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ÖZET  

Amaç: Glioblastoma Multiform (GBM), gliomaların %54'ünü ve tüm beyin tümörlerinin 

yaklaşık %16'sını oluşturan, en yaygın malign beyin tümörü olarak bilinmektedir. CDK 

4/6 inhibitörlerinden biri olan Ribosiklib’in; hücre siklusunda G1’den S fazına geçişi 

engellemektedir. Çalışmamızda U87MG hücre hattı kullanılarak, TMZ ve radyoterapi 

tedavisine ek Ribosiklib uygulamasının hücre sağkalımı ve hücre siklusu açısından 

değerlendirilmesi amaçlanmaktadır.  

Yöntem: TMZ’ye duyarlı U87MG GBM hücre hattı kullanıldı. Deney planı, kontrol, 

TMZ, Ribosiklib, çözücü ve TMZ+Ribosiklib’in birlikte uygulandığı gruplar şeklinde 

kurgulandı. Gruplara, radyoterapi uygulamasının yapıldığı deney grupları da dahil edildi. 

TMZ ve Ribosiklib’in, U87MG hücrelerinin canlılığına etkisi MTT testi değerlendirildi 

ve IC50 (yarı maksimum inhibitör konsantrasyonu) değerleri bulundu. Hücrelere günde 2 

Gray (Gy) olmak üzere ardışık 5 gün toplamda 10Gy ışıma yapıldı. Belirlenen etkin 

dozların, hücre siklusu ve apoptoza etkisi siklin D, p53, p21, Tap73, pRB ve aktif kaspaz-

3 protein düzeyleri western blot ile analiz edilerek değerlendirildi.   

Bulgular: U87MG hücrelerinde Ribosiklib ve TMZ’nin IC50 değeri sırasıyla; 10 ve 120 

μM olarak belirlendi. Ribosiklib ve TMZ’nin tek başına ve birlikte uygulamalarından 1 

saat sonra radyoterapinin eklenmesiyle hücre canlılığında azalma görüldü (p<0.001). 

Ayrıca, koloni oluşturma potansiyellerinin sınırlandığı ilk kez çalışmamız ile ortaya 

konuldu. Ribosiklib ve TMZ’nin hücre siklusuna etkisi belirlenen proteinler ile 

yorumlandı ve ek olarak apoptotik mekanizmanın TAp73 aracılı olup olmadığı ilk kez 

değerlendirildi.   

Sonuç: Ribosiklib’in TMZ ile birlikte uygulanmasıyla agresif karakterli GBM 

hücrelerinin canlılığının azaltılabildiği belirlendi. Ayrıca, çalışmamız ile Ribosiklib’in, 

TMZ’ye ek uygulanması sonucu GBM tedavisine yeni bir terapötik olma potansiyeli 

taşıdığı gösterildi. 

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

Ribosiklib 
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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 U87MG 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 IC50 (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: IC50 values of Ribociclib and TMZ in U87MG cells, respectively; It was 

determined as 10 and 120μM. 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. GİRİŞ 

1.1. Çalışmanın Temeli ve Hipotezin Amacı 

Glioblastoma Multiform (GBM), santral sinir sisteminin en sık görülen ve tedavisi her yönü ile 

oldukça zor olan, heterojen karakterdeki malign tümörüdür (Ostrom, Gittleman, Truitt, vd., 2018a). 

Glial hücreler tarafından oluşan GBM, klasik histopatolojik bilgiler doğrultusunda, evre IV infiltratif 

glial tümör olarak tanımlanmaktadır. GBM’ler üzerinde son yıllarda artan moleküler çalışmalar 

Dünya Sağlık Örgütü (DSÖ) evre IV tümörlerin heterojen bir grup olduğunu göstermiştir. Ayrıca, 

GBM’ler genetik geçişli oldukları kadar, fenotipik olarak da heterojendirler (Chhabda vd., 2016). En 

yaygın primer malign beyin tümörü olarak kabul edilen evre IV GBM, genel olarak hızlı büyüyen bir 

tür olup; 3-6 ay içerisinde bulgu vermektedir. Tanıdan sonra hastalarda ortalama sağkalım 12-15 ay 

ile sınırlı kalmaktadır (Ostrom, Gittleman, Truitt, vd., 2018b). Klinikte GBM tedavisinde, cerrahi 

rezeksiyonu takiben Temozolomid (TMZ) ve radyoterapi başlanması ilk adımdır. 

TMZ, normal koşullarda kan beyin bariyerini (KBB) geçemeyen ancak bazik pH koşullarında 

heterosiklik halkanın açılmasıyla bariyeri aşabilen bir kemoterapötiktir (Ramalho vd., 2019). Ayrıca 

DNA hasarını tetikleyerek hücre döngüsünün G2/M fazında kalmasına ve hücrenin ölüm yolağına 

girmesine neden olmaktadır (Mhaidat vd., 2007). Bu haliyle klinikte tek tedavi seçeneği olarak 

görülen TMZ’nin düzenli ve uzun süreli kullanımında da hastalarda direnç geliştiği görülmektedir. 

Günümüzde direnç gelişen hastalarda TMZ tedavisine ek olarak kombine tedaviler araştırılmaktadır. 

Bunun için yalnızca apoptotik yolaklar değil, aynı zamanda hücre döngüsü düzensizliğini hedef alan 

yolakların da kullanılması tümör hücrelerinin kontrol altına alınmasında amaçlanmaktadır. Bu 

nedenle, yeni terapötik stratejilere ihtiyaç duyulmaktadır. 

Hücre döngüsünün kontrolü, siklin ve siklin bağımlı kinazların (CDK’lerin) aktivitesine bağlı olarak 

gerçekleşmektedir. CDK’lerin aşırı aktiviteleri kontrolsüz hücre çoğalmasına ve dolayısıyla tümör 

hücrelerinin artışına neden olmaktadır (Piezzo vd., 2020). CDK’ler, hücre döngüsü düzenleyicileri 

arasında en önemli protein ailelerinden olan serin/treonin kinazların bir alt grubudur (Corona & 

Generali, 2018a). Siklinlerin dört temel tipi vardır: G1 siklinler, G1/S siklinler, S siklinler ve M 

siklinlerdir. Her siklin, hücre döngüsündeki belirli bir faz ile ilişkilidir ve bu fazın görevlerini 

yönetmektedir. Her bir fazda ilgili siklinlerin konsantrasyonları değişmekte ve döngü boyunca siklin 
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sentez ve yıkımı devam etmektedir (Hochegger vd., 2008). Hücre döngüsünde G1-S fazı geçişi CDK4 

ve CDK6 ile kontrol edilmektedir. CDK 4/6, D tipi siklinlere bağlandığında aktive olarak S fazı girişi 

için gerekli genlerin ekspresyonuna yol açmaktadır. 

Tümörogenez sırasında ise CDK 4/6-siklinD kompleksinin aşırı aktivitesi retinoblastomanın 

(RB’nin) hiperfosforilasyonuna sebep olarak, hücrenin S fazına kontrolsüz geçmesine ve E2F 

transkripsiyon faktörünün aktive olmasına neden olmaktadır. RB fosforilasyonu hücrenin G1’den S 

fazına ilerlemesi için gerekli olan genlerin ekspresyonunu düzenlemektedir (Groenland vd., 2020). 

Hücre çoğalmasında artışa sebep olan bu kompleksin inhibe edilmesi ve siklusta G1’den S fazına 

geçişin engellenmesi gerekmektedir. Bu inhibisyon, CDK 4/6 inhibitörleri ile mümkün olmaktadır (J. 

S. Young vd., 2022). Palbosiklib, Ribosiklib ve Abemasiklib, Gıda ve İlaç İdaresi (Gİİ) tarafından 

onaylanan CDK 4/6 inhibitörleri olup, ileri evre östrojen reseptörü pozitif (ER+) meme kanseri 

hastalarının tedavisinde kullanılması onaylanmıştır (Li vd., 2020). Bu üç ajan, CDK 4/6 inhibitörü 

olsa da yan etki profilleri ve etki ettikleri dozlarda farklılıklar bulunmaktadır (Corona & Generali, 

2018b). 

Ribosiklib (LEE011), üçüncü nesil ve seçiciliği oldukça yüksek olan bir CDK 4/6 inhibitörüdür. 

CDK4/6 + siklin D kompleksi ile RB-E2F yolağını inhibe edip kontrolsüz hücre çoğalmasını 

engelleyerek, hücrelerin G1 fazında tutulmasını sağlamaktadır. Meme kanseri, rahim kanseri gibi 

farklı kanser tiplerinde pre-klinik ve klinik deneme çalışmaları halen devam eden Ribosiklib’in; 

KRAS mutasyonuna sahip pRB pozitif kanser tiplerinde anti-tümörojenik aktivite gösterdiği yapılan 

çeşitli çalışmalarla gösterilmiştir (Wong vd., 2018a).  

Literatürde yer alan çalışmalar doğrultusunda CDK4/6 inhibitörlerinin kullanımı sonunda glioma 

hücrelerinin, hangi apoptotik yolağı tercih ettiğine dair kesin bir veri yer almamaktadır. Ayrıca, TMZ 

duyarlı U87MG hücre hattında Ribosiklib’in, TMZ ve radyoterapi ile kombine uygulanmasının siklin 

D yolağı üzerinden herhangi bir etkisinin olup olmadığının ve bu yolaktaki hangi proteinleri 

düzenlediğinin aydınlatıldığı bir çalışmaya da literatürde rastlanmamıştır. Bu bağlamda projemizle, 

TMZ ve radyoterapi kombine tedavisine ek uygulanan Ribosiklib’in, U87MG GBM hücrelerinde 

sağkalım ve CDK4/6 inhibisyonunun alt yolakları nasıl etkilediğinin değerlendirilmesi 

amaçlanmaktadır. Bu amaç doğrultusunda; siklin D/RB/TAp73 yolağında görev alan proteinlerin 
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düzeylerini değerlendirilerek, Ribosiklib’in bireysel ve TMZ ile radyoterapinin de eklenmesiyle elde 

edilecek verilerin kıyaslanması hedeflenmektedir.  

TAp73, tümör baskılayıcı bir gen olan p53’ün yapısal bir homoloğudur. Bununla birlikte p53’ün 

aksine TAp73 nadiren mutasyona uğramaktadır. Bu genin meme, mesane, prostat ve kolorektal gibi 

çeşitli kanserlerde aşırı ekspre olmakta (Du vd., 2013) ve p53'ten bağımsız olarak apoptozu 

indüklemektedir.  

Bu bilgiler doğrultusunda çalışmamız, “U87MG hücre hattında, p53 ve TAp73 hücreleri apoptoza 

yönlendirir.” fikrinden yola çıkarak kurgulanmıştır. Bu doğrultuda p53’ün aktive olması: p21’in 

etkinliğini sorgulatacak ve p21’in siklin/CDK inhibisyonunu sağlayabileceği fikrini de 

destekleyecektir. Bu yolak tam olarak, hücre siklusunun durmasını sağlayacak ya da hücrelerde DNA 

hasarı oluşturarak apoptozu tetikleyecektir. Edindiğimiz bilgilerden yola çıkarak “Ribosiklib’in, 

TMZ ve radyoterapi ile kombinasyonu, U87MG hücrelerinde hücre siklusunu G1 fazında durdurur 

ve hücreleri apoptoza yönlendirir.” hipotezini kurguladığımız çalışmamızla; bu kombine etkinin 

hücre sağkalımı, hücre siklusu ve apoptotik açıdan ise CDK 4/6 inhibisyonunun alt yolaklarını nasıl 

etkilediğinin değerlendirilmesi amaçlanmaktadır. Hipotezimiz doğrultusunda kapsamlı olarak in vitro 

deneylerle kurguladığımız çalışmamız, literatürde yer alan araştırmaların devamı niteliğindedir. Elde 

edilecek her veri, GBM tedavisinde tümörün patolojik seyrini yavaşlatabilmek ve hasta sağkalım 

süresini uzatabilmek için atılmış adımlardır.
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2. GENEL BİLGİLER 

2.1. Kanser Tanımı ve Özellikleri  

Son on yılda yapılan araştırmalara ve hızlı gelişmelere rağmen, dünya çapındaki ölüm 

nedenleri arasında başta yer alan kanser; giderek artan bir insidansla yayılım 

göstermektedir (Bray vd., 2021). Son istatistiklere göre, Amerika Birleşik 

Devletleri’ndeki (ABD'deki) toplam ölümlerin yaklaşık %23'ünü oluşturmakta ve 

kardiyovasküler hastalıklardan sonra en sık görülen ikinci ölüm nedenidir (Jemal vd., 

2007). Kanser, hücrelerde mutasyonların meydana gelmesi ve bu mutasyonların 

birikmesinden kaynaklanan genetik bir hastalık olarak tanımlanmaktadır (Xiao & Yu, 

2021). Özellikle onkogenlerde ve tümör baskılayıcı genlerde meydana gelen mutasyonlar, 

hücrelerdeki aktivitelerin değişmesine neden olmakta ve bunun sonucunda da neoplastik 

dönüşümlere, hücrelerin malign özellikler kazanmasına yol açmaktadır (Şekil 2.1.). 

  

2.1. Kanserin ayırt edici özellikleri gösterilmektedir. Kanser oluşumu hücrelerin bu özellikleri kazanması 

sonucu meydana gelmektedir (Cristian Prieto-Garcia, 2022).  
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Kanser oluşumu, sağlıklı hücrelerin büyüme ve bölünme gibi aktivitelerini kontrol eden 

mekanizmalarının bozulmasıyla kendi özgün kimliklerini kaybetmeleri sonucu 

oluşmaktadır. Bu sürecin, kanserli hücrelerin farklılaşma, hızlı çoğalma, metastaz, 

düzensiz metabolizma, apoptozdan ve immün gözetimden kaçma v.b. gibi özelliklere 

sahip olması nedeniyle oldukça dinamik olduğu bilinmektedir (Cao, 2017; Roda vd., 

2021) (Şekil 2.1.). Ancak bu süreçte tümör hücrelerinin etrafındaki stroma ile sürekli 

etkileşim halinde olması kritik bir öneme sahiptir. Stromal hücreler ve gömülü olduğu 

matriks, tümör mikroçevresi (TMÇ) olarak adlandırılan heterojen bir yapı oluşturmaktadır 

(Balkwill vd., 2012). 

Kanser hücreleri ile TMÇ arasındaki moleküler ortam, hem hücre-hücre iletişimlerinden, 

hem de hücrelerden salgılanan faktörlerden (büyüme faktörleri, sitokinler, kemokinler, 

enzimler, inflamatuar yanıtlar gibi.) oluşmaktadır (Jin & Jin, 2020). Bu iki ana faktör 

kanser fenotipini sürekli olarak değiştirdiği için, son yıllardaki kanser çalışmalarında ve 

prognozundaki tüm adımlarda kritik bir öneme sahiptir (Hanahan & Coussens, 2012). 

2.1.1. Kanser Tedavisi 

Kanser, kontrolsüz bir şekilde çoğalan, dokuları istila eden ve neoplazmalar olarak 

adlandırılan tümörlere yol açan, yapısal ve işlevsel olarak değişikliğe uğramış hücrelerin 

ortaya çıkması ile karakterize edilen geniş bir hastalık grubu olarak tanımlanmaktadır 

(Maude vd., 2014). Kanser tedavisinde ciddi ilerlemeler kaydedilmesine rağmen, ölüm 

oranları ve yüksek insidansı sebebi ile hala dünya çapında görülme oranı en yüksek 

seviyededir (Virmani vd., 2023a). DSÖ, 2020'de on milyon ölümün kanserden 

kaynaklandığını ve yılda dört yüz bin çocuğa kanser teşhisi konulduğunu tahmin 

etmektedir (Nirmala vd., 2023). 2040 yılına kadar 29.5 milyon yeni vakanın ve 16.4 

milyon kansere bağlı ölümün yaşanacağı tahmin edilmektedir. Bu da dünya çapında ciddi 

bir sağlık problemini oluşturmaktadır (Nirmala vd., 2023). 

Tümör hücrelerinin kontrolsüz olarak sürekli bölünmesi ve büyümesi, besin tüketimine 

ve hipoksiyi tetiklemekten sorumlu olan transkripsiyon faktörlerinin salınmasına neden 

olmaktadır (Vito vd., 2020a). Kanser hücrelerindeki çoğalmanın artışı, oksijenden yoksun 

bir ortam yaratmaktadır. Tümörlerdeki düşük oksijen seviyesine karşılık olarak; birçok 

anjiyojenik, metabolik ve hücre döngüsü geninin ekspresyonunu kontrol eden 
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transkripsiyonel faktörler regüle olmaktadır (Krock vd., 2011). Malign hücreler, ortaya 

çıkan hipoksik mikro ortamda büyümeye ve gelişmeye devam edebilirken; bu durum 

bağışıklık hücreleri için uygun olmayan koşullar yaratarak bağışıklık sisteminin 

baskılanmasına neden olmaktadır (Chen vd., 2009). 

Günümüzde kanser tedavisi, kanserin türüne ve evresine bağlı olarak cerrahi rezeksiyon, 

kemoterapi ve radyoterapi gibi birbirini takip eden tedavilerin kombinasyonundan 

oluşmaktadır. Bu tedavi seçenekleri, erken evrelerde olumlu sonuçlar vermekte, ileri veya 

nüks görülen evrelerde genellikle etkisiz kalmaktadır (Igarashi & Sasada, 2020). Ancak, 

kemoterapi esas olarak tedavide kullanılsa da, immünterapi, hormon tedavisi ve hedefe 

yönelik tedaviler gibi çeşitli alternatif tedavi seçenekleri de mevcuttur (Virmani vd., 

2023b). 

Radyoterapi ile hücrelerin kısmen hedeflenmesi, kemoterapötik ilaç direnci ve toksisite 

gibi zorluklar tedavideki en önemli sorunlardandır (de Oliveira vd., 2021). Kanser 

tedavisindeki bir diğer zorluk ise kanser ilerlemesi sırasında, oluşan tümörlerin oldukça 

heterojen bir yapı haline gelmesidir (Prasetyanti & Medema, 2017). Bu heterojen yapı, 

farklı moleküler özellikte ve transkripsiyonel profillerinde farklılıklar olan karışık bir 

hücre popülasyonundan oluşmaktadır.  

Heterojenlik, TMÇ’de bulunan hücrelerin çeşitliliğini tanımlamak için sıklıkla 

kullanılmaktadır (Lim & Ma, 2019). Tümör heterojenliğinin büyük oranda TMÇ'deki 

yüksek mutasyon potansiyeli, hipoksik koşullar ve anormal damarlanma 

(vaskülarizasyon) gibi değişikliklerden kaynaklandığı bilinmektedir (Vito vd., 2020b). 

Burada bulunan kanser hücreleri, anti-proliferatif sinyallere yanıt vermemeye, apoptozdan 

kaçmaya, kontrolsüz çoğalmaya ve dokulara invazyona/metastaza sebep olmaktadır. 

Onkoloji araştırmalarının tarihi boyunca tümör heterojenliği, kanserin başarılı tedavisinin 

önünde büyük bir engel oluşturmaktadır (El-Sayes vd., 2021). Gİİ, kanser tedavisi için üç 

yüzden fazla kemoterapötik ilacın kullanımına izin vermiştir. Ancak kanserin heterojen 

doğası tüm bu kemoterapötik ajanların etkinliğini sınırlandırmaktadır (Gao vd., 2022). Bu 

nedenle, kanserde etkili tedaviler tasarlamak için bu karmaşık ve dinamik olan heterojen 

yapının derinlemesine anlaşılması büyük önem taşımaktadır (Pucci vd., 2019). 



7 
 

Kemoterapinin kanser tedavisi için önemi, özellikle lokal tedaviye adjuvan olarak 

kullanılmasıyla artmaktadır. İlerleyen evrelerde ve tümör kitlesi metastaz yapmış ise 

kemoterapi, kanser türüne bağlı olarak değişen semptomları hafifletmekte ve hasta 

sağkalımını uzatmaktadır (Nygren, 2001). Kanserli hücrelerin büyümesini ve yayılmasını 

engellemede etkili olan ve hastalara daha kaliteli yaşam sağlamayı hedefleyen 

kemoterapötik ilaçlar, genellikle cerrahi rezeksiyondan sonra radyasyon tedavisi ile 

birlikte kullanılmaktadırlar  (DeVita & Chu, 2008, Baskar vd., 2012).Yapılan birçok 

çalışma, kanser tedavisinde tek bir kemoterapötik ilaç yerine, birden fazla ilacın birlikte 

kullanılmasının çok daha etkili olduğunu göstermektedir (DeVita & Chu, 2008).Tedavide 

kullanılan ajanlar, tümör hücrelerinin çevrelerindeki değişikliklere uyumunu sağlamakta 

ve kanserin yayılmasını tetikleyen nükleik asitleri, hücre proteinlerini, karsinojenik sinyal 

yollarını özgün olarak hedefleyerek etkinliklerini göstermektedir (Kumar vd., 2023). 

Ancak, kullanılan kemoterapötik ilaca bağlı olarak oluşan yan etkiler, ilaç direnci ve 

kanser hücrelerinin tedavilere duyarsızlığı gibi çeşitli zorluklarla karşılaşılmaktadır 

(Anand vd., 2023; Kumar vd., 2023). Kemoterapötik ajanların yüksek doz ihtiyacı, zayıf 

emilim, düşük seçicilik indeksi, özgün olmayan etkileşim göstermeleri ve hastaların 

rahatsızlığı da kemoterapi tedavisindeki önemli dezavantajlarındandır (Shakil vd., 2021). 

