedefe yonelik
terapi ile birlikte, tedavi edilecek hedef doku g¢evresinde yeni veya 6nceden denenmis
kemoterapétik ajanlarin biyolojik dagilimina yardimer olmaktadir. Gen terapisi ise
siRNA'larin iletimi, immiinoterapi ve antioksidan molekiiller gibi diger kanser hastalarina
yeni olanaklar sunmaktadir. Cerrahi rezeksiyonda ise termal ablasyon ve manyetik
hipertermi umut verici segenekler arasindadir. Son olarak, radyomik ve patolojik
yaklasimlar, prognozu iyilestirmek icin kanser hastalarindan alinan veri setlerinin

yonetimine yardimer olmaktadir (Sekil 2.3.).
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Sekil 2.3. Kisisellestirilmis tedaviyi elde etmek amacryla farkli disiplinleri birlestiren, yenilikgi stratejiler
temsil edilmektedir (Pucci vd., 2019b).

Su anda kanser tedavisiyle ilgili klinik aragtirmalar veri tabanindaki en sik girisler, hedefe
yonelik tedavi, immiinoterapi ve gen terapisi terimlerini igermekte ve bunlarin
aragtirtlmakta olan en popiiler yontemler oldugu vurgulanmaktadir. Bu ydntemlerin

kanser hastalari i¢in umut verici ve etkili oldugu gosterilmektedir (Sekil 2.4.).
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Sekil 2.4. www.clinicaltrials.gov adresinde kayitli olan klinik arastirmalar ve arastirmalarin toplam sayilari
gosterilmektedir (Pucci vd., 2019b).
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Kanser tedavisindeki onemli gelismeler, tedavi sirasinda hastanin saglik durumunu ve
yasam kalitelerini de dikkate alarak iyilesmesini saglamak tlizerine kuruludur. Gelisen bu
tedavilerin avantajlar1 ve dezavantajlari mevcut olsa da, ilerlemeler kaydedilmektedir
(Pucci vd., 2019b).

2.2. Beyin Tiimorleri

Beyin, viicudun en 6nemli organidir ve genel olarak yonetim noktasi olarak kabul
edilmektedir. Duygulari, hareketi, konusmayi, hafizayi, duyular, diisiinceleri, fiziksel
aktiviteleri, tadi ve yaraticiligi gibi bir¢ok hayati aktivitenin yonetildigi beyinde,
olusabilecek herhangi bir problem, viicudun rutin igleyigini bozmakta ve anormal bir
rutine neden olmaktadir. Bu nedenle beynin korunmasi olduk¢a 6nemlidir (Lather &

Singh, 2020a).

Beynin c¢esitli problemleri arasinda giiniimiizde en yaygin ve her yastan insani
etkileyebilen problem, beyin tiimoérleridir (Laws & Thapar, 1993, Lather & Singh, 2020b).
Beyin tiimorii olarak da bilinen intrakraniyel tiimorler, beyin igindeki farkli glial
hiicrelerden (birincil tiimorler) veya beyine metastaz yapmis sistemik tiimorlerden (ikincil
tiimorler) kaynaklanan gesitli kanser tiirlerini ifade etmektedir (Butowski, 2015a). Hiicre
tipine, beyin i¢indeki konumuna, biiylime ve ilerleme hizina bagli olarak beyin
timorlerinin yaklagik 130 farkli ¢esidi vardir (Lather & Singh, 2020c). Primer beyin
tiimorleri, cesitli molekiiler 6zelliklere sahip bir dizi histolojik tipi icermektedir ve
DSO’niin  Merkezi Sinir Sistemi (MSS) tiimérlerinin  simiflandirmasina  gore
siiflandirilmaktadir (Louis vd., 2007a).

Birincil beyin tiimoérleri, beyindeki dokulardan veya beynin yakin g¢evresinden ortaya
cikmaktadir. Genellikle hipofiz, epifiz bezi, beyin lenfomalari, nérogliar, meninksler,
koroid pleksus ve sinir liflerinden koken almaktadirlar (Shehu vd., 2021). ikincil veya
metastatik beyin tlimorlerinin ¢ogu ise viicudun baska bir yerinden kaynaklanan ve
dolasim yoluyla beyine giden tiiméorlerdir. Ozellikle akciger ya da meme kanserinden
kaynaklanmaktadir. Ancak melanom, kolon ve bobrek kanserinin de yetiskin hastalarda

beyine metastaz yaptig1 goriilmistiir (Pozzilli vd., 1992) (Sekil 2.5.).
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BEYIN TUMORLERI

Birincil (Primer) Beyin Tiimorleri
+ Beyin dokusundan ve gevresinden koken almaktadir.
+ Beynin ve omurganin diger bélgelerine yayihm géstermektedir.
+ Nadiren diger organlara yayiimaktadir.

kincil (Metastatik) Beyin Tiimérleri
+ Vicudun bagka bir béluminden kaynaklanmaktadir.
L— |+ Dolasim yoluyla beyine ilerlemektedir.
+ Koken aldigi yere gore isimlendiriimektedir.
+ Primer beyin timérinden daha sik goriiimektedir.

Sekil 2.5. Beyin tiimorlerinin birincil (primer) ve ikincil (metastatik) olarak
smiflandirilmasi gosterilmektedir (Lather & Singh, 2020c).

Ayrica, beyin tiimdrleri benign veya malign olmalarina gére de siniflandirilmaktadirlar.
Iyi huylu beyin tiimérleri, iyilesmenin miimkiin oldugu tiimérlerdir. Ancak bu durum
tiimdriin biiyiikliigline, kafa ici basing artisina, beyin 6demine baghdir ve 6zellikle pons,
medulla gibi kritik bir bolgede bulunmasi durumunda, koétii huylu beyin tiimorleri gibi
hayati tehlike yaratmaktadir (Hill vd., 2002; Pozzilli vd., 1992; Freeman vd., 1996). Sekil

2.6.°da 1y1 ve kotl huylu tiimorlerin karakteristik 6zellikleri gosterilmektedir.

BEYIN TUMORLERININ OZELLIKLERI

lyi Huylu (Benign) Beyin Tiimérleri

+ Hiicre proliferasyonu yavas seyir géstermektedir.
+ Di§er dokulara yayihm gdstermezler.

* Hastalarda en az yikici hasara sahiptir.

+ Cerrahi olarak tedavi edilebilmektedir.

Katii Huylu (Malign) Beyin Tiimaorleri

L, |+ Hiicre proliferasyonu hizli seyir géstermektedir.

« Tim beyine ve omurgaya yayilabilen tlimérlerdir.

+ Hastalarin yasam kalitesini bilyiik él¢tide etkilemektedir.
* Radyasyon ve kemoterapiyle tedavi edilebilmektedir.

+ Tedaviden sonra niks meydana gelebilme ihtimali vardir.

Sekil 2.6. Iyi huylu (benign) ve kétii huylu (malign) tiimorlerin karakteristik dzellikleri gosterilmektedir
(Lather & Singh, 2020d).
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Tim kanserlerin %2’sini olusturan beyin timdrlerinde olusan neoplazmalar, kanser
morbidite ve mortalitesinde biiyiik bir orana neden olmaktadir. Tiim yaslar ve tiim irklar
dahil olmak iizere biitiin malign beyin tiimorlerinde yaklasik 5 yillik hasta sagkalim orani
%33 olarak tamimlanmaktadir. Histolojik alt tipler arasinda en sik goriilen anaplastik
astrositom i¢in 5 yillik hasta sagkalim oran1 %30 ve glioblastoma i¢in ise bu oran %3
olarak ifade edilmektedir (Butowski, 2015b). Her yil yaklasik 11.000 kisiye beyin timorii
teshisi konulmaktadir. Bu tiimorlerin insidansi, 6zellikle yasl yetiskinler olmak tizere tiim
yas gruplarinda giderek artmaktadir (Butowski, 2015b; Laws & Thapar, 1993b; Lather &
Singh, 2020e) .

Beyin tiimorleri genellikle bas agrisi, bag donmesi, kusma, kisilik degisiklikleri veya
norolojik bozukluklari i¢eren klinik belirtilerden sonra teshis edilmektedir. Giiniimiizde
beyin tiimdrii oldugundan siiphelenilen hastalarin tiimorlerini teshis etmek icin gelismis
goriintiileme teknikleri mevcuttur. Bilgisayarli tomografi (BT) taramasi ve manyetik
rezonans goriintiileme (MRG) en sik kullanilan goriintiileme yontemidir. Ayrica manyetik
rezonans spektroskopisi (MRS) kullanilarak tiimoriin kimyasal profilinin incelenmesi ve
MRG'de saptanan lezyon tipinin belirlenmesi yapilabilmektedir (Lather & Singh, 2020e).
Ancak tiimor tipi ve malignite derecesinin kesin tanisi i¢in biyopsi veya cerrahi rezeksiyon

ile elde edilen tiimor dokusunun incelenmesi gerekmektedir (Stupp vd., 2014).

Hastaligin saptandigi evre prognoz ile iligkilidir ve bu nedenle, timoriin erken
saptanmasini saglayan belirteclerin bulunmasi olduk¢a 6nemlidir. Bir tiimdriin ilerleyisi,
bircok biyokimyasal ve molekiiler degisiklige yol acan karmasik bir siiregtir. Bu
degisikliklerin tespit edilmesi i¢in kullanilan biyobelirtegler, tiimoriin erken tespiti igin
biiyiik bir énem tagimaktadir. Ornegin, son birkag yilda, kotii huylu glioblastomalarin
cesitli tanisal ve prognostik biyobelirtegleri tanimlanmistir (Miiller Bark vd., 2020). Bu
belirtecler, taninin dogruluguna ve uygulanacak olan tedavinin etkinligine 6nemli 6lgiide
katkida bulunmustur. Ayrica, invazif tan1 yontemleri de beyin tiimorleri i¢in tan1 koyma
ve tedaviyi belirleme konusunda klinikte yeni yaklagimlar da degerlidir (Jelski &
Mroczko, 2021). Birincil beyin tiimoérleri i¢in olumlu prognostik faktorler arasinda,
hastalarin gen¢ yasta olmas1 ve diisiik patolojik dereceye sahip olmalar1 6nemli bir yer

almaktadir. Prognozun belirleyici unsurlar1 arasinda semptomlarin siiresi, tan1 sirasinda
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hastada biligsel degisikliklerin varligi, tiimoriin posterior fossa yerlesimi ve cerrahi

rezeksiyonun kapsami da yer almaktadir (Ostrom vd., 2014a).

En yaygin kotii huylu beyin tiimorleri, glial hiicrelerden koken alan glioblastomlardir ve
¢ogu beyin tiimoriiniin nedeni hala bilinmemektedir. Bugiine kadar yapilan arastirmalar
belirli nedenlere iliskin ¢ok az veri ortaya koymustur. Ancak genetik ve epidemiyoloji
alanlarindaki ilerlemeler, beyin tiimdrlerinin sadece olusma nedenini degil, ayn1 zamanda
olusan beyin tiimorlerinin tedavisi icin yeni yaklasimlarin kesfedilmesini de
saglamaktadir (Louis vd., 2007b; Wrensch vd., 2002). Ancak bu tip tiimorlerin agresifligi,
tiimoriin karmasik yapisi ve hastalarin hizli 6limii gibi bir¢ok faktoriin olmasi sebebiyle,
beyin tiimorlerinin nedenlerine yonelik arastirmalar sinirli kalmaktadir (Butowski, 2015c;

Louis vd., 2007c)

2.2.1. Gliomalar

Gliomalar malign beyin tiimorlerinin %81’ini olusturan ve ¢ogunlukla yetiskinlerde
goriilen intrakraniyal timorlerdir. Gliomalarin, neoplastik doniisiim iizerine glial
ozellikler gelistiren glial (progenitdr) hiicrelerden veya kok hiicrelerden kaynaklandigi
diistiniilmektedir (Perry & Wesseling, 2016).Y1llik insidans1 100.000 popiilasyonda 5.26
veya yilda 17.000 yeni tani ile en sik goriilen primer beyin tiimorleridir. Bu tiimorler tipik
olarak kotii bir prognoz ve hastalarinin yasam kalitesinin kotii ilerlemesi ile iligkilidir

(Omuro, 2013a).

Gliomalar olugstuklar1 yerin ¢evresindeki beyin dokusunu etkileyen infiltratif tlimorler
olarak tanimlanmaktadirlar (Mesfin & Al-Dhahir, 2024). MSS’de herhangi bir yerde
meydana gelen gliomalarin, 6zellikle beyinde ve glial dokuda olustugu gozlenmektedir
(Ostrom vd., 2014b). Bu tiimérler tipik olarak malign karakterde olmalarina ragmen bazi
gliomalar siirekli olarak kotii huylu 6zellik gostermezler (Louis vd., 2007d). Genel olarak
astrositomlar, oligodendrogliomalar ve her iki hiicrenin karigimi olan oligoastrositomalar
olarak histolojik Ozelliklerine gore smiflandirilmaktadir; her grup farkli biyolojik
malignite araliklarma sahip tiimor alt tipleri icermektedir. DSO’ye gore bu

derecelendirme, derece I-IV arasi olabilmektedir (Sekil 2.7.).
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Derece 1 kat1 ve infiltratif olmayan tiimorleri (pilositik astrositomlar), derece II-1V ise
diffiiz infiltrasyonlu gliomalar1 temsil etmektedir. Derece II, genellikle diisiik dereceli
gliomalar olarak adlandirilirken, daha agresif tiimorler yiliksek dereceli gliomalar (derece
III ve IV) olarak adlandirilmaktadir (Louis vd., 2007d). Derece 11l gliomalar ise, invazif
ve agresif olup, sagkalim oranlarinin az oldugu ve hizli ilerlemeye sahip olan timorlerdir.
“Glioblastoma” olarak da bilinen derece IV tiimdrler, yetiskinlerde goriilen yaygin ve en

oliimciil beyin tiimoridir (Stupp vd., 2005a; Wen & Kesari, 2008).

Histolojik Astrositom Oligoastrositom Oligodendrogliom

DSO Dereceleri

Derece |

Derece Il
(disiuk derece)

Oligoastrositom

- Derecelll

Sekil 2.7. Gliomalarn Diinya Saglik Orgiiti (1-IV) derecelerine gore histolojik smiflandirmasi
gosterilmektedir (Arcella vd., 2020°den revize edilmistir) (Yesilin farkli tonlar1 sadece gruplari ayirmak igin
kullanilmustir, herhangi bir anlam ifade etmemektedir.)

Glioblastoma, birincil veya ikincil kokenli olarak siniflandirilmaktadir. Glioblastomalarin
%901, cogunlukla birincil tiimdrler olup, yash hastalar1 etkileyen son derece agresif
tiimorler olup hizla gelismektedir. Ikincil glioblastomalarin goriilme orani ise %10’dur ve
daha diisiik dereceli (DSO’ye gore derece II veya derece III) gliomalardan, yani diffiiz
veya anaplastik astrositomlardan kaynaklanmakta ve genellikle gen¢ hastalarda ortaya
ctkmaktadir. Ikincil glioblastomalar, baslangic evresinde birincil gliomalarla benzer
klinik ve histolojik 6zelliklere sahip olmasina ragmen farkli genetik ve epigenetik profiller
ve molekiiler yolaklar da bu tiimérlerin tanimlanabilmesi i¢in s6z konusudur (Ohgaki &

Kleihues, 2013).
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Diger tiim tiimdrlere kiyasla ortalama sagkalim siiresi en az olan glioma tiimorlerinin,
kiigiik bir kisminin kalitsal genetik bozukluklardan, ¢ogunlukla ise iyonize radyasyona
maruz kalma nedeniyle meydana geldigi bilinmektedir (Ostrom, Gittleman, Stetson, vd.,
2018; Ostrom vd., 2015; Schwartzbaum vd., 2006). iyonize radyasyon maruziyeti, tamir
edilemez DNA hasarlarina sebep oldugundan her tiimorde oldugu gibi gliomalarda da
onemli bir etkendir. ilerleyen yaslarda, 6zellikle 45-65 yaslari arasinda goriilme
olasiliklar1 yiiksektir. Klinik agidan incelendiginde gliomali hastalarda genellikle bas
agrisi, kusma, beyin fonksiyonlarinda azalma, hafiza kaybi, karakter Ozelliklerinde
degisimler, denge kayiplari, idrar kagirma, géorme problemleri, konusma zorluklar1 ve
bayilma gibi semptomlar goriilmektedir. Bu semptomlar tiimor biiytikligii, bolgesi ve
derecesi gibi faktorlere bagh olarak degiskenlik gostermektedir (Rasmussen vd., 2017)
Bunlara ek olarak yas, cinsiyet ve genetik mutasyonlara bagl olarak da hastalarin
ortalama sagkalim siireleri degismektedir. Glioma tiimorleri arasinda en diigiik sagkalim

gosteren GBM’dur (Butler vd., 2020).

