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OZET

TEMOZOLOMID VE VISMODEGIB KOMBINASYONUNUN BEYIN
TUMORU PATOGENEZINDEKI ROLUNUN MOLEKULER BOYUTTA
INCELENMESI

Beyin tiimérleri Diinya Saghk Orgiiti (WHO) tarafindan belirlenen
histopatolojik siniflandirmaya gore I-IV arast degisen derecelerde isimlendirilir.
Malign gliomlar en yaygin primer beyin tiimorleridir. Glioblastom (GBM) en agresif
formudur ve derece IV olarak siiflandirilir.

Kendilerini stirekli yenileme o0zelligindeki olan ve etkili tiimorijenik
potansiyel sergileyen gliom kok hiicrelerinin  kesfi, GBM tedavisinin
gelistirilmesinde kazanimlar saglamistir. Gliomlarin  heterojen yapist bu tip
tiimorlerin tedavisini zorlastirmaktadir.

Glincel tedavi stratejisi cerrahi miidahale, radyoterapi ve kemoterapiyi
icermekle birlikte, hastalarin ortalama sagkalim siiresi 15 aydir. Temozolomid
(TMZ), DNA alkilleyici kemoterapétik bir ajandir. Intrinsik ya da kazanilmis direng,
basarili TMZ tedavisinin 6niinde ilag etkinligini sinirlayan bir engeldir.

Embriyonik donemde, hiicresel biiylime ve farklilasmada 6nemli rol oynayan
Hedgehog (Hh) sinyal yolagi, GBM de dahil olmak {izere bir¢ok kanser tipi ile
iligkilidir. Metastatik ya da bolgesel olarak ileri bazal hiicreli karsinom tedavisi i¢in
FDA tarafindan onaylanan ve bir Hh yolagi inhibitorii olan Vismodegib (VIS),
normal  hiicrelerin  proliferasyonunu  engellemeden  tiimdér  hiicrelerinin
proliferasyonunu durdurur.

Anahtar kelimeler: Beyin Kanseri Kok Hiicresi, Hedgehog, Nekroptozis,

Temozolomid, Vismodegib



ABSTRACT
INVESTIGATING THE ROLE OF TEMOZOLOMIDE AND VISMODEGIB
COMBINATION ON BRAIN TUMOR PATHOGENESIS IN MOLECULAR
DIMENSION

Brain tumors are classified into four degrees (I-1V) according to their
histopathological features. Malign gliomas are most common primary brain tumors.
Glioblastoma (GBM) is the most aggressive form of glimas and classified as degree
V.

The discovery of the glioma stem cells which have self-renewal ability and
show efficient potential tumorogenic activity had provided benefits for the treatment
of GBM. Treatment of gliomas are limited because of their heterogenity.

Although the current treatment strategy consists of radiotherapy and
chemotherapy, the average survival of patients remain 15 months. Temozolomide
(TMZ) is a DNA alkylating chemoterapeutic agent. Intrinsic or acquired resistance is
an obstacle for efficiency of drug in successful TMZ treatment.

Hedgehog signaling pathway plays crucial roles in cellular growth and
differentiation during embryonic period and is also associated with several cancer
types, including GBM. Vismodegib (VIS) is a FDA approved Hh inhibitor that was
designed for metastatic and basal cell carcinoma treatment. VIS inhibits the
proliferation of tumor cells without inhibiting normal cells proliferation.

Currently, it is considered that necrosis is a controlled and programmed cell
death mechanism as apoptosis, for that reason it is named as programmed necrosis or
necroptosis.

The aim of this study is to detect the cytotoxic and apoptotic effects of
combination of TMZ and VIS on human brain cancer stem cell and human neuronal
stem cell lines and also to determine the chances in gene expressions levels related to
necroptosis and Hh pathway.

As a result, the combination of TMZ and VIS induced apoptosis on human
brain cancer stem cell line. Significant changes on gene expressions which are
related to necroptosis and Hh pathway were obtained. In this regard, we suggest that
this approach may provide a novel strategy for brain cancer therapy.

Keywords: Brain Cancer Stem Cell, Hedgehog, Necroptosis, Temozolomide,

Vismodegib
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1. GIRIS

Kanser, c¢ok hiicreli gelismis organizmalarda goriilen, normal hiicresel
programda bulunan hiicre boliinmesini ve farklilasmasini kontrol eden ¢ok sayidaki
genin ekspresyonundaki degisiklikler ile karakterize bir grup hastaliga verilen isimdir.
Kanser, heterojenik yapist geregi evrensel bir tedavi stratejisini imkansiz kilan ve

dolayistyla farkli tipte arastirma alanlart sunan bir hastaliktir.

Beyin tiimorlerinin olusumuna sinyal yolaklarinin diizenlenmesindeki islevsel
bozukluklar ya da noronal kok hiicrelerden tiirevlenebilme potansiyeli katki
saglamaktadir. Beyin tiimérleri, Diinya Saglik Orgiitii (WHO) tarafindan belirlenen
siiflandirmaya gore I-IV arasi degisen derecelerde isimlendirilir. Malign gliomlar
en yaygin primer beyin tiimorleridir. Glioblastom multiforme (GBM) en agresif
formudur ve derece IV olarak siniflandirilir. Gliomlarin heterojen yapist bu tip

tiimdrlerin tedavisini zorlastirmaktadir.

Gilincel tedavi stratejisi cerrahi midahale, radyoterapi ve kemoterapiden
olusmakla birlikte, hastalarin ortalama sagkalim siiresi 15 aydir. GBM tedavisinde
kullanilan temozolomid (TMZ), kan-beyin bariyerini asabilen ve DNA alkilleyici

kemoterapotik bir ajandir.