Bu nedenle, kemoterapötik ajanların terapötik etkinliğini artırmak için yeni ve ileri tedavi 

alternatiflerinin araştırılması gerekmektedir. 

Kanserde radyasyon tedavisi ise klinikte en yaygın kullanılan tedavi yöntemlerinden bir 

diğeridir. Tam olarak rezeke edilemeyen veya cerrahi rezeksiyondan sonra nüks meydana 

gelen hastalar çoğunlukla radyasyon tedavisi ile tedavi edilmektedir (Burnette & 

Weichselbaum, 2013; EBCTCG (Early Breast Cancer Trialists’ Collaborative Group), 

2014; Durante & Loeffler, 2010). Radyasyon tedavisi, tümör hücrelerinin iyonlaştırıcı 

radyasyonla patlatılması ve bunun sonucunda da tümörlü hücrelerin yüksek enerjiyle 

öldürülerek yok edilmesi prensibi üzerine kurulu bir tedavi seçeneğidir (Baskar vd., 

2012b). 

İyonlaştırıcı radyasyonun tümör dokusu üzerine etkisi, çoğunlukla DNA'ya zarar vererek 

ve hücre ölümüne sebep olarak gerçekleşmektedir. Bu etki malign hücre 

popülasyonlarının azalmasına ve hücrelerde fonksiyonel yetersizliğe neden olmaktadır. 
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Radyasyonun neden olduğu iyonlaşmalar, direkt ve indirekt etki olarak 2 şekilde 

gerçekleşmektedir. Direkt etki; hücresel moleküller üzerinde etki etmekte ve DNA 

hasarına neden olmaktadır. İndirekt etki ise hücrelerin su bileşeninin iyonlaşmasından 

veya uyarılmasından türetilen serbest radikaller üreterek etki etmektedir (Baskar vd., 

2014) (Şekil 2.2.). 

 

Şekil 2.2. Radyasyonun direkt ve dolaylı olarak (indirekt) etki ettiği mekanizma gösterilmektedir (Riccardo 

Ridolfi, 2018). 

Direkt etki, tüm biyolojik etkenlerin 1/3’ünü oluştururken geri kalan 2/3’lük kısmı ise 

indirekt etki ile oluşmaktadır. Radyasyonun neden olduğu DNA hasarları temel olarak tek 

zincirli ve çift zincirli DNA kırıkları şeklindedir (Riccardo Ridolfi, 2018). Çift zincirli 

DNA kırıkları, en ölümcül DNA hasarı türlerini temsil etmekte ve onarılmazsa hücre 

ölümüne yol açabilmektedir. 

Radyasyon tedavisindeki en büyük zorluk: sadece tümörlü bölgenin temizlenmesini 

hedeflemek, bu alan dışında kalan normal doku ve sağlıklı hücrelerin etkilenmemesini 
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sağlamaktır (Baskar vd., 2014). Ancak, yine de etkilenen sağlıklı hücreler genellikle 

kendilerini daha hızlı onarabilirler ve normal işlevini kanser hücrelerine göre 

koruyabilirler. Bu nedenle, genel olarak kanser hücreleri, radyasyon tedavisinin neden 

olduğu hasarı onarmak konusunda, sağlıklı hücreler kadar başarılı değildir (Baskar vd., 

2012c). 

Günümüzde 3D konformal radyoterapi (3DKRT), yoğunluk ayarlı radyasyon tedavisi 

(IMRT), görüntü kılavuzluğunda radyoterapi (GKRT), stereotaksik vücut radyasyon 

tedavisi (SVRT) ve parçacık radyasyonları (elektron, proton ve nötron ışınları) gibi birçok 

teknik radyoterapi tedavisinde kullanılmaktadır (Baskar vd., 2012c). Bu tedavi 

yöntemlerinin yanı sıra son yıllarda, kanser araştırmalarında daha etkili ve daha az invaziv 

kanser tedavilerine yönelik dikkate değer adımlar atılmaktadır. Nanotıp, hedefe yönelik 

terapi ile birlikte, tedavi edilecek hedef doku çevresinde yeni veya önceden denenmiş 

kemoterapötik ajanların biyolojik dağılımına yardımcı olmaktadır. Gen terapisi ise 

siRNA'ların iletimi, immünoterapi ve antioksidan moleküller gibi diğer kanser hastalarına 

yeni olanaklar sunmaktadır. Cerrahi rezeksiyonda ise termal ablasyon ve manyetik 

hipertermi umut verici seçenekler arasındadır. Son olarak, radyomik ve patolojik 

yaklaşımlar, prognozu iyileştirmek için kanser hastalarından alınan veri setlerinin 

yönetimine yardımcı olmaktadır (Şekil 2.3.).  
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Şekil 2.3. Kişiselleştirilmiş tedaviyi elde etmek amacıyla farklı disiplinleri birleştiren, yenilikçi stratejiler 

temsil edilmektedir (Pucci vd., 2019b).  

Şu anda kanser tedavisiyle ilgili klinik araştırmalar veri tabanındaki en sık girişler, hedefe 

yönelik tedavi, immünoterapi ve gen terapisi terimlerini içermekte ve bunların 

araştırılmakta olan en popüler yöntemler olduğu vurgulanmaktadır. Bu yöntemlerin 

kanser hastaları için umut verici ve etkili olduğu gösterilmektedir (Şekil 2.4.). 

 

Şekil 2.4. www.clinicaltrials.gov adresinde kayıtlı olan klinik araştırmalar ve araştırmaların toplam sayıları 

gösterilmektedir (Pucci vd., 2019b).  
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Kanser tedavisindeki önemli gelişmeler, tedavi sırasında hastanın sağlık durumunu ve 

yaşam kalitelerini de dikkate alarak iyileşmesini sağlamak üzerine kuruludur. Gelişen bu 

tedavilerin avantajları ve dezavantajları mevcut olsa da, ilerlemeler kaydedilmektedir 

(Pucci vd., 2019b). 

2.2. Beyin Tümörleri 

Beyin, vücudun en önemli organıdır ve genel olarak yönetim noktası olarak kabul 

edilmektedir. Duyguları, hareketi, konuşmayı, hafızayı, duyuları, düşünceleri, fiziksel 

aktiviteleri, tadı ve yaratıcılığı gibi birçok hayati aktivitenin yönetildiği beyinde, 

oluşabilecek herhangi bir problem, vücudun rutin işleyişini bozmakta ve anormal bir 

rutine neden olmaktadır. Bu nedenle beynin korunması oldukça önemlidir (Lather & 

Singh, 2020a). 

Beynin çeşitli problemleri arasında günümüzde en yaygın ve her yaştan insanı 

etkileyebilen problem, beyin tümörleridir (Laws & Thapar, 1993, Lather & Singh, 2020b). 

Beyin tümörü olarak da bilinen intrakraniyel tümörler, beyin içindeki farklı glial 

hücrelerden (birincil tümörler) veya beyine metastaz yapmış sistemik tümörlerden (ikincil 

tümörler) kaynaklanan çeşitli kanser türlerini ifade etmektedir (Butowski, 2015a). Hücre 

tipine, beyin içindeki konumuna, büyüme ve ilerleme hızına bağlı olarak beyin 

tümörlerinin yaklaşık 130 farklı çeşidi vardır (Lather & Singh, 2020c). Primer beyin 

tümörleri, çeşitli moleküler özelliklere sahip bir dizi histolojik tipi içermektedir ve 

DSÖ’nün Merkezi Sinir Sistemi (MSS) tümörlerinin sınıflandırmasına göre 

sınıflandırılmaktadır (Louis vd., 2007a). 

Birincil beyin tümörleri, beyindeki dokulardan veya beynin yakın çevresinden ortaya 

çıkmaktadır. Genellikle hipofiz, epifiz bezi, beyin lenfomaları, nörogliar, meninksler, 

koroid pleksus ve sinir liflerinden köken almaktadırlar (Shehu vd., 2021). İkincil veya 

metastatik beyin tümörlerinin çoğu ise vücudun başka bir yerinden kaynaklanan ve 

dolaşım yoluyla beyine giden tümörlerdir. Özellikle akciğer ya da meme kanserinden 

kaynaklanmaktadır. Ancak melanom, kolon ve böbrek kanserinin de yetişkin hastalarda 

beyine metastaz yaptığı görülmüştür (Pozzilli vd., 1992) (Şekil 2.5.).  
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Şekil 2.5. Beyin tümörlerinin birincil (primer) ve ikincil (metastatik) olarak 

sınıflandırılması gösterilmektedir (Lather & Singh, 2020c). 

Ayrıca, beyin tümörleri benign veya malign olmalarına göre de sınıflandırılmaktadırlar. 

İyi huylu beyin tümörleri, iyileşmenin mümkün olduğu tümörlerdir. Ancak bu durum 

tümörün büyüklüğüne, kafa içi basınç artışına, beyin ödemine bağlıdır ve özellikle pons, 

medulla gibi kritik bir bölgede bulunması durumunda, kötü huylu beyin tümörleri gibi 

hayati tehlike yaratmaktadır (Hill vd., 2002; Pozzilli vd., 1992; Freeman vd., 1996). Şekil 

2.6.’da iyi ve kötü huylu tümörlerin karakteristik özellikleri gösterilmektedir. 

 

Şekil 2.6. İyi huylu (benign) ve kötü huylu (malign) tümörlerin karakteristik özellikleri gösterilmektedir 

(Lather & Singh, 2020d). 
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Tüm kanserlerin %2’sini oluşturan beyin tümörlerinde oluşan neoplazmalar, kanser 

morbidite ve mortalitesinde büyük bir orana neden olmaktadır. Tüm yaşlar ve tüm ırklar 

dahil olmak üzere bütün malign beyin tümörlerinde yaklaşık 5 yıllık hasta sağkalım oranı 

%33 olarak tanımlanmaktadır. Histolojik alt tipler arasında en sık görülen anaplastik 

astrositom için 5 yıllık hasta sağkalım oranı %30 ve glioblastoma için ise bu oran %3 

olarak ifade edilmektedir (Butowski, 2015b). Her yıl yaklaşık 11.000 kişiye beyin tümörü 

teşhisi konulmaktadır. Bu tümörlerin insidansı, özellikle yaşlı yetişkinler olmak üzere tüm 

yaş gruplarında giderek artmaktadır (Butowski, 2015b; Laws & Thapar, 1993b; Lather & 

Singh, 2020e) . 

Beyin tümörleri genellikle baş ağrısı, baş dönmesi, kusma, kişilik değişiklikleri veya 

nörolojik bozuklukları içeren klinik belirtilerden sonra teşhis edilmektedir. Günümüzde 

beyin tümörü olduğundan şüphelenilen hastaların tümörlerini teşhis etmek için gelişmiş 

görüntüleme teknikleri mevcuttur. Bilgisayarlı tomografi (BT) taraması ve manyetik 

rezonans görüntüleme (MRG) en sık kullanılan görüntüleme yöntemidir. Ayrıca manyetik 

rezonans spektroskopisi (MRS) kullanılarak tümörün kimyasal profilinin incelenmesi ve 

MRG'de saptanan lezyon tipinin belirlenmesi yapılabilmektedir (Lather & Singh, 2020e). 

Ancak tümör tipi ve malignite derecesinin kesin tanısı için biyopsi veya cerrahi rezeksiyon 

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

Hastalığın saptandığı evre prognoz ile ilişkilidir ve bu nedenle, tümörün erken 

saptanmasını sağlayan belirteçlerin bulunması oldukça önemlidir. Bir tümörün ilerleyişi, 

birçok biyokimyasal ve moleküler değişikliğe yol açan karmaşık bir süreçtir. Bu 

değişikliklerin tespit edilmesi için kullanılan biyobelirteçler, tümörün erken tespiti için 

büyük bir önem taşımaktadır. Örneğin, son birkaç yılda, kötü huylu glioblastomaların 

çeşitli tanısal ve prognostik biyobelirteçleri tanımlanmıştır (Müller Bark vd., 2020). Bu 

belirteçler, tanının doğruluğuna ve uygulanacak olan tedavinin etkinliğine önemli ölçüde 

katkıda bulunmuştur. Ayrıca, invazif tanı yöntemleri de beyin tümörleri için tanı koyma 

ve tedaviyi belirleme konusunda klinikte yeni yaklaşımlar da değerlidir (Jelski & 

Mroczko, 2021). Birincil beyin tümörleri için olumlu prognostik faktörler arasında, 

hastaların genç yaşta olması ve düşük patolojik dereceye sahip olmaları önemli bir yer 

almaktadır. Prognozun belirleyici unsurları arasında semptomların süresi, tanı sırasında 
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hastada bilişsel değişikliklerin varlığı, tümörün posterior fossa yerleşimi ve cerrahi 

rezeksiyonun kapsamı da yer almaktadır (Ostrom vd., 2014a).   

En yaygın kötü huylu beyin tümörleri, glial hücrelerden köken alan glioblastomlardır ve 

çoğu beyin tümörünün nedeni hala bilinmemektedir. Bugüne kadar yapılan araştırmalar 

belirli nedenlere ilişkin çok az veri ortaya koymuştur. Ancak genetik ve epidemiyoloji 

alanlarındaki ilerlemeler, beyin tümörlerinin sadece oluşma nedenini değil, aynı zamanda 

oluşan beyin tümörlerinin tedavisi için yeni yaklaşımların keşfedilmesini de 

sağlamaktadır (Louis vd., 2007b; Wrensch vd., 2002). Ancak bu tip tümörlerin agresifliği, 

tümörün karmaşık yapısı ve hastaların hızlı ölümü gibi birçok faktörün olması sebebiyle, 

beyin tümörlerinin nedenlerine yönelik araştırmalar sınırlı kalmaktadır (Butowski, 2015c; 

Louis vd., 2007c) 

2.2.1. Gliomalar 

Gliomalar malign beyin tümörlerinin %81’ini oluşturan ve çoğunlukla yetişkinlerde 

görülen intrakraniyal tümörlerdir. Gliomaların, neoplastik dönüşüm üzerine glial 

özellikler geliştiren glial (progenitör) hücrelerden veya kök hücrelerden kaynaklandığı 

düşünülmektedir (Perry & Wesseling, 2016).Yıllık insidansı 100.000 popülasyonda 5.26 

veya yılda 17.000 yeni tanı ile en sık görülen primer beyin tümörleridir. Bu tümörler tipik 

olarak kötü bir prognoz ve hastalarının yaşam kalitesinin kötü ilerlemesi ile ilişkilidir 

(Omuro, 2013a).  

Gliomalar oluştukları yerin çevresindeki beyin dokusunu etkileyen infiltratif tümörler 

olarak tanımlanmaktadırlar (Mesfin & Al-Dhahir, 2024). MSS’de herhangi bir yerde 

meydana gelen gliomaların, özellikle beyinde ve glial dokuda oluştuğu gözlenmektedir 

(Ostrom vd., 2014b). Bu tümörler tipik olarak malign karakterde olmalarına rağmen bazı 

gliomalar sürekli olarak kötü huylu özellik göstermezler (Louis vd., 2007d). Genel olarak 

astrositomlar, oligodendrogliomalar ve her iki hücrenin karışımı olan oligoastrositomalar 

olarak histolojik özelliklerine göre sınıflandırılmaktadır; her grup farklı biyolojik 

malignite aralıklarına sahip tümör alt tipleri içermektedir. DSÖ’ye göre bu 

derecelendirme, derece I-IV arası olabilmektedir (Şekil 2.7.).  
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Derece I katı ve infiltratif olmayan tümörleri (pilositik astrositomlar), derece II-IV ise 

diffüz infiltrasyonlu gliomaları temsil etmektedir. Derece II, genellikle düşük dereceli 

gliomalar olarak adlandırılırken, daha agresif tümörler yüksek dereceli gliomalar (derece 

III ve IV) olarak adlandırılmaktadır (Louis vd., 2007d). Derece III gliomalar ise, invazif 

ve agresif olup, sağkalım oranlarının az olduğu ve hızlı ilerlemeye sahip olan tümörlerdir. 

“Glioblastoma” olarak da bilinen derece IV tümörler, yetişkinlerde görülen yaygın ve en 

ölümcül beyin tümörüdür  (Stupp vd., 2005a; Wen & Kesari, 2008). 

 

Şekil 2.7. Gliomaların Dünya Sağlık Örgütü (I–IV) derecelerine göre histolojik sınıflandırması 

gösterilmektedir (Arcella vd., 2020’den revize edilmiştir) (Yeşilin farklı tonları sadece grupları ayırmak için 

kullanılmıştır, herhangi bir anlam ifade etmemektedir.) 

Glioblastoma, birincil veya ikincil kökenli olarak sınıflandırılmaktadır. Glioblastomaların 

%90’ı, çoğunlukla birincil tümörler olup, yaşlı hastaları etkileyen son derece agresif 

tümörler olup hızla gelişmektedir. İkincil glioblastomaların görülme oranı ise %10’dur ve 

daha düşük dereceli (DSÖ’ye göre derece II veya derece III) gliomalardan, yani diffüz 

veya anaplastik astrositomlardan kaynaklanmakta ve genellikle genç hastalarda ortaya 

çıkmaktadır. İkincil glioblastomalar, başlangıç evresinde birincil gliomalarla benzer 

klinik ve histolojik özelliklere sahip olmasına rağmen farklı genetik ve epigenetik profiller 

ve moleküler yolaklar da bu tümörlerin tanımlanabilmesi için söz konusudur (Ohgaki & 

Kleihues, 2013).  
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Diğer tüm tümörlere kıyasla ortalama sağkalım süresi en az olan glioma tümörlerinin, 

küçük bir kısmının kalıtsal genetik bozukluklardan, çoğunlukla ise iyonize radyasyona 

maruz kalma nedeniyle meydana geldiği bilinmektedir (Ostrom, Gittleman, Stetson, vd., 

2018; Ostrom vd., 2015; Schwartzbaum vd., 2006). İyonize radyasyon maruziyeti, tamir 

edilemez DNA hasarlarına sebep olduğundan her tümörde olduğu gibi gliomalarda da 

önemli bir etkendir. İlerleyen yaşlarda, özellikle 45-65 yaşları arasında görülme 

olasılıkları yüksektir. Klinik açıdan incelendiğinde gliomalı hastalarda genellikle baş 

ağrısı, kusma, beyin fonksiyonlarında azalma, hafıza kaybı, karakter özelliklerinde 

değişimler, denge kayıpları, idrar kaçırma, görme problemleri, konuşma zorlukları ve 

bayılma gibi semptomlar görülmektedir. Bu semptomlar tümör büyüklüğü, bölgesi ve 

derecesi gibi faktörlere bağlı olarak değişkenlik göstermektedir (Rasmussen vd., 2017) 

Bunlara ek olarak yaş, cinsiyet ve genetik mutasyonlara bağlı olarak da hastaların 

ortalama sağkalım süreleri değişmektedir. Glioma tümörleri arasında en düşük sağkalım 

gösteren GBM’dur (Butler vd., 2020). 

2.3. Glioblastoma Multiform (GBM) 

GBM, DSÖ tarafından derece IV astrositom olarak sınıflandırılan, MSS tümörleri 

arasında en yaygın ve agresif primer malign beyin tümörüdür (B. Huang vd., 2021). GBM 

tümörünün teşhis edilmesinden sonra hastalarda ortalama 12-15 aylık sağkalım 

gözlenmektedir (Abadi vd., 2021). Yaşam tarzındaki değişiklikler, erken tanı yapılması 

ve tedavi gibi önleyici tedbirlerin alınması hastalığın ilerleyişini engellememekte ve 

sonucu değiştirmemektedir (Omuro, 2013b). GBM, %90 birincil GBM ve %10 ikincil 

GBM olarak ikiye ayrılmaktadır. Birincil GBM’de, daha düşük dereceli patoloji veya 

semptomlar gözlenmemekte ve tümör hızlı bir şekilde ortaya çıkmaktadır. İkincil GBM 

ise düşük dereceli astrositomların değişimi ve dönüşümünden kaynaklanmaktadır ve 

genelde genç hastalarda görülmektedir. GBM’in bu iki alt türü farklı genetik profiller 

sunmasına rağmen spesifik hücre belirteçlerinin varlığı ile tanımlanmakta olup morfolojik 

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

Moleküler biyobelirteçler, glioblastomaların histolojik tiplendirilmesinde, tanısında, 

hayatta kalma ve tedaviye yanıtın tahmin edilebilmesinde önemli bir rol oynamaktadırlar. 

GBM için en iyi bilinen biyobelirteç, MGMT (O6-metilguanin-DNA metiltransferaz) 
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promotörünün metilasyon durumudur. MGMT promotörünün metilasyonu yoluyla, 

susturulması olumlu bir prognostik sürecin göstergesi olup radyasyon terapisi ve alkilatör 

kemoterapisi olan Temozolomid (TMZ) ile tedavi edilen hastalarda artan ortalama 

sağkalım ile ilişkilendirilmektedir (Mansouri vd., 2019). MGMT ile metillenmiş tümörleri 

olan hastaların ortalama sağkalımı 12-15 ay ile sınırlı kalırken, MGMT ile metillenmemiş 

tümörleri olan hastaların ortalama sağkalımının ise 22-26 aya kadar uzadığı bilinmektedir 

(Hegi vd., 2005). 