2.3. Glioblastoma Multiform (GBM)

GBM, DSO tarafindan derece IV astrositom olarak siniflandirilan, MSS tiimdérleri
arasinda en yaygin ve agresif primer malign beyin tiimoridiir (B. Huang vd., 2021). GBM
timoriinlin  teshis edilmesinden sonra hastalarda ortalama 12-15 aylik sagkalim
gozlenmektedir (Abadi vd., 2021). Yasam tarzindaki degisiklikler, erken tani yapilmasi
ve tedavi gibi Onleyici tedbirlerin alinmasi hastaligin ilerleyisini engellememekte ve
sonucu degistirmemektedir (Omuro, 2013b). GBM, %90 birincil GBM ve %10 ikincil
GBM olarak ikiye ayrilmaktadir. Birincil GBM’de, daha diisiik dereceli patoloji veya
semptomlar gdzlenmemekte ve tiimor hizl bir sekilde ortaya ¢ikmaktadir. Tkincil GBM
ise diigiik dereceli astrositomlarin degisimi ve doniisiimiinden kaynaklanmaktadir ve
genelde genc hastalarda goriilmektedir. GBM’in bu iki alt tiirii farkli genetik profiller
sunmasina ragmen spesifik hiicre belirteclerinin varligi ile tanimlanmakta olup morfolojik

ve klinik olarak ayirt edilemezler (Furnari vd., 2007).

Molekiiler biyobelirtecler, glioblastomalarin histolojik tiplendirilmesinde, tanisinda,
hayatta kalma ve tedaviye yanitin tahmin edilebilmesinde 6nemli bir rol oynamaktadirlar.

GBM i¢in en iyi bilinen biyobelirteg, MGMT (O6-metilguanin-DNA metiltransferaz)
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promotoriiniin  metilasyon durumudur. MGMT promotoriiniin  metilasyonu Yyoluyla,
susturulmasi olumlu bir prognostik siirecin gostergesi olup radyasyon terapisi ve alkilator
kemoterapisi olan Temozolomid (TMZ) ile tedavi edilen hastalarda artan ortalama
sagkalim ile iliskilendirilmektedir (Mansouri vd., 2019). MGMT ile metillenmis tiimorleri
olan hastalarin ortalama sagkalimi 12-15 ay ile sinirli kalirken, MGMT ile metillenmemis
tiimorleri olan hastalarin ortalama sagkaliminin ise 22-26 aya kadar uzadigi bilinmektedir

(Hegi vd., 2005).

Klinik agidan GBM ig¢in bir bagka biyobelirteg ise IDH (izositrat dehidrojenaz) mutasyonu
durumudur. IDH’in IDHI1, IDH2 ve IDH3 seklinde 3 izoformu vardir. IDH enzimleri,
krebs dongiisii, glutamin metabolizmasi, lipogenez ve redoks regiilasyonu gibi birgok ana
metabolik siirece katilan temel enzimler olarak tanimlanmaktadir (Koh vd., 2004). IDH1,
sitoplazmada ve peroksizomlarda bulunurken, IDH2 ve IDH3 mitokondriyal matrikste
bulunmaktadir (Leighton vd., 1969). IDH1 ve IDH2'nin katalitik bolgeleri, nikotinamid
adenin diniikleotid fosfat (NADP+) ve iki degerlikli metal katyonu (genellikle
magnezyum veya manganez 5) ile birlikte substrat olan izositrat igin afinite
sergilemektedir ve bu da a-ketoglutarat (a-KG) olusumuyla sonuglanmaktadir.
Izositrattan 0-KG'ye doniisiimii de katalize eden IDH3 ise kofaktor olarak nikotinamid

adenin diniikleotidi (NAD+) kullanmaktadir (Hurley vd., 1991) (Sekil 2.8.).
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Mitokondri

Sekil 2.8. IDH enzimlerinin hiicre i¢i konumlari, kofaktorleri ve IDH1, IDH2 ve IDH3 tarafindan katalize
edilen reaksiyonlar gosterilmektedir (Madala vd., 2018).
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IDH'deki mutasyonlar, insan malignitelerinde olduk¢a yaygin goriilmektedir. Gliomali
hastalarin yaslasik %10’unda, gliomagenez sirasinda erken bir genetik olay olan bu
enzimlerin herhangi birinde mutasyonun meydana geldigi bilinmektedir (Louis vd.,
2016). Gliomalarda, DSO tarafindan derece 1I ve derece III vakalarinin %80'inde IDH
mutasyonlar1 tanimlanmaktadir. DSO evre IV olarak ifade edilen GBM’de ise IDH
mutasyonlari, klinik vakalarin %73"linii olusturan ikincil GBM daha sik goriiliirken,

birincil GBM'de daha az (%3.7) goriilmektedir (Nobusawa vd., 2009).

GBM gibi malign gliomalarda, son zamanlarda onkoloji alaninda 6nemli basarilar
olmasina ragmen, diinya c¢apinda GBM hastalarinin tedavisinde biiyilk zorluklar
goriilmektedir (Kanu vd., 2009). Karmasik timor heterojenitesi, tiimor hiicrelerinin
kemoterapoétiklere karst gelistirdigi direng, kemoterapotiklerin KBB’yi ve Kan-Timor
Bariyer (KTB)'ni gegememesi gibi zorluklar GBM hastalarinin prognozunun kotii
seyretmesine sebep olmaktadir (Upadhaya vd., 2020). (Sekil 2.9.)

ANATOMIK KONUMU

Beyin, kafa derisi ve kafatasi tarafindan korunmasi
«  TUmdr kitlesinin anatomik konumu ve boyutu.
+ Benzersiz mikrogevre ortami (KBB ve KTB varligi)

GBM Tiimorii

TUMOR i¢i HETEROJENLIGI

+ Molekiiler diizey

+ Hiicresel diizey

+ Histolojik diizey

+ Klinik ve biyolojik diizey

OZELLIKLERi ve TUMOR MIKROGEVRESI

+ Proliferasyon hizi ve saglikli dokulara sizma kapasitesi.

+ Tumdr mikrogevresi ve peritiméral bélgedeki cesitli alt
popiilasyonlar arasindaki karsilikli konusma.

+ Yiksek radyo/kemo direnci.

O.

Sekil 2.9. GBM o6zellikleri ve terapétik zorluklari gosterilmektedir (Bastiancich vd., 2021a).

18



GBM’de giiniimiizde mevcut tedavi giivenli maksimum cerrahi rezeksiyon, radyoterapi
ve kemoterapiden olusmasina ragmen tedavide yiiksek oranda basarizlik ve zaman
igerisinde niiks meydana gelmektedir (Ortiz vd., 2019). Mikrogevrede yer alan ve
kendilerini yenileme yetenegine sahip olan kanser kok hiicrelerinin varligi, GBM
niikslerinin olusumuna katki saglamaktadir (Denysenko vd., 2010). Ancak teknolojik
gelismeler ve klinik arastirmalar dogrultusunda, hastalik biyolojisinin anlasilmasi
sayesinde, niikks meydana gelmesine ragmen, hastalarin sagkalimi ve yasam kalitesinin

yiiksek tutulmasi saglanabilmektedir (Koray Ozduman, 2019).

GBM’in ayirt edici 6zellikleri arasinda kontrolsiiz proliferasyon, nekroz ve anjiyogenez
egilimi, apoptoz direnci, yiiksek genomik instabilite ve kemorezistans yer almaktadir
(Furnari vd., 2007b). GBM hiicreleri, timor kitlesi olusurken, erken evrelerde primer
lezyonun g¢evresine diffiiz sekilde sizarak ¢evredeki normal parankim dokusu i¢ine dogru
goc edebilmektedirler. Bu sebeple GBM tiimorii ayn1 zamanda “ahtapot timorii” olarak
da isimlendirilmektedir (Yamahara vd., 2010). GBM hiicrelerinin migrasyon ve
invazyonunda énemli rol oynayan bir¢ok gen tanimlanmistir ve bunlarin varligi hastalarin
ortalama sagkalimu ile iligkilendirilmistir. Ayrica, hiicrelerin gogiiniin rastgele olmadigi,
kan damarlarinin bazal membranlar1 ya da subependim boyunca ndronlara bitisik olarak
meydana geldigi ve nadiren de kontralateral hemisfere ulagtigi gosterilmistir (Bastiancich

vd., 2016; Fisher & Buffler, 2005).

Gilinlimiizde GBM’in ne ile baglantis1 oldugunu arastiran bir¢ok ¢aligsma olmasina ragmen
tiimor heterojenitesi ve karmasikligi sebebiyle GBM’lerin neden olustuklar1 konusu ve
tedavideki etkili parametrelerin belirlenmesi hala sinirli kalmaktadir. Bir¢ok kanser tiirii
gibi sporadik oldugunu belirtilen GBM’in, genetik ve gevresel risk faktorlerinin yan1 sira
yas, irk ve cinsiyete gore goriilme sikligi degismektedir (Thakkar vd., 2014). Ancak
ozellikle hastalarin atopi ve alerji oykiisii, iyonize radyasyona maruziyeti GBM riskine

potansiyel katkida bulunmaktadir (Ostrom vd., 2014a).

2.4. GBM Tedavisi

GBM, MSS’nin birincil tiimdridiir ve kotii prognoza sahiptir. GBM ig¢in iyilestirici bir
tedavi secenegi heniiz mevcut degildir ve terapotik arastirmalara ragmen GBM teshisi
konan hastalarin sagkalim orani olduk¢a sinirli kalmaktadir (Ostrom vd., 2016). Bu
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terapotik aragtirmalar genellikle tek bir protein hedeflerini belirlemeye yonelik olarak
halen arastirilmaya ve gelistirilmeye devam etmektedir. Ancak cogu durumda, hedeflenen
bilesikler klinik oncesi ¢aligmalarda olumlu sonuglar gostermelerine ragmen, insanlar
iizerinde yapilan Faz III klinik deneylerinde basarisiz olmustur. Bu basarisiz ilag
calismalarinin; farmakokinetik 6zelliklerin zayif olmasi, direng yollarinin ortaya ¢ikmast,
karmasik tiimdr heterojenitesi ve klinik denemelerin yetersiz olmasindan kaynaklandigi
diisiiniilmektedir. Bu nedenle, ileri tiimor evrelerindeki basarisizligi onlemek igin
preklinik asamada potansiyel ilaclar1 belirlemek ve incelemek i¢in etkili bir yaklagima

ihtiya¢ duyulmaktadir (Shergalis vd., 2018a).

Hedefleri bilinen yaklasik 1600 Gii onayl ilaglarin cogu; Rodopsin benzeri G proteinine
bagli reseptorler (%33), iyon kanallar1 (%18), niikleer reseptorler (%16), kinazlar (%3) ve
digerleri (%30) olmak tizere dort sinifa ait ilaglardan olusmaktadir (Sekil 2.10.). Ancak
yine de Gil onayli ¢ogu ilacin hedefi ve etki mekanizmasi tam olarak hala

belirlenememistir (Santos vd., 2017).

# Rodopsin benzeri G proteinine bagl reseptorler
» iyon kanallan

» Kinazlar

# Nikleer reseptorler

« Digerleri

Sekil 2.10. Gida ve ilag Idaresi (Gii) tarafindan onayli protein ailelerini hedefleyen kiigiik molekiillii
ilaglarin yiizdeleri gosterilmektedir (Santos vd., 2017).
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Gelistirilmekte olan GBM  tedavisindeki  zorlugun c¢ogu, terapotik ilag
konsantrasyonlarinin hedef bolgeye ulagamamasidir. Bu nedenle ¢ok az ilag molekiilii
beyine erisimini kisitlayan KBB’yi gegebilmektedir. Ayrica, MSS’nin karmasik ve
dinamik bir mikrogevreye sahip olmasi GBM igin kullanilan mevcut kemoterapotiklerin
etkinligini azaltmaktadir (Bastiancich vd., 2021b). Tedavideki bu zorluklar nedeniyle
hedef proteinin se¢imi, gecirgenlik ve ilag farmakokinetigi GBM ilaglarinin

gelistirilmesinde oldukg¢a 6nemlidir (Shergalis vd., 2018b).

Uzun yillar boyunca GBM'nin standart tedavisi cerrahi rezeksiyonu takiben adjuvan
radyoterapiden olusmaktaydi. Ancak 2005 yilindan itibaren gliniimiizde yeni teshis
edilmis veya niiks meydana gelmis GBM hastalari i¢in standart tedavi, maksimum giivenli
cerrahi rezeksiyonun ardindan DNA hasarina neden olan kemoterapstik TMZ ve es
zamanli olarak baglanan radyoterapiden olusmaktadir (Sekil 2.11.). Bu kombine tedavinin
GBM hastalarinda ortalama sagkalimini, tek basma cerrahi rezeksiyona gore 3 kat
arttirdigr bilinmektedir (Cha vd., 2020). GBM agresivitesi sebebiyle, niiks etme

egilimindedir ve tamamen tedavisi olduk¢a zordur (Duwa vd., 2019; Sales vd., 2022).
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TESHiS REZEKSIYON b IYILESME
RADYOTERAPI

22,000 21 Ay

ABD'deki yillik vakalar
(En yayqin primer
malign beyin tumard)

Ortalama sagkalim

Sekil 2.11. GBM i¢in uygulanan standart tedavi gosterilmektedir (The Ahmed Lab @ Northwestern. “GBM
igin gilincel standart tedavi.” https://www.ahmed-lab.org/resistance, Son Erigim Tarihi: 21.05.2024).
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Gen terapisi, anjiyogenez inhibisyonu ve immiinoterapi igeren alternatif terapotik tedavi
secenekleri, GBM tedavisinde smirli diizeyde olsa da etkili olma potansiyeli
gostermektedir. Ilaglarin terapétik etkinligini arttirmak igin dozlarinin arttirilmasi, normal
hiicrelere yonelik toksisiteyi arttirarak olumlu etkiyi azaltmaktadir. Ayrica, GBM
hastalarinda yiiksek seviyedeki genetik heterojenlige karst koymak icin coklu ilag
kombinasyonlariin uygulanmasi artan yan etki riski nedeniyle sinirli kalmaktadir (Cha

vd., 2020).

2.4.1. Cerrahi Rezeksiyon

Malign glioma igin sitorediiktif cerrahi, lobektomilerden hemisferektomilere kadar
yiizlerce yildir uygulanmaktadir (Dandy, 1928). Cerrahinin amaci, olusan tiimor kitlesinin
etkisini hafifletmek, histolojik ya da molekiiler tani i¢cin doku elde etmek ve niiksii
geciktirmek i¢in total veya subtotal cerrahi rezeksiyonu gergeklestirmektir (R. M. Young
vd., 2015). Ayrica, cerrahi rezeksiyon, GBM hastalarinda kafa i¢i basinci azaltarak
terapotik bir rol oynamakta ve timor kitlesinin konumuna gore bazen bazi noérolojik
islevlerin iyilesmesini saglamaktadir (Wilson vd., 2014a). Ancak tiimor kitlesinin yaygin
infiltratif dogas1 ve kitlenin ¢ikarilmasi sirasinda hastanin konusma yeteneginde ya da
motor fonksiyonlarinda kalic1 olarak hasar olusabilecegi igin, maksimum cerrahi

rezeksiyon her zaman gergeklesememektedir (Duffau, 2016).

MRG kraniyotomi, kortikal haritalama, stereotaksik biyopsi ve floresans degerlendirmeler
gibi cerrahi goriintilleme tekniklerindeki gelismeler, tiimor kitlesinin smirlarinin
tanimlanmasini kolaylastirmakta ve maksimum giivenli cerrahi rezeksiyonu optimize
etmeye yardimci olmaktadir (Anton vd., 2012; Hoover vd., 2010; J. Perry vd., 2012a;
Wilson vd., 2014b). Yapilan ¢ok sayida g¢alisma ile GBM hastalarinda cerrahi
rezeksiyonun, progresyonu iyilestirdigini ve total rezeksiyon yapilan hastalarin ortalama
sagkalimini, subtotal rezeksiyon yapilanlara gore Onemli Olclide uzattigini ortaya

koymaktadir (Davis, 2016a; McGirt vd., 2009).

2.4.2. Kemoradyasyon Tedavisi
Giivenli cerrahi rezeksiyonun ardindan, hastalarin kraniyotomi yaralarinin iyilesmesi igin
yaklasik 4 hafta beklenmektedir (Davis, 2016b). Postoperatif donemden sonra malign

gliomal1 hastalarda standart adjuvan tedavi sekli radyoterapidir. Radyasyon tedavisinin
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etkinligi 1970'lerde ortaya koyulmus olup cerrahi rezeksiyon bosluguna ve boslugu
gevreleyen beyin dokusunun 2 cm'lik bir kenarina fokal olarak fraksiyone eksternal 1sin
radyasyonu uygulanmaktadir. Iyonlastirict radyasyon, c¢ogalan tiimdr hiicrelerin
DNA'sinda tek ve cift zincir kiriklarina neden oldugu ic¢in genellikle hastalara 6 hafta
boyunca 2 Gy, toplam 60 Gy radyasyon tedavisi verilmektedir (Leibel & Sheline, 1987;
Shapiro vd., 1989).

Yasli GBM hastalarinda hipofraksiyone radyoterapi (40 Gy/15 Fraksiyon), standart
radyasyon tedavisine (60 Gy/30 Fraksiyon) uygun bir alternatif olarak ortaya ¢ikmistir.
Benzer bir ortalama sagkalim saglasa da, hipofraksiyone radyasyon tedavisinin daha az
norotoksisite ve steroid uygulamasi ile iliskili oldugu belirtilmistir (OKADA vd., 2017).
Ancak 2005 yilinda yapilan 6nemli bir faz III ¢alismasinda, radyasyon tedavisine es
zamanlt olarak TMZ uygulanmasinin, tek basina RT uygulanmasina kiyasla hastalarin
ortalama sagkalim siiresini artirdigi bildirilmistir. Bu ¢alismada yeni teshis edilmis
glioblastomal1 toplam 573 hasta kaydedilmis ve 5 yillik genel sagkalim oran1 kombine
tedavi grubu icin %9.8’ken, tek bagma radyasyon tedavi grubu i¢in %1.9 oldugu
gosterilmistir (Stupp vd., 2005b). Bu sonuglar dogrultusunda, TMZ ve radyasyon
tedavisinin kombine tedavisi, yaygin olarak yeni teshis edilmis glioblastomali hastalar i¢in

giinlimiizde standart GBM tedavisi olarak kabul edilmektedir.