Kanser kok hiicreleri, proliferasyona neden olabilen ve yeni timdrler
olusturabilen kanser fenotipi ile iliskili hiicrelerdir. Gliom kok hiicrelerinin de tedavi

sonrasinda bu tiimorlerin olusumundan sorumlu olduklar1 diistiniilmektedir.

Hedgehog sinyal yolagi (Hh), embriyonik gelisimde kritik role sahiptir ve
anormal diizenlenmesi halinde kanser kok hiicresi fenotipinin devam ettirilmesini
destekler. Sonic hedgehog sinyal yolagi (Shh) gliom koék hiicrelerinin kendini

yenilemesinden ve tiimor gelisiminden sorumludur.

Vismodegib (VIS), Amerikan Gida ve Ilag Dairesi (FDA) tarafindan
onaylanmis Hh yolag inhibitoriidiir. Bazal hiicreli karsinom tedavisi i¢in
kullanilmakta olan ilag, Hh sinyalini pozitif yonde diizenleyen “Smoothened” (SMO)

molekiiliinii inaktif hale getirir.

GBM tedavisinde apoptoz mekanizmasinin yetersiz kalarak tiimdr hiicrelerinin

diren¢ kazanmasi hastaligin tedavisini zorlastirmaktadir. Ayn1 zamanda, nekroptozun

1



GBM proliferasyonu, anjiyogenezi ve invazyonu ile iligkili olmasi, tiimor hiicresi
nekroptozunun potansiyel terapdtik deger tasimasina dikkat ¢ekmektedir. Giincel
olarak, nekroptotik hiicre 6liimiiniin apoptoz gibi diizenlenebilir ve kontrol edilebilir
bir proses oldugu diisliniilmektedir. Bu nedenle, gliom hiicrelerinde nekroptoz

modiile edilerek daha iyi terapdtik yanit saglanabilir.

Bu calismada; insan beyin kanseri kok hiicre hatt1 ve insan ndronal kok hiicre
hatt1 kullanilarak, TMZ ve VIS i¢in ICso degerleri belirlenmistir. Tez kapsaminda
yapilan calismalarda, TMZ ile VIS kombinasyonu belirtilen hiicre hatlarina
uygulanarak doz ve zaman bagimli sitotoksik ve apoptotik etkileri aragtirilmigtir. Bu
iki etken maddenin ve kombinasyonlarinin ICso dozlarinin insan beyin kanseri kok
hiicrelerinde apoptozu indiikledigi, nekroptoz ve Hh sinyal yolagi ile iliskili genlerin

ifade seviyelerinde anlamli degisiklikler olusturdugu saptanmistir.

Bu baglamda, TMZ ve VIS kombinasyonu ile Hh sinyal yolaginin
hedeflenmesi ve kanser kok hiicrelerinin  programli  sekilde nekroptoza
yonlendirilmesi glioblastomda proliferasyonu 6nlemede terapétik bir strateji olarak

degerlendirilebilir.



2. GENEL BILGILER
2.1 Beyin Tiimorleri

Beyin gelisimi siiresince normal islevini gergeklestiren sinyal yolaklarinin
diizenlenmesindeki hatalar ya da ndronal kok hiicrelerin mutasyonlar1 beyin timari
olusumuna katki saglamaktadir (1). Beyin hiicrelerinden tiirevlenen beyin tiimorleri
viicudun diger boliimlerinden gelen hiicrelerin aksine, nadiren merkezi sinir sistemi
disina metastaz yaparlar (2). Beyin tiimorleri genis bir arastirma alan1 sunmaktadir.
Gliom, alisilagelmis radyasyon ve kemoterapi tedavi yontemlerini etkisiz kilarak
hastalarin ¢ogunun Olimiine neden olan tiimor tipidir. Kapsamli arastirmalara
ragmen, bu hastalik i¢in etkili bir tedavi yontemi giincel olarak mevcut degildir.
Daha basarili tedavi yontemlerinin gelistirilmesi, ila¢ direnci, tiimdr olusumu ve
metastaz mekanizmalarinin detayli olarak anlasilmasina dayanmaktadir. Buna ek
olarak, tiimor hedeflenirken 6zellikle kan-beyin bariyerinin de iistesinden gelebilen

stratejiler gelistirilmelidir (3).
2.2. Beyin Timorlerinin Siiflandirilmasi

Primer beyin tiimoérleri hangi hiicre tipinin tiimorii baslattifina dayanarak
siiflandirilabilir. Gliomlar en yaygin primer beyin tiimorii formudur. Astrositomalar,
yildiz sekilli astrosit benzeri hiicrelerden tiirevlenmektedir (WHO derece 1 ve 1V).
Yiiksek derece astrositomalar anaplastik astrositomalar (WHO derece IlI) ve

glioblastom multiforme (GBM — WHO derece IV) olarak adlandirilir (4).

WHO tarafindan olusturulan smiflandirmaya gore, gliomlar astrositomlar,
oligodendrogliomlar, ependimomlar ve oligo-astrositomlar (karisik gliomlar) olmak

tizere dort gruba ayrilmaktadir (5).
2.3. Gliomlar

Malign gliomlar en yaygin tipteki primer beyin tiimorleridir (3). Malign
gliomlar yiiksek oranda infiltratif primer beyin tiimorlerinin belirgin histopatolojik ve

molekiiler 6zellikteki heterojen bir grubunu olusturmaktadir (6).

Gliom hiicrelerinin orijini ve hiicresel ¢ogalmanin altinda yatan mekanizmalari

anlayarak daha etkili tedaviler saglamak i¢in c¢aligmalar devam etmektedir. Her



tipteki gliom morfolojik, fenotipik ve genetik olarak heterojen hiicrelerden olusmakla
beraber, gliomlardaki hiicresel heterojeniteyi anlamaya yonelik ¢aba sarf
edilmektedir (6).