Klinik açıdan GBM için bir başka biyobelirteç ise IDH (izositrat dehidrojenaz) mutasyonu 

durumudur. IDH’in IDH1, IDH2 ve IDH3 şeklinde 3 izoformu vardır. IDH enzimleri, 

krebs döngüsü, glutamin metabolizması, lipogenez ve redoks regülasyonu gibi birçok ana 

metabolik sürece katılan temel enzimler olarak tanımlanmaktadır (Koh vd., 2004). IDH1, 

sitoplazmada ve peroksizomlarda bulunurken, IDH2 ve IDH3 mitokondriyal matrikste 

bulunmaktadır (Leighton vd., 1969). IDH1 ve IDH2'nin katalitik bölgeleri, nikotinamid 

adenin dinükleotid fosfat (NADP+) ve iki değerlikli metal katyonu (genellikle 

magnezyum veya manganez 5) ile birlikte substrat olan izositrat için afinite 

sergilemektedir ve bu da α-ketoglutarat (α-KG) oluşumuyla sonuçlanmaktadır. 

İzositrattan α-KG'ye dönüşümü de katalize eden IDH3 ise kofaktör olarak nikotinamid 

adenin dinükleotidi (NAD+) kullanmaktadır (Hurley vd., 1991) (Şekil 2.8.).  

 

Şekil 2.8. IDH enzimlerinin hücre içi konumları, kofaktörleri ve IDH1, IDH2 ve IDH3 tarafından katalize 

edilen reaksiyonlar gösterilmektedir (Madala vd., 2018). 
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IDH'deki mutasyonlar, insan malignitelerinde oldukça yaygın görülmektedir. Gliomalı 

hastaların yaşlaşık %10’unda, gliomagenez sırasında erken bir genetik olay olan bu 

enzimlerin herhangi birinde mutasyonun meydana geldiği bilinmektedir (Louis vd., 

2016). Gliomalarda, DSÖ tarafından derece II ve derece III vakalarının %80'inde IDH 

mutasyonları tanımlanmaktadır. DSÖ evre IV olarak ifade edilen GBM’de ise IDH 

mutasyonları, klinik vakaların %73'ünü oluşturan ikincil GBM daha sık görülürken, 

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

GBM gibi malign gliomalarda, son zamanlarda onkoloji alanında önemli başarılar 

olmasına rağmen, dünya çapında GBM hastalarının tedavisinde büyük zorluklar 

görülmektedir (Kanu vd., 2009). Karmaşık tümör heterojenitesi, tümör hücrelerinin 

kemoterapötiklere karşı geliştirdiği direnç, kemoterapötiklerin KBB’yi ve Kan-Tümör 

Bariyer (KTB)’ni geçememesi gibi zorluklar GBM hastalarının prognozunun kötü 

seyretmesine sebep olmaktadır (Upadhaya vd., 2020). (Şekil 2.9.)  

 

Şekil 2.9. GBM özellikleri ve terapötik zorlukları gösterilmektedir (Bastiancich vd., 2021a). 
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GBM’de günümüzde mevcut tedavi güvenli maksimum cerrahi rezeksiyon, radyoterapi 

ve kemoterapiden oluşmasına rağmen tedavide yüksek oranda başarızlık ve zaman 

içerisinde nüks meydana gelmektedir (Ortiz vd., 2019). Mikroçevrede yer alan ve 

kendilerini yenileme yeteneğine sahip olan kanser kök hücrelerinin varlığı, GBM 

nükslerinin oluşumuna katkı sağlamaktadır (Denysenko vd., 2010). Ancak teknolojik 

gelişmeler ve klinik araştırmalar doğrultusunda, hastalık biyolojisinin anlaşılması 

sayesinde, nüks meydana gelmesine rağmen, hastaların sağkalımı ve yaşam kalitesinin 

yüksek tutulması sağlanabilmektedir (Koray Özduman, 2019).                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                      

GBM’in ayırt edici özellikleri arasında kontrolsüz proliferasyon, nekroz ve anjiyogenez 

eğilimi, apoptoz direnci, yüksek genomik instabilite ve kemorezistans yer almaktadır 

(Furnari vd., 2007b). GBM hücreleri, tümör kitlesi oluşurken, erken evrelerde primer 

lezyonun çevresine diffüz şekilde sızarak çevredeki normal parankim dokusu içine doğru 

göç edebilmektedirler. Bu sebeple GBM tümörü aynı zamanda “ahtapot tümörü” olarak 

da isimlendirilmektedir (Yamahara vd., 2010). GBM hücrelerinin migrasyon ve 

invazyonunda önemli rol oynayan birçok gen tanımlanmıştır ve bunların varlığı hastaların 

ortalama sağkalımı ile ilişkilendirilmiştir. Ayrıca, hücrelerin göçünün rastgele olmadığı, 

kan damarlarının bazal membranları ya da subependim boyunca nöronlara bitişik olarak 

meydana geldiği ve nadiren de kontralateral hemisfere ulaştığı gösterilmiştir (Bastiancich 

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

Günümüzde GBM’in ne ile bağlantısı olduğunu araştıran birçok çalışma olmasına rağmen 

tümör heterojenitesi ve karmaşıklığı sebebiyle GBM’lerin neden oluştukları konusu ve 

tedavideki etkili parametrelerin belirlenmesi hala sınırlı kalmaktadır. Birçok kanser türü 

gibi sporadik olduğunu belirtilen GBM’in, genetik ve çevresel risk faktörlerinin yanı sıra 

yaş, ırk ve cinsiyete göre görülme sıklığı değişmektedir (Thakkar vd., 2014). Ancak 

özellikle hastaların atopi ve alerji öyküsü, iyonize radyasyona maruziyeti GBM riskine 

potansiyel katkıda bulunmaktadır (Ostrom vd., 2014a). 

2.4. GBM Tedavisi 

GBM, MSS’nin birincil tümörüdür ve kötü prognoza sahiptir. GBM için iyileştirici bir 

tedavi seçeneği henüz mevcut değildir ve terapötik araştırmalara rağmen GBM teşhisi 

konan hastaların sağkalım oranı oldukça sınırlı kalmaktadır (Ostrom vd., 2016). Bu 
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terapötik araştırmalar genellikle tek bir protein hedeflerini belirlemeye yönelik olarak 

halen araştırılmaya ve geliştirilmeye devam etmektedir. Ancak çoğu durumda, hedeflenen 

bileşikler klinik öncesi çalışmalarda olumlu sonuçlar göstermelerine rağmen, insanlar 

üzerinde yapılan Faz III klinik deneylerinde başarısız olmuştur. Bu başarısız ilaç 

çalışmalarının; farmakokinetik özelliklerin zayıf olması, direnç yollarının ortaya çıkması, 

karmaşık tümör heterojenitesi ve klinik denemelerin yetersiz olmasından kaynaklandığı 

düşünülmektedir. Bu nedenle, ileri tümör evrelerindeki başarısızlığı önlemek için 

preklinik aşamada potansiyel ilaçları belirlemek ve incelemek için etkili bir yaklaşıma 

ihtiyaç duyulmaktadır (Shergalis vd., 2018a). 

Hedefleri bilinen yaklaşık 1600 Gİİ onaylı ilaçların çoğu; Rodopsin benzeri G proteinine 

bağlı reseptörler (%33), iyon kanalları (%18), nükleer reseptörler (%16), kinazlar (%3) ve 

diğerleri (%30) olmak üzere dört sınıfa ait ilaçlardan oluşmaktadır (Şekil 2.10.). Ancak 

yine de Gİİ onaylı çoğu ilacın hedefi ve etki mekanizması tam olarak hala 

belirlenememiştir (Santos vd., 2017). 

 

Şekil 2.10. Gıda ve İlaç İdaresi (Gİİ) tarafından onaylı protein ailelerini hedefleyen küçük moleküllü 

ilaçların yüzdeleri gösterilmektedir (Santos vd., 2017). 
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Geliştirilmekte olan GBM tedavisindeki zorluğun çoğu, terapötik ilaç 

konsantrasyonlarının hedef bölgeye ulaşamamasıdır. Bu nedenle çok az ilaç molekülü 

beyine erişimini kısıtlayan KBB’yi geçebilmektedir. Ayrıca, MSS’nin karmaşık ve 

dinamik bir mikroçevreye sahip olması GBM için kullanılan mevcut kemoterapötiklerin 

etkinliğini azaltmaktadır (Bastiancich vd., 2021b).  Tedavideki bu zorluklar nedeniyle 

hedef proteinin seçimi, geçirgenlik ve ilaç farmakokinetiği GBM ilaçlarının 

geliştirilmesinde oldukça önemlidir (Shergalis vd., 2018b).  

Uzun yıllar boyunca GBM'nin standart tedavisi cerrahi rezeksiyonu takiben adjuvan 

radyoterapiden oluşmaktaydı. Ancak 2005 yılından itibaren günümüzde yeni teşhis 

edilmiş veya nüks meydana gelmiş GBM hastaları için standart tedavi, maksimum güvenli 

cerrahi rezeksiyonun ardından DNA hasarına neden olan kemoterapötik TMZ ve eş 

zamanlı olarak başlanan radyoterapiden oluşmaktadır (Şekil 2.11.). Bu kombine tedavinin 

GBM hastalarında ortalama sağkalımını, tek başına cerrahi rezeksiyona göre 3 kat 

arttırdığı bilinmektedir (Cha vd., 2020). GBM agresivitesi sebebiyle, nüks etme 

eğilimindedir ve tamamen tedavisi oldukça zordur (Duwa vd., 2019; Sales vd., 2022). 

 

Şekil 2.11. GBM için uygulanan standart tedavi gösterilmektedir (The Ahmed Lab @ Northwestern. “GBM 

için güncel standart tedavi.” https://www.ahmed-lab.org/resistance, Son Erişim Tarihi: 21.05.2024).  

https://www.ahmed-lab.org/resistance
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Gen terapisi, anjiyogenez inhibisyonu ve immünoterapi içeren alternatif terapötik tedavi 

seçenekleri, GBM tedavisinde sınırlı düzeyde olsa da etkili olma potansiyeli 

göstermektedir. İlaçların terapötik etkinliğini arttırmak için dozlarının arttırılması, normal 

hücrelere yönelik toksisiteyi arttırarak olumlu etkiyi azaltmaktadır. Ayrıca, GBM 

hastalarında yüksek seviyedeki genetik heterojenliğe karşı koymak için çoklu ilaç 

kombinasyonlarının uygulanması artan yan etki riski nedeniyle sınırlı kalmaktadır (Cha 

vd., 2020). 

2.4.1. Cerrahi Rezeksiyon 

Malign glioma için sitoredüktif cerrahi, lobektomilerden hemisferektomilere kadar 

yüzlerce yıldır uygulanmaktadır (Dandy, 1928). Cerrahinin amacı, oluşan tümör kitlesinin 

etkisini hafifletmek, histolojik ya da moleküler tanı için doku elde etmek ve nüksü 

geciktirmek için total veya subtotal cerrahi rezeksiyonu gerçekleştirmektir (R. M. Young 

vd., 2015). Ayrıca, cerrahi rezeksiyon, GBM hastalarında kafa içi basıncı azaltarak 

terapötik bir rol oynamakta ve tümör kitlesinin konumuna göre bazen bazı nörolojik 

işlevlerin iyileşmesini sağlamaktadır (Wilson vd., 2014a). Ancak tümör kitlesinin yaygın 

infiltratif doğası ve kitlenin çıkarılması sırasında hastanın konuşma yeteneğinde ya da 

motor fonksiyonlarında kalıcı olarak hasar oluşabileceği için, maksimum cerrahi 

rezeksiyon her zaman gerçekleşememektedir (Duffau, 2016). 

MRG kraniyotomi, kortikal haritalama, stereotaksik biyopsi ve floresans değerlendirmeler 

gibi cerrahi görüntüleme tekniklerindeki gelişmeler, tümör kitlesinin sınırlarının 

tanımlanmasını kolaylaştırmakta ve maksimum güvenli cerrahi rezeksiyonu optimize 

etmeye yardımcı olmaktadır (Anton vd., 2012; Hoover vd., 2010; J. Perry vd., 2012a; 

Wilson vd., 2014b). Yapılan çok sayıda çalışma ile GBM hastalarında cerrahi 

rezeksiyonun, progresyonu iyileştirdiğini ve total rezeksiyon yapılan hastaların ortalama 

sağkalımını, subtotal rezeksiyon yapılanlara göre önemli ölçüde uzattığını ortaya 

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

2.4.2. Kemoradyasyon Tedavisi 

Güvenli cerrahi rezeksiyonun ardından, hastaların kraniyotomi yaralarının iyileşmesi için 

yaklaşık 4 hafta beklenmektedir (Davis, 2016b). Postoperatif dönemden sonra malign 

gliomalı hastalarda standart adjuvan tedavi şekli radyoterapidir. Radyasyon tedavisinin 
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etkinliği 1970'lerde ortaya koyulmuş olup cerrahi rezeksiyon boşluğuna ve boşluğu 

çevreleyen beyin dokusunun 2 cm'lik bir kenarına fokal olarak fraksiyone eksternal ışın 

radyasyonu uygulanmaktadır. İyonlaştırıcı radyasyon, çoğalan tümör hücrelerin 

DNA'sında tek ve çift zincir kırıklarına neden olduğu için genellikle hastalara 6 hafta 

boyunca 2 Gy, toplam 60 Gy radyasyon tedavisi verilmektedir (Leibel & Sheline, 1987; 

Shapiro vd., 1989). 

Yaşlı GBM hastalarında hipofraksiyone radyoterapi (40 Gy/15 Fraksiyon), standart 

radyasyon tedavisine (60 Gy/30 Fraksiyon) uygun bir alternatif olarak ortaya çıkmıştır. 

Benzer bir ortalama sağkalım sağlasa da, hipofraksiyone radyasyon tedavisinin daha az 

nörotoksisite ve steroid uygulaması ile ilişkili olduğu belirtilmiştir (OKADA vd., 2017). 

Ancak 2005 yılında yapılan önemli bir faz III çalışmasında, radyasyon tedavisine eş 

zamanlı olarak TMZ uygulanmasının, tek başına RT uygulanmasına kıyasla hastaların 

ortalama sağkalım süresini artırdığı bildirilmiştir. Bu çalışmada yeni teşhis edilmiş 

glioblastomalı toplam 573 hasta kaydedilmiş ve 5 yıllık genel sağkalım oranı kombine 

tedavi grubu için %9.8’ken, tek başına radyasyon tedavi grubu için %1.9 olduğu 

gösterilmiştir (Stupp vd., 2005b). Bu sonuçlar doğrultusunda, TMZ ve radyasyon 

tedavisinin kombine tedavisi, yaygın olarak yeni teşhis edilmiş glioblastomalı hastalar için 

günümüzde standart GBM tedavisi olarak kabul edilmektedir. 

Günümüzde radyasyon ve TMZ'nin kombine tedavisi standart hale gelmesine rağmen, 

çoğu hastada nüks meydana gelmektedir. Nükslerin yaklaşık %80’i ışıma alanının 

içerisinde ya da bu alanın kenarında meydana gelmektedir. Son zamanlarda yapılan 

çalışmalar nüksü geciktirmeye odaklanmaktadır (van Solinge vd., 2022). Bu nedenle, 

nüks sonucu kalan tümör hücrelerinin ya da mevcut tedaviye karşı oluşan direnci kırmak 

için yeni tedavi stratejilerinin geliştirilmesi gerekmektedir. Radyasyon dozunun 

yoğunluğunu arttırmak ya da doz-yoğun rejimler gibi yaklaşımlarla TMZ kullanımının 

optimizasyonunu sağlamak, direnci kırmaya yönelik yaklaşımlardan birkaçıdır (J. Perry 

vd., 2012b). 

Bevacizumab, TMZ dışında GBM tedavisi için daha önce denenmiş bir kemoterapötik 

ilaçtır. Hipoksinin glioblastoma biyolojisindeki potansiyel rolü göz önüne alındığında, 

anti-anjiyogenez tedavileri oldukça önemlidir. Ancak, Bevacizumab gibi ajanlarla uzun 
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süreli tedavinin tümör hipoksisini artırabileceği ve daha infiltratif bir fenotip ile 

sonuçlanabileceği düşünülmektedir ve daha kötü sağkalım ile ilişkilendirilmiştir 

(Iwamoto vd., 2009). Bu nedenle, günümüzde GBM hastalarının tedavisi için TMZ 

kullanılmaktadır. 

2.5. Temozolomid (TMZ) 

Ticari adı Temodar veya Temodal olan Temozolomid, 20 yılı aşkın süredir yüksek 

dereceli malign gliomaların tedavisi için onaylanan TMZ, oral alkilleyici bir 

kemoterapötik ajandır (Agarwala & Kirkwood, 2000a). Hücrelerde DNA hasarına neden 

olmakta ve tümör hücresinin apoptozuna yol açan bir dizi olayı tetiklemektedir (Day & 

Waziri, 2012). TMZ’nin kimyasal yapısı ve farmakokinetik özellikleri nedeniyle mevcut 

birçok alkilleyici ajana göre belirli avantajlara sahiptir (Stevens vd., 1984). 194 daltonluk 

küçük moleküler ağırlığı ve lipofilik karakterde olması nedeniyle KBB’yi geçerek önemli 

konsantrasyonlarda etkili bir şekilde tümör hücrelerine ulaşmaktadır. Aynı zamanda 

düşük yan etkilerinin olması sebebiyle birincil beyin tümörlerinde oldukça etkilidir 

(Agarwala & Kirkwood, 2000b). 

Maksimum TMZ konsantrasyonları, oral olarak alındıktan sonra 30 ile 90 dakika içinde 

sistemik dolaşımda etkisini göstermekte olup (Brada vd., 1999), beyin omurilik 

sıvısındaki (BOS) ilaç seviyelerinin, sistemik dolaşımda ölçülenlerin yaklaşık %20'sini 

oluşturduğu rapor edilmiştir (Ostermann vd., 2004). GBM tedavisinde kullanılan tek 

kemoterapötik olan TMZ, güçlü bir radyo hassaslaştırıcıdır ve yeni teşhis edilen GBM’li 

hastalar için kemoradyasyon tedavisinin önemli bir bileşenidir (Stupp vd., 2005c). 

Onaylanmış klinikteki standart TMZ tedavisi, radyoterapi ile birlikte her 28 günlük 

döngüde 5 gün boyunca hastaların vücut yüzeyinin metrekaresi başına günlük 150 ile 200 

mg’lık TMZ olacak şekildedir (Oronsky vd., 2021). Yedi haftaya kadar bu dozun 75 

mg/m2/gün olması güvenlidir (Stupp vd., 2005d). Hastaların TMZ’ye bu düzeyde maruz 

kalmaları, DNA onarım enzimi olan MGMT seviyesinde azalışa neden olmaktadır. Tümör 

dokusundaki düşük MGMT seviyesi, nitrozüre bazlı adjuvan kemoterapi alan GBM’li 

hastaların daha uzun sağkalımla ilişkili olduğunu göstermiştir (Esteller vd., 2000). 
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2.5.1. TMZ Etki Mekanizması 

TMZ gibi alkilleyici ajanlar, tekrarlayan yüksek dereceli gliomanın tedavisinde kullanılan 

birincil basamak kemoterapötik ajanlardır ve ayrıca ilerlemiş malign melanom 

hastalarında ve diğer katı neoplazilerin tedavisinde de kullanılmıştır (Bei vd., 2010). TMZ 

imidazotetrazinler olarak bilinen alkilleyici ajan sınıfına aittir. Bu bileşikler bir imidazol 

halkası içermekte ve yapısal/işlevsel olarak triazen alt grubunun bir üyesi olan DTIC'ye 

(Dimetil Triazeno İmidazol Karboksamid) benzemektedir (Newlands vd., 1997a). 

Midenin asidik pH’ında oldukça stabil olan TMZ, kanın ve dokuların hafif bazik pH’ı ile 

temas halinde olduğunda, kendiliğinden aktif metaboliti olan MTIC’e [5-(3-dimetil-1-

triazenil) imidazol-4-karboksamid] hidrolize edilmekte ve bu metabolit de hızla reaktif 

metildiazonyum iyonunu oluşturmak üzere parçalanmaktadır (Newlands vd., 1997b). 

MTIC'in parçalanmasıyla oluşan metildiazonyum iyonu öncelikle DNA molekülündeki 

guanin nükleotitlerini metile etmekte ve bunun sonucunda da O6- ve N7- metilguanin 

oluşmaktadır (Şekil 2.12.).  

TMZ ve DTIC'nin sitotoksik etkilerinden temel olarak O6- metilguanin oluşumu 

sorumludur. TMZ, DNA'yı O-6, N-3 ve N-7 pozisyonlarında metile ederek DNA zincir 

kırıklıklarına yol açmaktadır (Fan vd., 2013). Bu bağlamda TMZ’nin birincil sitotoksik 

hedefi çoğunlukla O-6-metilguanindir. O-6-metilguanine eklenen metil gruplarını 

uzaklaştırma işlevi ise DNA onarım proteini olan MGMT tarafından gerçekleşmektedir. 

Bu metil grubunun çıkarılması ve hasarın onarılması, hücreleri DNA'ya zarar veren 

etkilerinden koruyarak tümör hücrelerinin TMZ'ye ve diğer alkile edici kemoterapötik 

ajanlara karşı direncini sağlamaktadır (Kaina vd., 2007; Villalva vd., 2012). Aksine, 

metillenmemiş MGMT enzimi, MGMT'nin yüksek, TMZ'nin ise düşük aktivitesine neden 

olmaktadır. Bu nedenle, metillenmiş MGMT GBM hastaları için olumlu bir prognostik 

faktördür (Pandith vd., 2018). 
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2.12. Temozolomid’in aktif metaboliti olan MTIC’ın hücre içerisine girişi ve etki mekanizması sonucu 

tümör hücrelerin apoptoza yönlendirilmesi gösterilmektedir (Giotta Lucifero & Luzzi, 2021).  