Giinlimiizde radyasyon ve TMZ'nin kombine tedavisi standart hale gelmesine ragmen,
cogu hastada niikks meydana gelmektedir. Niikslerin yaklasik %80’1 1s1ma alaninin
icerisinde ya da bu alanin kenarinda meydana gelmektedir. Son zamanlarda yapilan
caligmalar niiksii geciktirmeye odaklanmaktadir (van Solinge vd., 2022). Bu nedenle,
niiks sonucu kalan tiimor hiicrelerinin ya da mevcut tedaviye karsi olusan direnci kirmak
icin yeni tedavi stratejilerinin gelistirilmesi gerekmektedir. Radyasyon dozunun
yogunlugunu arttirmak ya da doz-yogun rejimler gibi yaklagimlarla TMZ kullaniminin
optimizasyonunu saglamak, direnci kirmaya yonelik yaklagimlardan birkagidir (J. Perry
vd., 2012b).

Bevacizumab, TMZ disinda GBM tedavisi i¢in daha 6nce denenmis bir kemoterapotik
ilactir. Hipoksinin glioblastoma biyolojisindeki potansiyel rolii géz oniine alindiginda,
anti-anjiyogenez tedavileri olduk¢a 6nemlidir. Ancak, Bevacizumab gibi ajanlarla uzun
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stireli tedavinin tiimor hipoksisini artirabilecegi ve daha infiltratif bir fenotip ile
sonuclanabilecegi diisiiniilmektedir ve daha koti sagkalim ile iliskilendirilmistir
(lwamoto vd., 2009). Bu nedenle, giiniimiizde GBM hastalarinin tedavisi i¢in TMZ

kullanilmaktadir.

2.5. Temozolomid (TMZ)

Ticari adi Temodar veya Temodal olan Temozolomid, 20 yili askin siiredir yiliksek
dereceli malign gliomalarin tedavisi i¢in onaylanan TMZ, oral alkilleyici bir
kemoterapétik ajandir (Agarwala & Kirkwood, 2000a). Hiicrelerde DNA hasarina neden
olmakta ve tiimor hiicresinin apoptozuna yol agan bir dizi olay1 tetiklemektedir (Day &
Waziri, 2012). TMZ’nin kimyasal yapisi ve farmakokinetik 6zellikleri nedeniyle mevcut
birgok alkilleyici ajana gore belirli avantajlara sahiptir (Stevens vd., 1984). 194 daltonluk
kiigiik molekiiler agirlig1 ve lipofilik karakterde olmasi nedeniyle KBB’yi gecerek 6nemli
konsantrasyonlarda etkili bir sekilde tiimor hiicrelerine ulasmaktadir. Ayni1 zamanda
diisiik yan etkilerinin olmasi sebebiyle birincil beyin tlimorlerinde oldukga etkilidir

(Agarwala & Kirkwood, 2000b).

Maksimum TMZ konsantrasyonlari, oral olarak alindiktan sonra 30 ile 90 dakika i¢inde
sistemik dolagimda etkisini gostermekte olup (Brada vd., 1999), beyin omurilik
sivisindaki (BOS) ilag seviyelerinin, sistemik dolasimda 6lgiilenlerin yaklagik %20'sini
olusturdugu rapor edilmistir (Ostermann vd., 2004). GBM tedavisinde kullanilan tek
kemoterap6tik olan TMZ, giiglii bir radyo hassaslastiricidir ve yeni teshis edilen GBM’li

hastalar i¢in kemoradyasyon tedavisinin 6nemli bir bilesenidir (Stupp vd., 2005c).

Onaylanmis klinikteki standart TMZ tedavisi, radyoterapi ile birlikte her 28 giinliik
dongiide 5 giin boyunca hastalarin viicut yiizeyinin metrekaresi basina giinliik 150 ile 200
mg’lik TMZ olacak sekildedir (Oronsky vd., 2021). Yedi haftaya kadar bu dozun 75
mg/m?/giin olmas1 giivenlidir (Stupp vd., 2005d). Hastalarin TMZ’ye bu diizeyde maruz
kalmalari, DNA onarim enzimi olan MGMT seviyesinde azalisa neden olmaktadir. Timor
dokusundaki diisik MGMT seviyesi, nitroziire bazli adjuvan kemoterapi alan GBM’li

hastalarin daha uzun sagkalimla iliskili oldugunu gostermistir (Esteller vd., 2000).
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2.5.1. TMZ Etki Mekanizmasi

TMZ gibi alkilleyici ajanlar, tekrarlayan yliksek dereceli gliomanin tedavisinde kullanilan
birincil basamak kemoterapotik ajanlardir ve ayrica ilerlemis malign melanom
hastalarinda ve diger kat1 neoplazilerin tedavisinde de kullanilmistir (Bei vd., 2010). TMZ
imidazotetrazinler olarak bilinen alkilleyici ajan sinifina aittir. Bu bilesikler bir imidazol
halkas1 igermekte ve yapisal/islevsel olarak triazen alt grubunun bir iiyesi olan DTIC'ye
(Dimetil Triazeno Imidazol Karboksamid) benzemektedir (Newlands vd., 1997a).
Midenin asidik pH’inda oldukga stabil olan TMZ, kanin ve dokularin hafif bazik pH’1 ile
temas halinde oldugunda, kendiliginden aktif metaboliti olan MTIC’e [5-(3-dimetil-1-
triazenil) imidazol-4-karboksamid] hidrolize edilmekte ve bu metabolit de hizla reaktif
metildiazonyum iyonunu olusturmak iizere pargalanmaktadir (Newlands vd., 1997b).
MTIC'in pargalanmasiyla olusan metildiazonyum iyonu oncelikle DNA molekiiliindeki
guanin niikleotitlerini metile etmekte ve bunun sonucunda da O6- ve N7- metilguanin
olugmaktadir (Sekil 2.12.).

TMZ ve DTIC'nin sitotoksik etkilerinden temel olarak O6- metilguanin olusumu
sorumludur. TMZ, DNA'y1 O-6, N-3 ve N-7 pozisyonlarinda metile ederek DNA zincir
kirikliklaria yol agmaktadir (Fan vd., 2013). Bu baglamda TMZ’nin birincil sitotoksik
hedefi cogunlukla O-6-metilguanindir. O-6-metilguanine eklenen metil gruplarini
uzaklastirma islevi ise DNA onarim proteini olan MGMT tarafindan gerceklesmektedir.
Bu metil grubunun g¢ikarilmasi ve hasarin onarilmasi, hiicreleri DNA'ya zarar veren
etkilerinden koruyarak tiimor hiicrelerinin TMZ'ye ve diger alkile edici kemoterapdtik
ajanlara kars1 direncini saglamaktadir (Kaina vd., 2007; Villalva vd., 2012). Aksine,
metillenmemis MGMT enzimi, MGMT'nin yiiksek, TMZ'nin ise diisiik aktivitesine neden
olmaktadir. Bu nedenle, metillenmis MGMT GBM hastalar1 i¢in olumlu bir prognostik
faktordiir (Pandith vd., 2018).
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2.12. Temozolomid’in aktif metaboliti olan MTIC’mn hiicre igerisine girisi ve etki mekanizmasi sonucu
timor hiicrelerin apoptoza yonlendirilmesi gosterilmektedir (Giotta Lucifero & Luzzi, 2021).

GBM tedavisindeki en biiyilk zorluklardan biri, hastalarin TMZ’ye karsi direng
gelistirmesidir. TMZ ve diger kemoterapdtik ilaglar, tiimoriin gelisimini engelleyen
etkilerini, DNA’ya zarar vererek ve programlanmis hiicre Oliimiine neden olarak
gostermektedirler. TMZ’ye direncli tiimor hiicrelerinde DNA onarim mekanizmalari
genellikle bozulmaktadir. Bu nedenle tiimor hiicreleri alternatif onarim yollariyla
TMZ’nin neden oldugu lezyonlart ortadan kaldirmaktadirlar (Lee, 2016). DNA onarim
aktivitesi sitotoksik kemoterapotik ilaglara karsi duyarliligi etkileyebilmektedir.
Arastirmalar, GBM'de TMZ direncinin ana nedeninin, MGMT'nin asir1 aktif hale gelmesi
ve TMZ kaynakli alkilasyonun farkli niikleotitlerden c¢ikarilmasi oldugunu
gostermektedir. Fakat son zamanlarda yapilan ¢alismalar, gliomalarda TMZ direncine
neden olan tek faktérin MGMT nin asir1 ekspresyonunun olmadigini, MGMT'den
bagimsiz olarak baska bircok yolun da TMZ direncine katkida bulundugunu ortaya
koymaktadir. DNA onarim yollarinin hiperaktivasyonu, ilag akisindaki artis, yiiksek anti-
apoptotik potansiyel ve glioma kok hiicrelerinin ortaya ¢ikisi, TMZ direncinde
MGMT nin agir1 ekspresyonunu tamamlamaktadir (Tomar vd., 2021). Bu nedenle, direnci
belirleyen heterojen hiicre gruplari ve dirence neden olan mekanizmalarin aydinlatilmasi

olduk¢a 6nemlidir.
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2.6. Hiicre Siklusu

Kanser, cevresel ve kalitsal etkenlere bagli olarak olusan metabolik ve kompleks bir olay
olarak kabul edilmektedir. Kanser hiicreleri, saglikli hiicrelere gore daha hizli ve
kontrolsiiz ¢ogalmaya yonelik metabolize olmaktadirlar (Lin vd., 2022). Bu nedenle hiicre
siklusu, genetik bilginin bir hiicre neslinden digerine kopyalanmasi ve aktarilmasiyla
sonuglanan oldukga diizenli bir siire¢ olarak tanimlanmaktadir (Israels & Israels, 2000a).
Kanser olusumunda ve ilerlemesinde 6nemli rol oynayan siklus, normal hiicrelerde;
kontrol noktalar1 proteinleri, onkogenler, timor baskilayici genler, siklin ve sikline
bagimli kinazlarin gérev almasi sebebiyle diizenli bir sekilde ger¢eklesmektedir. Kanser
hiicrelerinde ise siklusunun diizensizlesmesi, siklusun kontroliinde gorevli olan bu
proteinlerin kayb1 ve sinyal yollarindaki mutasyonlardan kaynaklanmaktadir (Elizabeth S
Wenzel, 2018).

Hiicre siklusu, hiicrelerin genetik materyalini ¢ogalttigi ve ardigik olarak bdliinmeler
gecirdigi mitotik bir periyottur. Ardisik olarak G1, S ve G2 fazlarindan olusan interfaz
evresi ile M (mitoz) fazindan olugmaktadir (Elizabeth S Wenzel, 2018) (Sekil 2.13.).

G2 Kontrol Noktasi

DNA duplikasyonu
(yaklasik 8 saat)

S

Hiicre biiyiimesi

(yaklagik 4 saat) e (ofeZ

G2

Metafaz

M (yaklasik 1-2 saat) Anafaz

G1

Hiicre bityiimesi
(yaklagik 10 saat)

G1 Kontrol Noktasi

G1+ S + G2 =interfaz
M = Mitoz

Sekil 2.13. Hiicre siklusu fazlar1 ve kontrol noktalari gosterilmektedir (Brain Kart, t.y.).
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Gl fazi, onceki bir bolinmenin sitokinezinin sonu ile S fazinin baslangici arasindaki
donemdir ve hiicrenin DNA replikasyonu i¢in hazirlik amaciyla biiylidiigii, ayn1 zamanda
bir boliinmenin gerceklesip ger¢eklesmeyecegine karar verildigi asamadir. Bu asamada
hiicre tekrar boliinecek ya da dinlenme evresi olan G0’a donecektir (Schafer, 1998). Bu
nedenle G1 fazi sirasinda hiicre, hiicre dig1 mitojenler ve biiylime faktorleri tarafindan
uyarilmaya maruz kalmakta ve bu uyarilara yanit olarak hiicre boliinmek iizere G1'den S
fazina gegmektedir (Israels & Israels, 2000b). S fazinda DNA replikasyonu meydana
gelmekte ve her kromozom kopyalanarak iki kardes kromatit halini almaktadir. G2, S
fazinin sonu ile mitozun baslangict arasindaki donemi ifade etmektedir. Bu donemde,
mitoz icin gerekli olan RNA ve proteinler gibi molekiiller sentezlemektedir (Baserga,
1962). M faz1 ise profaz, prometafaz, metafaz, anafaz ve telofaz olmak iizere bes asamaya
ayrilarak sitokinezle sona ermektedir. Hiicre siklusunun sorunsuz sonug¢lanmasi

durumunda genetik olarak 6zdes hiicreler meydana gelmektedir (Liang vd., 2023).

Siklusta fazlarin diizenli olarak gegisi, hiicrelerin hatasiz olugmasi i¢in Onemlidir.
Siklusun diizenlenmesinin temeli, bir sonraki faza gegmeden dnce her fazdaki olaylarin
tamamlanmasidir. Bu baglamda mutasyona ugramis veya hasar gormiis hiicrelerin
ilerlemesini/yayilmasini 6nlemek i¢in bulunan DNA'nin biitiinliiglinti izlemeye yonelik
kontrol noktalar1 yer almaktadir. Ayrica esas olarak aktif formundayken kompleks
olusturan siklin proteinleri ve siklin bagimli kinaz (CDK)’lar da bulunmaktadir. CDK’lar
aktive edildiginde ¢esitli hiicresel proteinlerin fosforillenmesi sonucu, siklus diizgiin bir

sekilde ilerlemektedir (Teixeira & Reed, 2013).

2.6.1. Siklin ve Siklin Bagimh Kinazlar (CDK’lar)

Siklus boyunca siklin proteinlerinin sistematik sentezi ve yok edilmesinin bir sonucu
olarak, CDK'lar hiicre siklusu iginde yalnizca belirli zamanlarda etkin halde
bulunmaktadir. Bu durum, hiicre siklusunun diizenlenmesinde anahtar bir faktérdiir. Her
bir siklin, farkli bir CDK ile kompleks olusturmaktadir ve her bir siklin seviyesi siklus
asamalari igerisinde bagimsiz olarak artig veya azalis gostermektedir (Israels & Israels,

2000c; Malumbres & Barbacid, 2009) (Sekil 2.14.).
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Konsantrasyon

G1 S G2 M

Sekil 2.14. Hiicre siklusunda yer alan siklinler ve siklus asamalar1 sirasindaki seviye degigimleri
gosterilmektedir (Manzoor Ahmad Mir & Burhan Ul Hag, 2023).

CDK’larin aktivitesi, siklinlerle olusturduklar1 yapi ve yan gruplarindaki degisiklik
gosteren serin/treonin protein kinaz gruplarina baghdir. Yaklasik 30-40 kDa agirliginda
olan bu heterodimerik kompleks yapi, siklusta dnemli bir enzim ailesini olugturmakta ve
farkli substratlarin fosforillenmesini saglayarak transkripsiyon ile birlikte hiicre
siklusunun diizenlenmesini saglamaktadir (Malumbres & Barbacid, 2005). Ayrica
CDK’larin, metabolizma ve programli hiicre 6liimii olarak bilinen apoptoz gibi bircok

onemli stirecte de yer aldig1 bilinmektedir (Lukasik vd., 2021).

Siklus G1 fazinda D siklinlerin (D1, D2 ve D3) ekspresyonunun artmasiyla baglamaktadir.
D siklinler, interfaz sirasinda diizenlemeye dahil olan CDK’lardan (CDK2, CDK4 ve
CDK®6) 6zellikle CDK4 ve CDKG6 ile kompleks olusturmaktadir (Malumbres & Barbacid,
2009). Siklin/CDK komplekslerinin olusumu CDK'larin fosforilasyonu ve aktivasyonuyla
sonuglanmakta ve hiicrelerin G1 faz1 boyunca ilerlemesini, G1/S fazina geg¢isini

desteklemektedir (X. Huang vd., 2012; Israels & Israels, 2000d).

Olusan CDK4/6 + siklin D kompleksinin siklustaki ilk hedefi RB proteinidir ve G1 fazi
sirasinda ortamda birikerek RB’yi fosforile etmektedir. RB proteini, G1 ilerlemesinin
diizenlenmesinde kritik bir etkiye sahiptir; genomik bir hasar durumunda hiicre siklusu

gecikebilir veya durdurulabilir (Gousias vd., 2022).
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Siklusta yer alan E2F'ler ise DNA ile kompleks olusturmakta ve fosforile edilmemis RB
ile bagli halde bulunarak transkripsiyonu inhibe etmektedir. CDK4/6 + siklin D kompleksi
tarafindan fosforile edilerek inaktif hale gelen RB, E2F transkripsiyon faktoriinden
ayrilarak siklin E’yi ve hiicrenin S fazina ge¢gmesinde gorevli olan hedef genlerin
transkripsiyonunu tetiklemektedir (Leal-Esteban & Fajas, 2020) (Sekil 2.15.). RB,
siklusun geri kalan fazlar1 boyunca hiperfosforile halde bulunmaktadir ve hiicrenin S, G2
ve M yoluyla yonlendirilmesine katki saglamaktadir. pRB fonksiyonlarinin kaybi, hiicre
siklusu diizensizligine neden olmaktadir. Dolayisiyla malign bir fenotipe yol agabilir.
Olusabilecek kromozomal mutasyonlar yoluyla gen inaktivasyonu, retinoblastoma timor

gelisiminin temel nedenlerinden biri olarak bilinmektedir (Giacinti &Giordano, 2006).

siklin D1 + CDK4/6
O ALY

siklin E + CDK2
=

Transkripsiyon

siklin A + CDK2 / \

Hiicre Siklusu Apoptotik
Genleri Genler

-+

GO

O,

siklin A + CDK2
siklin B + CDK1

Sekil 2.15. Hiicre siklusu ve E2F'nin aktivasyonu gosterilmektedir. G1 sirasinda Siklin D1 + CDK4/6 ve
Siklin E + CDK2, Retinoblastoma (RB) proteinlerini fosforile ederek E2F’nin ayrilmasina neden
olmaktadir. E2F hiicre siklusunun ilerlemesini, DNA onarim ve apoptozu kontrol eden genleri
indiiklemektedir (D’Mello & Chin, 2005).