2.3.1 Glioblastom multiforme

WHO tarafindan astrositomlar, oligodendrogliomlar, ependimomlar ve oligo-
astrositomlar (karisik gliomlar) olmak iizere dort gruba ayrilan malign gliomlar en

yaygin tipteki primer beyin tiimorleridir.

Malignite derecesine gore, oligodendrogliomlar ve oligoastrositomlar derece 11
ve derece III olarak siiflandirilirken, astrositomlar pilositik (derece 1), diffiiz (derece
I1) anaplastik (derece I11) ve glioblastom multiforme (GBM) (derece IV) olmak iizere
dort alt sinifta ayrilmaktadir (3).

GBM farkli astrositik farklilasma dereceleri gosteren beyin kanseri tipidir.
Gilincel olarak GBM’in noronal kok hiicrelerden ya da oOnciil hiicrelerden
kaynaklandig1 ve bu onciil hiicrelerde ¢esitli sinyal yolaklarinin glial tiimorler igin

gerekli olan anahtar rolii oynadiklart ileri siiriilmiistiir (1).
2.4. Kok Hiicre

Kok hiicreleri diger hiicrelerden ayiran Ozellikler; kendi kendilerini
yenileyebilme, farklilasabilme ve klonal olma &zelliklerinin hepsine birden sahip
olmalaridir. Bu 6zellikleri sayesinde kok hiicreler hem sayilarini sabit tutmakta hem
de gerektiginde farklilasarak, farklilagsmis hiicrelerin cogalmasini
saglayabilmektedirler. Ozel bir islev goérmek igin farklilasmis pek ¢ok viicut
hiicresinin  aksine, kok hiicreler uygun wuyar1 alana kadar farklilasmadan

kalabilmektedir (7).
2.4.1. Noronal Kok Hiicre

Kok hiicreler, beyin hiicreleri de dahil olmak {iizere, viicudun Ozellesmis
hiicrelerine farklilasabilme ve kendilerini dikkate deger Ol¢iide yenileyebilme

kapasitelerine sahip benzersiz hiicrelerdir (8).



Noronal kok hiicreler, yeni noronlarin ve glial hiicrelerin siirekli iiretimi igin
bliylikk 6nem tasirlar ve kok hiicre nigleri olarak adlandirilan beynin farkli
bolgelerinde ayri tutulurlar. Embriyoda, multipotent kok hiicreler noronal tiibiin
noroepitelyal boliimiinii olustururlar. Bu hiicrelerin farklilagmasi, kesin bir zaman
diliminde kritik pozisyonel isaretlerle yonlendirilir. Bu yonlendirme, beyinde ¢esitli
ndronal ve glial fenotiplerin bulunmasi ile sonuglanir. Sinir sistemi olgunlastik¢a,
merkezi sinir sistemindeki néronal kok hiicrelerin sayis1 azalmaktadir. Yetiskinlikte,
noronal kok hiicreler merkezi sinir sisteminin yalnizca kok hiicre nisleri olarak

bilinen belirli bolgelerinde bulunur (9).
2.4.2. Kanser Kok Hiicresi

Tiimor kitlesindeki kanser hiicrelerinin smirli bolinme yetenekleri vardir,
dolayisiyla azinlikta bir tiimorijenik popiilasyon yansitirlar. Buna karsin, kanser
hiicrelerinin tanimlanmig alt kiimesi genis ¢apli bir kendini yenileme potansiyeli
sunmaktadir. Bu sekilde yeni bir timori olusturabilme kapasitesine sahip hiicre
poplilasyonlart kanser kok hiicreleri ya da kanser baslatan hiicreler olarak

adlandirilmaktadir (10).

Kanser kok hiicrelerini timér sagkaliminin kilit noktast yapan 06zgiin
niteliklerinin arka planinda kendini yenileme, ¢ok yonlii farklilasma, tiimdrijenisite
yetenekleri yer almaktadir (11). Kanser kok hiicreleri belirli 6zellikleri esas alinarak
tanimlanir. Bunlar arasinda, alt popiilasyonlarinin yiizey belirtegleri seviyelerine gore
izole edilebilmeleri, kiiltiir ortaminda kiiresel koloniler olusturabilmeleri ve
kemoterapoétik ajanlara ya da radyasyona maruz kaldiklarinda bile sag kalimlarinin
yiiksek olmasi yer almaktadir. Bu nedenle, bircok kanser tedavi stratejisi timor
kitlesindeki hiicreleri dldiirmesine ragmen, yeni tiimorler olusturabilen direncli

kanser kok hiicresi popiilasyonunu bertaraf edememektedir (10).

Tedavinin basarisizlia ugramasindaki esas neden radyasyon ya da standart
kemoterapiye olan direngtir. Kanitlar, kanser kok hiicresince zengin popiilasyonlarin
kanser kok hiicresi igermeyen popiilasyonlardan daha direngli olduklarini ortaya
koymaktadir. Kanser kok hiicrelerinin kemoterapiye direng sagladiklari meme,
pankreas, beyin kanserleri ve 16semi de dahil olmak iizere birgok kanser tipinde

belirtilmistir. Ayn1 zamanda, beyin ve meme kanserlerinde kanser kok hiicrelerinin



radyasyona direng gosterdikleri kanitlanmigtir. Terapotik etkinligin saglanmasi,
yiizey belirtegleri ve sinyal yolaklarindaki c¢ok yonlii degisimler hedeflenerek
basarilabilir. Bu amagla yapilan arastirmalar sayesinde; transkripsiyon faktorleri,
hiicre yiizey belirtegleri ve kokliiliik iliskili sinyal yolaklar1 gibi potansiyel kanser

kok hiicresi hedefleri tanimlanmistir (10).
2.5. Kanser Heterojenitesi

Gliom da dahil olmak {izere bircok kanser tipi teshis esnasinda monoklonal
orijinli goriinliyor olsa da, tiimdrler genetik ve fenotipik olarak heterojen klonlardan
olugmaktadir. Tiimor i¢indeki heterojenite 1976’da Peter Nowell tarafindan
Ozetlenen stokastik modele gore karakteristik olarak incelenmistir. Bu agidan, kanser
heterojenitesi ve ¢cogalmasi, tek bir orijin hiicresinden kaynaklanan neoplazmlar ve
genetik olarak stabil olmayan hiicre popiilasyonlarindaki somatik mutasyonlarin
birikiminden kaynaklanan tiimér progresyonu araciligiyla evrilen bir siirectir. Bu
modele gore, tiimor biiyiimesini yonlendiren rastgele mutasyonlar ve neoplastik
hiicrelerden tedaviye direncli subklonlarin olusmasi nedeniyle, her kanser tipinin

bireye 6zgii tedaviye gereksinim duyabilecegi ileri siiriilmiistiir (6).