GBM tedavisindeki en büyük zorluklardan biri, hastaların TMZ’ye karşı direnç 

geliştirmesidir. TMZ ve diğer kemoterapötik ilaçlar, tümörün gelişimini engelleyen 

etkilerini, DNA’ya zarar vererek ve programlanmış hücre ölümüne neden olarak 

göstermektedirler. TMZ’ye dirençli tümör hücrelerinde DNA onarım mekanizmaları 

genellikle bozulmaktadır. Bu nedenle tümör hücreleri alternatif onarım yollarıyla 

TMZ’nin neden olduğu lezyonları ortadan kaldırmaktadırlar (Lee, 2016). DNA onarım 

aktivitesi sitotoksik kemoterapötik ilaçlara karşı duyarlılığı etkileyebilmektedir. 

Araştırmalar, GBM'de TMZ direncinin ana nedeninin, MGMT'nin aşırı aktif hale gelmesi 

ve TMZ kaynaklı alkilasyonun farklı nükleotitlerden çıkarılması olduğunu 

göstermektedir. Fakat son zamanlarda yapılan çalışmalar, gliomalarda TMZ direncine 

neden olan tek faktörün MGMT’nın aşırı ekspresyonunun olmadığını, MGMT'den 

bağımsız olarak başka birçok yolun da TMZ direncine katkıda bulunduğunu ortaya 

koymaktadır. DNA onarım yollarının hiperaktivasyonu, ilaç akışındaki artış, yüksek anti-

apoptotik potansiyel ve glioma kök hücrelerinin ortaya çıkışı, TMZ direncinde 

MGMT’nin aşırı ekspresyonunu tamamlamaktadır (Tomar vd., 2021). Bu nedenle, direnci 

belirleyen heterojen hücre grupları ve dirence neden olan mekanizmaların aydınlatılması 

oldukça önemlidir. 
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2.6. Hücre Siklusu 

Kanser, çevresel ve kalıtsal etkenlere bağlı olarak oluşan metabolik ve kompleks bir olay 

olarak kabul edilmektedir. Kanser hücreleri, sağlıklı hücrelere göre daha hızlı ve 

kontrolsüz çoğalmaya yönelik metabolize olmaktadırlar (Lin vd., 2022). Bu nedenle hücre 

siklusu, genetik bilginin bir hücre neslinden diğerine kopyalanması ve aktarılmasıyla 

sonuçlanan oldukça düzenli bir süreç olarak tanımlanmaktadır (Israels & Israels, 2000a). 

Kanser oluşumunda ve ilerlemesinde önemli rol oynayan siklus, normal hücrelerde; 

kontrol noktaları proteinleri, onkogenler, tümör baskılayıcı genler, siklin ve sikline 

bağımlı kinazların görev alması sebebiyle düzenli bir şekilde gerçekleşmektedir. Kanser 

hücrelerinde ise siklusunun düzensizleşmesi, siklusun kontrolünde görevli olan bu 

proteinlerin kaybı ve sinyal yollarındaki mutasyonlardan kaynaklanmaktadır (Elizabeth S 

Wenzel, 2018). 

Hücre siklusu, hücrelerin genetik materyalini çoğalttığı ve ardışık olarak bölünmeler 

geçirdiği mitotik bir periyottur. Ardışık olarak G1, S ve G2 fazlarından oluşan interfaz 

evresi ile M (mitoz) fazından oluşmaktadır (Elizabeth S Wenzel, 2018) (Şekil 2.13.). 

  

Şekil 2.13. Hücre siklusu fazları ve kontrol noktaları gösterilmektedir (Brain Kart, t.y.).  
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G1 fazı, önceki bir bölünmenin sitokinezinin sonu ile S fazının başlangıcı arasındaki 

dönemdir ve hücrenin DNA replikasyonu için hazırlık amacıyla büyüdüğü, aynı zamanda 

bir bölünmenin gerçekleşip gerçekleşmeyeceğine karar verildiği aşamadır. Bu aşamada 

hücre tekrar bölünecek ya da dinlenme evresi olan Go’a dönecektir (Schafer, 1998). Bu 

nedenle G1 fazı sırasında hücre, hücre dışı mitojenler ve büyüme faktörleri tarafından 

uyarılmaya maruz kalmakta ve bu uyarılara yanıt olarak hücre bölünmek üzere G1'den S 

fazına geçmektedir (Israels & Israels, 2000b). S fazında DNA replikasyonu meydana 

gelmekte ve her kromozom kopyalanarak iki kardeş kromatit halini almaktadır. G2, S 

fazının sonu ile mitozun başlangıcı arasındaki dönemi ifade etmektedir. Bu dönemde, 

mitoz için gerekli olan RNA ve proteinler gibi moleküller sentezlemektedir (Baserga, 

1962). M fazı ise profaz, prometafaz, metafaz, anafaz ve telofaz olmak üzere beş aşamaya 

ayrılarak sitokinezle sona ermektedir. Hücre siklusunun sorunsuz sonuçlanması 

durumunda genetik olarak özdeş hücreler meydana gelmektedir (Liang vd., 2023). 

Siklusta fazların düzenli olarak geçişi, hücrelerin hatasız oluşması için önemlidir. 

Siklusun düzenlenmesinin temeli, bir sonraki faza geçmeden önce her fazdaki olayların 

tamamlanmasıdır. Bu bağlamda mutasyona uğramış veya hasar görmüş hücrelerin 

ilerlemesini/yayılmasını önlemek için bulunan DNA'nın bütünlüğünü izlemeye yönelik 

kontrol noktaları yer almaktadır. Ayrıca esas olarak aktif formundayken kompleks 

oluşturan siklin proteinleri ve siklin bağımlı kinaz (CDK)’lar da bulunmaktadır. CDK’lar 

aktive edildiğinde çeşitli hücresel proteinlerin fosforillenmesi sonucu, siklus düzgün bir 

şekilde ilerlemektedir (Teixeira & Reed, 2013). 

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

Siklus boyunca siklin proteinlerinin sistematik sentezi ve yok edilmesinin bir sonucu 

olarak, CDK'lar hücre siklusu içinde yalnızca belirli zamanlarda etkin halde 

bulunmaktadır. Bu durum, hücre siklusunun düzenlenmesinde anahtar bir faktördür. Her 

bir siklin, farklı bir CDK ile kompleks oluşturmaktadır ve her bir siklin seviyesi siklus 

aşamaları içerisinde bağımsız olarak artış veya azalış göstermektedir (Israels & Israels, 

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



29 
 

 

Şekil 2.14. Hücre siklusunda yer alan siklinler ve siklus aşamaları sırasındaki seviye değişimleri 

gösterilmektedir (Manzoor Ahmad Mir & Burhan Ul Haq, 2023). 

CDK’ların aktivitesi, siklinlerle oluşturdukları yapı ve yan gruplarındaki değişiklik 

gösteren serin/treonin protein kinaz gruplarına bağlıdır. Yaklaşık 30-40 kDa ağırlığında 

olan bu heterodimerik kompleks yapı, siklusta önemli bir enzim ailesini oluşturmakta ve 

farklı substratların fosforillenmesini sağlayarak transkripsiyon ile birlikte hücre 

siklusunun düzenlenmesini sağlamaktadır (Malumbres & Barbacid, 2005). Ayrıca 

CDK’ların, metabolizma ve programlı hücre ölümü olarak bilinen apoptoz gibi birçok 

önemli süreçte de yer aldığı bilinmektedir (Łukasik vd., 2021).   

Siklus G1 fazında D siklinlerin (D1, D2 ve D3) ekspresyonunun artmasıyla başlamaktadır. 

D siklinler, interfaz sırasında düzenlemeye dahil olan CDK’lardan (CDK2, CDK4 ve 

CDK6) özellikle CDK4 ve CDK6 ile kompleks oluşturmaktadır (Malumbres & Barbacid, 

2009). Siklin/CDK komplekslerinin oluşumu CDK'ların fosforilasyonu ve aktivasyonuyla 

sonuçlanmakta ve hücrelerin G1 fazı boyunca ilerlemesini, G1/S fazına geçişini 

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

Oluşan CDK4/6 + siklin D kompleksinin siklustaki ilk hedefi RB proteinidir ve G1 fazı 

sırasında ortamda birikerek RB’yi fosforile etmektedir. RB proteini, G1 ilerlemesinin 

düzenlenmesinde kritik bir etkiye sahiptir; genomik bir hasar durumunda hücre siklusu 

gecikebilir veya durdurulabilir (Gousias vd., 2022). 
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Siklusta yer alan E2F'ler ise DNA ile kompleks oluşturmakta ve fosforile edilmemiş RB 

ile bağlı halde bulunarak transkripsiyonu inhibe etmektedir. CDK4/6 + siklin D kompleksi 

tarafından fosforile edilerek inaktif hale gelen RB, E2F transkripsiyon faktöründen 

ayrılarak siklin E’yi ve hücrenin S fazına geçmesinde görevli olan hedef genlerin 

transkripsiyonunu tetiklemektedir (Leal-Esteban & Fajas, 2020) (Şekil 2.15.). RB, 

siklusun geri kalan fazları boyunca hiperfosforile halde bulunmaktadır ve hücrenin S, G2 

ve M yoluyla yönlendirilmesine katkı sağlamaktadır. pRB fonksiyonlarının kaybı, hücre 

siklusu düzensizliğine neden olmaktadır. Dolayısıyla malign bir fenotipe yol açabilir. 

Oluşabilecek kromozomal mutasyonlar yoluyla gen inaktivasyonu, retinoblastoma tümör 

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

 

Şekil 2.15. Hücre siklusu ve E2F'nin aktivasyonu gösterilmektedir. G1 sırasında Siklin D1 + CDK4/6 ve 

Siklin E + CDK2, Retinoblastoma (RB) proteinlerini fosforile ederek E2F’nin ayrılmasına neden 

olmaktadır. E2F hücre siklusunun ilerlemesini, DNA onarım ve apoptozu kontrol eden genleri 

indüklemektedir (D’Mello & Chin, 2005). 

Son zamanlarda yapılan çalışmalar CDK4/6’nın seçici farmakolojik inhibitörlerinin, 

çeşitli kanserlerin tedavisi için büyük umut vaat ettiğini ortaya koymaktadır. Temel olarak 

CDK4/6 inhibitör aktivitesinin mekanizması: RB fosforilasyonunun baskılanması, G1 

hücre siklusunun durdurulması ve tümör hücrelerinin proliferasyonunu inhibe etmektir 

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

Memeli hücrelerinde hücre siklusunun kontrolü, CDK’ların (CDK1, CDK2, CDK4 ve 

CDK6) ve bunların temel aktive edici koenzimleri olan siklinlerin (siklin A, siklin B, 

siklin D ve siklin E) aktivitesi ile düzenlenmektedir(Kim & Zhao, 2005). Kanser 

çalışmalarında, siklin/CDK kompleksleri aracılığıyla, hücre siklusunun ilerlemesi ve 

sürecin sıklıkla bozulması sebebiyle CDK inhibitörleri önemli bir hedef haline 

gelmektedir (Tripathy vd., 2017a). Hücre siklusunda yer alan siklin D + CDK4/6 

kompleksi aracılığıyla aktifleşen RB-E2F yolunun önemini gösteren klinik öncesi 

çalışmalar, birinci nesil geniş etkili CDK inhibitörlerinin geliştirilmesine yol açmıştır 

(Asghar vd., 2015). Bu tip inhibitörler arasında klinik denemelere giren ilk inhibitör 

Flavopiridol’dur. Ancak yapılan klinik çalışmalar zayıf etkinliği, karmaşık 

farmakokinetiği, hedef dışı etkilerden dolayı ve doz sınırlayıcı toksisite göstermesi 

sebebiyle kullanımı kısıtlanmıştır (Dickson, 2014). Ayrıca, Flavopiridol tek bir ajan 

olarak az aktivite gösterirken; kemoterapi ile kombinasyon halinde orta derecede aktivite 

gösterdiği de bilinmektedir (Fornier vd., 2007). 

Yapılan çalışmalar sonucunda ikinci nesil CDK inhibitörleri geliştirilmiştir. Bu 

inhibitörlerin, özellikle CDK1 ve CDK2’nin seçici inhibisyonunu ve/veya etki gücünün 

arttığı ortaya konmuştur.  CDK1, CDK2, CDK5 ve CDK9 inhibitörü olarak bilinen 

Dinaciclib ise klinikte kapsamlı olarak çalışılmaktaydı ancak faz I ve faz II denemelerinde 

hastaların %74’ünde ciddi yan etkilere sebep olması nedeniyle sınırlı etkinlik göstermiştir 

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

Son olarak ortaya çıkan ve kullanımı onaylanmış yeni nesil CDK inhibitörleri, oral 

uygulama avantajının yanı sıra, özellikle CDK4 ve CDK6'yı hedef alarak çok daha yüksek 

bir seçicilik göstermektedir (Fry vd., 2004). Şu ana kadar CDK4/6 için üç seçici inhibitör 

geliştirilmiştir ve bunlar; Ribosiklib (LEE011; Novartis tarafından geliştirilmiştir.), 

Palbosiklib (Ibrance; Pfizer tarafından geliştirilmiştir.) ve Abemasiklib (LY-2835219; Eli 

Lilly tarafından geliştirilmiştir.)’dir. Her üç inhibitör de klinik öncesi ve klinik 

denemelerden geçmiş ve geliştirme aşamasındadır. Ayrıca, ER+ HER2- ileri evre 

metastatik meme kanseri tedavisinde kullanımı Gİİ tarafından onaylanmıştır (Corona & 

Generali, 2018c) (Şekil 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 gösterilmektedir. RB fosforile olduğunda normal 

hücreler, hücre döngüsünde G1'den S fazına ilerlemekte ve DNA'sını kopyalayarak mitoza hazırlanmaktadır 

(Corona & Generali, 2018d; Loibl & Furlanetto, 2022’den uyarlanmıştır.).  

Palbosiklib'in Letrozol veya Fulvestrant ile kombine edilmesi, HR+ ilerlemiş meme 

kanseri hastalarında etkinlik göstermiş olup; bu kombinasyonun kullanımı ABD’de ve 

Avrupa’da onay almıştır (Kwapisz, 2017). 

Abemasiklib, HR+ ilerlemiş meme kanseri hastalarında tek bir ilaç olarak ve endokrin 

tedavileriyle kombinasyon şeklinde etkinlik göstermiştir. 2015 yılında ise dirençli horman 

reseptör pozitif (HR+) ilerlemiş meme kanseri hastaları için Gİİ “çığır açan tedavi” 

tanımlaması ile faz III gelişimine girmesine onay vermiştir (Beeram vd., 2016; Dickler 

vd., 2016). 

Ribosiklib ise seçici bir CDK4/6 inhibitörüdür ve insan epidermal büyüme faktörü 

reseptörü 2 negatif (HER2-) ve HR+ için Mart 2017'de Letrozol ile kombinasyon halinde 

Gİİ tarafından onayını almıştır (Tripathy vd., 2017b). Ayrıca, farklı kanser türlerinde pre-

klinik ve klinik deneme çalışmaları halen devam etmektedir. 
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2.7.1. Ribosiklib 

Ribosiklib (LEE011), ana aktif metaboliti LEQ803 olan, oral olarak alınan ve Gİİ 

tarafından onaylanan, küçük moleküllü seçici bir CDK4/6 inhibitörüdür (Rader vd., 

2013). Klinik öncesi tümör modellerinde Ribosiklib, RB'nin tam fosforilasyonunu 

indüklemekte ve G1 tutuklanması yoluyla hücre büyümesini inhibe etmektedir. Siklin D1 

translokasyonu gibi CDK4/6 aktivitesini artıran anormallikleri içeren kanserlerde aktif 

olarak kullanılmaktadır. Ribosiklib’in, KRAS'ın aktive edici mutasyonları ve PTEN'in 

inaktivasyonu gibi üst kontrolde yer alan onkogenler tarafından uyarılan pRB+ 

kanserlerde, anti-tümör aktivite gösterdiği bilinmektedir. Ayrıca, faz III MONALEESA-

2 çalışmasıyla da, aromataz inhibitörüyle kombinasyon halinde HR+/HER2– ilerlemiş 

meme kanseri hastalarında birinci basamak tedavi için etkinliği değerlendirilmiştir 

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

Ribosiklib, Letrozol ve fosfatidilinositol 3-kinaz (PI3K) yolu inhibitörleriyle 

kombinasyon halinde çeşitli çalışmalarda da değerlendirilmektedir. Bu çalışmalarda ER+ 

meme kanseri hastalarında anti-tümör etkiye sahip olduğu gösterilmiştir (Hortobagyi vd., 

2016). Ribosiklib için önerilen başlangıç dozu üç hafta boyunca günde 600 mg olarak 

belirlenmiştir. Ancak üç hafta sonunda bir hafta tedaviye ara verilmektedir. 

2.8. Kanser Onkogenleri ve Tümör Baskılayıcılar 

Onkogenler ve tümör baskılayıcı genler, hücre siklusunun özellikle de kontrol noktasında 

yer alan p53 ve pRB yolaklarının düzenlenmesinde büyük bir rol oynamaktadır. Tümör 

baskılayıcı bir protein olan p53, G1 fazı sırasında yanlış eşleşmeler ve tek zincirli DNA 

gibi DNA hasarına yanıt vererek, pRB'yi fosforile etmek için gerekli CDK'ların 

aktivasyonunu inhibe eden p21 proteininin transkripsiyonunu başlatmaktadır (Nataraj vd., 

1995). Ayrıca, p53 proteini, onarılamaz hasar durumlarında apoptozda da oldukça önemli 

bir rol oynamaktadır (Clarke vd., 1994). p53 proteininde meydana gelen mutasyonlar, 

kanser hastalarında son derece yaygın olarak görülmektedir ve p21 transkripsiyonunun 

eksikliği nedeniyle G1 fazının işlevsiz hale gelmesine veya hücre siklusunun 

duraklamasına yol açmaktadır. G1 fazındaki p53’un bu durumu, p53-eksik transgenik 

fareler üzerinde yapılan bir çalışmada, DNA hasarıyla karşılaştıklarında, G1 sırasındaki 

hücrelerin duraklamamasıyla gösterilmiştir (Yao vd., 1996).  



34 
 

pRB, bir başka tümör baskılayıcıdır ve G1 fazının kontrol noktasında yer alan CDK'ların 

(CDK2, CDK4 ve CDK6) hedefi olarak bilinmektedir (Malumbres & Barbacid, 2001; 

Zetterberg vd., 1995). Hasarlı pRB, E2F'ye bağlanma eksikliği ile sonuçlanmaktadır ve 

bu da bu tür proteinlerin düzenleme olmadan kontrolsüz olarak kopyalanmasına ve 

hücrenin siklus boyunca bu şekilde ilerlemesine neden olmaktadır (Arroyo & 

Raychaudhuri, 1992). 

p53’ün yapısal bir homoloğu olarak tanımlanan ve yine tümör baskılayıcı gen olarak 

bilinen TAp73 ise nadiren mutasyona uğramaktadır (Flores vd., 2005). Meme, mesane ve 

prostat gibi çeşitli kanserlerde aşırı ekspre olduğu bilinen TAp73’ün, özellikle lösemi ve 

lenfomalarda, ekspresyonu azalmakta ve bu da tümör baskılayıcı bir rol oynadığını 

göstermektedir (Coates, 2006; Jiang vd., 2013). Ayrıca, 2006 yılında yapılan bir 

çalışmada, ilk kez kolorektal kanserde, TAp73 izoformlarının yukarı regülasyonu ile ileri 

tümör evresinde kötü prognoz arasında bir ilişki olduğu gösterilmiş olup, sonuçların klinik 

prognostik değere sahip olabileceği vurgulanmıştır (Domínguez vd., 2006).  

TAp73’ün hücredeki ana işlevi, p53’ten bağımsız olarak tümör hücrelerini apoptoza 

yönlendirmek, kısmen hücre siklusunun durdurulmasını ve genomik kararlılığın 

düzenlenmesini sağlamaktır (Amelio vd., 2014; CATANI vd., 2002) (Şekil 2.17.). 
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Şekil 2.17. TAp73’ün E2F aracılı, p53’ten bağımsız apoptoz yolağı gösterilmektedir (Ozono vd., 2013). 