Son zamanlarda yapilan c¢alismalar CDK4/6’nin segici farmakolojik inhibitorlerinin,
cesitli kanserlerin tedavisi i¢in biiylik umut vaat ettigini ortaya koymaktadir. Temel olarak
CDK4/6 inhibitor aktivitesinin mekanizmasi: RB fosforilasyonunun baskilanmasi, G1

hiicre siklusunun durdurulmasi ve tiimor hiicrelerinin proliferasyonunu inhibe etmektir

(Goel vd., 2018).
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2.7. CDK4/6 Inhibitorleri

Memeli hiicrelerinde hiicre siklusunun kontrolii, CDK’larin (CDK1, CDK2, CDK4 ve
CDK®6) ve bunlarin temel aktive edici koenzimleri olan siklinlerin (siklin A, siklin B,
siklin D ve siklin E) aktivitesi ile diizenlenmektedir(Kim & Zhao, 2005). Kanser
calismalarinda, siklin/CDK kompleksleri araciligiyla, hiicre siklusunun ilerlemesi ve
stirecin siklikla bozulmasi sebebiyle CDK inhibitorleri onemli bir hedef haline
gelmektedir (Tripathy vd., 2017a). Hiicre siklusunda yer alan siklin D + CDK4/6
kompleksi araciligiyla aktiflesen RB-E2F yolunun Onemini gosteren klinik oOncesi
calismalar, birinci nesil genis etkili CDK inhibitérlerinin gelistirilmesine yol agmustir
(Asghar vd., 2015). Bu tip inhibitorler arasinda klinik denemelere giren ilk inhibit6r
Flavopiridol’dur. Ancak yapilan klinik c¢alismalar zayif etkinligi, karmagsik
farmakokinetigi, hedef dis1 etkilerden dolayr ve doz simirlayici toksisite gostermesi
sebebiyle kullanimi kisitlanmistir (Dickson, 2014). Ayrica, Flavopiridol tek bir ajan
olarak az aktivite gosterirken; kemoterapi ile kombinasyon halinde orta derecede aktivite
gosterdigi de bilinmektedir (Fornier vd., 2007).

Yapilan c¢alismalar sonucunda ikinci nesil CDK inhibitorleri gelistirilmistir. Bu
inhibitorlerin, 6zellikle CDK1 ve CDK2’nin segici inhibisyonunu ve/veya etki giiciiniin
arttig1 ortaya konmustur. CDKI1, CDK2, CDKS5 ve CDKY9 inhibitorii olarak bilinen
Dinaciclib ise klinikte kapsamli olarak calisiimaktaydi ancak faz I ve faz I denemelerinde
hastalarin %74’iinde ciddi yan etkilere sebep olmasi nedeniyle sinirl etkinlik géstermistir

(Mita vd., 2014; Nemunaitis vd., 2013; Stephenson vd., 2014).

Son olarak ortaya ¢ikan ve kullanimi onaylanmis yeni nesil CDK inhibitorleri, oral
uygulama avantajinin yani sira, 6zellikle CDK4 ve CDK6'y1 hedef alarak ¢ok daha yiiksek
bir segicilik gostermektedir (Fry vd., 2004). Su ana kadar CDK4/6 i¢in ii¢ segici inhibitor
gelistirilmistir ve bunlar; Ribosiklib (LEEO11; Novartis tarafindan gelistirilmistir.),
Palbosiklib (Ibrance; Pfizer tarafindan gelistirilmistir.) ve Abemasiklib (LY-2835219; Eli
Lilly tarafindan gelistirilmistir.)’dir. Her ¢ inhibitor de klinik Oncesi ve klinik
denemelerden gegmis ve gelistirme asamasindadir. Ayrica, ER®™ HER2" ileri evre
metastatik meme kanseri tedavisinde kullanimi Gil tarafindan onaylanmistir (Corona &
Generali, 2018c) (Sekil 2.16.).
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2.16. Palbosiklib, Abemasiklib ve Ribosiklib’in; RB’nin fosforilasyonundan ve inhibisyonundan sorumlu
olan CDK4/6 + Siklin D1 kompleksini inhibe etmesi gosterilmektedir. RB fosforile oldugunda normal
hiicreler, hiicre dongiisiinde G1'den S fazina ilerlemekte ve DN A'sin1 kopyalayarak mitoza hazirlanmaktadir
(Corona & Generali, 2018d; Loibl & Furlanetto, 2022°den uyarlanmustir.).

Palbosiklib'in Letrozol veya Fulvestrant ile kombine edilmesi, HR™ ilerlemis meme
kanseri hastalarinda etkinlik gdstermis olup; bu kombinasyonun kullanimi ABD’de ve

Avrupa’da onay almistir (Kwapisz, 2017).

Abemasiklib, HR* ilerlemis meme kanseri hastalarinda tek bir ila¢ olarak ve endokrin
tedavileriyle kombinasyon seklinde etkinlik gostermistir. 2015 yilinda ise direngli horman
reseptdr pozitif (HR*) ilerlemis meme kanseri hastalar1 icin GII “¢igir acan tedavi”
tanimlamasi ile faz III gelisimine girmesine onay vermistir (Beeram vd., 2016; Dickler
vd., 2016).

Ribosiklib ise secici bir CDK4/6 inhibitoriidiir ve insan epidermal biiyiime faktori
reseptorii 2 negatif (HER2Y) ve HR™ i¢in Mart 2017'de Letrozol ile kombinasyon halinde
Gl tarafindan onayimi almistir (Tripathy vd., 2017b). Ayrica, farkli kanser tiirlerinde pre-

klinik ve klinik deneme ¢alismalar1 halen devam etmektedir.
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2.7.1. Ribosiklib

Ribosiklib (LEEO11), ana aktif metaboliti LEQ803 olan, oral olarak alinan ve Gil
tarafindan onaylanan, kii¢iik molekiilli se¢ici bir CDK4/6 inhibitoriidir (Rader vd.,
2013). Klinik oncesi tiimor modellerinde Ribosiklib, RB'nin tam fosforilasyonunu
indiiklemekte ve G1 tutuklanmasi yoluyla hiicre biiylimesini inhibe etmektedir. Siklin D1
translokasyonu gibi CDK4/6 aktivitesini artiran anormallikleri iceren kanserlerde aktif
olarak kullanilmaktadir. Ribosiklib’in, KRAS'm aktive edici mutasyonlart ve PTEN'in
inaktivasyonu gibi {ist kontrolde yer alan onkogenler tarafindan uyarilan pRB*
kanserlerde, anti-tiimor aktivite gosterdigi bilinmektedir. Ayrica, faz 11l MONALEESA-
2 calismasiyla da, aromataz inhibitoriiyle kombinasyon halinde HR*/HER2™ ilerlemis
meme kanseri hastalarinda birinci basamak tedavi icin etkinligi degerlendirilmistir

(Samant vd., 2018; Wong vd., 2018b).

Ribosiklib, Letrozol ve fosfatidilinositol 3-kinaz (PI3K) yolu inhibitorleriyle
kombinasyon halinde gesitli ¢alismalarda da degerlendirilmektedir. Bu ¢alismalarda ER*
meme kanseri hastalarinda anti-tiimor etkiye sahip oldugu gosterilmistir (Hortobagyi vd.,
2016). Ribosiklib i¢in onerilen baslangi¢ dozu ti¢ hafta boyunca giinde 600 mg olarak

belirlenmistir. Ancak ti¢ hafta sonunda bir hafta tedaviye ara verilmektedir.

2.8. Kanser Onkogenleri ve Tiimér Baskilayicilar

Onkogenler ve tiimor baskilayici genler, hiicre siklusunun 6zellikle de kontrol noktasinda
yer alan p53 ve pRB yolaklarmin diizenlenmesinde biiyiik bir rol oynamaktadir. Timor
baskilayici bir protein olan p53, G1 faz1 sirasinda yanlis eslesmeler ve tek zincirli DNA
gibi DNA hasarina yanit vererek, pRB'yi fosforile etmek i¢in gerekli CDK'larin
aktivasyonunu inhibe eden p21 proteininin transkripsiyonunu baslatmaktadir (Nataraj vd.,
1995). Ayrica, p53 proteini, onarilamaz hasar durumlarinda apoptozda da olduk¢a 6nemli
bir rol oynamaktadir (Clarke vd., 1994). p53 proteininde meydana gelen mutasyonlar,
kanser hastalarinda son derece yaygin olarak goriilmektedir ve p21 transkripsiyonunun
eksikligi nedeniyle Gl fazinin islevsiz hale gelmesine veya hiicre siklusunun
duraklamasina yol agmaktadir. G1 fazindaki p53’un bu durumu, p53-eksik transgenik
fareler tlizerinde yapilan bir ¢calismada, DNA hasariyla karsilagtiklarinda, G1 sirasindaki

hiicrelerin duraklamamasiyla gosterilmistir (Yao vd., 1996).
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PRB, bir baska tiimor baskilayicidir ve G1 fazinin kontrol noktasinda yer alan CDK'larin
(CDK2, CDK4 ve CDKG®6) hedefi olarak bilinmektedir (Malumbres & Barbacid, 2001;
Zetterberg vd., 1995). Hasarli pRB, E2F'ye baglanma eksikligi ile sonu¢lanmaktadir ve
bu da bu tiir proteinlerin diizenleme olmadan kontrolsiiz olarak kopyalanmasina ve
hiicrenin siklus boyunca bu sekilde ilerlemesine neden olmaktadir (Arroyo &

Raychaudhuri, 1992).

p53°ln yapisal bir homologu olarak tanimlanan ve yine timor baskilayici gen olarak
bilinen TAp73 ise nadiren mutasyona ugramaktadir (Flores vd., 2005). Meme, mesane ve
prostat gibi ¢esitli kanserlerde asir1 ekspre oldugu bilinen TAp73’iin, 6zellikle 16semi ve
lenfomalarda, ekspresyonu azalmakta ve bu da tiimor baskilayici bir rol oynadigini
gostermektedir (Coates, 2006; Jiang vd., 2013). Ayrica, 2006 yilinda yapilan bir
calismada, ilk kez kolorektal kanserde, TAp73 izoformlarinin yukar1 regiilasyonu ile ileri
tiimdr evresinde kotili prognoz arasinda bir iligski oldugu gosterilmis olup, sonuglarin klinik

prognostik degere sahip olabilecegi vurgulanmistir (Dominguez vd., 2006).

TAp73’in hiicredeki ana islevi, p53’°ten bagimsiz olarak tiimor hiicrelerini apoptoza
yonlendirmek, kismen hiicre siklusunun durdurulmasmi ve genomik kararlilifin

diizenlenmesini saglamaktir (Amelio vd., 2014; CATANI vd., 2002) (Sekil 2.17.).
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Sekil 2.17. TAp73’tin E2F aracili, p53’ten bagimsiz apoptoz yolagi gosterilmektedir (Ozono vd., 2013).

Yukarida bahsedilen yolakta, p53’iin bu yolak iizerindeki etkinliginin p21°i
indiikleyerek farkli bir agidan siklin/CDK inhibisyonunu saglayabilecegi
gosterilmektedir. Bu bilgiler dogrultusunda bu tez ¢alismamda, U87MG hiicre hattinda;
“p53 ve TAp73 aktive olarak hiicreleri apoptoza yonlendirir.” fikrinden yola ¢ikarak
kurgulanmistir. Bu dogrultuda p53’iin aktive olmasi, p21°in etkinligini sorgulatacak ve
p21’in siklin/CDK inhibisyonunu saglayabilecegi fikrini de destekleyecektir. Bu yolak
tam olarak, hiicre siklusunun durmasini saglayacak ya da hiicrelerde DNA hasar1
olusturarak, apoptozu tetikleyecektir. Edindigimiz bilgilerden yola ¢ikarak
“Ribosiklib’in, TMZ ve radyoterapi ile kombinasyonu, U§7MG hiicrelerinde, hiicre
siklusunu G1 fazinda durdurur ve hiicreleri apoptoza yonlendirir.” hipotezini
kurguladigimiz bu ¢alismada: bu kombine etkinin hiicre sagkalimi, hiicre siklusu ve
apoptotik acidan ise CDK4/6 inhibisyonunun alt yolaklari nasil etkilediginin
degerlendirilmesi amaglanmaktadir. Hipotezimiz dogrultusunda kapsamli olarak in vitro
deneylerle kurguladigimiz bu proje, literatiirde yer alan ¢alismalarin ¢ok daha kapsamli
bir devami niteligindedir. Elde edilecek her veri GBM tedavisinde tiimoriin patolojik
seyrini yavaglatabilmek ve hasta sagkalim siiresini uzatabilmek i¢in atilmis 6nemli

adimlar olacag diisiincesindeyiz.
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3. GEREC ve YONTEM

Klinikte, GBM hastalarinda tedavi segenegi olarak tani konulduktan hemen sonra,
radyoterapi ve TMZ tedavisi birlikte uygulanmaktadir. Ancak kisa bir zaman sonra
hastalar TMZ’ye kars1 direng gésterme egiliminde olduklarindan, klinikte tedavi siireci
giderek zorlagmaktadir. Bu sebeple calismamiz, klinigin ¢ikmaza girdigi bu noktada,
TMZ ve radyoterapi tedavisine ek olarak; Ribosiklib uygulanmasiyla apoptotik yolaklarin
degerlendirilmesi ve hiicre siklusunun durmasina yonelik bilgilerin aydinlatilmasini

icermektedir.

Tez calismasinda yer alan tiim is paketleri in vitro deneylerden olusmaktadir ve bu
deneyler, Akdeniz Universitesi Tip Fakiiltesi, Histoloji ve Embriyoloji Ana Bilim Dal,
Akdeni Universitesi Verem Calismalar1 Uygulama ve Arastirma Merkezi Laboratuvari ve
Akdeniz Universitesi Tip Fakiiltesi Radyasyon Onkolojisi Ana Bilim Dalinda
gerceklestirilmistir.

3.1. Deney Gruplarimin Olusturulmasi
Calismanin deney kisminda TMZ’ye direng gelistirmemis, duyarli GBM hiicre hatt1 olan
U87MG kullamlmis olup; bu hiicre hatti Dr. Tugba BAGCI ONDER’den (Kog

Universitesi Tip Fakiiltesi, Beyin Kanser Terapi ve Arastirma Merkezi) temin edilmistir.

TMZ duyarli U§7MG, insan glioblastoma hiicre hattidir ve 1966 yilinda 44 yasinda bir
kadin hastanin beyin epitelyal karsinoma dokusundan kiiltiire edilerek iiretilmistir
(Pokorna vd., 2021). Bu sebeple bu hiicre hatt1 tedavi 6ncesi hastalari taklit etmek iizere

secilmistir ve deney gruplarimiz bunun tizerine kurgulanmistir.

Deney gruplarimiz: U87MG hiicrelerine herhangi bir ajanin uygulanmadigi kontrol
gurubundan, TMZ ve Ribosiklib’in bireysel ve kombine olarak uygulandig: ilag
gruplarindan ve TMZ ve Ribosiklib’in ¢oziiciisii olan DMSO grubundan olugmaktadir.
Klinigi taklit etmek amaciyla deney gruplarimiza radyoterapi uygulamasinin yapildigi

gruplar da eklenmistir. Tiim deney gruplar Sekil 3.1°de belirtildigi gibi olusturulmustur.
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Sekil 3.1. Calismada planlanan deney gruplar1 gosterilmektedir. Deney gruplari arasinda Ribosiklib ve
TMZ’nin ¢o6ziiclisii olan DMSO grubu da yer almaktadir. DMSO grubunun eklenmesi ile Ribosiklib ve
TMZ’nin hiicreler iizerindeki etkinliginin ¢oziliciiden kaynakli olma durumunu ortadan kaldirilmak
amaglanmistir.