Stokastik model, kanser hiicresi fenotiplerinin Oncelikle intrinsik faktorler
tarafindan belirlendigini varsaymaktadir. Kanserin klonal evrimi indiiklenmektedir.
Ancak, bu model bireysel klonlardaki fenotipik varyasyonlari etkili sekilde ele
almayabilir. Kanser kok hiicre modeli ise, kanserin kismen orijinal dokuya benzer
hiyerarsik bir yapida diizenlendigini varsaymaktadir. Tiimorijenik potansiyel kanser
kok hiicresi altpopiilasyonu ile siirlidir. Buna ek olarak, kanserde hiicresel
heterojenite multipotent kanser kok hiicrelerinin bir {iriiniidiir. Ancak, bu model en
ge¢ evre kanserlerde genetik olarak farkli klonlarin bir arada idame ettirilmesini
aciklamada yetersiz kalmaktadir. Gelisen kanitlar, bazilar1 hiyerarsik bir bigimde
diizenlenen, bir ya da birden fazla baskin klon tarafindan yonlendirilmis kanserlerde
bu iki modelin bir kombinasyonunu 6nermektedir. Tan1 esnasinda, orijinal hiyerarsi
tiimorijenik kapasiteyi destekleyen ve farklilasmay1 azaltan genetik ya da epigenetik

olaylar nedeniyle degisime ugrayabilir (6).
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Sekil 1: Kanser heterojenitesi modeli (6)

2.5.1. Glioblastom Kok Hiicresi

Kanser kok hiicrelerinin fenotipik belirteglerle diger tiimor hiicrelerinden
ayrilmalar ¢aligmalarda kolaylik saglamistir. Gliom kok hiicreleri ilk kez néronal ve
hematopoetik kok hiicre belirteci olan CD133 ile tanimlanmistir. Bu c¢alismalarda,
CD133- tiimor hiicreleri tiimdrijenik potansiyel icin yetersiz kalirken, 100 CD133+

gliom hiicresinin ksenogreft timar gelistirmek icin yeterli oldugu gosterilmistir (6).

Gliomda kanser kok hiicrelerinin kesfi ile bu 6liimciil hastaligin anlasilmasinda
kokli degisiklikler saglanmistir. Kendilerini siirekli yenileyen gliom kdk hiicreleri
etkili tiimorijenik potansiyel sergilemektedir ve glincel tedavilere yanitta daha
ozellesmis gruplardan farklidirlar. Tekrarlayan hastalik biiyiik ihtimalle gliom kok
hiicrelerden ya da dnemli terapotik hedef olan kok hiicre fenotipini indiikleyerek kok
hiicre benzeri fenotipleri kazanmak i¢in yeniden programlanmis soylardan

kaynaklanmaktadir. Kanser kok hiicresi ve klonal evrim modelleri {izerindeki



tartisma devam ederken, gegen on yillik siirede gliom kok hiicre aragtirmalarindan ve

beklenen klinik etkilerden 6nemli bilgiler kazanilmistir (6).

Kanser kok hiicre modeli, heterojen “transit-amplifying” ve farklilasmis kanser
hiicresi tiplerini meydana getiren, kendi kendini idame ettiren kanser kok
hiicrelerinin en {iistte oldugu fonksiyonel heterojenitenin hiyerarsik bir modelini
onermektedir. Kanser kok hiicrelerinin bolinmesinin iki anahtar sonucu heterojen
kanser hiicresi tiplerine farklilasma ve bir kanser kok hiicresi havuzunu devam

ettirmek i¢in kendi kendini yenilemedir (6).

Birgok c¢alisma glioblastomda kanser kok hiicrelerinin varligina dair kanit
saglamaktadir ve devam eden noroonkolojik aragtirmalarin c¢ogu hastaligin
patogenezinde ve tedavisinde bu kanser kok hiicrelerinin kesin roliiniin daha iyi
anlasilabilmesine odaklanmaktadir. Kanser kok hiicresi hipotezi, glioblastom
heterojenitesini ve bu tiimdrlerin konvansiyonel tedavilere direncini oldukca
aciklamaktadir, dolayisiyla yeni ilaglarin tanimlanmasina destek vermektedir. Kanser
kok hiicreleri tlimor kitlesini olusturan hiicrelerden ayirt edici 6zelliklere sahip
oldugundan, deneysel ve farmakolojik yaklasimlar tercihen bu rezidiiel, kemoterapi
ve radyoterapiye direngli hiicreleri hedefleyerek yok etmeye yonelmistir. Gelecekte
kanser kok hiicresi alt popiilasyonlart hedeflenerek Onemli ilerlemeler elde
edilecektir. Geleneksel tedavi yontemleri ile sinerjistik etki saglanarak glioblastom

tedavisinin etkinligi artacaktir (11).