Yukarıda bahsedilen yolakta, p53’ün bu yolak üzerindeki etkinliğinin p21’i 

indükleyerek farklı bir açıdan siklin/CDK inhibisyonunu sağlayabileceği 

gösterilmektedir. Bu bilgiler doğrultusunda bu tez çalışmamda, U87MG hücre hattında; 

“p53 ve TAp73 aktive olarak hücreleri apoptoza yönlendirir.” fikrinden yola çıkarak 

kurgulanmıştır. Bu doğrultuda p53’ün aktive olması, p21’in etkinliğini sorgulatacak ve 

p21’in siklin/CDK inhibisyonunu sağlayabileceği fikrini de destekleyecektir. Bu yolak 

tam olarak, hücre siklusunun durmasını sağlayacak ya da hücrelerde DNA hasarı 

oluşturarak, apoptozu tetikleyecektir. Edindiğimiz bilgilerden yola çıkarak 

“Ribosiklib’in, TMZ ve radyoterapi ile kombinasyonu, U87MG hücrelerinde, hücre 

siklusunu G1 fazında durdurur ve hücreleri apoptoza yönlendirir.” hipotezini 

kurguladığımız bu çalışmada: bu kombine etkinin hücre sağkalımı, hücre siklusu ve 

apoptotik açıdan ise CDK4/6 inhibisyonunun alt yolakları nasıl etkilediğinin 

değerlendirilmesi amaçlanmaktadır. Hipotezimiz doğrultusunda kapsamlı olarak in vitro 

deneylerle kurguladığımız bu proje, literatürde yer alan çalışmaların çok daha kapsamlı 

bir devamı niteliğindedir. Elde edilecek her veri GBM tedavisinde tümörün patolojik 

seyrini yavaşlatabilmek ve hasta sağkalım süresini uzatabilmek için atılmış önemli 

adımlar olacağı düşüncesindeyiz. 
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3. GEREÇ ve YÖNTEM 

Klinikte, GBM hastalarında tedavi seçeneği olarak tanı konulduktan hemen sonra, 

radyoterapi ve TMZ tedavisi birlikte uygulanmaktadır. Ancak kısa bir zaman sonra 

hastalar TMZ’ye karşı direnç gösterme eğiliminde olduklarından, klinikte tedavi süreci 

giderek zorlaşmaktadır. Bu sebeple çalışmamız, kliniğin çıkmaza girdiği bu noktada, 

TMZ ve radyoterapi tedavisine ek olarak; Ribosiklib uygulanmasıyla apoptotik yolakların 

değerlendirilmesi ve hücre siklusunun durmasına yönelik bilgilerin aydınlatılmasını 

içermektedir. 

Tez çalışmasında yer alan tüm iş paketleri in vitro deneylerden oluşmaktadır ve bu 

deneyler, Akdeniz Üniversitesi Tıp Fakültesi, Histoloji ve Embriyoloji Ana Bilim Dalı, 

Akdeni Üniversitesi Verem Çalışmaları Uygulama ve Araştırma Merkezi Laboratuvarı ve 

Akdeniz Üniversitesi Tıp Fakültesi Radyasyon Onkolojisi Ana Bilim Dalında 

gerçekleştirilmiştir.  

3.1. Deney Gruplarının Oluşturulması 

Çalışmanın deney kısmında TMZ’ye direnç geliştirmemiş, duyarlı GBM hücre hattı olan 

U87MG kullanılmış olup; bu hücre hattı Dr. Tuğba BAĞCI ÖNDER’den (Koç 

Üniversitesi Tıp Fakültesi, Beyin Kanser Terapi ve Araştırma Merkezi) temin edilmiştir.  

TMZ duyarlı U87MG, insan glioblastoma hücre hattıdır ve 1966 yılında 44 yaşında bir 

kadın hastanın beyin epitelyal karsinoma dokusundan kültüre edilerek üretilmiştir 

(Pokorná vd., 2021). Bu sebeple bu hücre hattı tedavi öncesi hastaları taklit etmek üzere 

seçilmiştir ve deney gruplarımız bunun üzerine kurgulanmıştır.  

Deney gruplarımız: U87MG hücrelerine herhangi bir ajanın uygulanmadığı kontrol 

gurubundan, TMZ ve Ribosiklib’in bireysel ve kombine olarak uygulandığı ilaç 

gruplarından ve TMZ ve Ribosiklib’in çözücüsü olan DMSO grubundan oluşmaktadır. 

Kliniği taklit etmek amacıyla deney gruplarımıza radyoterapi uygulamasının yapıldığı 

gruplar da eklenmiştir. Tüm deney grupları Şekil 3.1’de belirtildiği gibi oluşturulmuştur. 
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Şekil 3.1. Çalışmada planlanan deney grupları gösterilmektedir. Deney grupları arasında Ribosiklib ve 

TMZ’nin çözücüsü olan DMSO grubu da yer almaktadır. DMSO grubunun eklenmesi ile Ribosiklib ve 

TMZ’nin hücreler üzerindeki etkinliğinin çözücüden kaynaklı olma durumunu ortadan kaldırılmak 

amaçlanmıştır. 

3.2. Hücre Kültürü Çalışmaları 

3.2.1. U87MG Hücrelerinin Deneye Hazırlanması 

Çalışmanın hücre kültürü deneyleri kapsamında U87MG hücreleri %10’luk FBS (fötal 

sığır serumu) (Gibco, #10270-106), %1 penisilin/streptomisin (Thermo Fisher, 

#15140122) ve %2 glutamin ile desteklenmiş DMEM (Dulbecco’nun modifiye edilmiş 

Eagle medyumu) (Thermo; #11965092) hücre medyumunda, 37 0C sıcaklıkta ve %5 CO2 

koşullarındaki steril etüvde inkübe edilerek çoğaltıldı. Hücreler %70 konfluensiye 

ulaştıktan sonra kültür tabaklarındaki medyumları uzaklaştırıldı ve petriye yapışan 

hücrelerin petriden ayrılmasını sağlamak için hücre yoğunluğuna göre yaklaşık 2-4 ml 

tripsin-EDTA (etilendiamin tetra asetik asit) karışımından (%0.25 tripsin, %0.03 EDTA 

(1X)) (Gibco, #25200-056) eklenerek hücreler inkübatörde 3-5 dakika tripsin-EDTA 

solüsyonunda bekletildi. Ardından hücreler mikroskopla kontrol edilerek, tüm hücrelerin 

kalktıkları kontrol edildi. Takiben tripsinizasyon aktivasyonunu durdurmak için petri 

kabına eklenen tripsin-EDTA’nın, 2 katı kadar (4-8 ml) olacak şekilde %10’luk FBS 

içeren DMEM medyumu eklendi. Petri kabındaki hücreler ve medyum toplanarak falkona 
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alındı. Falkon, 1500 rpm’de 5 dakika santrifüj edildi ve hücrelerin falkonun dibine 

çökmesi sağlandı. Santrifüj sonrası üstte kalan süpernatan kısmı atıldı ve dipte kalan hücre 

pelleti pasajlama, dondurma ve hücre bölme gibi işlemler için kullanıldı.  

3.2.2. Hücrelerin Pasajlanması 

U87MG hücrelerinin pasajlanma oranları hücre yoğunluğuna göre 1:2 veya 1:3 olarak 

belirlendi. Kültür tabaklarının yoğunluğuna göre tripsinizasyon işlemi sonrası santrifüj 

edilen hücrelerin üstteki süpernatan kısmının atılmasının ardından falkon içerisine 10 ml 

%10’luk FBS içeren DMEM besiyeri eklendi. Pipetaj yapılarak hücrelerin medyum 

içerisinde homojenize bir şekilde dağılması sağlandı. Takiben bu süspansiyondan 1 ml 

alınarak yeni petri kabına aktarıldı. Üzerine petri kabının tabanını kaplayacak şekilde 

yaklaşık 7-9 ml besiyeri eklendi ve günün tarihi/pasaj no yazılarak inkübatöre kaldırıldı. 

Hücreler, proliferasyon hızlarına bağlı olarak belirli aralıklarla mikroskopta kontrol edildi 

ve hücrelerin proliferasyon hızlarına bağlı olarak 3-4 günde bir pasajlama işlemine devam 

edildi. Yapılan her pasajlama işlemi sonrası canlı/ölü hücreler ve hücrelerin morfolojileri 

kontrol edildi. 

3.2.3. Hücrelerin Dondurulması 

U87MG hücrelerinde yaşanabilecek olası bir kontaminasyon sorunu için ve deneylerin 

devamlılığının sağlanması için kriyo tüpler içerisinde -80 0C’de saklandı. Bu işlem için 

öncesinde %95 DMEM ve %5 DMSO içeren dondurma medyumu hazırlandı. Hazırlanan 

medyum folyo ile sarılarak DMSO içermesinden dolayı karanlıkta çalışıldı. Kültür 

tabaklarında yoğun bulunan ve pasajlanmayacak ya da stoklanmak üzere kaldırılacak 

hücreler, tripsinasyon işlemi sonrası falkon içine toplanarak 1500 rpm’da 5 dakika 

santrifüj edildi. Böylece, süpernatant kısmının ayrışması sağlandı. Süpernatant kısmının 

atılmasını takiben falkon içerisine dondurma medyumu eklenerek, iyice pipetaj yapılıp 

hücrelerin homojen dağılması sağlandı. Elde edilen homojenize süspansiyondan 1-1.5 ml 

alınarak kriyo tüplere aktarıldı. İlgili bilgilerinin (tarih/pasaj no/dondurma medyumu 

içeriği vs.) yazıldığı kriyo tüplerdeki hücreler 2-3 gün -20 0C’de, daha sonra uzun süreli 

saklayabilmek için -80 0C’ye kaldırıldı. Dondurma işlemi bittikten sonra kalan dondurma 

medyumu, +4 0C’de daha sonra hücre dondurma işlemleri için muhafaza edildi. 
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3.3. U87MG Hücrelerinin Canlılık Analizleri İçin Bölünmesi 

U87MG hücreleri tripsinizasyon işlemi sonrası santrifüj edilerek, 10 ml %10’luk FBS 

içeren DMEM eklendi ve falkon tüpünde toplandı. Takiben pipetaj yapılarak, iyice karışan 

hücre topluluğundan 100 μl alınarak ependorf tüpün içerisine konuldu. Ependorfun 

içerisine 1:1 oranında (100 μl) tripan mavisi eklenerek, pipetajla homojen bir karışım 

olması sağlandı. Hücre karışımından bir miktar lam üzerine alınarak hücreler, hücre sayım 

cihazında (Thermo; #Countess II Automated Cell Counter) sayıldı. Cihazın hesapladığı 

canlı hücre sayısına göre 24., 48., 72. ve 96. saatler için üç ayrı set şeklinde 96 kuyucuklu 

kültür tabaklarına her kuyucukta 5.000 hücre olacak şekilde hesaplama yapılarak ekildi. 

Hücrelerin kültür tabaklarına tutunmaları için 24 saat beklendi ve hücreler %70 

konfluensiye ulaştıktan sonra hücre canlılığı deneyine başlandı. Bu doğrultuda TMZ ve 

Ribosiklib’in, U87MG hücrelerinin proliferasyonu üzerine etkisini belirlemek amacıyla 

etkin dozlarının belirlenmesi için doz taraması yapıldı. 

 

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

3.4.1. TMZ’nin Etkin Dozunun Belirlenmesi 

Literatürde U87MG hücre hattı için TMZ 1000 µM’dan başlayarak azalan dozlar şeklinde 

uygulanmaktadır. Çalışmada, TMZ’nin en yüksek dozu olan 800 µM’dan başlanarak her 

defasında ½ kez seyreltme oranında seri dilüsyonlar halinde hazırlanıp, 9 farklı 

konsantrasyonda doz (800, 400, 200, 100, 50, 25, 12.5, 6.25 ve 3.125 µM) kullanıldı (Şekil 

3.2.). Hücrelere belirlenen dozlarda TMZ uygulanması için TMZ (Sigma; #T2577) veri 

sayfasında yer alan protokol doğrultusunda 10 mM’lık ana stok şeklinde DMSO içerisinde 

çözdürüldü ve dozlar bu ana stoktan %1 FBS içeren DMEM besiyerinde hazırlandı. TMZ 

dozlarının %1 FBS içeren DMEM besiyerinde hazırlanmasının sebebi; besiyeri içerisinde 

bulunan serum proteinlerinin TMZ ilacı ile etkileşiminin en aza indirgenmesinin 

sağlanmasıdır. Dozların hazırlanmasını takiben U87MG hücrelerinde TMZ’nin etkin 

dozunun belirlenmesi için 96 kuyucuklu kültür tabaklarına her kuyucukta 5.000 hücre 

olacak şekilde hücreler ekildi ve 24 saatlik inkübasyondan sonra kuyucuklardaki besiyeri 

çekilerek farklı konsantrasyonlarda TMZ uygulandı. TMZ uygulamasının ardından 

başlangıçtaki hücre sayısını belirlemek için başlangıç zamanı (T0: başlangıç zamanı) 

okuması yapıldı. Bunun için T0 olarak belirlenen kuyucuğun besiyeri çekilerek, çalışmada 
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kullanılan MTT (Roche; #11465007001) protokolüne göre her bir kuyucuğa 10 µl MTT 

uygulandı ve inkübe edildi. Dört saat sonra MTT protokolüne göre hücrelere 100 µl MTT 

solübilizasyon tamponu eklenerek, hücrelerin gece boyu inkübe olması için kültür 

tabakları etüve kaldırıldı. 

İnkübasyon süresi sonunda 96 kuyucuklu kültür tabağının kapağı açılmadan ELISA 

okuyucusunda 580 nm’de okuma yapılıp, deney sonlandırıldı. Bu okumanın ardından 

kültür tabakları 48, 72 ve 96 saatlik periyotlarda inkübe edildi ve MTT protokolü tüm 

periyotlarda aynı şekilde uygulandı. Her bir inkübasyon sonunda deney 24. saatteki 

okumasında olduğu gibi sonlandırılarak TMZ’nin, U87MG hücrelerinin sağkalımı üzerine 

etkisi belirlendi. Her biri kendi içinde 8 tekrarlı olmak üzere birbirinden bağımsız üç farklı 

deney sonucu istatistiksel olarak değerlendirilip, TMZ uygulanmamış olan kontrol grubu 

hücreleri ile diğer deney grupları karşılaştırılarak yorumlandı. Bu deney basamağı 

sonucunda TMZ’nin U87MG hücreleri üzerindeki etkin dozunun belirlenmesi için doz 

taraması yapılarak elde edilen veriler doğrultusunda IC50 değeri belirlendi. 

 

Şekil 3.2. U87MG hücrelerinde yapılan doz taraması için farklı konsantrasyonlarda hazırlanan TMZ 

dozlarının uygulanması gösterilmektedir. 
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3.4.2. Ribosiklib’in Etkin Dozunun Belirlenmesi 

Literatürde U87MG hücre hattı için Ribosiklib uygulamasının yapıldığı herhangi bir 

çalışma yer almadığı için farklı kanser türlerinde uygulanan Ribosiklib dozları referans 

alınarak doz taraması yapıldı. Doz taraması için çalışmamızda, 256 µM’dan başlayarak 

azalan dozlar şeklinde 9 farklı (256,128, 64, 32, 16, 8, 4, 2 ve 1 µM) doz belirlendi (Şekil 

3.3.). Hücrelere belirlenen dozlarda Ribosiklib, (MedChem Express; #1211441-98-3) veri 

sayfasında yer alan protokol doğrultusunda 10 mM’lık ana stok şeklinde DMSO içerisinde 

çözdürüldü ve dozlar bu ana stoktan %1 FBS içeren DMEM besiyerinde hazırlandı. 

Takiben 96-kuyucuklu kültür tabaklarına her kuyucukta 5.000 hücre olacak şekilde hücre 

ekildi ve 24 saatlik inkübasyondan sonra kuyucuklardaki besiyeri çekilerek, farklı 

dozlarda Ribosiklib uygulandı. Başlangıçtaki hücre sayısını belirlemek için T0 okuması 

alındı. T0 okuması ve 4 set halinde kurulan 24, 48, 72, 96 saatlik periyotlarda inkübe 

edilen U87MG hücrelerinin 580 nm’de okuması MTT protokolüne göre TMZ ile aynı 

şekilde yapıldı.  

Deney sonuçlarının istatistiksel olarak değerlendirilmesi, kendi içerisinde 8 tekrarlı, 

birbirinden bağımsız üç ayrı deney sonucunun ve Ribosiklib uygulaması yapılmamış 

kontrol hücreleri ile kıyaslanarak gerçekleştirildi. Bu deney basamağı sonucunda 

Ribosiklib’in U87MG hücreleri üzerindeki etkin dozunun belirlenmesi için doz taraması 

yapılarak elde edilen veriler doğrultusunda IC50 değeri belirlendi. 

 

Şekil 3.3. U87MG hücrelerinde yapılan doz taraması için farklı konsantrasyonlarda hazırlanan Ribosiklib 

dozlarının uygulanması gösterilmektedir (RBS: Ribosiklib). 
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3.5. U87MG Hücrelerine Kemoterapi ve Radyoterapi Uygulanması 

Kliniği birebir taklit etmek amacıyla kurgulanan bu iş paketinde, TMZ ve TMZ tedavisine 

ek olarak uygulanan Ribosiklib, radyoterapi uygulamasından 1 saat önce bireysel ve eş 

zamanlı olarak hücrelere uygulandı. Takiben hücreler, literatürdeki bilgiler doğrultusunda 

belirlenen dozda (günlük 2 Gy) ardışık 5 gün boyunca ışınlanarak toplam doz 10 Gy ışıma 

yapıldı. Bu iş paketi Akdeniz Üniversitesi Tıp Fakültesi, Dahili Tıp Bilimleri Bölümü, 

Radyasyon Onkolojisi Ana Bilim Dalı öğretim üyesi Prof. Dr. Aylin Fidan KORCUM 

ŞAHİN gözetiminde ve asistanlarının yardımlarıyla gerçekleştirildi. Kültür tabakların 

ışınlanmasında daha önce uygulanmış ve doğrulanmış bir teknik kullanıldı (Zhuang vd., 

2016). 

Kültür tabaklarına ışınlama yapılmayan deney grubunda ise U87MG hücrelerinde 

“kemoterapi” etkisi değerlendirildi. TMZ tedavisine ek olarak Ribosiklib, hem bireysel 

hem de TMZ ile kombine olarak uygulandı. Tablo 3.1’de gösterilen deney grupları 

ışınlama yapılmayacak gruplar olup; bir önceki iş paketinde TMZ ve Ribosiklib için doz 

taraması sonucundan elde edilen veriler ile belirlenen IC50 değerleri doğrultusunda 

uygulamalar yapıldı. U87MG hücrelerine uygulanacak olan TMZ ve Ribosiklib dozları, 

belirlenen IC50 değerleri, IC50 değerinin yarısı ve iki katı dozlar olacak şekilde planlandı 

(Tablo 3.2.). Planlanan bu dozlar ışınlama yapılacak olan hücreler için de aynı şekilde 

dizayn edildi. 

Tablo 3.1. Kemoterapi uygulanacak deney grupları gösterilmektedir. 

Kontrol ve Deney Grupları 

U87MG Kontrol grubu olup, herhangi bir ilaç uygulaması yapılmamıştır. 

U87MG+DMSO Çözücü grubu olup, herhangi bir ilaç uygulaması yapılmamıştır. 

U87MG+TMZ Hücrelere belirlenen dozlarda bireysel olarak TMZ uygulanmıştır. 

U87MG+Ribosiklib Hücrelere belirlenen dozlarda bireysel olarak Ribosiklib uygulanmıştır. 

U87MG+TMZ+Ribosiklib Hücrelere TMZ ve Ribosiklib’in kombine olarak uygulanmıştır. 
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Tablo 3.2. Kemoterapi ve radyoterapi aşamasında TMZ ile Ribosiklib için belirlenen ilaç dozları 

gösterilmektedir. 

TMZ için belirlenen dozlar Ribosiklib için belirlenen dozlar 

60 µM (Belirlenen IC50 değerinin yarısı) 5 µM (Belirlenen IC50 değerinin yarısı) 

120 µM (Belirenen IC50 değeri) 10 µM (Belirenen IC50 değeri) 

240 µM (Belirlenen IC50 değerinin 2 katı 20 µM (Belirlenen IC50 değerinin 2 katı) 

İlk olarak, hücreler 96 kuyucuklu steril kültür tabaklarına her kuyucukta 5.000 hücre 

olacak şekilde ekildi ve 24 saatlik inkübasyondan sonra kuyucuklardaki besiyeri çekilerek 

farklı konsantrasyonlarda %1 FBS içeren DMEM besiyeri ile hazırlanan TMZ ve 

Ribosiklib uygulandı. Hücrelerin ardışık 5 gün boyunca (24, 48, 72, 96 ve 120. saat olarak 

etiketlenen ve bu periyotları temsil eden kültür tabakları) kemoterapi etkisi 

değerlendirileceği için toplam 5 adet 96-kuyucuklu kültür tabağına hücre ekildi. Bu 

hücrelere etkin değeri belirlenen Ribosiklib ve TMZ dozları uygulandı. Hücreler, 37 0C 

sıcaklıkta ve %5 CO2 koşullarındaki steril halde bulunan etüvde 24, 48, 72, 96 ve 120. 

saat periyotları boyunca inkübe edildi. İnkübasyon süresi sonunda, TMZ tedavisine ek 

Ribosiklib uygulanmasının U87MG hücreleri üzerine etkisinin canlılık açısından 

yorumlanması için MTT kiti ile analiz edildi. MTT kit protokolüne göre bir önceki iş 

paketinde olduğu gibi her bir kuyucuğa 10 µL MTT uygulandı ve inkübasyona kaldırıldı. 

Dört saat sonra MTT uygulanan hücrelere 100 µL solübilizasyon tamponu eklenerek 

hücreler gece boyu inkübe edildi. İnkübasyon süresi sonunda kültür tabakları ELISA 

okuyucusunda 580 nm’de okundu ve deney sonlandırıldı. Her biri kendi içinde 8 tekrarlı 

olmak üzere birbirinden bağımsız 3 farklı deney sonucu istatistiksel olarak değerlendirildi 

ve kontrol grubu ile karşılaştırılarak yorumlandı.  