3.2. Hiicre Kiiltiirii Calismalar:

3.2.1. UB7MG Hiicrelerinin Deneye Hazirlanmasi

Calismanin hiicre kiiltlirii deneyleri kapsaminda U87MG hiicreleri %10’luk FBS (fotal
sigir serumu) (Gibco, #10270-106), %21 penisilin/streptomisin (Thermo Fisher,
#15140122) ve %2 glutamin ile desteklenmis DMEM (Dulbecco’nun modifiye edilmis
Eagle medyumu) (Thermo; #11965092) hiicre medyumunda, 37 °C sicaklikta ve %5 CO;
kosullarindaki steril etiivde inkiibe edilerek cogaltildi. Hiicreler %70 konfluensiye
ulagtiktan sonra kiiltlir tabaklarindaki medyumlar1 uzaklastirildi ve petriye yapisan
hiicrelerin petriden ayrilmasini saglamak i¢in hiicre yogunluguna goére yaklasik 2-4 ml
tripsin-EDTA (etilendiamin tetra asetik asit) karisimindan (%0.25 tripsin, %0.03 EDTA
(1X)) (Gibco, #25200-056) eklenerek hiicreler inkiibatérde 3-5 dakika tripsin-EDTA
soliisyonunda bekletildi. Ardindan hiicreler mikroskopla kontrol edilerek, tiim hiicrelerin
kalktiklar1 kontrol edildi. Takiben tripsinizasyon aktivasyonunu durdurmak igin petri
kabina eklenen tripsin-EDTA’nin, 2 kat1 kadar (4-8 ml) olacak sekilde %10’luk FBS
iceren DMEM medyumu eklendi. Petri kabindaki hiicreler ve medyum toplanarak falkona
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alindi. Falkon, 1500 rpm’de 5 dakika santrifiij edildi ve hiicrelerin falkonun dibine
cokmesi saglandi. Santrifiij sonrast iistte kalan siipernatan kismi atild ve dipte kalan hiicre

pelleti pasajlama, dondurma ve hiicre bolme gibi islemler igin kullanildi.

3.2.2. Hiicrelerin Pasajlanmasi

U87MG hiicrelerinin pasajlanma oranlar1 hiicre yogunluguna gore 1:2 veya 1:3 olarak
belirlendi. Kiiltiir tabaklarinin yogunluguna gore tripsinizasyon islemi sonrasi santrifiij
edilen hiicrelerin tistteki siipernatan kisminin atilmasinin ardindan falkon igerisine 10 ml
%10’luk FBS iceren DMEM besiyeri eklendi. Pipetaj yapilarak hiicrelerin medyum
igerisinde homojenize bir sekilde dagilmasi saglandi. Takiben bu siispansiyondan 1 ml
aliarak yeni petri kabina aktarildi. Uzerine petri kabinin tabanmni kaplayacak sekilde
yaklagik 7-9 ml besiyeri eklendi ve giiniin tarihi/pasaj no yazilarak inkiibatore kaldirildu.
Hiicreler, proliferasyon hizlarina bagli olarak belirli araliklarla mikroskopta kontrol edildi
ve hiicrelerin proliferasyon hizlarina bagli olarak 3-4 giinde bir pasajlama islemine devam
edildi. Yapilan her pasajlama islemi sonrasi canli/6lii hiicreler ve hiicrelerin morfolojileri

kontrol edildi.

3.2.3. Hiicrelerin Dondurulmasi

U87MG hiicrelerinde yaganabilecek olasi bir kontaminasyon sorunu i¢in ve deneylerin
devamliligmin saglanmasi i¢in kriyo tiipler igerisinde -80 °C’de saklandi. Bu islem igin
oncesinde %95 DMEM ve %5 DMSO i¢eren dondurma medyumu hazirlandi. Hazirlanan
medyum folyo ile sarilarak DMSO igermesinden dolayr karanlikta ¢aligildi. Kiiltiir
tabaklarinda yogun bulunan ve pasajlanmayacak ya da stoklanmak iizere kaldirilacak
hiicreler, tripsinasyon islemi sonrasi falkon i¢ine toplanarak 1500 rpm’da 5 dakika
santrifiij edildi. Boylece, siipernatant kisminin ayrigmasi saglandi. Siipernatant kisminin
atilmasii takiben falkon icerisine dondurma medyumu eklenerek, iyice pipetaj yapilip
hiicrelerin homojen dagilmasi saglandi. Elde edilen homojenize siispansiyondan 1-1.5 ml
alinarak kriyo tiiplere aktarildi. Ilgili bilgilerinin (tarih/pasaj no/dondurma medyumu
icerigi vs.) yazildig1 kriyo tiiplerdeki hiicreler 2-3 giin -20 °C’de, daha sonra uzun siireli
saklayabilmek i¢in -80 °C’ye kaldirildi. Dondurma islemi bittikten sonra kalan dondurma

medyumu, +4 °C’de daha sonra hiicre dondurma islemleri i¢in muhafaza edildi.
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3.3. US7MG Hiicrelerinin Canhlik Analizleri I¢in Béliinmesi

U87MG hiicreleri tripsinizasyon islemi sonrasi santrifiij edilerek, 10 ml %10’luk FBS
iceren DMEM eklendi ve falkon tiiplinde toplandi. Takiben pipetaj yapilarak, iyice karisan
hiicre toplulugundan 100 pl alinarak ependorf tiipiin igerisine konuldu. Ependorfun
icerisine 1:1 oraninda (100 pl) tripan mavisi eklenerek, pipetajla homojen bir karisim
olmasi saglandi. Hiicre karigimindan bir miktar lam {izerine alinarak hiicreler, hiicre sayim
cihazinda (Thermo; #Countess 1l Automated Cell Counter) sayildi. Cihazin hesapladigi
canli hiicre sayisina gore 24., 48., 72. ve 96. saatler i¢in ii¢ ayr1 set seklinde 96 kuyucuklu
kiiltiir tabaklarina her kuyucukta 5.000 hiicre olacak sekilde hesaplama yapilarak ekildi.
Hiicrelerin kiiltiir tabaklarina tutunmalar1 igin 24 saat beklendi ve hiicreler %70
konfluensiye ulastiktan sonra hiicre canlilig1 deneyine baslandi. Bu dogrultuda TMZ ve
Ribosiklib’in, US87MG hiicrelerinin proliferasyonu iizerine etkisini belirlemek amaciyla

etkin dozlarinin belirlenmesi i¢in doz taramasi yapildi.

3.4. Temozolomid (TMZ) ve Ribosiklib’in Etkin Dozlarinin Belirlenmesi

3.4.1. TMZ’nin Etkin Dozunun Belirlenmesi

Literatiirde U87MG hiicre hatt1 icin TMZ 1000 uM’dan baslayarak azalan dozlar seklinde
uygulanmaktadir. Calismada, TMZ’nin en yiiksek dozu olan 800 uM’dan baglanarak her
defasinda '2 kez seyreltme oraninda seri diliisyonlar halinde hazirlanip, 9 farkh
konsantrasyonda doz (800, 400, 200, 100, 50, 25, 12.5, 6.25 ve 3.125 uM) kullanild1 (Sekil
3.2.). Hiicrelere belirlenen dozlarda TMZ uygulanmasi i¢cin TMZ (Sigma; #T2577) veri
sayfasinda yer alan protokol dogrultusunda 10 mM’lik ana stok seklinde DMSO igerisinde
¢ozdiiriildii ve dozlar bu ana stoktan %1 FBS igeren DMEM besiyerinde hazirlandi. TMZ
dozlarinin %1 FBS iceren DMEM besiyerinde hazirlanmasinin sebebi; besiyeri igerisinde
bulunan serum proteinlerinin TMZ ilact ile etkilesiminin en aza indirgenmesinin
saglanmasidir. Dozlarin hazirlanmasini takiben U887MG hiicrelerinde TMZ’nin etkin
dozunun belirlenmesi i¢in 96 kuyucuklu kiiltiir tabaklara her kuyucukta 5.000 hiicre
olacak sekilde hiicreler ekildi ve 24 saatlik inkiibasyondan sonra kuyucuklardaki besiyeri
cekilerek farkli konsantrasyonlarda TMZ uygulandi. TMZ uygulamasinin ardindan
baslangigtaki hiicre sayisin1 belirlemek igin baslangi¢ zamani (TO: baslangi¢ zamani)

okumasi yapildi. Bunun i¢in TO olarak belirlenen kuyucugun besiyeri ¢ekilerek, ¢alismada
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kullanilan MTT (Roche; #11465007001) protokoliine gore her bir kuyucuga 10 pl MTT
uygulandi ve inkiibe edildi. Dort saat sonra MTT protokoliine gore hiicrelere 100 pl MTT
soliibilizasyon tamponu eklenerek, hiicrelerin gece boyu inkiibe olmasi ic¢in kiiltiir

tabaklari etiive kaldirildi.

Inkiibasyon siiresi sonunda 96 kuyucuklu kiiltiir tabagmin kapagi agilmadan ELISA
okuyucusunda 580 nm’de okuma yapilip, deney sonlandirildi. Bu okumanin ardindan
kiltlir tabaklar 48, 72 ve 96 saatlik periyotlarda inkiibe edildi ve MTT protokolii tim
periyotlarda aynmi sekilde uygulandi. Her bir inkiibasyon sonunda deney 24. saatteki
okumasinda oldugu gibi sonlandirilarak TMZ’nin, U§7MG hiicrelerinin sagkalimi iizerine
etkisi belirlendi. Her biri kendi i¢inde 8 tekrarli olmak iizere birbirinden bagimsiz ti¢ farkli
deney sonucu istatistiksel olarak degerlendirilip, TMZ uygulanmamis olan kontrol grubu
hiicreleri ile diger deney gruplar1 karsilagtirilarak yorumlandi. Bu deney basamagi
sonucunda TMZ’nin U87MG hiicreleri {izerindeki etkin dozunun belirlenmesi i¢in doz

taramasi yapilarak elde edilen veriler dogrultusunda ICso degeri belirlendi.

= TO K ¢ 800 400 200 100 S0 25 125 625 3.125pM
=
N TO: Baslangig zamani
B 4 K: Kontrol hiicreleri
& C)() ) G: Goziicii (DMSO) grubu

Sekil 3.2. US7MG hiicrelerinde yapilan doz taramasi igin farkli konsantrasyonlarda hazirlanan TMZ
dozlarinin uygulanmasi gosterilmektedir.
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3.4.2. Ribosiklib’in Etkin Dozunun Belirlenmesi

Literatiirde U87MG hiicre hatt1 i¢in Ribosiklib uygulamasinin yapildigr herhangi bir
calisma yer almadig i¢in farkli kanser tiirlerinde uygulanan Ribosiklib dozlar1 referans
alinarak doz taramasi yapildi. Doz taramasi i¢in ¢alismamizda, 256 uM’dan baslayarak
azalan dozlar seklinde 9 farkli (256,128, 64, 32, 16, 8, 4, 2 ve 1 uM) doz belirlendi (Sekil
3.3.). Hiicrelere belirlenen dozlarda Ribosiklib, (MedChem Express; #1211441-98-3) veri
sayfasinda yer alan protokol dogrultusunda 10 mM’lik ana stok seklinde DMSO igerisinde
¢Ozdiirtildii ve dozlar bu ana stoktan %1 FBS igeren DMEM besiyerinde hazirlandi.
Takiben 96-kuyucuklu kiiltiir tabaklarina her kuyucukta 5.000 hiicre olacak sekilde hiicre
ekildi ve 24 saatlik inkiibasyondan sonra kuyucuklardaki besiyeri cekilerek, farkli
dozlarda Ribosiklib uygulandi. Baslangictaki hiicre sayisini belirlemek i¢in TO okumasi
alindi. TO okumasi ve 4 set halinde kurulan 24, 48, 72, 96 saatlik periyotlarda inkiibe
edilen U87MG hiicrelerinin 580 nm’de okumast MTT protokoliine gére TMZ ile ayni
sekilde yapildi.

Deney sonuglarinin istatistiksel olarak degerlendirilmesi, kendi igerisinde 8 tekrarls,
birbirinden bagimsiz ii¢ ayr1 deney sonucunun ve Ribosiklib uygulamasi yapilmamis
kontrol hiicreleri ile kiyaslanarak gerceklestirildi. Bu deney basamagi sonucunda
Ribosiklib’in U87MG hiicreleri iizerindeki etkin dozunun belirlenmesi i¢in doz taramasi

yapilarak elde edilen veriler dogrultusunda ICso degeri belirlendi.

g T

T0 K C 256 128 o4 32 16 8 4 2 1M

say

TO: Basglangi¢ zamani
A K: Kontrol hiicreleri
L A G: Géziicii (DMSO) grubu

Sekil 3.3. U87MG hiicrelerinde yapilan doz taramasi i¢in farkli konsantrasyonlarda hazirlanan Ribosiklib
dozlarinin uygulanmasi gosterilmektedir (RBS: Ribosiklib).
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3.5. US7MG Hiicrelerine Kemoterapi ve Radyoterapi Uygulanmasi

Klinigi birebir taklit etmek amaciyla kurgulanan bu is paketinde, TMZ ve TMZ tedavisine
ek olarak uygulanan Ribosiklib, radyoterapi uygulamasindan 1 saat 6nce bireysel ve es
zamanli olarak hiicrelere uygulandi. Takiben hiicreler, literatiirdeki bilgiler dogrultusunda
belirlenen dozda (giinliik 2 Gy) ardisik 5 giin boyunca 1sinlanarak toplam doz 10 Gy 1s1ma
yapildi. Bu is paketi Akdeniz Universitesi Tip Fakiiltesi, Dahili Tip Bilimleri Boliimii,
Radyasyon Onkolojisi Ana Bilim Dal1 6gretim iiyesi Prof. Dr. Aylin Fidan KORCUM
SAHIN gdzetiminde ve asistanlarmin yardimlariyla gerceklestirildi. Kiiltiir tabaklarin

1sinlanmasinda daha 6nce uygulanmis ve dogrulanmis bir teknik kullanild1 (Zhuang vd.,

2016).

Kiiltiir tabaklarima isinlama yapilmayan deney grubunda ise U87MG hiicrelerinde
“kemoterapi” etkisi degerlendirildi. TMZ tedavisine ek olarak Ribosiklib, hem bireysel
hem de TMZ ile kombine olarak uygulandi. Tablo 3.1°de gosterilen deney gruplari
1sinlama yapilmayacak gruplar olup; bir dnceki is paketinde TMZ ve Ribosiklib i¢in doz
taramasi sonucundan elde edilen veriler ile belirlenen ICso degerleri dogrultusunda
uygulamalar yapildi. US7MG hiicrelerine uygulanacak olan TMZ ve Ribosiklib dozlari,
belirlenen 1Cso degerleri, ICso degerinin yarisi ve iki kat1 dozlar olacak sekilde planlandi
(Tablo 3.2.). Planlanan bu dozlar 1sinlama yapilacak olan hiicreler i¢in de ayn1 sekilde

dizayn edildi.

Tablo 3.1. Kemoterapi uygulanacak deney gruplar1 gosterilmektedir.

Kontrol ve Deney Gruplari

U87MG Kontrol grubu olup, herhangi bir ila¢ uygulamasi yapilmamistir.
U87MG+DMSO Coziicli grubu olup, herhangi bir ila¢ uygulamasi yapilmamuistir.
U87MG+TMZ Hiicrelere belirlenen dozlarda bireysel olarak TMZ uygulanmustir.
U87MG+Ribosiklib Hiicrelere belirlenen dozlarda bireysel olarak Ribosiklib uygulanmustir.
U87MG+TMZ+Ribosiklib | Hiicrelere TMZ ve Ribosiklib’in kombine olarak uygulanmustir.
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Tablo 3.2. Kemoterapi ve radyoterapi asamasinda TMZ ile Ribosiklib igin belirlenen ilag dozlari
gosterilmektedir.

TMZ icin belirlenen dozlar Ribosiklib icin belirlenen dozlar
60 uM (Belirlenen ICsg degerinin yarisi) 5 uM (Belirlenen ICso degerinin yarisi)
120 uM (Belirenen I1Cso degeri) 10 uM (Belirenen ICsp degeri)
240 uM (Belirlenen ICsp degerinin 2 kati 20 uM (Belirlenen ICsq degerinin 2 katr)

[k olarak, hiicreler 96 kuyucuklu steril kiiltiir tabaklarma her kuyucukta 5.000 hiicre
olacak sekilde ekildi ve 24 saatlik inkiibasyondan sonra kuyucuklardaki besiyeri ¢ekilerek
farkli konsantrasyonlarda %1 FBS igeren DMEM besiyeri ile hazirlanan TMZ ve
Ribosiklib uygulandi. Hiicrelerin ardisik 5 giin boyunca (24, 48, 72, 96 ve 120. saat olarak
etiketlenen ve bu periyotlar1 temsil eden kiiltiir tabaklari) kemoterapi etkisi
degerlendirilecegi i¢in toplam 5 adet 96-kuyucuklu kiiltiir tabagina hiicre ekildi. Bu
hiicrelere etkin degeri belirlenen Ribosiklib ve TMZ dozlar1 uygulandi. Hiicreler, 37 °C
sicaklikta ve %5 CO2 kosullarindaki steril halde bulunan etiivde 24, 48, 72, 96 ve 120.
saat periyotlar1 boyunca inkiibe edildi. Inkiibasyon siiresi sonunda, TMZ tedavisine ek
Ribosiklib uygulanmasinin U87MG hiicreleri iizerine etkisinin canlilik agisindan
yorumlanmasi i¢in MTT Kkiti ile analiz edildi. MTT kit protokoliine gére bir onceki is
paketinde oldugu gibi her bir kuyucuga 10 uL MTT uygulandi ve inkiibasyona kaldirildu.
Dort saat sonra MTT uygulanan hiicrelere 100 pL soliibilizasyon tamponu eklenerek
hiicreler gece boyu inkiibe edildi. Inkiibasyon siiresi sonunda kiiltiir tabaklar1 ELISA
okuyucusunda 580 nm’de okundu ve deney sonlandirildi. Her biri kendi iginde 8 tekrarli
olmak iizere birbirinden bagimsiz 3 farkli deney sonucu istatistiksel olarak degerlendirildi

ve kontrol grubu ile karsilagtirilarak yorumlandi.