Gliom kok hiicrelerinde normal olarak calisan yolaklara rastlamak zordur. p53
beyindeki kok hiicrelerin proliferasyonunu diizenler. p53 mutant noronal kok
hiicrelerde, transkriptom analizleri ile cesitli hiicre dongiisii diizenleyicilerinin

diizenlenmesindeki hatalar tanimlamigtir (4).
2.6. Kullanilan ilaclar
2.6.1. Temozolomid ve Etki Mekanizmasi

Temozolomid (TMZ) gliom tedavisinde en sik kullanilan alkilleyici ajan
olmakla beraber, ¢ogu hasta tarafindan 1iyi tolere edilmektedir ve uygun

farmakodinamik ve farmakokinetik 6zelliklere sahiptir (4).



Birgok calisma, GBM prognozunu gelistiren ¢esitli yaklasimlari kullanarak
TMZ’ye olan direncin istesinden gelmeyi amaclamaktadir. Bu nedenle, TMZ
uygulamasimin modifiye edilmesi, TMZ’nin diger ajanlarla kombine edilmesi ve
gliom kok hiicrelerini hedefleyen yeni stratejilerin ve ajanlarin gelistirilmesi

gerekmektedir (12).
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Sekil 2: Temozolomidin Kimyasal Yapisi (13)

Alkilleyici bir ajan olan TMZ, hiicre dongiisiine 6zgli olmayan ve DNA
metilasyonuna neden olan bir antikanser ilagtir (14). O%-metilguaninin DNA
replikasyonu i¢in timin ile yanlis esleserek TMZ sitotoksisitesine neden oldugu
diisiiniilmektedir (15). DNA tamir enzimi olan O®-metilguanin-DNA metiltransferaz
(MGMT), TMZ tarafindan olusturulan sitotoksik lezyonlar1 ortadan kaldirir. MGMT,
TMZ ile indiiklenmis DNA hasarinin tamirinde is goren en onemli DNA tamir
mekanizmalarindan biri olarak yer almaktadir. Bu nedenle, MGMT ifadesi, aktivitesi
ve promotdr metilasyon durumu GBM’de TMZ’ye yanitla iligkilidir. MGMT yi ifade
eden tiimor hiicreleri TMZ’ye daha direnglidir, bu acidan MGMT aktivitesini
hedeflemek TMZ’nin terapdtik etkinligini arttirabilir. Sonug olarak, TMZ’ye kars1
olan direnci MGMT ’nin tesvik ettigi dogrulanmistir (16).
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Sekil 3: Temozolomidin Etki Mekanizmasi (17)

2.6.2. Vismodegib ve Etki Mekanizmasi

Vismodegib (VIS) segici olarak “Smoothened” (SMO)’ya baglanarak
aktivitesini engelleyen sentetik, oral ve kii¢iik molekiiler yapida bir ajandir. SMO
aktivasyonunun engellenmesi, “Hedgehog” (Hh) hedef genlerinin asagi yonde
ifadesinden sorumludur ve tiimor hiicresinin proliferasyonunu durdurur. Preklinik
calismalarda ¢ok aktif olan VIS’in normal hiicrelerin proliferasyonunu engellemeden
tiimor hiicrelerinin ¢ogalmasini inhibe ettigi bulunmustur. Ocak 2012’de metastatik
ya da bolgesel olarak ileri bazal hiicreli karsinom tedavisi i¢cin FDA tarafindan

onaylanmistir (18).
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Sekil 4: Vismodegib’in Kimyasal Yapisi (19)

VIS Onemli derecede asagi akim sinyallesmesini engelleyerek, SMO’nun
ekstraselliiler bolgesine baglanir. VIS’e karsi kazanilmis olan direng, SMO’nun
D473H olarak adlandirilan ekstraselliiler bolgesinde VIS baglanmasini 6nleyen

ikinci bir mutasyondan kaynaklanir (20).
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Sekil 5: Vismodegib’in Etki Mekanizmas1 (20)

2.7. DNA Tamiri

DNA tamiri gliomlarda bir diren¢ mekanizmasi olarak klinik agidan 6nem
teskil etmektedir. Gilincel g¢alismalar gliomlardaki tiim hiicrelerin esit derecede
malignant olmadigin1 gostermektedir. Belirli alt popiilasyonlar 6zellikle timor
progresyonuna yonlendirmeye ve kemoterapi ve radyoterapiye dirence yatkindir. Bu

hiicreler, olas1 normal kok hiicre kdkenleri nedeniyle farkli tipteki kanser kok
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hiicreleri ya da kanser baslatan hiicreler veya tiimor yayan hiicreler olarak
adlandirilirlar. DNA tamirinin kemoterapdtiklerinin etkisini ve gliom kitlesine kars1
iyonize radyasyonu azaltmasina ragmen, nadir gliom kok hiicre popiilasyonlarinin
direncine olan katkisi belirgin degildir. DNA tamirinin haricindeki mekanizmalar
(6zellikle diistik proliferasyon ve DNA hasar kontrol noktasi yanit1) gliom kok
hiicrelerindeki direncin esas oyuncularidir ve hedeflenmeleri 6nemli terapotik

kazanimlar saglayabilir (4).
2.8. Hedgehog Sinyal Yolag:

Hedgehog (Hh) sinyal yolagi embriyonik donemde hiicresel biiyiime ve
farklilasmada 6nemli rol oynar. Hh sinyal yolaginin karsinogenezdeki rolii ilk kez
Gorlin sendromunda genetik mutasyonlarin kesfi sayesinde gosterilmistir. Bu
mutasyon Hh sinyal yolaginin hatali diizenlenmesinden ve bazal hiicreli karsinom
gelisiminden sorumludur. Hatali diizenlenmis Hh yolagt aym1 zamanda
medulloblastom ve beyin, akciger, meme ve prostat kanseri gibi diger birgok kanser

tipinde belirtilmistir (18).