Tablo 3.3.‘de gösterilen deney grupları ışınlama yapılan gruplar olup; hücre kültürü için 

kullanılan 96 kuyucuklu steril kültür tabaklarında bu işlem yapıldı. Bu işlem Lineer 

akseleratör tabanlı bir cihaz olan Synergy (ELEKTA) ile 6 MeV ışını kullanılarak 

gerçekleştirildi. Üretilen 6 MeV foton enerjisi, suda maksimum derinlik dozuna 16 mm’de 

ulaşmaktadır ve TPR20.10=0.680'e sahiptir. 96-kuyucuklu steril tabakların ışınlaması 
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hücre kültürlerinde yeterli doza ulaşmak amacıyla posteriyor tek alandan minimum 16 

mm su eşdeğerliği malzeme (14.29 mm pleksiglas) ile alttan desteklenerek yapıldı.  

Tablo 3.3. Radyoterapi uygulanacak deney grupları gösterilmektedir. 

Kontrol ve Deney Grupları 

U87MG+Radyoterapi 
Kontrol grubu olup, herhangi bir ilaç uygulamasının 

yapılmadığı sadece ışınlamanın yapıldığı gruptur. 

U87MG+DMSO+Radyoterapi 
Çözücü grubu olup, herhangi bir ilaç uygulamasının 

yapılmadığı, sadece çözücü ve ışınlamanın yapıldığı 

gruptur. 

U87MG+TMZ+Radyoterapi 
Hücrelere belirlenen dozlarda TMZ uygulanan ve 1 saat 

sonra ışınlamanın yapıldığı gruptur. 

U87MG+Ribosiklib+Radyoterapi 
Hücrelere belirlenen dozlarda Ribosiklib uygulanan ve 1 

saat sonra ışınlamanın yapıldığı gruptur. 

U87MG+TMZ+Ribosiklib+Radyoterapi 
Hücrelere TMZ ve Ribosiklib’in kombine olarak 

uygulandığı ve 1 saat sonra ışınlamanın yapıldığı gruptur. 

 

Kültür tabakları yan saçılmaları engellemek amacıyla aynı malzeme ile yanlardan 

destekleyecek olan “pleksiglas” malzemeden bir kutu içerisinde ışınlandı (Şekil 3.4). 

 

Şekil 3.4. U87MG hücrelerinin olduğu steril kültür tabaklarının “pleksiglas” içerisinde radyoterapi 

uygulanması gösterilmektedir. 
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Bir önceki iş paketinde, TMZ ve Ribosiklib için doz taraması sonucunda elde edilen IC50 

değerleri ile radyoterapi basamağına devam edildi (Tablo 3.2.). 

Belirlenen dozlar radyoterapi uygulamasından 1 saat önce bireysel ve eş zamanlı olarak 

hücrelere uygulandı. Bu aşamadan önce hücreler 96 kuyucuklu steril kültür tabaklarına 

her kuyucukta 5.000 hücre olacak şekilde ekildi ve 24 saatlik inkübasyondan sonra 

kuyucuklardaki besiyeri çekilerek farklı konsantrasyonlarda %1 FBS içeren DMEM 

besiyeri ile hazırlanan TMZ ve Ribosiklib dozları uygulandı. Hücrelere ardışık 5 gün 

boyunca (24, 48, 72, 96 ve 120. saat olarak etiketlenen ve bu periyotları temsil eden kültür 

tabakları) ışıma yapılacağı için toplam 5 adet 96-kuyucuklu kültür tabağına hücre ekildi 

ve dozlar tüm kültür tabaklarına aynı gün arka arkaya uygulandı. TMZ ve Ribosiklib 

uygulamasından 1 saat sonra, tüm kültür tabakları Akdeniz Üniversitesi Tıp Fakültesi 

Radyasyon Onkolojisi Ana Bilim Dalında 2 Gy dozda ışınladı. Işınlama işlemi bittikten 

sonra hücreler 37 0C sıcaklıkta ve %5 CO2 koşullarındaki steril halde bulunan etüvde 24, 

48, 72, 96 ve 120. saat periyotları boyunca inkübe edildi. Işınlama işlemi 5 gün boyunca 

günde 2 Gy olmak üzere toplam 10 Gy şeklinde gerçekleşti. Her bir kültür tabağı, günlük 

ışınlamasının ardından inkübasyon süresi sonunda, TMZ ve Ribosiklib uygulanmasına ek 

radyoterapinin hücreler üzerine etkisinin canlılık açısından yorumlanması için MTT kiti 

ile değerlendirildi. MTT kit protokolüne göre tüm basamaklar uygulandı ve inkübasyon 

süresi sonunda kültür tabakları ELISA okuyucusunda 580 nm’de okundu ve deney 

sonlandırıldı. Her biri kendi içinde 8 tekrarlı olmak üzere birbirinden bağımsız 3 farklı 

deney sonucu istatistiksel olarak değerlendirilerek kontrol grubu ile karşılaştırılarak, 

yorumlandı.  

3.6. U87MG Hücrelerinde Koloni Oluşturma Potansiyelinin Değerlendirilmesi  

Bu iş paketinde Ribosiklib ve TMZ’nin hem bireysel hem de kombine uygulamasından 

sonra, U87MG hücrelerinde hareket potansiyellerini değerlendirebilmek amacıyla 

klonojenik test yapıldı. Elde edilen sonuçlar doğrultusunda hücrelerin koloni oluşturma 

süreleri ve proliferasyon hızları karşılaştırıldı. 

Altı kuyucuklu kültür tabaklarına kuyucuk başına 1500 hücre olacak şekilde U87MG 

hücrelerinin ekimi yapıldı. Kontrol ve deney grupları: Kontrol, DMSO, Ribosiklib, TMZ 

ve Ribosiklib+TMZ olarak planlandı. Birkaç gün boyunca hücrelerin yapışması ve 
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morfolojilerini düzeltmeleri için takip edildi ve Ribosiklib ve TMZ için belirlenen etkin 

dozlar (IC50 değeri) bireysel ve kombine olacak şekilde uygulandı, etkin oldukları saat 

boyunca (24 saat) etüvde inkübe edildi. 24 saat inkübasyon sonunda uygulanan dozlar 

kuyucuklardan uzaklaştırıldı ve yerine %1 FBS’li DMEM eklendi. 13-14 gün boyunca 2-

3 günde 1 medyum tazelendi ve hücreler kontrol edilerek koloni oluşturmaları takip edildi. 

Kontrol grubu yeterli hücre sayısına ulaşınca (%70 konfluensiye ulaşma durumu) deney 

sonlandırıldı. 0.2 gr kristal violet (Sigma; #C0775) 40 ml Metanol (Merk; 

#1060092500)’de çözülerek ana boya stoğu hazırlandı. Hazırlanan boyadan 5 ml alınarak 

45 ml distile suda dilüe edildi ve karanlık ortamda muhafaza edildi. Tüm kuyucuklardaki 

medyum uzaklaştırıldı ve kristal violet ile kuyucukların üzeri tamamen kapanacak şekilde 

inkübe edildi. Hücrelerin boyanmasını takiben, boya çekilerek kuruması beklendi. 

Kuruma işleminden sonra fotoğrafları çekildi, kristal violet ile mavi-mor boyanmış 

koloniler ImageJ programı ile işaretlendi ve elde edilen değerler kontrol grubuyla 

kıyaslanarak GraphPad Prism ile istatistiksel olarak analiz edildi.  

3.7. Western Blot Yöntemi 

Çalışmamızda, TMZ ve Ribosiklib’in belirlenen etkin dozlarının bireysel ve kombine 

uygulanması sonrası, U87MG hücreleri üzerine etkisini hücre siklusu ve TAp73 aracılı 

apoptotik yolak açısından değerlendirmek için western blot analizi gerçekleştirildi. 

Planlanan deney gruplarından lizat elde edebilmek için U87MG hücreleri steril petri 

kaplarına ekildi. 24 saat boyunca Ribosiklib ve TMZ ile inkübe edilen U87MG 

hücrelerinde planlanan şekilde kontrol ve deney grupları olmak üzere toplam beş grup 

oluşturuldu. 

3.7.1. U87MG Hücrelerinden Lizat Eldesi ve Protein Miktarının Tayini  

Hücrelerden lizat eldesi için streril petri kaplarına 8x106 hücre olacak şekilde U87MG 

hücreleri ekildi ve hücrelerin tutunması için 37 0C sıcaklıkta, %5 CO2 koşullarındaki steril 

etüvde bir gece inkübe edildi. İnkübasyon sonunda hücrelere TMZ ve Ribosiklib’in 

belirlenen etkin dozları (IC50 değerleri) bireysel ve kombine uygulandı. Belirlenen etkin 

dozlar 24. saatte en anlamlı sonuç verdiği için ilaç uygulaması sonrası 24 saat beklendi. 

24 saatin sonunda kontrol grubunda bulunan %1 FBS’li DMEM besiyeri ve diğer 

gruplarda bulunan ilaç dozları petri kabından uzaklaştırılıp, hücreler soğuk steril PBS ile 
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2 kez yıkandı. Takiben tripsinizasyon işlemi yapıldı ve hücrelerin kalkması sağlanarak, 

grup isimlerinin belirtildiği falkonlara toplandı. Falkonlar 2.000 rpm’de 5 dakika santrifüj 

edilerek üstte ayrışan süpernant kısmı, hücre peletinden uzaklaştırıldı. Hücrelerdeki 

proteinler arasındaki zayıf etkileşimleri bozmak ve protein ekstraksiyonu için, falkonda 

bulunan peletin yaklaşık 2 katı olacak şekilde liziz tamponu eklendi ve 10 dakikada bir, 3 

kez 30-40 saniye vorteks yapıldı. Bu aşamada falkonlar buz içerisinde gömülü halde 

tutuldu. Vorteks işleminden sonra falkonlar 13.500 rpm’de, 10 dakika, 4 0C’de santrifüj 

edildi ve süpernatant kısmı lizat olarak, grup bilgilerinin ve tarihin yazılı olduğu ilgili 

ependorflara toplandı. Lizatlar, -80 0C’de muhafaza edildi.  

Elde edilen lizatlardan protein miktarlarını tayin edebilmek için BCA (Bikinkoninik asit) 

(Thermo Fisher; #23225) yöntemi kullanıldı. Bu yöntemde 96 kuyucuklu kültür tabağı 

kullanıldı ve standart protein olarak BSA hazırlandı. BSA hazırlığı; 1 mg/ml BSA (S0) 

şeklinde hazırlandı ve hazırlanan S0’dan distile su (dH2O) ile seyreltilerek S1-S7 standart 

proteinler elde edildi. Daha sonra -80 0C’de bulunan lizatlar 1:50 oranında lizis/PIK 

tamponu ile dilüye edilerek gruplar ayrı ayrı vortekslendi. “Blank (Kör)” kuyucuğu için 

lizis/PIK tamponu kullanıldı. 96 kuyucuklu kültür tabağında her biri, 2 tekrarlı olacak 

şekilde ve hazırlanan protein standartları ve dilüye edilen lizat örnekleri 25 μl olarak 

eklendi. BCA kiti içerisinde bulunan Reagent A (10 ml) ve Reagent B (100 μl) 

solüsyonlarından karanlık ortamda hazırlandı. Takiben standartların ve örneklerin üzerine 

hazırlanan bu solüsyon karışımından, 200 μl eklenerek 96 kuyucuklu kültür tabağı 

alüminyum folyoya sarıldı ve 30 dakika 60 0C’deki etüvde inkübe edildi. 

İnkübasyon bitince örneklerin ölçümü için spektrofotometrede 580 nm dalga boyunda 

okuması alındı. Spektrofotometreden elde edilen sonuçlar doğrultusunda örneklerin 

değerleri, standart protein değerleri ile oranlanarak her bir örnekte 30 μg protein olacak 

şekilde western blot için kullanılacak örneklerin miktarları hesaplandı. Hesaplamalar 

sonucunda çıkan protein değerlerine göre, Laemli (Sigma; #S-3401) ve dH2O ile örnekler 

hazırlandı. Son olarak tüm örneklerin protein yapılarının açılabilmesi için, 95 °C’de kuru 

ısıtıcıda 5 dakika boyunca ısıtılarak denatüre edildi. 
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3.7.2 Western Blot Yöntemi ile Protein Düzeyinin Belirlenmesi 

Hazırlanan örneklere ek olarak, bu aşamada kullanılacak solüsyonlar önceden hazırlandı 

(Tablo 3.4.). 

Tablo 3.4. Western blot yöntemi için kullanılan solüsyonlar. 

%30 Akrilamid-Bisakrilamid 
• 15.4 gr Akrilamid-Bisakrilamid (Biorad; #161- 01-25)  

• 40 ml dH20 

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

• 3.025 gr Tris (Biorad; #1.08387.2500)  

• 20 ml dH20  

• HCl ile pH 6.8’e ayarlandı. 

• dH20 ile toplam hacim 50 ml’ye tamamlandı.  

• 0.2 gr SDS (Biorad; #161-0301) 

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

• 9.75 gr Tris (Merck; #1.08387.2500) 

• 20 ml dH20  

• HCl ile pH 8.8’e ayarlandı.  

• dH20 ile toplam hacim 50 ml’ye tamamlandı. 

• 0.2 gr SDS (Biorad; #161-0301) 

APS (Amonyum Persülfat) 

(%10)  

• 0.1 gr APS (Amresco; #7727- 54) 

• 1 ml dH20 

5X Yürütme Tamponu 

(Elektroforez Solüsyonu) 

• 9 gr Tris (Bio-Rad; #161-0719),  

• 43.2 gr Glisin (Bio-Rad; #161-0718) 

• 3 gr SDS (Sigma Aldrich; #L4390)  

• 600 ml dH20  

10X PBS  

• 16 gr NaCl,  

• 0.8 gr KH2PO4 

• 2.856 gr Na2HPO4  

• 2000 ml dH20 

1X PBS 
• 100 ml 10X PBS  

• 1000 ml dH20  

1X PBS-T 
• 1000 ml 1X PBS  

• 1000 μl Tween 20 (Merck; #8.22184.0500) 

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

• 10 μl TEMED (Ayırıcı jel için) (Sigma Aldrich; #T-7024) 

• 5 μl TEMED (Toplayıcı jel için)  

Transfer Solüsyonu  

(Blotlama solüsyonu) 

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

• 3 gr Tris (Bio-Rad; #161-0719)  

• 700 ml dH20 

• 200 ml Metanol (Merck; #1.06009.2511)  

• dH20 ile toplam hacim 1000 ml’ye tamamlandI. 

Bloklama Solüsyonu  
• 2 gr süt tozu (Bio-Rad; #170-6404)  

• 40 ml PBS-T 
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Solüsyonlar hazırlandıktan sonra sodyum dodesil sülfat poliakrilamid jel elektroforezi 

(SDS-PAGE) yöntemi ile p21, p53, siklin D, pRB, aktif kaspaz-3 ve TAp73 antikorlarının 

protein düzeyleri kilo dalton (kDa) ağırlıkları dikkate alınarak, %10’luk poliakrilamid jel 

hazırlandı. 

Tablao 3.5. %10’luk poliakrilamid jelde kullanılan ayırıcı ve toplayıcı jellerin solüsyonları 

gösterilmektedir. 

Ayırıcı %10’luk poliakrilamid jel için kullanılan 

solüsyonlar: 

Toplayıcı poliakrilamid jel için kullanılan 

solüsyonlar: 

• %30 Akrilamid-bisakrilamid: 5 ml  

• 4X Tris-HCl/SDS (pH: 8.8): 3.75 ml 

• dH2O: 6.25 ml  

• %10 Amonyum Persülfat (APS): 50 μl 

• TEMED: 10 μl 

• %30 Akrilamid-bisakrilamid: 650 μl 

• 4X Tris-HCl/SDS (pH: 6.8): 1250 μl 

• dH2O: 3.050 μl 

 

Hazırlanan ayırıcı poliakrilamid jelin donmasını takiben üzerine toplayıcı jel döküldü ve 

taraklar takılarak bir süre (yaklaşık 35-40 dk) toplayıcı jelin de donması beklendi.  Donan 

jelden taraklar çıkarıldı ve ilk olarak proteinlerin yerlerini tayin etmede kullanılacak 

belirteç olan “protein ladder”dan 4μl (Thermo Fisher, #26619), takiben de her kuyucuğa 

20 μl örnek yüklendi. Örnekler oda sıcaklığında elektroforez solüsyonu içerisinde 100 

voltta 100-120 dakika yürütüldü. Yürütme işleminden sonra jel ve 5 dakika metanolde 

bekletilen polivinilidin florid (PVDF) membran sandviç yöntemiyle hazırlanarak 

kasetlere yerleştirildi. Transfer solüsyonu ile gece boyu 4 0C’de 20 voltta proteinlerin 

jelden membrana transfer olması sağlandı. PVDF membrana proteinlerin aktarılması 

gerçekleştikten sonra membran, PBS-T ile yarım saat boyunca 10 dakikada bir (toplamda 

3 kez) yıkandı. Yıkama işleminden sonra özgün olmayan bağlanmaların engellenmesi için 

membran 1 saat oda ısısında PBS-T ile hazırlanmış %5’lik süt tozu ile bloklandı. 

Bloklama işlemi esnasında, üretici firmanın önerisi doğrultusunda bloklama solüsyonunda 

(PBS-T) uygun dilüsyon oranında çözülmüş olan primer antikorlar %3’lük süt tozu ile 

hazırlandı (Tablo 3.6.) ve ilgili kDa aralığındaki kesilen membranların üzerine eklendi ve 

gece boyu 4 0C’de inkübe edildi. İnkübasyon sonunda membranlar 10 dakikada bir 30 

dakika boyunca PBS-T ile yıkandı. Yıkama sonunda membranlar, primer antikorlara 

uygun dilüsyonda ve bloklama solüsyonu ile hazırlanmış olan uygun sekonder antikorla 
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oda sıcaklığında 1 saat inkübe edilmek üzere çalkalayıcı üzerine alındı (Tablo 3.6.). 

İnkübasyon sonunda PBS-T ile 30 dakika boyunca 10 dakikada bir tekrar yıkandı. Yıkama 

işlemini takiben membranlardaki protein düzeyleri, kemilüminesan western blot 

görüntüleyicisinde görüntülendi.  

Tablo 3.6. Western blot yönteminde kullanılan primer/sekonder antikor bilgisi ve dilüsyon oranları. 

Primer Antikorlar                  

(Katalog Numarası) 

Üretildiği Hayvan Dilüsyon Molekül Ağırlığı 

(kDa) 

aktif kaspaz-3 (Cell Signaling, 

#9661) 

 1:1000 17-19 

p21 (Elabscience, #E-AB-66357)  

Tavşan 

1:1000 21 

siklin D1 (Invitrogen, #MA5-16356) 1:200 36 

p53 (Elabscience, #E-AB-32469) 1:1000 44 

pRB (Invitrogen, #PA5-12682) 1:1000 106 

TAp73 (Novus Biologicals, # NBP2-

24737) 

Fare 1:200 73 

Sekonder Antikorlar                                             

(Katalog Numarası) 

Üretildiği Hayvan Dilüsyon 

Biyotinlenmiş Anti-Tavşan IgG (Vector lab., #BA-1000)  

Keçi 

1:3000 

Biyotinlenmiş Anti-Fare IgG (Vector lab., #BA-9200) 1:5000 

Membranlardaki bantların görünür hale gelebilmesi ve protein tespiti için, kemilüminesan 

(ECL) (Thermo, #34580) firma önerisi doğrultusunda 1:1 oranında falkonda hazırlandı. 

Falkon içerisindeki solüsyonun ışıktan etkilenmemesi için alüminyum folyoya sarıldı. 

Görüntüleyici cihazın içerisine yerleştirilen membranların üzerine ECL damlatılarak 

yaklaşık 2-3 dakika inkübe edildi ve Azure c280 Jel Görüntüleme Cihazı ile görüntüleme 

yapıldı. Elde edilen görüntülerde primer antikorların bağlandığı bantlar, çalışmamızdaki 

antikorların kDa ağırlığına göre seçilen yükleme kontrolü ile (Vinkulin ya da β-Aktin) 

ImageJ programıyla analiz edildi. ImageJ programındaki değerler, gruplar arasında 

istatistiksel olarak GraphPad Prism ile değerlendirildi. 
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3.8. İstatistiksel Analiz 

Çalışmamızdan elde edilen tüm deney sonuçlarının istatiksel olarak değerlendirilmesi ve 

grafiklendirilmesi GraphPad Prism 9.5.1 programı ile gerçekleştirildi. Tüm deney grupları 

gruplar arasında tek yönlü varyans analizi (tek yönlü ANOVA) ve post-hoc testler 

kullanılarak değerler ortalama ± standart hata (SEM) olarak belirtildi. p<0.05’in altında 

bulunan değerler, istatistiksel olarak anlamlı olarak kabul edildi. 
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4. BULGULAR 

4.1. U87MG Hücrelerinde Temozolomid (TMZ) ve Ribosiklib’in Etkin Dozlarının 

Değerlendirilmesi 

Çalışmamızda U87MG hücrelerinde TMZ ve Ribosiklib’in etkin dozlarının 

belirlenebilmesi ve deneylere bu dozlarla devam edilebilmesi için, kendi içerisinde 8 

tekrarlı, birbirinden bağımsız 3 ayrı deney sonucu elde edilerek kapsamlı bir doz taraması 

yapıldı. Sonuçlar herhangi bir uygulama yapılmayan kontrol U87MG hücreleriyle 

kıyaslanarak değerlendirildi.  

4.1.1. TMZ’nin Etkin Dozunun Belirlenmesi 

TMZ için doz taramasında belirlenen dozlar 800, 400, 200, 100, 50, 25, 12.5, 6.25 ve 

3.125 µM konsantrasyonlar hazırlanarak U87MG hücrelerine 24, 48 ve 72. saatlik 

periyotları içerecek şekilde uygulandı. Elde edilen veriler, istatistiksel olarak kontrol 

grubuyla karşılaştırılarak değerlendirildi.  