Tablo 3.3.de gosterilen deney gruplari 1sinlama yapilan gruplar olup; hiicre kiiltiirii i¢in

kullanilan 96 kuyucuklu steril kiiltiir tabaklarinda bu islem yapildi. Bu islem Lineer
akselerator tabanli bir cihaz olan Synergy (ELEKTA) ile 6 MeV 1sm1 kullanilarak
gerceklestirildi. Uretilen 6 MeV foton enerjisi, suda maksimum derinlik dozuna 16 mm’de

ulagsmaktadir ve TPR20.10=0.680'e sahiptir. 96-kuyucuklu steril tabaklarin igimlamasi
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hiicre kiiltiirlerinde yeterli doza ulagmak amactyla posteriyor tek alandan minimum 16

mm su esdegerligi malzeme (14.29 mm pleksiglas) ile alttan desteklenerek yapildi.

Tablo 3.3. Radyoterapi uygulanacak deney gruplari gosterilmektedir.

Kontrol ve Deney Gruplari

US7MG+Radyoterapi Kontrol g}ubu olup, herhangi bir ilaq uygulamasinin
yapilmadig1 sadece 1sinlamanin yapildig: gruptur.

Coziicii grubu olup, herhangi bir ilag uygulamasinin

U87MG+DMSO+Radyoterapi yapilmadigi, sadece ¢oziicii ve 1sinlamanm yapildig
gruptur.
U87MG+TMZ+Radyoterapi Hiicrelere belirlenen dozlarda TMZ uygulanan ve 1 saat

sonra 1ginlamanin yapildigt gruptur.

U87MG+Ribosiklib+Radyoterapi Hiicrelere belirlenen dozlardav Ribosiklib uygulanan ve 1
saat sonra 1ginlamanin yapildigi gruptur.

US7MG+TMZ+Ribosiklib+Radyoterapi Hiicrelere ) TMZ ve Ribosiklib’in kombine olarak
uygulandig1 ve 1 saat sonra 1ginlamanin yapildig1 gruptur.

Kiltiir tabaklar1 yan sagilmalar1 engellemek amaciyla ayn1 malzeme ile yanlardan

destekleyecek olan “pleksiglas™ malzemeden bir kutu igerisinde 1sinland1 (Sekil 3.4).

Sekil 3.4. U87MG hiicrelerinin oldugu steril kiiltiir tabaklarmin “pleksiglas” icerisinde radyoterapi
uygulanmasi gosterilmektedir.
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Bir onceki is paketinde, TMZ ve Ribosiklib i¢in doz taramast sonucunda elde edilen ICso

degerleri ile radyoterapi basamagina devam edildi (Tablo 3.2.).

Belirlenen dozlar radyoterapi uygulamasindan 1 saat once bireysel ve es zamanli olarak
hiicrelere uygulandi. Bu asamadan 6nce hiicreler 96 kuyucuklu steril kiiltlir tabaklarina
her kuyucukta 5.000 hiicre olacak sekilde ekildi ve 24 saatlik inkiibasyondan sonra
kuyucuklardaki besiyeri ¢ekilerek farkli konsantrasyonlarda %1 FBS igeren DMEM
besiyeri ile hazirlanan TMZ ve Ribosiklib dozlar1 uygulandi. Hiicrelere ardisik 5 giin
boyunca (24, 48, 72, 96 ve 120. saat olarak etiketlenen ve bu periyotlar1 temsil eden kiiltiir
tabaklar1) 1s1ma yapilacagi igin toplam 5 adet 96-kuyucuklu kiiltiir tabagina hiicre ekildi
ve dozlar tiim kiiltiir tabaklarina ayn1 giin arka arkaya uygulandi. TMZ ve Ribosiklib
uygulamasindan 1 saat sonra, tiim kiiltiir tabaklar1 Akdeniz Universitesi Tip Fakiiltesi
Radyasyon Onkolojisi Ana Bilim Dalinda 2 Gy dozda 1sinladi. Isinlama islemi bittikten
sonra hiicreler 37 °C sicaklikta ve %5 CO2 kosullarindaki steril halde bulunan etiivde 24,
48, 72, 96 ve 120. saat periyotlar1 boyunca inkiibe edildi. Isinlama islemi 5 giin boyunca
giinde 2 Gy olmak tizere toplam 10 Gy seklinde ger¢eklesti. Her bir kiiltiir tabagi, giinliik
1sinlamasinin ardindan inkiibasyon siiresi sonunda, TMZ ve Ribosiklib uygulanmasina ek
radyoterapinin hiicreler lizerine etkisinin canlilik agisindan yorumlanmasi i¢in MTT kiti
ile degerlendirildi. MTT kit protokoliine gore tiim basamaklar uygulandi ve inkiibasyon
stiresi sonunda kiiltiir tabaklart ELISA okuyucusunda 580 nm’de okundu ve deney
sonlandirildi. Her biri kendi i¢inde 8 tekrarli olmak tizere birbirinden bagimsiz 3 farkl
deney sonucu istatistiksel olarak degerlendirilerek kontrol grubu ile karsilastirilarak,

yorumland.

3.6. US7MG Hiicrelerinde Koloni Olusturma Potansiyelinin Degerlendirilmesi

Bu is paketinde Ribosiklib ve TMZ’nin hem bireysel hem de kombine uygulamasindan
sonra, U87MG hiicrelerinde hareket potansiyellerini degerlendirebilmek amactyla
klonojenik test yapildi. Elde edilen sonuglar dogrultusunda hiicrelerin koloni olusturma
stireleri ve proliferasyon hizlar1 karsilastirildi.

Altt kuyucuklu kiiltlir tabaklarina kuyucuk basina 1500 hiicre olacak sekilde US7MG
hiicrelerinin ekimi yapildi. Kontrol ve deney gruplari: Kontrol, DMSO, Ribosiklib, TMZ
ve Ribosiklib+TMZ olarak planlandi. Birka¢ giin boyunca hiicrelerin yapismasi ve
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morfolojilerini diizeltmeleri icin takip edildi ve Ribosiklib ve TMZ i¢in belirlenen etkin
dozlar (ICso degeri) bireysel ve kombine olacak sekilde uygulandi, etkin olduklar1 saat
boyunca (24 saat) etiivde inkiibe edildi. 24 saat inkiibasyon sonunda uygulanan dozlar
kuyucuklardan uzaklastirildi ve yerine %1 FBS’li DMEM eklendi. 13-14 giin boyunca 2-
3 glinde 1 medyum tazelendi ve hiicreler kontrol edilerek koloni olusturmalar takip edildi.
Kontrol grubu yeterli hiicre sayisina ulaginca (%70 konfluensiye ulagsma durumu) deney
sonlandirildi. 0.2 gr kristal violet (Sigma; #C0775) 40 ml Metanol (Merk;
#1060092500)’de ¢oziilerek ana boya stogu hazirlandi. Hazirlanan boyadan 5 ml alinarak
45 ml distile suda diliie edildi ve karanlik ortamda muhafaza edildi. Tiim kuyucuklardaki
medyum uzaklastirildi ve kristal violet ile kuyucuklarin iizeri tamamen kapanacak sekilde
inkiibe edildi. Hiicrelerin boyanmasini takiben, boya cekilerek kurumasi beklendi.
Kuruma igleminden sonra fotograflari gekildi, kristal violet ile mavi-mor boyanmis
koloniler ImagelJ programi ile isaretlendi ve elde edilen degerler kontrol grubuyla

kiyaslanarak GraphPad Prism ile istatistiksel olarak analiz edildi.

3.7. Western Blot Yontemi

Calismamizda, TMZ ve Ribosiklib’in belirlenen etkin dozlarinin bireysel ve kombine
uygulanmasi sonrasi, U87MG hiicreleri lizerine etkisini hiicre siklusu ve TAp73 aracili
apoptotik yolak agisindan degerlendirmek igin western blot analizi gergeklestirildi.
Planlanan deney gruplarindan lizat elde edebilmek icin US7MG hiicreleri steril petri
kaplarina ekildi. 24 saat boyunca Ribosiklib ve TMZ ile inkiibe edilen US87MG
hiicrelerinde planlanan sekilde kontrol ve deney gruplart olmak iizere toplam bes grup

olusturuldu.

3.7.1. U87MG Hiicrelerinden Lizat Eldesi ve Protein Miktarinin Tayini

Hiicrelerden lizat eldesi igin streril petri kaplarina 8x10° hiicre olacak sekilde US7MG
hiicreleri ekildi ve hiicrelerin tutunmasi i¢in 37 °C sicaklikta, %5 CO2 kosullarindaki steril
etiivde bir gece inkiibe edildi. Inkiibasyon sonunda hiicrelere TMZ ve Ribosiklib’in
belirlenen etkin dozlar1 (ICso degerleri) bireysel ve kombine uygulandi. Belirlenen etkin
dozlar 24. saatte en anlamli sonug verdigi i¢in ila¢ uygulamasi sonrasi 24 saat beklendi.
24 saatin sonunda kontrol grubunda bulunan %1 FBS’li DMEM besiyeri ve diger

gruplarda bulunan ilag dozlar1 petri kabindan uzaklastirilip, hiicreler soguk steril PBS ile
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2 kez yikandi. Takiben tripsinizasyon islemi yapild1 ve hiicrelerin kalkmas1 saglanarak,
grup isimlerinin belirtildigi falkonlara toplandi. Falkonlar 2.000 rpm’de 5 dakika santrifiij
edilerek tiistte ayrisan siipernant kismi, hiicre peletinden uzaklastirildi. Hiicrelerdeki
proteinler arasindaki zayif etkilesimleri bozmak ve protein ekstraksiyonu i¢in, falkonda
bulunan peletin yaklasik 2 kati1 olacak sekilde liziz tamponu eklendi ve 10 dakikada bir, 3
kez 30-40 saniye vorteks yapildi. Bu asamada falkonlar buz igerisinde gémiilii halde
tutuldu. Vorteks isleminden sonra falkonlar 13.500 rpm’de, 10 dakika, 4 °C’de santrifiij
edildi ve siipernatant kismi lizat olarak, grup bilgilerinin ve tarihin yazili oldugu ilgili

ependorflara toplandi. Lizatlar, -80 °C’de muhafaza edildi.

Elde edilen lizatlardan protein miktarlarini tayin edebilmek igin BCA (Bikinkoninik asit)
(Thermo Fisher; #23225) yontemi kullanildi. Bu yontemde 96 kuyucuklu kiiltiir tabag:
kullanild1 ve standart protein olarak BSA hazirlandi. BSA hazirligi; 1 mg/ml BSA (S0)
seklinde hazirlandi ve hazirlanan S0’dan distile su (dH20) ile seyreltilerek S1-S7 standart
proteinler elde edildi. Daha sonra -80 °C’de bulunan lizatlar 1:50 oraninda lizis/PIK
tamponu ile diliiye edilerek gruplar ayri ayr1 vortekslendi. “Blank (Ko6r)” kuyucugu i¢in
lizis/PIK tamponu kullanildi. 96 kuyucuklu kiiltiir tabaginda her biri, 2 tekrarli olacak
sekilde ve hazirlanan protein standartlar1 ve dilitye edilen lizat 6rnekleri 25 pl olarak
eklendi. BCA kiti igerisinde bulunan Reagent A (10 ml) ve Reagent B (100 pl)
soliisyonlarindan karanlik ortamda hazirlandi. Takiben standartlarin ve 6rneklerin iizerine
hazirlanan bu soliisyon karigtmindan, 200 pl eklenerek 96 kuyucuklu kiiltiir tabagi
aliiminyum folyoya sarild1 ve 30 dakika 60 °C’deki etiivde inkiibe edildi.

Inkiibasyon bitince drneklerin dl¢iimii icin spektrofotometrede 580 nm dalga boyunda
okumasi alindi. Spektrofotometreden elde edilen sonuglar dogrultusunda orneklerin
degerleri, standart protein degerleri ile oranlanarak her bir 6rnekte 30 pg protein olacak
sekilde western blot icin kullanilacak orneklerin miktarlart hesaplandi. Hesaplamalar
sonucunda ¢ikan protein degerlerine gore, Laemli (Sigma; #S-3401) ve dH.O ile drnekler
hazirlandi. Son olarak tiim 6rneklerin protein yapilarinin agilabilmesi i¢in, 95 °C’de kuru

1siticida 5 dakika boyunca 1sitilarak denatiire edildi.
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3.7.2 Western Blot Yontemi ile Protein Diizeyinin Belirlenmesi

Hazirlanan 6rneklere ek olarak, bu asamada kullanilacak soliisyonlar 6nceden hazirland1

(Tablo 3.4.).

Tablo 3.4. Western blot yontemi i¢in kullanilan soliisyonlar.

%030 Akrilamid-Bisakrilamid

15.4 gr Akrilamid-Bisakrilamid (Biorad; #161- 01-25)
40 ml dH20

4X Tris-HCI/SDS (pH: 6.8)

3.025 gr Tris (Biorad; #1.08387.2500)
20 ml dH20
HCl ile pH 6.8’¢ ayarland:.

dH.0 ile toplam hacim 50 ml’ye tamamland.
0.2 gr SDS (Biorad; #161-0301)

4X Tris-HCI/SDS (pH: 8,8)

9.75 gr Tris (Merck; #1.08387.2500)

20 ml dH20

HCl ile pH 8.8’¢ ayarlandi.

dH.0 ile toplam hacim 50 ml’ye tamamlandi.
0.2 gr SDS (Biorad; #161-0301)

APS (Amonyum Persiilfat)
(%10)

0.1 gr APS (Amresco; #7727- 54)
1 ml dH,0

5X Yiiriitme Tamponu
(Elektroforez Soliisyonu)

9 gr Tris (Bio-Rad; #161-0719),
43.2 gr Glisin (Bio-Rad; #161-0718)
3 gr SDS (Sigma Aldrich; #L.4390)
600 ml dH»0

16 gr NaCl,
0.8 gr KHzPO4

10X PBS . 2.856 gr Na;HPO,
e 2000 ml dH20
. 100 ml 10X PBS
IXPBS « 1000 ml dH,0
X PES.T « 1000 ml 1X PBS

1000 pl Tween 20 (Merck; #8.22184.0500)

TEMED (N, N, N’, N’-
Tetrametiletilendiamin)

10 pl TEMED (Ayirict jel igin) (Sigma Aldrich; #T-7024)
5 ul TEMED (Toplayici jel igin)

Transfer Soliisyonu

(Blotlama soliisyonu)

14.3 gr Glisin (Bio-Rad; #161-0718)

3 gr Tris (Bio-Rad; #161-0719)

700 ml dH»0

200 ml Metanol (Merck; #1.06009.2511)

dH.0 ile toplam hacim 1000 m1’ye tamamlandl.

Bloklama Soliisyonu

2 gr siit tozu (Bio-Rad; #170-6404)
40 ml PBS-T
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Soliisyonlar hazirlandiktan sonra sodyum dodesil silfat poliakrilamid jel elektroforezi
(SDS-PAGE) yontemi ile p21, p53, siklin D, pRB, aktif kaspaz-3 ve TAp73 antikorlarinin
protein diizeyleri kilo dalton (kDa) agirliklar1 dikkate alinarak, %10°luk poliakrilamid jel
hazirlandi.

Tablao 3.5. %10’luk poliakrilamid jelde kullamlan ayirici ve toplayici jellerin soliisyonlar
gosterilmektedir.

Ayiricl %10’luk poliakrilamid jel icin kullanilan | Toplayict poliakrilamid jel icin kullamlan
soliisyonlar: soliisyonlar:

* %30 Akrilamid-bisakrilamid: 5 ml

* 4X Tris-HCI/SDS (pH: 8.8): 3.75 ml

* dH-0: 6.25 ml

* %10 Amonyum Persiilfat (APS): 50 pl
* TEMED: 10 pl

* %30 Akrilamid-bisakrilamid: 650 pl
* 4X Tris-HCI/SDS (pH: 6.8): 1250 pl
* dH,0: 3.050 pl

Hazirlanan ayirict poliakrilamid jelin donmasini takiben {izerine toplayici jel dokiildi ve
taraklar takilarak bir siire (yaklasik 35-40 dK) toplayici jelin de donmasi beklendi. Donan
jelden taraklar cikarildi ve ilk olarak proteinlerin yerlerini tayin etmede kullanilacak
belirte¢ olan “protein ladder”dan 4ul (Thermo Fisher, #26619), takiben de her kuyucuga
20 ul 6rnek yiiklendi. Ornekler oda sicaklifinda elektroforez soliisyonu igerisinde 100
voltta 100-120 dakika yiiriitiildi. Yiritme isleminden sonra jel ve 5 dakika metanolde
bekletilen polivinilidin florid (PVDF) membran sandvi¢ yontemiyle hazirlanarak
kasetlere yerlestirildi. Transfer soliisyonu ile gece boyu 4 °C’de 20 voltta proteinlerin
jelden membrana transfer olmasi saglandi. PVDF membrana proteinlerin aktarilmasi
gergeklestikten sonra membran, PBS-T ile yarim saat boyunca 10 dakikada bir (toplamda
3 kez) yikandi. Yikama igleminden sonra 6zgiin olmayan baglanmalarin engellenmesi i¢in
membran 1 saat oda 1sisinda PBS-T ile hazirlanmis %5’lik siit tozu ile bloklandi.
Bloklama iglemi esnasinda, iiretici firmanin onerisi dogrultusunda bloklama soliisyonunda
(PBS-T) uygun diliisyon oraninda ¢dziilmiis olan primer antikorlar %3’liik siit tozu ile
hazirland1 (Tablo 3.6.) ve ilgili kDa araligindaki kesilen membranlarin iizerine eklendi ve
gece boyu 4 °C’de inkiibe edildi. Inkiibasyon sonunda membranlar 10 dakikada bir 30
dakika boyunca PBS-T ile yikandi. Yikama sonunda membranlar, primer antikorlara

uygun diliisyonda ve bloklama soliisyonu ile hazirlanmis olan uygun sekonder antikorla
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oda sicakliginda 1 saat inkiibe edilmek iizere c¢alkalayici iizerine alindi (Tablo 3.6.).
Inkiibasyon sonunda PBS-T ile 30 dakika boyunca 10 dakikada bir tekrar yikandi. Yikama
islemini takiben membranlardaki protein diizeyleri, Kemiliiminesan western blot

gorintiileyicisinde goriintiilendi.