Hh sinyal yolagi GBM da dahil olmak iizere bir¢ok kanser tipi ile iliskilidir. Bu
sinyal yolagi c¢ok hiicreli organizmalarda evrimsel olarak korunmustur ve hiicre
farklilasmasin1 ve proliferasyonunu konumsal ve gegici olarak kontrol eden
embriyonik paternin yonetilmesinde ©Onemlidir. Hh sinyalindeki anormallikler
sonucunda sinyal iletimi yoklugunda ya da azaldiginda holoprosensefali gibi
gelisimsel defektler ya da yolak disregiile oldugunda Gorlin sendromunda oldugu

gibi kansere yatkinlik meydana gelebilir (21).

Hh yolaginda iiretilen proteinler embriyonik doku gelisimi ve postnatal doku
homeostazi i¢gin son derece dnemlidir. Hh yolaginin anormal aktivasyonu, kok hiicre
ya da progenitor hiicre iliskili yolagin etkisine bagli olarak bir¢ok malignansinin
gelisiminde rol almaktadir. Hh sinyaline hiicresel yanitlar Patched-1 (PTCH1) ve
Smoothened (SMO) olarak adlandirilan transmembran proteinleri araciligiyla
diizenlenmektedir. PTCH1, SMO aktivitesini baskilamada islev gormektedir.
PTCHI e baglanan Hh ligandi, GLI transkripsiyon faktorii ailesini aktive etmek igin
bu islevi engellemektedir. PTCH1 ve GLI1, Hh sinyal yolaginin transkripsiyonel gen
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hedefleridir ve wuygun ekspresyon diizeylerinde malignansilerde Hh yolagi

aktivitesini gozlemlemekte kullanilabilir (22).

Gen Ekspresyonu

Sekil 6: Hedgehog Sinyal Yolag: (22)

Anormal Hh sinyalinin tumdérigenezdeki rolii ilk kez Hh sinyal trandiiksiyon
bilesenlerindeki mutasyonlarin kesfi ile degerlendirilmistir. Bu bilesenlerdeki
mutasyonlar, ligand bagimsiz yolak aktivasyonunda medulloblastoma ve bazal hiicre
karsinomasinin sporadik ya da kalitsal (Gorlin ya da bazal hiicre nevus sendromu)

formlart ile iliskilidir (22).

Cyclopia tizerinde yapilan ¢alismalar, direkt baglanma ve antagonistlik
araciligiyla potansiyel Hh inhibitorii olarak siklopamin teratojenini tanimlamustir.
Siklopamin bitki tiirevli bir alkoloiddir ve c¢esitli sentetik SMO antagonistleri
tanimlanmistir. Bazi SMO antogonistleri klinik denemelere ilerletilmistir ve

bunlardan biri olan vismodegib, metastik BCC tedavisi i¢in FDA onay1 almistir (6).
2.9. Hiicre Oliim Mekanizmalar

Hiicre o6liimii  gelisim esnasinda viicudun sekillenmesinde ve doku

homeostazinin diizenlenmesinde biiyiilk rol oynayan temel bir hiicresel yanittir.
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Hiicre oliim sekilleri kanser, norodejeneratif hastaliklar ve immiin hastaliklar gibi
olimle baglantili hastaliklarla iligkilidir. Cok hiicreli organizmalarda hiicre 6liimii
siniflandirmasi yapildiginda, apoptoz, nekroz ve otofaji olmak iizere morfolojik

olarak ti¢ farkli 6liim mekanizmasi tanimlanmistir (23).

Tip I programli hiicre 6liimii iyi bilinen kaspaz bagimli apoptozdur ve hiicre
biliziismesi, niikkleer yogunlagsma ve parcalanma, hiicre yiizeyinde ¢ikinti,
ekstraseliiler matrikse veya komsu hiicrelere adezyonda kayip ile karakterizedir.
Biyokimyasal degisiklikler, kromozomal DNA yarigini, fosfatidilserin salinimini, ve
spesifik proteolizis ile birkag hiicre i¢i madde par¢alanmasini igerir. Tip II programli
hiicre 6limii veya otofaji, otofagozom olusumu ile baslayan evrimsel olarak
korunmus katabolik bir siiregtir. Tip III programli 6liimii ise hiicrede sisme, organel
fonksiyon bozuklugu ve hiicre lizisi ile karakterize nekroz olarak tanimlanmaktadir
(24). Son olarak tanimlanan nekroptoz, programli hiicre Oliimiiniin bir tipi olup
morfolojik ozellikler agisindan nekroza benzerlik gostermektedir, ancak apoptozda

oldugu gibi bir¢ok protein tarafindan sikica denetlenmektedir (25).
2.9.1. Apoptoz

Apoptoz kelimesi Yunan dilinden tiiremistir ve agaglardan veya ciceklerden
yapraklarin “diismesi” olarak tanimlanarak, sonbaharda agaglarin yapraklarim
dokmesi anlamia gelir. Apoptoz, programlanmis bir hiicre 6limii olarak, hiicre
metabolizmasi i¢in gereklidir. Apoptoz olaylari ilk olarak, 1842 yilinda Alman bilim
adam1 Carl Vogt tarafindan tarif edilmis iken 1972 yilinda, John Foxton Ross Kerr
ve ark. doku hiicre Oliimiinii agiklamak i¢in apoptoz terimini ilk olarak
kullanmiglardir ve bu aragtirmalar apoptoz calismalarinin  baslangicin
olusturmaktadir. Apoptoz ile ilgili ikinci donem biyokimyasal diizeyinin ve apoptotik
hiicrenin morfolojik degisikliklerinin arastirilmasidir. Bu ¢agda insanlar apoptozun
burusuk hiicre membrani, DNA fragmentasyonu ve sitozol kalsiyum artisi ile eslik
ettigini biliyordu. Bu siire icerisinde elektron mikroskobu arastirmalarda hayati bir
oneme sahipti. Apoptoz arastirmalarini takiben arastirmalar son yillarda {igiincii
doneme geldi. Bu donemde bilim adamlar1 apoptozun molekiiler mekanizmasinm
arastirmaya ve klinik tedavi i¢in bu hiicre 6liimiinii kullanmaya basladi. Apoptoz
sirasinda Bcel-2 ailesi proteini, kaspaz-3, kaspaz-8, kaspaz-9, Bid, Bax vb. gibi bazi

anahtar proteinler bulunmustur (26).