TMZ ile 24 saat muamele edilen U87MG hücrelerinde; 800, 400, 200, 100, 50, 25 ve 12.5 

µM dozlarında kontrole kıyasla anlamlı bir azalma görülmesine rağmen, 6.25 ve 3.125 

µM dozlarda uygulanan TMZ kontrole göre hücrelerin azalmasına rağmen, anlamlı bir 

sonuç ifade etmemektedir (p<0.001) (Şekil 4.1a.). 

TMZ ile 48 saat muamele edilen U87MG hücrelerinde; 800, 400, 200, 100 ve 50 µM 

uygulanan dozlarda hücre canlılığının azaldığı görüldü. 25, 12.5, 6.25 ve 3.125 µM 

dozlarda ise kontrol hücrelerine göre hücre proliferasyonunun arttığı görüldü (p<0.001) 

(Şekil 4.1b). 

TMZ ile 72 saat muamele edilen U87MG hücrelerinde ise hücre sayılarındaki azalışın 

800, 400, 200, 100, 50, 25 µM uygulanan dozlarda daha fazla olduğu belirlendi (p<0.001) 

(Şekil 4.1c). 

Elde edilen inkübasyon süreleri sonucunda, TMZ’nin hücre canlılığı üzerine etkisinin 

istatistiksel anlamlılık açısından en fazla olduğu 24. saat esas alınarak deneylere bu 

inkübasyon süresi ile devam edildi.  
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Şekil 4.1. Etkin dozun belirlenmesi için yapılan doz taramasında, U87MG hücrelerine farklı 

konsantrasyonlarda uygulanan TMZ’nin; 24 (a), 48 (b) ve 72 (c) saat sonundaki etkisinin hücre canlılığı 

açısından değerlendirildiği grafikler gösterilmektedir (ns: p>0.05, *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001).  

4.1.2. Ribosiklib’in Etkin Dozunun Belirlenmesi 

Ribosiklib için doz taramasında 256, 128, 64, 32, 16, 8, 4, 2 ve 1 µM konsantrasyonlardaki 

dozlar, U87MG hücrelerine 24, 48 ve 72. saatlik periyotları içerecek şekilde uygulandı. 

Elde edilen veriler, istatistiksel olarak kontrol grubu ile karşılaştırılarak değerlendirildi 

(Şekil 4.2.). 

Ribosiklib ile 24 saat muamele edilen U87MG hücrelerinde; uygulanan tüm doz 

konsantrasyonlarının (256, 128, 64, 32, 16, 8, 4, 2 ve 1 µM) kontrol hücreleriyle 

kıyaslandığında anlamlı bir azalışa neden olduğu görüldü (p<0.001) (Şekil 4.2a.). 

Ribosiklib ile 48 saat muamele edilen U87MG hücrelerinde, 8, 16, 32, 64, 128 ve 256 µM 

konsantrasyonlardaki doz uygulamalarının, kontrol hücrelerine göre anlamlı olarak 

azaldığı; 1, 2 ve 4 µM konsantrasyonlardaki dozların ise istatistiksel olarak anlamlılık 

ifade etmediği belirlendi (ns: p>0.05, p<0.01, p<0.001) (Şekil 4.2b.) 

Ribosiklib ile 72 saat muamele edilen U87MG hücrelerinde ise 48 saat inkübe edilen 

U87MG hücrelerine benzer bir sonuç elde edildi (ns: p>0.05, *p<0.05, **p<0.01, 

***p<0.001) (Şekil 4.2c). 
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İnkübasyon süreleri sonucunda, Ribosiklib’in hücre canlılığı üzerine etkisinin istatistiksel 

anlamlılık açısından en fazla olduğu 24. saat esas alınarak deneylere bu inkübasyon süresi 

ile devam edildi.  

 

Şekil 4.2. Etkin dozun belirlenmesi için yapılan doz taramasında, U87MG hücrelerine farklı 

konsantrasyonlarda uygulanan Ribosiklib’in, 24 (a), 48 (b) ve 72 (c) saat sonundaki etkisinin hücre canlılığı 

açısından değerlendirildiği grafikler gösterilmektedir (ns: p>0.05, *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001). 

4.2. U87MG Hücrelerinde TMZ ve Ribosiklib’in IC50 Değerlerinin Belirlenmesi 

IC50 değeri, bir ilacın ya da inhibitörün hücreler üzerindeki etkinliğini belirlemek için 

kullanılan farmakolojik bir parametre olup hücrelerdeki etkisini yarıya indiren 

konsantrasyon olarak ifade edilmektedir. Bu nedenle, çalışmamızda TMZ ve Ribosiklib 

için yapılan doz taramasının ardından, U87MG hücrelerinin canlılıkları MTT kit 

protokolüne göre değerlendirildi ve her iki ilaç için IC50 değerleri belirlendi. Deneylere 

belirlenen IC50 ile devam edildi. 

4.2.1. TMZ’nin IC50 Değerinin Belirlenmesi 

U87MG hücrelerine uygulanan farklı konsantrasyonlardaki TMZ dozlarının 24, 48 ve 72. 

saatlerdeki değişimleri ve hücrelerin canlılıkları MTT kiti ile değerlendirildi. Elde edilen 

sonuçlar doğrultusunda, TMZ için en etkin saat periyodunun 24. saat olduğu ve buna bağlı 

olarak IC50 değerinin ise 120 µM olarak belirlendi. 
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Şekil 4.3. U87MG hücrelerinde yapılan doz taraması sonucunda, TMZ’nin hücreler üzerinde etkin saat ve 

buna bağlı olarak hesaplanan IC50 değeri gösterilmektedir. 

4.2.2. Ribosiklib’in IC50 Değerinin Belirlenmesi 

U87MG hücrelerine uygulanan farklı konsantrasyonlardaki Ribosiklib dozlarının 24, 48 

ve 72. saatlerdeki değişimleri ve hücrelerin canlılıkları MTT kiti ile değerlendirildi. Elde 

edilen sonuçlar doğrultusunda, Ribosiklib için de en etkin saat periyodunun 24. saat 

olduğu ve IC50 değerinin de 10 µM olduğu belirlendi. 

 

Şekil 4.4. U87MG hücrelerinde yapılan doz taraması sonucunda, Ribosiklib’in hücreler üzerinde etkin saat 

ve buna bağlı olarak hesaplanan IC50 değeri gösterilmektedir. 
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4.3. Kemoterapi ve Radyoterapi Uygulamasının Değerlendirilmesi 

Çalışmamızın bu aşamasına, Ribosiklib ve TMZ için belirlenen etkin dozlar (IC50 

değerleri) esas alınarak devam edildi. U87MG hücrelerine Ribosiklib ve TMZ’in IC50 

değeri, IC50 değerinin 2 katı ve IC50 değerinin yarısı olacak şekilde hem bireysel hem de 

kombine uygulaması yapıldı.  

Bu aşamada ışınlama yapılmamış kültür tabaklarından elde edilen sonuçlar, Ribosiklib’e 

ek olarak kemoterapötik olan TMZ uygulanması sebebiyle “U87MG Hücrelerinde 

Kemoterapinin Değerlendirilmesi” olarak analiz edildi. İlaç uygulamasının ardından 1 

saat sonra kültür tabaklarına günde 2 Gy olacak şekilde toplam 10 Gy beş gün boyunca 

ardışık olarak ışıma yapıldı. Bu aşamada da elde edilen sonuçlar kültür tabaklarına 

Ribosiklib ve TMZ’ye ek olarak, ışınlama yapılması sebebiyle “U87MG Hücrelerinde 

Radyoterapinin Değerlendirilmesi” olarak analiz edildi. Her iki değerlendirme için de 

sonuçlar 24, 48, 72, 96 ve 120. saat periyotları şeklinde kendi aralarında değerlendirildi.   

4.3.1. U87MG Hücrelerinde Kemoterapi Etkisinin Değerlendirilmesi  

Ribosiklib ve TMZ için belirlenen IC50 değerleri doğrultusunda, U87MG hücrelerine IC50 

değerleri, IC50 değerlerinin yarısı, 2 katı şeklinde hücrelere bireysel ve kombine olacak 

şekilde Ribosiklib ve TMZ uygulaması yapıldı. Takiben deney setleri 24, 48, 72, 96 ve 

120. saatleri içerecek şekilde kuruldu. Elde edilen sonuçlar doğrultusunda; 24 saat 

Ribosiklib ve TMZ ile bireysel ve kombine muamele edilen U87MG hücrelerinde; 

Ribosiklib’in bireysel uygulandığı gruplarda, IC50 değeri ve yarısının anlamlı bir sonuç 

ifade etmediği, IC50 değerinin 2 katı olan dozdaki uygulamada hücrelerdeki canlılığın 

kontrol grubuna kıyasla anlamlı olarak azaldığı görüldü. TMZ’nin bireysel uygulandığı 

gruplarda, tüm konsantrasyonlardaki dozların kontrol grubuna kıyasla hücre canlılığını 

anlamlı olarak azalttığı belirlendi. Ribosiklib’in TMZ ile kombine olarak uygulandığı 

gruplarda ise IC50 değerlerinin yarısının uygulandığı grup anlamlı bir sonuç ifade 

etmezken, IC50 değeri ve 2 katının kombine olarak uygulandığı gruplarda azalma görüldü. 

Ayrıca, Ribosiklib ve TMZ’nin çözücüsü olduğu DMSO grubunda da kontrol grubuna 

kıyasla anlamlı bir sonuç elde edilmedi ve bu da Ribosiklib ile TMZ’in U87MG hücreleri 

üzerine olan etkisinin DMSO’dan kaynaklı olmadığını gösterdi (Şekil 4.5a.). 
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48 saat Ribosiklib ve TMZ ile bireysel ve kombine muamele edilen U87MG hücrelerinde, 

Ribosiklib ve TMZ’nin bireysel uygulandığı gruplarda, 24 saat inkübe edilen deney 

grubuyla benzer sonuçlar elde edildi. Ribosiklib’in TMZ ile kombine olarak uygulandığı 

gruplarda ise IC50 değerlerinin yarısının uygulandığı gruba ek olarak, IC50 değerlerinin 

uygulandığı grupta da anlamlı bir sonuç elde edilemedi. Ayrıca DMSO grubunun da 

kontrol grubuna kıyasla bir etkisinin olmadığı görüldü (Şekil 4.5b). 

72 saat Ribosiklib ve TMZ ile bireysel ve kombine muamele edilen U87MG hücrelerinde; 

Ribosiklib’in bireysel uygulandığı gruplarda, IC50 değerinin etkisi görülmezken, IC50 

değerinin 2 katı ve yarısının uygulandığı hücrelerde anlamlı olarak kontrole kıyasla 

canlılığın azaldığı görüldü. TMZ’nin bireysel uygulandığı gruplarda da yine benzer 

şekilde IC50 değerinin etkisi görülmezken, IC50 değerinin 2 katı ve yarısının uygulandığı 

dozlarda azalma olduğu belirlendi. Ribosiklib’in TMZ ile kombine olarak uygulandığı 

gruplarda ise tüm kombine dozlarında kontrole kıyasla istatistiksel olarak anlamlı bir 

azalma görüldü (p<0.001) (Şekil 4.5c). 

96 saat Ribosiklib ve TMZ ile bireysel ve kombine muamele edilen U87MG hücrelerinde; 

Ribosiklib ve TMZ’in bireysel uygulandığı gruplarda, IC50 değerinin etkisinin anlamlı bir 

sonuç ifade etmediği, IC50 değerinin 2 katı ve yarısının uygulandığı U87MG hücrelerinde 

azalma olduğu belirlendi (p<0.001). Ribosiklib’in TMZ ile kombine olarak uygulandığı 

gruplarda ise sadece etkin dozların 2 katının kombine uygulandığı dozda hücrelerin 

canlılığında anlamlı bir azalma görüldü (p<0.001). Ayrıca, DMSO grubunun da kontrol 

grubuna kıyasla anlamlı bir sonuç ifade etmediği görüldü (Şekil 4.5d). 

120 saat Ribosiklib ve TMZ ile bireysel ve kombine muamele edilen U87MG hücrelerinde 

ise Ribosiklib’in bireysel uygulandığı gruplarda, IC50 değeri ve yarısının uygulandığı 

U87MG hücrelerinde, kontrol grubuna kıyasla zamana bağlı olarak canlılığın arttığı 

görüldü. IC50 değerinin 2 katı uygulama yapılan hücrelerde ise anlamlı bir sonuç elde 

edilemedi. TMZ’nin bireysel uygulandığı gruplarda, IC50 değerinin yarısındaki dozda yine 

hücrelerin zamana bağlı olarak prolifere olduğu görülürken (p<0.001), IC50 değeri ve 2 

katındaki dozda kontrole kıyasla istatistiksel olarak anlamlı olmadığı görüldü (p>0.05). 

Ribosiklib’in TMZ ile kombine olarak uygulandığı gruplarda ise tüm 
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konsantrasyonlardaki dozlarda anlamlı bir azalış görülürken, bu azalışın en etkili olduğu 

doz Ribosiklib ve TMZ’nin IC50 değerinin 2 katında belirlendi (p<0.001). Ayrıca, DMSO 

grubu olarak adlandırılan çözücü grubunda da bir etki gözlenmedi (Şekil 4.5e). 

 

Şekil 4.5. U87MG hücrelerine Ribosiklib’in bireysel ve TMZ ile kombine uygulanmasını takiben 24 (a), 48 

(b), 72 (c), 96 (d) ve 120 (e) saatlik inkübasyonlarındaki, hücre canlılığına olan etkisi gösterilmektedir. 

Uygulanan dozların etkinliği, kontrol grubuyla kıyaslanarak istatistiksel olarak değerlendirilmiştir. (ns: 

p>0.05, *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001). 

4.3.2. U87MG Hücrelerinde Radyoterapi Etkisinin Değerlendirilmesi 

Ribosiklib ve TMZ için belirlenen IC50 değerleri doğrultusunda; U87MG hücrelerine IC50 

değerleri, IC50 değerlerinin yarısı, 2 katı şeklinde hücrelere bireysel ve kombine olacak 

şekilde Ribosiklib ve TMZ uygulaması yapıldı. Takiben kültür tabaklarına 1 saat sonra 2 

Gy dozda ışınlama yapıldı. Işınlamaya ardışık olarak beş gün boyunca devam edildi. Bu 

bağlamda deney 24, 48, 72, 96 ve 120. saatleri içerecek şekilde planlandı. Elde edilen 

sonuçlar doğrultusunda; 24 saat Ribosiklib ve TMZ ile bireysel ve kombine muamele 

edilen U87MG hücrelerinde; Ribosiklib’in bireysel uygulandığı gruplarda, IC50 değeri, 
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yarısı ve 2 katı konsantrasyonlarının anlamlı bir sonuç ifade etmediği (p>0.05), ancak 

diğer tüm gruplarda uygulanan bireysel ve kombine dozların, kontrol hücrelerine kıyasla 

canlılıklarını azalttığı görüldü (p<0.001). Ayrıca, hücre sayısındaki ciddi azalış Ribosiklib 

ve TMZ’nin IC50 değerlerinin 2 katının kombine olarak uygulandığı grupta görüldü 

(p<0.001) (Şekil 4.6a). 

48 saat Ribosiklib ve TMZ ile bireysel ve kombine muamele edilen U87MG hücrelerinde; 

yine 24 saatlik inkübasyon sonunda elde edilen sonuçlar ile benzer veriler elde edildi. 

Ribosiklib ve TMZ’nin IC50 değerlerinin 2 katının kombine olarak uygulandığı grupta, 

hücrelerin canlılıklarının ışınlama ile birlikte ciddi şekilde azalması 48. saatte de görüldü 

(p<0.001) (Şekil 4.6b). 

72 saat Ribosiklib ve TMZ ile bireysel ve kombine muamele edilen U87MG hücrelerinde; 

DMSO dışındaki tüm gruplarda, kontrol hücrelerine kıyasla anlamlı bir azalışın olduğu 

belirlendi (p<0.001) (Şekil 4.6c). 

96 saat Ribosiklib ve TMZ ile bireysel ve kombine muamele edilen U87MG hücrelerinde; 

Ribosiklib’in bireysel uygulandığı gruplarda yalnızca Ribosiklib’in etkin dozunda 

anlamlılık elde edildi (p<0.001) ve hücrelerin çoğaldığı gözlemlendi. Hücrelerin 

proliferasyonunun görüldüğü diğer gruplar ise bireysel olarak TMZ’nin IC50 değerinin 

yarısının uygulandığı grupta ve Ribosiklib’in TMZ ile birlikte uygulandığı kombine 

gruplarda görüldü (p<0.001) (Şekil 4.6d). 

120 saat Ribosiklib ve TMZ ile bireysel ve kombine muamele edilen U87MG hücrelerinde 

ise Ribosiklib’in etkin dozunun bireysel olarak uygulandığı grup hariç tüm gruplarda 

anlamlı sonuçlar gözlendi (p<0.001). Ribosiklib ve TMZ’nin etkin dozlarının 2 katı 

konsantrasyonda uygulanan grup, ek olarak ışınlamanın yapılması ile tüm saat 

periyotlarında hücre canlılığın kontrol grubuna kıyasla en az seviyede görüldüğü grup 

oldu (p<0.001) (Şekil 4.6e). 
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Şekil 4.6. U87MG hücrelerine Ribosiklib’in bireysel ve TMZ ile kombine uygulanmasını takiben 1 saat 

sonra günde 2 Gy ardışık beş gün boyunca (toplam 10 Gy) ışınlama yapılması sonucu: 24 (a), 48 (b), 72 (c), 

96 (d) ve 120 (e) saatlik inkübasyonlarındaki, hücre canlılığına olan etkisi gösterilmektedir. Uygulanan 

dozların etkinliği, kontrol grubuyla kıyaslanarak istatistiksel olarak değerlendirilmiştir. (ns: p>0.05, 

*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001) 

4.4. U87MG Hücrelerinde Koloni Oluşturma Potansiyelinin Gösterilmesi  

24 saat boyunca bireysel ve kombine Ribosiklib ve TMZ ile muamele edilen U87MG 

hücrelerinde hareket potansiyellerinin değerlendirilebilmesi amacıyla klonojenik test 

yapıldı. Klonojenik test protokolü doğrultusunda elde edilen sonuçlarda: deney 

gruplarında, kontrol ve çözücü grubuna göre hücre sayısında azalma, proliferasyon 

hızında gerileme ve buna bağlı olarak koloni sayılarında da anlamlı olarak bir azalış 

olduğu gözlemlendi (Şekil 4.7.). 



61 
 

 

Şekil 4.7. Ribosiklib ile TMZ’nin bireysel ve kombine uygulamasından sonra, U87MG hücrelerinde hareket 

potansiyellerinin değerlendirildiği klonojenik test ile koloni oluşturan hücreler (a) ve koloni oluşturan 

hücrelerin koloni sayılarının, çözücü grubuna göre kıyaslanarak elde edilen istatistiksel analiz sonuçları 

gösterilmektedir (b) (***p<0.001). 

4.5. U87MG Hücrelerinde Ribosiklib ve TMZ Uygulanması Sonrası Protein Seviyesi 

Değişiminin Gösterilmesi 

Çalışmamızda U87MG hücrelerinde Ribosiklib ve TMZ’nin hem bireysel hem de 

kombine olarak uygulanması sonucu etkisini, hücre siklusu açısından yorumlayabilmek 

için western blot yöntemi kullanılarak protein seviyelerindeki değişimleri değerlendirildi. 

Bu bağlamda siklus proteinleri arasında yer alan siklin D1, transkripsiyon aktivitelerini 

düzenlemede görevli RB ve tümör baskılayıcıları olarak bilinen p21, p53 ve TAp73 

proteinleri Ribosiklib ve TMZ ile inkübe edildi. Ayrıca, çalışmamızda Ribosiklib ve TMZ 

uygulanmasıyla, hücrelerin siklusta G1 fazında durması ve hücrelerde DNA hasarı 

oluşturarak apoptoza yönlendirilmesi amaçlandığı için belirtilen proteinlere ek olarak 

hücre apoptoz sürecinde kritik bir rol oynayan aktif kaspaz-3 proteinin de ekspresyon 

seviyesi değerlendirildi.  
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U87MG hücreleri 24 saat boyunca Ribosiklib ve TMZ ile hem bireysel hem de kombine 

olarak inkübe edildi ve belirlenen beş gruptan (Kontrol, DMSO, Ribosiklib, TMZ, 

Ribosiklib+TMZ) bu süre sonunda lizatlar elde edildi. Yükleme kontrolü olarak 

proteinlerin kDa ağırlıklarına göre vinkulin veya β-Aktin proteinleri kullanıldı. 

Proteinlerden elde edilen bant görüntüleri, ilgili yükleme kontrollere oranlanarak 

istatistiksel olarak analiz edildi (Şekil 4.8.). 

  

Şekil 4.8. U87MG hücrelerine Ribosiklib ve TMZ’nin bireysel ve kombine olarak uygulanması sonrası elde 

edilen western blot bantlarındaki değişimler gösterilmektedir (a). Buna bağlı olarak aktif kaspaz-3 (b), p21 

(c), siklin D1 (d), p53 (e), TAp73 (f), ve pRB (g) protein ekspresyonlarının yükleme (internal) kontrole 

oranlarak oluşturulan grafikler gösterilmektedir. (ns: p>0.05, *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001). 