Tablo 3.6. Western blot yonteminde kullanilan primer/sekonder antikor bilgisi ve diliisyon oranlari.

Primer Antikorlar Uretildigi Hayvan Diliisyon Molekiil Agirhg
(Katalog Numarasi) (kDa)
aktif kaspaz-3 (Cell Signaling, 1:1000 17-19
#9661)
p21 (Elabscience, #E-AB-66357) 1:1000 21
siklin D1 (Invitrogen, #MA5-16356) Tavsan 1:200 36
p53 (Elabscience, #E-AB-32469) 1:1000 44
pRB (Invitrogen, #PA5-12682) 1:1000 106
TAp73 (Novus Biologicals, # NBP2- Fare 1:200 73
24737)
Sekonder Antikorlar Uretildigi Hayvan Diliisyon
(Katalog Numarasr)
Biyotinlenmis Anti-Tavsan IgG (Vector lab., #BA-1000) 1:3000
Kegi
Biyotinlenmis Anti-Fare 19gG (Vector lab., #BA-9200) 1:5000

Membranlardaki bantlarin goriiniir hale gelebilmesi ve protein tespiti i¢in, Kemiliiminesan
(ECL) (Thermo, #34580) firma 6nerisi dogrultusunda 1:1 oraninda falkonda hazirlandi.
Falkon igerisindeki sollisyonun 1siktan etkilenmemesi i¢in aliiminyum folyoya sarildi.
Goriintiileyici cihazin igerisine yerlestirilen membranlarin {izerine ECL damlatilarak
yaklasik 2-3 dakika inkiibe edildi ve Azure ¢280 Jel Goriintiilleme Cihazi ile goriintiileme
yapildi. Elde edilen goriintiilerde primer antikorlarin baglandig: bantlar, ¢alismamizdaki
antikorlarin kDa agirligina gore secilen yiikleme kontrolii ile (Vinkulin ya da B-Aktin)
Image) programiyla analiz edildi. ImageJ programindaki degerler, gruplar arasinda

istatistiksel olarak GraphPad Prism ile degerlendirildi.
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3.8. Istatistiksel Analiz

Calismamizdan elde edilen tiim deney sonuglarinin istatiksel olarak degerlendirilmesi ve
grafiklendirilmesi GraphPad Prism 9.5.1 programi ile ger¢eklestirildi. Tiim deney gruplari
gruplar arasinda tek yonlii varyans analizi (tek yonli ANOVA) ve post-hoc testler
kullanilarak degerler ortalama + standart hata (SEM) olarak belirtildi. p<0.05’in altinda

bulunan degerler, istatistiksel olarak anlamli olarak kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1. USTMG Hiicrelerinde Temozolomid (TMZ) ve Ribosiklib’in Etkin Dozlarimin
Degerlendirilmesi

Calismamizda U87MG hiicrelerinde TMZ ve Ribosiklib’in  etkin dozlarinin
belirlenebilmesi ve deneylere bu dozlarla devam edilebilmesi i¢in, kendi icerisinde 8
tekrarli, birbirinden bagimsiz 3 ayr1 deney sonucu elde edilerek kapsamli bir doz taramast
yapildi. Sonuglar herhangi bir uygulama yapilmayan kontrol U87MG hiicreleriyle

kiyaslanarak degerlendirildi.

4.1.1. TMZ’nin Etkin Dozunun Belirlenmesi

TMZ igin doz taramasinda belirlenen dozlar 800, 400, 200, 100, 50, 25, 12.5, 6.25 ve
3.125 uM konsantrasyonlar hazirlanarak U87MG hiicrelerine 24, 48 ve 72. saatlik
periyotlar igerecek sekilde uygulandi. Elde edilen veriler, istatistiksel olarak kontrol

grubuyla karsilastirilarak degerlendirildi.

TMZ ile 24 saat muamele edilen US7MG hiicrelerinde; 800, 400, 200, 100, 50, 25 ve 12.5
UM dozlarinda kontrole kiyasla anlamli bir azalma goriilmesine ragmen, 6.25 ve 3.125

uM dozlarda uygulanan TMZ kontrole gore hiicrelerin azalmasina ragmen, anlaml bir

sonug ifade etmemektedir (p<0.001) (Sekil 4.1a.).

TMZ ile 48 saat muamele edilen US7MG hiicrelerinde; 800, 400, 200, 100 ve 50 uM
uygulanan dozlarda hiicre canliliginin azaldigir gorildii. 25, 12.5, 6.25 ve 3.125 uM

dozlarda ise kontrol hiicrelerine gére hiicre proliferasyonunun arttig1 goriildii (p<0.001)

(Sekil 4.1b).

TMZ ile 72 saat muamele edilen US87MG hiicrelerinde ise hiicre sayilarindaki azalisin
800, 400, 200, 100, 50, 25 uM uygulanan dozlarda daha fazla oldugu belirlendi (p<0.001)
(Sekil 4.1c).

Elde edilen inkiibasyon siireleri sonucunda, TMZ’nin hiicre canlilig1 iizerine etkisinin
istatistiksel anlamlilik agisindan en fazla oldugu 24. saat esas alinarak deneylere bu

inkiibasyon siiresi ile devam edildi.
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Sekil 4.1. Etkin dozun belirlenmesi i¢in yapilan doz taramasinda, U87MG hiicrelerine farkli
konsantrasyonlarda uygulanan TMZ nin; 24 (a), 48 (b) ve 72 (c) saat sonundaki etkisinin hiicre canlihigi
acisindan degerlendirildigi grafikler gosterilmektedir (ns: p>0.05, *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001).

4.1.2. Ribosiklib’in Etkin Dozunun Belirlenmesi

Ribosiklib i¢in doz taramasinda 256, 128, 64, 32, 16, 8, 4, 2 ve 1 uM konsantrasyonlardaki
dozlar, U87MG hiicrelerine 24, 48 ve 72. saatlik periyotlar igerecek sekilde uygulandi.
Elde edilen veriler, istatistiksel olarak kontrol grubu ile karsilagtirilarak degerlendirildi
(Sekil 4.2.).

Ribosiklib ile 24 saat muamele edilen U87MG hiicrelerinde; uygulanan tiim doz
konsantrasyonlarinin (256, 128, 64, 32, 16, 8, 4, 2 ve 1 uM) kontrol hiicreleriyle
kiyaslandiginda anlaml bir azalisa neden oldugu goriildii (p<0.001) (Sekil 4.2a.).

Ribosiklib ile 48 saat muamele edilen U87MG hiicrelerinde, 8, 16, 32, 64, 128 ve 256 uM
konsantrasyonlardaki doz uygulamalarinin, kontrol hiicrelerine gore anlamli olarak
azaldigt; 1, 2 ve 4 uM konsantrasyonlardaki dozlarin ise istatistiksel olarak anlamlilik
ifade etmedigi belirlendi (ns: p>0.05, p<0.01, p<0.001) (Sekil 4.2b.)

Ribosiklib ile 72 saat muamele edilen U87MG hiicrelerinde ise 48 saat inkiibe edilen
U87MG hiicrelerine benzer bir sonu¢ elde edildi (ns: p>0.05, *p<0.05, **p<0.01,
***p<0.001) (Sekil 4.2¢).
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Inkiibasyon siireleri sonucunda, Ribosiklib’in hiicre canlilig1 {izerine etkisinin istatistiksel

anlamlilik agisindan en fazla oldugu 24. saat esas alinarak deneylere bu inkiibasyon siiresi

ile devam edildi.
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Sekil 4.2. Etkin dozun belirlenmesi i¢in yapilan doz taramasinda, U87MG hiicrelerine farkli
konsantrasyonlarda uygulanan Ribosiklib’in, 24 (a), 48 (b) ve 72 (c) saat sonundaki etkisinin hiicre canlilig1
acisindan degerlendirildigi grafikler gosterilmektedir (ns: p>0.05, *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001).

4.2. USTMG Hiicrelerinde TMZ ve Ribosiklib’in ICso Degerlerinin Belirlenmesi

ICs0 degeri, bir ilacin ya da inhibitoriin hiicreler iizerindeki etkinligini belirlemek i¢in
kullanilan farmakolojik bir parametre olup hiicrelerdeki etkisini yariya indiren
konsantrasyon olarak ifade edilmektedir. Bu nedenle, ¢alismamizda TMZ ve Ribosiklib
icin yapilan doz taramasinin ardindan, US87MG hiicrelerinin canliliklart MTT kit
protokoliine gore degerlendirildi ve her iki ilag i¢in ICso degerleri belirlendi. Deneylere

belirlenen ICsg ile devam edildi.

4.2.1. TMZ’nin 1Cso Degerinin Belirlenmesi

US87MG hiicrelerine uygulanan farkli konsantrasyonlardaki TMZ dozlariin 24, 48 ve 72.
saatlerdeki degisimleri ve hiicrelerin canliliklart MTT kiti ile degerlendirildi. Elde edilen
sonuglar dogrultusunda, TMZ i¢in en etkin saat periyodunun 24. saat oldugu ve buna baglh

olarak 1Cso degerinin ise 120 uM olarak belirlendi.
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Sekil 4.3. US7MG hiicrelerinde yapilan doz taramasi sonucunda, TMZ’nin hiicreler {izerinde etkin saat ve
buna bagli olarak hesaplanan ICso degeri gosterilmektedir.

4.2.2. Ribosiklib’in ICs0 Degerinin Belirlenmesi

US87MG hiicrelerine uygulanan farkli konsantrasyonlardaki Ribosiklib dozlarinin 24, 48
ve 72. saatlerdeki degisimleri ve hiicrelerin canliliklart MTT kiti ile degerlendirildi. Elde
edilen sonuglar dogrultusunda, Ribosiklib i¢in de en etkin saat periyodunun 24. saat

oldugu ve ICso degerinin de 10 uM oldugu belirlendi.

U87MG Ribosiklib — 24 saat
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Sekil 4.4. U7MG hiicrelerinde yapilan doz taramasi sonucunda, Ribosiklib’in hiicreler {izerinde etkin saat
ve buna bagli olarak hesaplanan ICso degeri gosterilmektedir.
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4.3. Kemoterapi ve Radyoterapi Uygulamasinin Degerlendirilmesi

Calismamizin bu asamasina, Ribosiklib ve TMZ igin belirlenen etkin dozlar (ICsp
degerleri) esas alinarak devam edildi. US87MG hiicrelerine Ribosiklib ve TMZ’in 1Cso
degeri, ICso degerinin 2 kat1 ve ICso degerinin yarisi olacak sekilde hem bireysel hem de

kombine uygulamasi yapildi.

Bu agamada 1s1nlama yapilmamus kiiltiir tabaklarindan elde edilen sonuglar, Ribosiklib’e
ek olarak kemoterapotik olan TMZ uygulanmasi sebebiyle “U87MG Hiicrelerinde
Kemoterapinin Degerlendirilmesi” olarak analiz edildi. ila¢ uygulamasmin ardindan 1
saat sonra kiiltlir tabaklarina giinde 2 Gy olacak sekilde toplam 10 Gy bes gilin boyunca
ardisik olarak 1s1ma yapildi. Bu asamada da elde edilen sonuglar kiiltlir tabaklarina
Ribosiklib ve TMZ’ye ek olarak, 1sinlama yapilmasi sebebiyle “U87MG Hiicrelerinde
Radyoterapinin Degerlendirilmesi” olarak analiz edildi. Her iki degerlendirme i¢in de

sonuclar 24, 48, 72, 96 ve 120. saat periyotlari seklinde kendi aralarinda degerlendirildi.

4.3.1. UB7MG Hiicrelerinde Kemoterapi Etkisinin Degerlendirilmesi

Ribosiklib ve TMZ i¢in belirlenen ICso degerleri dogrultusunda, US7MG hiicrelerine ICsp
degerleri, ICso degerlerinin yarisi, 2 kati seklinde hiicrelere bireysel ve kombine olacak
sekilde Ribosiklib ve TMZ uygulamasi yapildi. Takiben deney setleri 24, 48, 72, 96 ve
120. saatleri igerecek sekilde kuruldu. Elde edilen sonuglar dogrultusunda; 24 saat
Ribosiklib ve TMZ ile bireysel ve kombine muamele edilen US7MG hiicrelerinde;
Ribosiklib’in bireysel uygulandigr gruplarda, ICso degeri ve yarisinin anlamli bir sonug
ifade etmedigi, ICso degerinin 2 kat1 olan dozdaki uygulamada hiicrelerdeki canliligin
kontrol grubuna kiyasla anlamli olarak azaldigi goriildi. TMZ’nin bireysel uygulandigi
gruplarda, tiim konsantrasyonlardaki dozlarin kontrol grubuna kiyasla hiicre canliligini
anlamli olarak azalttig1 belirlendi. Ribosiklib’in TMZ ile kombine olarak uygulandig:
gruplarda ise ICso degerlerinin yarisinin uygulandigi grup anlamli bir sonug ifade
etmezken, ICsp degeri ve 2 katinin kombine olarak uygulandig: gruplarda azalma goriildii.
Ayrica, Ribosiklib ve TMZ’nin ¢6ziiciisii oldugu DMSO grubunda da kontrol grubuna
kiyasla anlaml1 bir sonug elde edilmedi ve bu da Ribosiklib ile TMZ’in U87MG hiicreleri
tizerine olan etkisinin DMSO’dan kaynakli olmadigin1 gosterdi (Sekil 4.5a.).
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48 saat Ribosiklib ve TMZ ile bireysel ve kombine muamele edilen US7MG hiicrelerinde,
Ribosiklib ve TMZ’nin bireysel uygulandigi gruplarda, 24 saat inkiibe edilen deney
grubuyla benzer sonuglar elde edildi. Ribosiklib’in TMZ ile kombine olarak uygulandigi
gruplarda ise 1Cso degerlerinin yarisinin uygulandigi gruba ek olarak, ICso degerlerinin
uygulandig1 grupta da anlamli bir sonug elde edilemedi. Ayrica DMSO grubunun da
kontrol grubuna kiyasla bir etkisinin olmadigi goriildi (Sekil 4.5b).

72 saat Ribosiklib ve TMZ ile bireysel ve kombine muamele edilen U87MG hiicrelerinde;
Ribosiklib’in bireysel uygulandig1 gruplarda, 1Cso degerinin etkisi goriilmezken, ICso
degerinin 2 kati ve yarisinin uygulandigi hiicrelerde anlamli olarak kontrole kiyasla
canliligin azaldigi goriildii. TMZ nin bireysel uygulandigi gruplarda da yine benzer
sekilde ICsp degerinin etkisi goriilmezken, ICso degerinin 2 kat1 ve yarisinin uygulandig
dozlarda azalma oldugu belirlendi. Ribosiklib’in TMZ ile kombine olarak uygulandig:
gruplarda ise tiim kombine dozlarinda kontrole kiyasla istatistiksel olarak anlamli bir

azalma goriildii (p<0.001) (Sekil 4.5¢).

96 saat Ribosiklib ve TMZ ile bireysel ve kombine muamele edilen U87MG hiicrelerinde;
Ribosiklib ve TMZ’in bireysel uygulandigi gruplarda, ICso degerinin etkisinin anlamli bir
sonug ifade etmedigi, ICso degerinin 2 kat1 ve yarisinin uygulandigt U87MG hiicrelerinde
azalma oldugu belirlendi (p<0.001). Ribosiklib’in TMZ ile kombine olarak uygulandigi
gruplarda ise sadece etkin dozlarin 2 katinin kombine uygulandigi dozda hiicrelerin
canliliginda anlamli bir azalma goriildii (p<0.001). Ayrica, DMSO grubunun da kontrol
grubuna kiyasla anlamli bir sonug ifade etmedigi goriildi (Sekil 4.5d).