14



Apoptoz mekanizmalar1 molekiiler olaylarin enerji bagimli bir kaskadini igeren,
son derece kompleks ve karmagik mekanizmalardir. Bugiine kadar, arastirmalar iki
ana apoptotik yolak oldugunu isaret etmektedir; ekstrinsik veya oliim reseptor yolagi
ve intrinsik veya mitokodriyal yolak. Fakat simdiki kanitlar bu iki yolagin birbiri ile
iligkili oldugu ve bir yolaktaki molekiillerin digerini etkileyebilecegi yoniindedir. T-
hiicre aracili sitotoksisite ve hiicrenin perforin granzim bagimli 6liimii iceren ek bir
yolak vardir. Perforin / granzim yolagi granzim B veya granzim A vasitasiyla
apoptozu indiikleyebilir. Ekstrinsik, intrinsik ve granzim B yolaklar1 ayn1 baglant1 ya
da uygulama yolagi tizerinde birlesir (Sekil 7). Bu yolak, kaspaz-3 tarafindan
baslatilir ve DNA pargalanmasi, sitoskeletal ve niiklear proteinlerin degradasyonu,
proteinlerin ¢apraz baglanmasi, apoptotik cisimlerin olusumu fagositik hiicre
reseptorleri i¢in ligandlarin ekspresyonu ile sonuglanir ve sonunda fagositik hiicreler
tarafindan alimir. Granzim A yolagi, tek zincirli DNA hasar ile, kaspaz-bagimsiz

hiicre 6liimii yolag aktive edilir (27).

Ekstrinsik Yolak Intrinsik Yolak Perforin/Grenzim Yolagi
radyasyon, toksinler, hipoksi, vb sitotoksik T hiicreleri
dlim ligandi * *
oliim reseptori i
’ perforin
adaptirler mitokondriyal degisiklikler '/ \
¥ Sl grenzim B grenzim A

disk olusumu apoptozom olusumu

\ 1 l

kaspaz & aktivasyonu kaspaz 9 aktivasyonu kaspaz 10 SET kompleksi
\ t / aktivasyonu l

kaspaz 3 aktivasyvonu d .
uygulama yolagi DNA kesilmesi

l

endonikleaz aktivasyonu —» Kromozomal DNA'nin degredasyonu
proteaz aktivasyonu —» niikleer ve sitoiskeletal proteinlerin degredasyonus siteiskeletal yeniden diizenlenme

hiicre morfelojisindeki degisimler:
kromatin ve sitoplazmik kendenzasyon, niikleer fragmentasyon, vb

apoptotik cisimlerin olusumu

Sekil 7: Apoptotik Yolaklar (27)

Ekstrinsik sinyal yolaklar1 ile baslayan, apoptoz transmembran reseptor-aracili
etkilesimleri igerir. Bu 6liim reseptorleri tiimor nekrozis faktor (TNF) reseptor gen
stiperailesinin iiyeleridir. TNF reseptor ailesinin tiyeleri benzer sistein-zengin
ekstraseliiler alanlar paylasir ve “6liim alan1” olarak adlandirilan yaklasik 80 amino

asitlik sitoplazmik bir alana sahiptir. Bu 6liim alani hiicre yiizeyinden intraselliiller
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sinyal yolagina 6liim sinyalinin iletilmesinde kritik bir rol oynar. Simdiye kadar, en
iyi karakterize edilmis ligandlar ve uyumlu 6lim reseptorleri FasL/FasR, TNF-

a/TNFR1, Apo3L/DR3, Apo2L/DR4ve Apo2L/DR5’1 igerir (27).

Intrinsik sinyal yolaklar1 ile baslayan apoptoz, direkt olarak hedef hiicre
tizerinde rol oynayan intraselliiler sinyal iireten non-reseptdr aracili uyarinin gesitli
bir sirasmni ve mitokondriyal-baslatimli olaylari igerir. Intrinsik yolag: baslatan uyari,
negatif veya pozitif bicimde rol oynayabilen intraselliiler sinyaller iiretir. Negatif
sinyaller, 6liim programlarinin bastirilmasinin yetmezligine yol acabilen belirli
bliylime faktorlerinin, hormonlarin ve sitokinlerin eksikligini icerir. Pozitif bir
bicimde rol oynayan diger bir uyari, radyasyon, toksinler, hipoksi, hipertemi, viral

infeksiyonlar ve serbest radikaller icerir (27).

Bu uyarilarin tiimii, mitokondriyal permeabilite transisyon (MPT) porunun
acilmasi, mitokondriyal transmembran potansiyelinin kaybi ve pro-apoptotik
proteinlerin iki ana grubunun intermembran bosluktan sitozole salinimi ile
sonuclanan mitokondri i¢ membraninda degisikliklere neden olur. Birinci grup
sitokrom ¢, Smac/DIABLO ve serin proteaz HtrA2/Omi’den olusur. Bu proteinler
kaspaz bagimli mitokondriyal yolag: aktive eder. Sitokrom c baglanir ve hem Apaf-
1’1 hem de prokaspaz-9’u aktive eder, bir apoptozom olusur. Prokaspaz-9’un

kiimelenmesi bu sekilde kaspaz-9’un aktivasyonuna yol agar (27).
2.9.2. Nekroz

Yunanca Olii anlaminda olan nekroz, hiicrenin mekanik hasarlara maruz
kalmas: ile iligkili olan genellikle fizyolojik olmadigi kabul edilen, patolojik hiicre
oliimiidiir. Nekroza yanitta bozulan iyon homeostazi endoplazmik retikulum, golgi
kompleksi gibi zarli organellerin sismesine, organellerin ve takiben hiicrenin lizize
ugrayarak par¢alanmasina ve dokuda enflamasyona neden olur. Proteaz aktivitesine

bagli olarak nekroz, DNA’da rastgele, diizensiz kiriklara neden olur (28).