Western blot analizleriyle elde edilen sonuçlara göre: aktif kaspaz-3, TAp73, p21 ve p53 

seviyelerinin kontrole kıyasla Ribosiklib ve TMZ’nin kombine uygulandığı grupta 

anlamlı olarak arttığı, siklin D1 ve pRB’nin ise kontrole kıyasla ekspresyonunun azaldığı 

görüldü (p<0.001). Ribosiklib’in bireysel uygulandığı gruplarda kontrole kıyasla anlamlı 

şekilde siklin D1 ve pRB seviyesinde azalmanın olduğu (p<0.001), aktif kaspaz-3 

(p<0.001), TAp73 (p<0.001), p21 (p<0.05) ve p53 (p<0.001) seviyesinde ise artışın 

olduğu belirlendi. TMZ grubunda ise sonuçların Ribosiklib ile benzer şekilde olduğu 

görüldü. Fakat, p21 ekspresyonundaki azalış ve p53 ekspresyonundaki artış anlamlı 

bulunmadı (p>0.05) (Şekil 4.8a, Şekil 4.8b, Şekil 4.8c, Şekil 4.8d). 
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5. TARTIŞMA 

Primer beyin tümörlerinin son derece ölümcül bir türü olan GBM, agresif büyümesi ve 

geleneksel tedavilere karşı direnci ile karakterize edilmekte ve buna bağlı olarak 

hastalarda sınırlı hayatta kalma ile sonuçlanmaktadır (Shahcheraghi vd., 2024). Teşhis 

konulan bireylerin ortalama sağkalımı 12-18 aydır ve bu hastaların yalnızca %5'i beş 

yıldan fazla hayatta kalmaktadır (Grech vd., 2020). Derece IV beyin tümörü olarak 

kabul edilen GBM, genellikle ileri evrede teşhis edilmektedir. Bu da cerrahi 

müdahalelerin ve tedavinin etkinliğini sınırlandırmaktadır (Rios vd., 2024). GBM 

tedavisini sınırlayan temel problemler arasında tümörün konumu, heterojen yapısı, 

yüksek büyüme hızı, invazyonu, anjiyogenez ve immün baskılayıcı özellikte olması yer 

almakta ve bu da nöro-onkoloji alanı için önemli bir sorun haline gelmektedir (Silva 

vd., 2019). Ayrıca, KBB varlığı da kullanılan kemoterapötiklerin beyine ulaşımını 

sınırlandırması sebebiyle GBM için önemli sorunlardan bir diğeridir. 

Alkilleyici ajanlardan biri olan TMZ, günümüzde GBM tedavisinde kullanılan birincil 

ilaçtır (Lyakhova vd., 2020). 1970'lerin sonlarında tıbbi kullanım için sentezlenmiştir 

ve 2000'lerin başında Amerika Birleşik Devletleri ve Avrupa'da kullanım için klinik 

onay almıştır. Bir imidazotetrazin lipofilik ön ilacı olan TMZ, KBB’yi geçerek vücudun 

pH'ı tarafından fizyolojik olarak aktive edilmektedir ve böylece 5-(3-metiltrazen-1-il) 

imidazol-4-karboksamid (MTIC) aktif metabolitine dönüşmesini sağlamaktadır. MTIC, 

vücutta hidroliz edilir ve metildiazonyum iyonları üreterek DNA’nın metillenmesine 

neden olur. Tümör hücrelerinde DNA hasarını tetikleyerek hücre içinde sitotoksisiteye 

yol açan TMZ, apoptozu da indüklemektedir. Bu nedenle GBM için ilk tercih edilen 

kemoterapötik ajandır (Singh vd., 2020). 

Ancak hastaların çoğunda cerrahi sonrası, radyasyon ve TMZ tedavisi uygulanmasına 

rağmen, bir yıl içinde nüks meydana gelmektedir. İkinci basamak, kemoterapi ve/veya 

yeniden ışınlamayı içermektedir. Nüks meydana gelen hastalarda TMZ’nin tekrar 

uygulanması tümör hücreleri tarafından TMZ’ye direnç geliştirmesi nedeniyle ilk 

kullanımına kıyasla etkinliği büyük ölçüde azalmaktadır (Braun & Ahluwalia, 2017). 

Bu nedenle TMZ yerine farklı kemoterapötik ajanlar tedaviye eklenmekte ya da yeni 
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ajanlarla kombine tedaviler geliştirilmektedir. Bu ajanlarla yalnızca apoptotik yolaklar 

değil, aynı zamanda hücre döngüsü düzensizliğini hedef alan yolakların da kullanılarak 

tümör hücrelerinin kontrol altına alınması amaçlanmaktadır. 

CDK 4/6 inhibitörlerinin siklin-CDK aktivitesini kontrol ederek hücre dışı ve hücre içi 

sinyallere yanıt olarak hücre siklusunun ilerlemesini kısıtladığı bilinmektedir (Vidal & 

Koff, 2000; Wade Harper & Elledge, 1996). Son zamanlarda CDK inhibitörlerinin anti-

tümör etkisini aydınlatmaya ve ayrıca CDK inhibitör direncini yöneten moleküler 

mekanizmaları açıklamaya yönelik yapılan birçok çalışma mevcuttur (Klein vd., 2018). 

Üçüncü nesil CDK4/6 inhibitörü olan Ribosiklib (LEE011), oldukça seçicidir ve ATP 

bağlanma bölgeleriyle etkileşime girerek CDK4/6'yı inhibe etmektedir. CDK4/6-siklin 

D-RB-E2F yolağını inhibe edip kontrolsüz hücre bölünmesini ve tümör ilerlemesini 

durdurmaktadır (Poratti & Marzaro, 2019). Bu bilgilerden yola çıkarak çalışmamızda, 

TMZ ve radyoterapi tedavisine Ribosiklib’in eklenmesiyle, bu kombine etkinin 

U87MG GBM hücreleri üzerindeki etkinliği ilk kez değerlendirildi. 

Bu doğrultuda elde ettiğimiz bulgulara göre: U87MG hücrelerinde yaptığımız doz 

taraması sonucu Ribosiklib’in IC50 değeri 10 µM, TMZ’nin ise 120 µM olarak 

hesaplandı. Benzer şekilde literatürde yer alan TMZ’nin etkinliğinin araştırıldığı 

çalışmalar ile bulduğumuz IC50 değerleri arasında fark bulunmadı (Rotondo vd., 2020). 

Literatürde tek başına Ribosiklib’in U87MG hücrelerindeki etkisinin gösterildiği 

çalışmalar kısıtlıdır. 2020 yılında yapılan bir çalışmada, Ribosiklib’in U87MG 

hücrelerindeki etkisi değerlendirilmiş, fakat IC50 değeri ifade edilmemiştir (Cao vd., 

2020a). Bu anlamda çalışmamız ile ilk kez Ribosiklib’in IC50 değeri belirlenmiş oldu.  

Ayrıca, Ribosiklib’in ve TMZ’nin bireysel ve kombine olarak uygulanması sonucu elde 

edilen bulgularda; Ribosiklib’in etkisinin zamana bağlı olarak bazı gruplarda TMZ’den 

daha etkin olduğu saptandı. U87MG hücrelerinin TMZ’ye duyarlı olması sebebiyle 

belirlenen dozlarda uygulanan TMZ’nin hücre canlılığı üzerine etkisinin Ribosiklib’e 

kıyasla daha düşük olduğu görüldü. Ek olarak, TMZ ve Ribosiklib’in sinerjistik 

etkisinin yorumlandığı kombine uygulamalarında ise özellikle 72. saat sonunda hücre 

proliferasyonunda ciddi azalış gözlendi. Literatürde de benzer şekilde CDK4/6 
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inhibitörlerinden bir diğeri olan Abemasiklib’in glioma hücrelerinde TMZ ile birlikte 

kombine tedavisi sonucu hücre canlılığındaki azalış ifade edilmiş ve kombine 

uygulamanın terapötik etkisinin olduğu gösterilmiştir (Cao vd., 2020a). 

Yapılan çalışmalar, GBM tedavisinde eş zamanlı radyoterapi ve TMZ’nin birlikte 

uygulanmasının, tek başına radyoterapi tedavisine kıyasla hasta sağkalımı açısından 

fayda sağladığını göstermektedir (Stupp vd., 2005e; Yang vd., 2014). Bu temel üzerine, 

biz de çalışmamızda kliniği birebir taklit etmek amacıyla TMZ tedavisine radyoterapi 

ekleyerek, literatürde yer alan çalışmalar doğrultusunda günde 2 Gy ardışık 5 gün 

boyunca hücrelere radyoterapi uyguladık. Elde ettiğimiz sonuçlarda, radyoterapi ile 

birlikte TMZ’nin zamana ve doza bağlı olarak tümör hücrelerinde sağkalımı azalttığı 

görüldü. Elde ettiğimiz bu veri TMZ etkinliği için literatürde yer alan çalışmalar ile 

paralel sonuç göstermektedir (Barker vd., 2012; Mirimanoff vd., 2004). Ancak 

literatürde Ribosiklib’in TMZ ve radyoterapi ile birlikte kombine olarak uygulandığı 

bir çalışma yer almamaktadır. Çalışmamızda U87MG hücrelerinde Ribosiklib’in, TMZ 

ve radyoterapi ile beraber uygulanması sonucunda; özellikle yüksek doz kombine 

gruplardaki hücre sağkalımlarının kontrole ve ilaçların bireysel etkisine kıyasla ciddi 

şekilde azaldığı görüldü. Buradan yola çıkarak çalışmamızla literatüre kazandırılacak 

önemli bir veri elde edilmiş olup; Ribosiklib’in tümör hücrelerinin sağkalımına etkisi 

ve GBM hastaları için yeni bir tedavi seçeneği olma potansiyeli taşıdığını 

göstermektedir. 

U87MG GBM hücrelerinde Ribosiklib ile TMZ’nin bireysel ve kombine uygulanması 

sonucu hücrelerin hareket potansiyelinin değerlendirildiği klonojenik test ile elde 

ettiğimiz parametrelere göre: hiçbir uygulamanın yapılmadığı kontrol hücrelerine 

kıyasla bireysel Ribosiklib ve TMZ uygulanan hücre gruplarında koloni sayılarında 

azalma tespit edildi. Buna ek olarak kombine uygulanan grupta da benzer şekilde 

hücrelerde koloni oluşturma potansiyelinin sınırlandığı görüldü. Literatürde yer alan 

birçok çalışmada farklı GBM hücre hatlarında uygulanan TMZ gruplarında, kontrole 

göre koloni sayılarındaki azalma görülmektedir (Köritzer vd., 2013; Sun vd., 2012; 

Vengoji vd., 2019). Ribosiklib’in GBM hücreleri üzerinde koloni oluşuma etkisinin 

değerlendirildiği literatür çalışması yer almamaktadır. Ancak hepatoselüler karsinom 
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hücre hatlarının kullanıldığı bir çalışmada, benzer şekilde kontrol grubuna göre koloni 

sayılarında azalmanın olduğu gösterilmiştir (Digiacomo vd., 2022). GBM hücre 

hatlarının kullanıldığı bir diğer çalışmada ise CDK4/6 inhibitörü Abesiklib’in koloni 

kısıtlayıcı etkisi vurgulanmıştır (Cao vd., 2020b). Medullablastoma hücrelerinin 

kullanıldığı bir başka çalışmada ise bir diğer CDK4/6 inhibitörü olan Palbosiklib’in; 

hücrelerin koloni sayılarını sınırlandırdığı gösterilmiştir (Buzzetti vd., 2021). Elde 

edilen bu literatür taraması sonuçları ile çalışmamızın bulgularını arasında fark 

gözlenmedi ve Ribosiklib’in tek başına ve TMZ ile birlikte uygulanmasının U87MG 

hücrelerinde koloni oluşturma potansiyelini kısıtlayıp kısıtlamadığı ilk kez 

değerlendirildi. 

Çalışmamızda bireysel ve TMZ ile kombine uygulanan Ribosiklib’in, U87MG 

hücrelerinde hücre siklusundaki değişimlerinin belirlenmesi için siklin D1/RB/TAp73 

yolağı ve bu yolak aracılı alt yolakta bulunan p21, p53 proteinlerinin ekspresyonları 

değerlendirildi. Bu proteinlere ek olarak apoptotik mekanizmadaki etkisini yorumlamak 

için ise aktif kaspaz-3 ekspresyonu western blot yöntemi ile analiz edildi.  

Buradan yola çıkarak literatürde yer alan bilgilere göre: Malign gliomalar sıklıkla G1/S 

faz geçişinin kontrolünde rol oynayan hücre siklusunu düzenleyici proteinleri kodlayan 

genlerde genetik anormallikler göstermektedir (Büschges vd., 1999). Siklinler, hücre 

siklusu kontrolü ve çoğalmasında rol oynayan protein kinaz ailesinin düzenleyici alt 

birimleri olarak bilinmektedir (J. Wang vd., 2012). Özellikle siklin D1, hücre 

farklılaşmasının başlatıldığı ve çoğalmanın baskılandığı G1 fazının düzenlenmesinde 

rol oynamaktadır (Draetta, 1994). Siklin D1'in aşırı ekspresyonu, laringeal, özofagus, 

mide, kolorektal, pankreas ve ayrıca glioma hastalarında kötü prognoz ile ilişkilidir (Liu 

vd., 2008; Sallinen vd., 1999). Literatürde yer alan bilgilere göre derece IV 

astrositomlarda, derece II ve III astrositomlara göre daha yüksek siklin D1 ekspresyonu 

olduğu ifade edilmiş ve aşırı ekspresyon, daha kısa hasta sağkalımı ile 

ilişkilendirilmiştir (Prados & Levin, 2000). Yapılan son çalışmalar, siklin D1'in proto-

onkogen olduğunu ortaya koymuş olup; amplifikasyonunun ve aşırı ekspresyonunun, 

birçok kanser türünde kontrolsüz hücre büyümesine katkıda bulunabileceğini ortaya 

koymaktadır (Prados & Levin, 2000). Literatürde C666-1 hücre hattı kullanılarak 
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Ribosiklib’in hücrelerdeki etkisinin siklin D1 proteini açısından değerlendirildiği bir 

çalışmada, ekspresyon seviyesinin azaldığı ifade edilmiştir (Donnellan & Chetty, 

1998). Çalışmamız ile elde ettiğimiz sonuçlarda ise literatürdeki bilgilere ve çalışmalara 

benzer şekilde, siklin D1 ekspresyonunun kontrole kıyasla azaldığı gözlenmiştir. TMZ 

ile kombine şekilde uygulanmasında ise yine kontrole kıyasla ekspresyon seviyesinde 

anlamlı bir azalma görülmüştür. 

RB ise hücre siklusunu düzenleyerek hücre proliferasyonunda merkezi bir rol 

oynamaktadır  (Giacinti & Giordano, 2006b). Temel olarak siklin D1, CDK4/6 

kompleksi ve E2F ile etkileşim halinde bulunan RB, CDK/siklin D1 kompleksi 

tarafından fosforile edilmektedir. Fosforile olmuş RB, G1/S geçişinde yer alan genleri 

aktive eden E2F transkripsiyon faktörünün salınmasını indüklemektedir (Fischer & 

Müller, 2017). 

Tümör baskılayıcı genlerde meydana gelen mutasyonların ya da bu genlerin 

silinmesinin, gliomaların oluşumunda ve ilerlemesinde önemli bir rol oynadığı 

bilinmektedir (T.-J. Wang vd., 2001)  ve gliomaların %30'undan fazlasında p53 

mutasyonları mevcut olduğu literatürde yer almaktadır (Sidransky vd., 1992). Bu 

nedenle GBM çalışmalarında p53 (TP53 olarak da bilinmektedir.) genetik değişiklikler 

için hedef haline gelmektedir (Hollstein vd., 1991). Ayrıca, p53 doğrudan p21 geninin 

ekspresyonunu indüklemektedir (El-Deiry vd., 1993). p21 geni ise G1 ve G2 hücre 

siklusu kontrol noktalarında yer alan hücre büyümesinin negatif bir düzenleyicisi olarak 

tanımlanmaktadır. Siklusta yer alan siklin/sikline bağımlı kinaz komplekslerine 

bağlanarak komplekslerin fonksiyonunu engellemektedir (Agarwal vd., 1995). 

Literatürde yer alan bir çalışmada nazofaringeal karsinom hücreleri (C666-1 ve HK1 

hücre hatları) kullanılarak, 24 ve 48 saat boyunca 2 µM ve 10 µM Ribosiklib 

uygulaması yapılmış ve bunun sonuncunda da hücrelerde p53 ve p21 ekspresyonlarının 

arttığı, pRB ekspresyonunun ise özellikle 10 µM Ribosiklib uygulanan hücrelerde 

azaldığı gözlenmiştir (Wong vd., 2018c). Biz de çalışmamızda, benzer şekilde 10 µM 

Ribosiklib uygulanması sonrası U87MG hücrelerinde p53 ve p21 seviyelerinin arttığını, 

pRB seviyesinin ise azaldığını elde ettiğimiz sonuçlar ile gösterdik. 



68 
 

p53 protein ailesinin bir üyesi olarak bilinen TAp73 proliferasyonu, apoptozu ve 

anjiyogenezi kontrol eden önemli bir transkripsiyon faktörü olarak tanımlanmaktadır 

(Amelio & Melino, 2015). Literatürde TAp73 geninin araştırıldığı sınırlı sayıda çalışma 

mevcuttur. Ancak Ribosiklib’in U87MG hücrelerinde bireysel ve TMZ ile kombine 

uygulanmasının TAp73 genine etkisinin değerlendirildiği bir çalışma ise henüz 

literatürde yer almamaktadır. Bu doğrultuda “Ribosiklib’in bireysel ve TMZ ile 

kombinasyonu, U87MG hücrelerinde hücre siklusunu G1 fazında durdurur ve hücreleri 

apoptoza yönlendirir.” şeklinde kurguladığımız hipotezimizde hücrelerin TAp73 aracılı 

apoptotik yola girip girmediği ilk kez yorumlanmıştır. Elde ettiğimiz sonuçlarda ise 

TAp73 proteininin Ribosiklib’in bireysel uygulamasına kıyasla TMZ ile kombine 

şekilde uygulanması sonucu ekspresyonunun arttığı gözlenmiştir. TAp73 proteinindeki 

bu seviye, aktif kaspaz-3 ekpresyonun seviyesi ile benzerlik göstermektedir. Elde 

ettiğimiz bu veriler, Ribosiklib ve TMZ uygulanan U87MG hücrelerinin, p53’ten 

bağımsız olarak, TAp73 aracılı apoptoz yolağını kullandığını düşündürmektedir. Ancak 

sınırlı sayıda çalışma bulunan TAp73 mekanizmasının daha kapsamlı bir şekilde 

aydınlatılması gerekmektedir.  
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6. SONUÇ VE ÖNERİLER 

Literatürde U87MG hücreleri kullanılarak Ribosiklib’in TMZ ile birlikte kombine 

uygulanması sonucu; hücre siklusuna etkisi ve apoptozdaki rolüne yönelik bir veri yer 

almamaktadır. Bu nedenle çalışmamızda TMZ duyarlı U87MG hücreleri kullanılarak 

Ribosiklib’in bireysel ve TMZ ile kombine uygulanması sonucu, hücreler üzerindeki 

etkileri kapsamlı bir şekilde araştırılmıştır. Elde ettiğimiz sonuçlar ve öneriler maddeler 

halinde aşağıda sıralanmıştır.  

• Ribosiklib’in ve TMZ’nin U87MG hücrelerinde etkin olduğu saat ve doz (IC50 

değeri) belirlendi. 

• Kliniği taklit etmek üzere ışınlamanın dahil edildiği radyoterapi uygulamaları 

literatürde yer alan bilgiler doğrultusunda gerçekleştirildi. U87MG hücreleri, 

Ribosiklib ve TMZ kombine olarak muamale edildikten 1 saat sonra 

radyoterapinin de eklenmesiyle hücre proliferasyonunu ciddi şekilde azalttığı 

görüldü. 

• Ribosiklib ve TMZ’nin bireysel ve kombine olarak uygulanmasıyla U87MG 

hücrelerinin koloni oluşturma potansiyellerini sınırlandığı ilk kez çalışmamız ile 

değerlendirildi. 

• Çalışmamız Ribosiklib’in bireysel ve TMZ ile birlikte uygulanması sonucu, siklus 

üzerine etkisini ve siklin D/RB/TAp73 ile tümör baskılayıcı genler olan p53/p21 

yolaklarının aydınlatılmasını içerdiğinden, elde edilen veriler ilk kez belirlendi. Ek 

olarak aktif kaspaz-3 ekspresyonunun değerlendirilmesi ile apoptotik 

mekanizmanın p53’ten bağımsız olarak TAp73 aracılı olduğu yorumlandı.   

Elde ettiğimiz sonuçlara dayanarak, Ribosiklib’in TMZ ile kombine olarak uygulanması 

sonucu agresif karakterli GBM hücrelerinin proliferasyonunu azaltabileceği 

öngörülmektedir. Ayrıca, çalışmamız Ribosiklib’in bireysel etkisinin yanı sıra, TMZ ile 

kombine olarak uygulanmasının GBM tedavisi için yeni bir terapötik ajan olarak 

kullanılabilmesi için kapsamlı bir ön çalışma niteliğindedir. Bu nedenle çalışmamız ile 

elde ettiğimiz bulgular, yeni in vitro ya da in vivo projelerin planlanmasını ve 

Ribosiklib’in GBM hücreleri üzerine etkinliğinin ayrıntılı olarak araştırılmasını 

sağlayacaktır. 
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