120 saat Ribosiklib ve TMZ ile bireysel ve kombine muamele edilen US87MG hiicrelerinde
ise Ribosiklib’in bireysel uygulandigi gruplarda, ICso degeri ve yarisinin uygulandigi
U87MG hiicrelerinde, kontrol grubuna kiyasla zamana bagli olarak canliligin arttigi
goriildii. ICso degerinin 2 kat1 uygulama yapilan hiicrelerde ise anlamli bir sonug elde
edilemedi. TMZ’nin bireysel uygulandig gruplarda, ICso degerinin yarisindaki dozda yine
hiicrelerin zamana bagli olarak prolifere oldugu goriiliirken (p<0.001), 1Cso degeri ve 2
katindaki dozda kontrole kiyasla istatistiksel olarak anlamli olmadigi goriildii (p>0.05).
Ribosiklib’in  TMZ ile kombine olarak uygulandigt gruplarda ise tim
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konsantrasyonlardaki dozlarda anlamli bir azalis goriiliirken, bu azaligin en etkili oldugu
doz Ribosiklib ve TMZ’nin ICso degerinin 2 katinda belirlendi (p<0.001). Ayrica, DMSO
grubu olarak adlandirilan ¢6ziicii grubunda da bir etki gozlenmedi (Sekil 4.5¢).
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Sekil 4.5. U87MG hiicrelerine Ribosiklib’in bireysel ve TMZ ile kombine uygulanmasini takiben 24 (a), 48
(b), 72 (c), 96 (d) ve 120 (e) saatlik inkiibasyonlarindaki, hiicre canliligina olan etkisi gosterilmektedir.
Uygulanan dozlarmm etkinligi, kontrol grubuyla kiyaslanarak istatistiksel olarak degerlendirilmistir. (ns:
p>0.05, *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001).

4.3.2. US7TMG Hiicrelerinde Radyoterapi Etkisinin Degerlendirilmesi

Ribosiklib ve TMZ i¢in belirlenen ICso degerleri dogrultusunda; U87MG hiicrelerine ICso
degerleri, ICso degerlerinin yarisi, 2 kat1 seklinde hiicrelere bireysel ve kombine olacak
sekilde Ribosiklib ve TMZ uygulamasi yapildi. Takiben kiiltiir tabaklarina 1 saat sonra 2
Gy dozda 1sinlama yapildi. Isinlamaya ardisik olarak bes giin boyunca devam edildi. Bu
baglamda deney 24, 48, 72, 96 ve 120. saatleri igerecek sekilde planlandi. Elde edilen
sonuglar dogrultusunda; 24 saat Ribosiklib ve TMZ ile bireysel ve kombine muamele

edilen US7MG hiicrelerinde; Ribosiklib’in bireysel uygulandigi gruplarda, ICso degeri,
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yarist ve 2 kati konsantrasyonlarinin anlamli bir sonug¢ ifade etmedigi (p>0.05), ancak
diger tiim gruplarda uygulanan bireysel ve kombine dozlarin, kontrol hiicrelerine kiyasla
canliliklarini azalttig1 goriildi (p<0.001). Ayrica, hiicre sayisindaki ciddi azalis Ribosiklib
ve TMZ’nin ICso degerlerinin 2 katinin kombine olarak uygulandigi grupta goriildii

(p<0.001) (Sekil 4.6a).

48 saat Ribosiklib ve TMZ ile bireysel ve kombine muamele edilen US7MG hiicrelerinde;
yine 24 saatlik inkiibasyon sonunda elde edilen sonuglar ile benzer veriler elde edildi.
Ribosiklib ve TMZ’nin ICsp degerlerinin 2 katinin kombine olarak uygulandigi grupta,

hiicrelerin canliliklarinin 1ginlama ile birlikte ciddi sekilde azalmasi 48. saatte de goriildii

(p<0.001) (Sekil 4.6b).

72 saat Ribosiklib ve TMZ ile bireysel ve kombine muamele edilen US§7MG hiicrelerinde;
DMSO disindaki tiim gruplarda, kontrol hiicrelerine kiyasla anlamli bir azalisin oldugu

belirlendi (p<0.001) (Sekil 4.6¢).

96 saat Ribosiklib ve TMZ ile bireysel ve kombine muamele edilen U87MG hiicrelerinde;
Ribosiklib’in bireysel uygulandigi gruplarda yalnizca Ribosiklib’in etkin dozunda
anlamlilik elde edildi (p<0.001) ve hiicrelerin ¢ogaldigi goézlemlendi. Hiicrelerin
proliferasyonunun goriildiigii diger gruplar ise bireysel olarak TMZ’ nin ICsp degerinin
yarisinin uygulandigi grupta ve Ribosiklib’in TMZ ile birlikte uygulandigi kombine
gruplarda goriildi (p<0.001) (Sekil 4.6d).

120 saat Ribosiklib ve TMZ ile bireysel ve kombine muamele edilen U§7MG hiicrelerinde
ise Ribosiklib’in etkin dozunun bireysel olarak uygulandigi grup hari¢ tiim gruplarda
anlamli sonuglar gozlendi (p<0.001). Ribosiklib ve TMZ’nin etkin dozlarinin 2 kati
konsantrasyonda uygulanan grup, ek olarak 1sinlamanin yapilmasi ile tiim saat

periyotlarinda hiicre canliligin kontrol grubuna kiyasla en az seviyede goriildiigi grup

oldu (p<0.001) (Sekil 4.6¢).

59



UaTMG-Radyoterapi-24h b) USTMG-Radyoterapi-48h ) UBTMG-Radyoterapi-72h

=
-
o
™

E 0.6 —E- 0.6 E 0.6
g g g
# 04 2 04 ﬁ o4
g £ g,
a 0.2 w 0.2 w B
2 2 E

0,0 0.0 .0

o gl gl A O il L T LSS P LI LG
&£ g &
d) UBTMG-Radyoterapi-96h e) USTMG-Radyoterapi-120h
) |
r R1: 5uM
- R2: 10 pM Ribosiklib Dozlan
R3: 20 pm
\ T1: 60 M
- 1.0 .
0.6 T2: 120 pM TMZ Dozlan

Tl Eos T3: 240 uM

E 0.8 ! %

%“ o 0 K1: 5 p + 60 pM

E g 0.4 K2: 10 pM + 120 pM Kombine Dozlar

% oz S K3: 20 pM + 240 pM

‘E : 0.2

o
]
o
=

fgﬁosd\'&-\“«"«"#-ﬁ@' W{;&’@&d’-\"@-‘?@ﬂ'é
o

Sekil 4.6. US7MG hiicrelerine Ribosiklib’in bireysel ve TMZ ile kombine uygulanmasini takiben 1 saat
sonra giinde 2 Gy ardisik bes giin boyunca (toplam 10 Gy) 1sinlama yapilmasi sonucu: 24 (a), 48 (b), 72 (c),
96 (d) ve 120 (e) saatlik inkiibasyonlarindaki, hiicre canliligina olan etkisi gosterilmektedir. Uygulanan
dozlarin etkinligi, kontrol grubuyla kiyaslanarak istatistiksel olarak degerlendirilmistir. (ns: p>0.05,
*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001)

4.4. US7TMG Hiicrelerinde Koloni Olusturma Potansiyelinin Gosterilmesi

24 saat boyunca bireysel ve kombine Ribosiklib ve TMZ ile muamele edilen U87MG
hiicrelerinde hareket potansiyellerinin degerlendirilebilmesi amaciyla klonojenik test
yapildi. Klonojenik test protokolii dogrultusunda elde edilen sonuglarda: deney
gruplarinda, kontrol ve ¢oOzilicii grubuna gore hiicre sayisinda azalma, proliferasyon
hizinda gerileme ve buna bagli olarak koloni sayilarinda da anlamli olarak bir azalig

oldugu gozlemlendi (Sekil 4.7.).
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Sekil 4.7. Ribosiklib ile TMZ’nin bireysel ve kombine uygulamasindan sonra, U87MG hiicrelerinde hareket
potansiyellerinin degerlendirildigi klonojenik test ile koloni olusturan hiicreler (a) ve koloni olusturan
hiicrelerin koloni sayilarinin, ¢6ziicli grubuna gore kiyaslanarak elde edilen istatistiksel analiz sonuglari
gosterilmektedir (b) (***p<0.001).

4.5. US7MG Hiicrelerinde Ribosiklib ve TMZ Uygulanmasi Sonrasi Protein Seviyesi
Degisiminin Gosterilmesi

Calismamizda U87MG hiicrelerinde Ribosiklib ve TMZ’nin hem bireysel hem de
kombine olarak uygulanmasi sonucu etkisini, hiicre siklusu agisindan yorumlayabilmek
icin western blot yontemi kullanilarak protein seviyelerindeki degisimleri degerlendirildi.
Bu baglamda siklus proteinleri arasinda yer alan siklin D1, transkripsiyon aktivitelerini
diizenlemede gorevli RB ve tiimdr baskilayicilart olarak bilinen p21, p53 ve TAp73
proteinleri Ribosiklib ve TMZ ile inkiibe edildi. Ayrica, calismamizda Ribosiklib ve TMZ
uygulanmasiyla, hiicrelerin siklusta G1 fazinda durmasi ve hiicrelerde DNA hasari
olusturarak apoptoza yonlendirilmesi amaclandig1 i¢in belirtilen proteinlere ek olarak
hiicre apoptoz siirecinde kritik bir rol oynayan aktif kaspaz-3 proteinin de ekspresyon

seviyesi degerlendirildi.
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US87MG hiicreleri 24 saat boyunca Ribosiklib ve TMZ ile hem bireysel hem de kombine
olarak inkiibe edildi ve belirlenen bes gruptan (Kontrol, DMSO, Ribosiklib, TMZ,
Ribosiklib+TMZ) bu siire sonunda lizatlar elde edildi. Yiikleme kontrolii olarak
proteinlerin kDa agirliklarina gore vinkulin veya B-Aktin proteinleri kullanildi.
Proteinlerden elde edilen bant goriintiileri, ilgili yiikleme kontrollere oranlanarak
istatistiksel olarak analiz edildi (Sekil 4.8.).
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Sekil 4.8. U87MG hiicrelerine Ribosiklib ve TMZ nin bireysel ve kombine olarak uygulanmasi sonrasi elde
edilen western blot bantlarindaki degisimler gosterilmektedir (a). Buna bagl olarak aktif kaspaz-3 (b), p21
(c), siklin D1 (d), p53 (e), TAp73 (f), ve pRB (g) protein ekspresyonlarinin yiikleme (internal) kontrole
oranlarak olusturulan grafikler gosterilmektedir. (ns: p>0.05, *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001).

Western blot analizleriyle elde edilen sonuglara gore: aktif kaspaz-3, TAp73, p21 ve p53
seviyelerinin kontrole kiyasla Ribosiklib ve TMZ’nin kombine uygulandigi grupta
anlamli olarak arttig1, siklin D1 ve pRB’nin ise kontrole kiyasla ekspresyonunun azaldigi
goriildii (p<0.001). Ribosiklib’in bireysel uygulandigi gruplarda kontrole kiyasla anlaml
sekilde siklin D1 ve pRB seviyesinde azalmanin oldugu (p<0.001), aktif kaspaz-3
(p<0.001), TAp73 (p<0.001), p21 (p<0.05) ve p53 (p<0.001) seviyesinde ise artisin
oldugu belirlendi. TMZ grubunda ise sonuglarin Ribosiklib ile benzer sekilde oldugu
gorildii. Fakat, p21 ekspresyonundaki azalis ve p53 ekspresyonundaki artis anlamli
bulunmadi (p>0.05) (Sekil 4.8a, Sekil 4.8b, Sekil 4.8c, Sekil 4.8d).
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5. TARTISMA

Primer beyin tiimorlerinin son derece 6liimciil bir tiirii olan GBM, agresif biiylimesi ve
geleneksel tedavilere karsi direnci ile karakterize edilmekte ve buna bagli olarak
hastalarda sinirli hayatta kalma ile sonuglanmaktadir (Shahcheraghi vd., 2024). Teshis
konulan bireylerin ortalama sagkalimi 12-18 aydir ve bu hastalarin yalnizca %5' bes
yildan fazla hayatta kalmaktadir (Grech vd., 2020). Derece IV beyin tiimérii olarak
kabul edilen GBM, genellikle ileri evrede teshis edilmektedir. Bu da cerrahi
miidahalelerin ve tedavinin etkinligini sinirlandirmaktadir (Rios vd., 2024). GBM
tedavisini sinirlayan temel problemler arasinda tiimoriin konumu, heterojen yapisi,
yiiksek biiylime hizi, invazyonu, anjiyogenez ve immiin baskilayici 6zellikte olmas1 yer
almakta ve bu da noéro-onkoloji alani i¢in 6nemli bir sorun haline gelmektedir (Silva
vd., 2019). Ayrica, KBB varligi da kullanilan kemoterapétiklerin beyine ulagimini

siirlandirmasi sebebiyle GBM i¢in dnemli sorunlardan bir digeridir.

Alkilleyici ajanlardan biri olan TMZ, giiniimiizde GBM tedavisinde kullanilan birincil
ilagtir (Lyakhova vd., 2020). 1970'lerin sonlarinda tibbi kullanim i¢in sentezlenmistir
ve 2000'lerin basinda Amerika Birlesik Devletleri ve Avrupa'da kullanim i¢in klinik
onay almistir. Bir imidazotetrazin lipofilik 6n ilac1 olan TMZ, KBB’yi gecerek viicudun
pH'1 tarafindan fizyolojik olarak aktive edilmektedir ve boylece 5-(3-metiltrazen-1-il)
imidazol-4-karboksamid (MTIC) aktif metabolitine doniismesini saglamaktadir. MTIC,
viicutta hidroliz edilir ve metildiazonyum iyonlar1 iireterek DNA’nin metillenmesine
neden olur. Tiimdr hiicrelerinde DNA hasarini tetikleyerek hiicre i¢inde sitotoksisiteye
yol acan TMZ, apoptozu da indiiklemektedir. Bu nedenle GBM i¢in ilk tercih edilen
kemoterapétik ajandir (Singh vd., 2020).

Ancak hastalarin ¢ogunda cerrahi sonrasi, radyasyon ve TMZ tedavisi uygulanmasina
ragmen, bir y1l i¢inde niiks meydana gelmektedir. Ikinci basamak, kemoterapi ve/veya
yeniden 1sinlamayr icermektedir. Niikks meydana gelen hastalarda TMZ’nin tekrar
uygulanmasi tiimor hiicreleri tarafindan TMZ’ye direng gelistirmesi nedeniyle ilk
kullanimina kiyasla etkinligi biiyiik l¢iide azalmaktadir (Braun & Ahluwalia, 2017).

Bu nedenle TMZ yerine farkli kemoterapétik ajanlar tedaviye eklenmekte ya da yeni
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ajanlarla kombine tedaviler gelistirilmektedir. Bu ajanlarla yalnizca apoptotik yolaklar
degil, ayn1 zamanda hiicre dongiisii diizensizligini hedef alan yolaklarin da kullanilarak

tiimor hiicrelerinin kontrol altina alinmasi amaglanmaktadir.

CDK 4/6 inhibitérlerinin siklin-CDK aktivitesini kontrol ederek hiicre dis1 ve hiicre igi
sinyallere yanit olarak hiicre siklusunun ilerlemesini kisitladigi bilinmektedir (Vidal &
Koff, 2000; Wade Harper & Elledge, 1996). Son zamanlarda CDK inhibitérlerinin anti-
timor etkisini aydinlatmaya ve ayrica CDK inhibitér direncini yoneten molekiiler
mekanizmalar1 agiklamaya yonelik yapilan birgok ¢alisma mevcuttur (Klein vd., 2018).
Ucgiincii nesil CDK4/6 inhibitorii olan Ribosiklib (LEE011), oldukea segicidir ve ATP
baglanma bolgeleriyle etkilesime girerek CDK4/6'y1 inhibe etmektedir. CDK4/6-siklin
D-RB-E2F yolagimi inhibe edip kontrolsiiz hiicre boliinmesini ve tiimor ilerlemesini
durdurmaktadir (Poratti & Marzaro, 2019). Bu bilgilerden yola ¢ikarak ¢alismamizda,
TMZ ve radyoterapi tedavisine Ribosiklib’in eklenmesiyle, bu kombine etkinin
U87MG GBM hiicreleri iizerindeki etkinligi ilk kez degerlendirildi.

Bu dogrultuda elde ettigimiz bulgulara goére: U887MG hiicrelerinde yaptigimiz doz
taramasi sonucu Ribosiklib’in ICsp degeri 10 uM, TMZ’nin ise 120 puM olarak
hesaplandi. Benzer sekilde literatiirde yer alan TMZ’nin etkinliginin arastirildig:
caligmalar ile buldugumuz ICso degerleri arasinda fark bulunmadi (Rotondo vd., 2020).
Literatiirde tek basma Ribosiklib’in U87MG hiicrelerindeki etkisinin gosterildigi
caligmalar kisithidir. 2020 yilinda yapilan bir calismada, Ribosiklib’in US7MG
hiicrelerindeki etkisi degerlendirilmis, fakat ICso degeri ifade edilmemistir (Cao vd.,

2020a). Bu anlamda ¢aligmamiz ile ilk kez Ribosiklib’in ICso degeri belirlenmis oldu.

Ayrica, Ribosiklib’in ve TMZ nin bireysel ve kombine olarak uygulanmasi sonucu elde
edilen bulgularda; Ribosiklib’in etkisinin zamana bagl olarak bazi gruplarda TMZ’den
daha etkin oldugu saptandi. U87MG hiicrelerinin TMZ’ye duyarli olmas1 sebebiyle
belirlenen dozlarda uygulanan TMZ nin hiicre canlilig1 iizerine etkisinin Ribosiklib’e
kiyasla daha diisiik oldugu goriildii. Ek olarak, TMZ ve Ribosiklib’in sinerjistik
etkisinin yorumlandigi kombine uygulamalarinda ise 6zellikle 72. saat sonunda hiicre

proliferasyonunda ciddi azalig gozlendi. Literatirde de benzer sekilde CDK4/6
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inhibitorlerinden bir digeri olan Abemasiklib’in glioma hiicrelerinde TMZ ile birlikte
kombine tedavisi sonucu hiicre canliligindaki azalis ifade edilmis ve kombine

uygulamanin terapoti