GBM’de apoptotik siire¢ yetersiz olmasina ragmen, patolojik ve radyolojik
sartlar neredeyse her zaman goriiniir nekroz odaklar1 ortaya koymaktadir. Nekrozun
GBM proliferasyonu, anjiyogenezi ve invazyonu ile iliskili oldugu goriinmektedir.
Buna ek olarak, tiimor hiicresi nekrozu potansiyel terapotik deger tasiyan gesitli

tedaviler tarafindan indiiklenmektedir (23).
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2.9.3. Otofaji

[k kez Christian De Duve tarafindan kullanilan otofaji sézciigii kendini- yeme
anlamina gelmektedir. Mikroskobik olarak otofajik hiicreler otofagozom adi verilen
hiicre i¢i kabarcik yapilarini olusturmalariyla karakterize edilirler. Otofagozomlarin
lizozomlarla birlesmesi ile meydana gelen otolizozomlar i¢inde hiicre icerigi ya da
hiicrenin tamami lizozomal enzimler araciligiyla degrade edilir. Otofaji hem
hiicrenin homeostazin1 korumak i¢in gelistirdigi evrimsel olarak en eski savunma
mekanizmasidir hem de hiicre hasarmin onarillamayacak boyutlarda oldugu
durumlarda hiicreyi Oliime gotiiren katabolik stirecleri igermektedir. Otofajik

proseslerin bozulmasi kanseri de iceren pek ¢ok patoloji ile iliskilendirilmistir (27).
2.9.4. Nekroptoz

Nekrozun kazara, kontrol edilmeyen ve pasif bir hiicre 6liim sekli oldugu on
yillardir savunulmasina ragmen, artan kanitlar nekrozun da molekiiler mekanizmalar
tarafindan  diizenlenerek ve nekroptoz (programli nekroz) adin1 alarak

gerceklesebilecegini belirtmektedir.

Erken evrede tedaviye ragmen, GBM hastalarinin ortalama yasam siiresi zay1f
kalmaktadir. GBM tiimérigenezi, proliferasyonu ve tedaviye direncin nedeni olarak
apoptoz mekanizmasindaki fonksiyonel diizensizliklerin olduguna inanilmaktadir.
Giincel olarak, nekrotik hiicre dliimiiniin apoptoz gibi kontrollii ve diizenlenen bir
proses oldugu disiiniilmektedir ve programli nekroz ya da nekroptoz olarak
tanimlanmaktadir. GBM tedavisinde apoptozun indiiklenmesi, timor hiicrelerinin
cogunlukla apoptoza karsi gelistirdikleri direngten dolay1r kayda deger bir basari
saglamamistir. GBM’de nekroptoz modiilasyonu sayesinde apoptoz direnci alt

edilerek tedavide daha iyi sonuglar alinabilir (23).
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3. GEREC VE YONTEM
3.1. Hiicre Kiiltiirii

Sahip olduklar1 avantajlar nedeniyle in vitro kanser arastirmalarinda ve ilag
gelistirme ¢alismalarinda siklikla hiicre hatlarindan yararlanilmaktadir. Kanser
arastirmalarinda hiicre hatlarinin 6nemli bir model olarak kullanilmasinin
nedenlerinin basinda, genetik olarak homojen yapida olmalari, uygun olmayan
kosullarda da  koruduklar1  smirsiz  iireme  Ozellikleri, kullanom  ve
uygulanabilirliklerinin kolay olmasi, etik kurul belgesi gerektirmemeleri ve ticari

olarak temin edilebilmeleri gibi ¢ok sayida 6zellik gelmektedir.

Hiicre kiiltiirii caligmalar sirasinda hiicrelerin yasayabilmesi ve cogalabilmesi
icin kullanilan besiyerleri uygun maddeleri icerecek sekilde secilmeli, hiicreler
gelisimlerini  siirdiirebilecekleri optimal kosullarda inkiibe edilmelidir. Tez
calismamiz dahilinde kullanilan, insan beyin kanseri kok hiicreleri ve insan néronal
kok hiicreleri Celprogen’den temin edildi. Bu hiicre hatlari i¢in sirastyla Human
Brain Cancer Stem Cell Complete Growth Media with Serum ve Human Neuronal
Stem Cell (Ventricles) Complete Media with Serum besiyerleri kullanildi. Hiicreler
calisma i¢in uygun yogunluk degerine ulagana kadar 37°C' de %95 nem ve %5 CO;
iceren inkiibatorde, yatay konumda kullanilan 75cm?’ lik flasklar aracihigiya kiiltiir
kosullarinda c¢ogaltildi. Hiicrelerin diizenli olarak takip asamalar1 ve kontrolleri 151k
ve inverted mikroskoplar: kullanilarak yapildi. Tim hiicre kiiltiirii caligmalari
sterillaminar akim kabini igerisinde, kontaminasyondan uzak olacak sekilde
gerceklestirildi. Hiicrelere belirlenen doz araliginda TMZ ve VIS etken maddeleri ve
TMZ+VIS kombinasyonu uygulandi. Doz uygulanmayan kontrol hiicreleri i¢in
caligmalar doz uygulanan gruplara paralel sekilde yiiriitiildii. Calismamizda ticari
olarak elde edilen hiicre hatlari kullanildigindan, etik kurul belgesine ihtiyag

duyulmadi.
3.2. Tez Kapsaminda Kullamlan Kimyasal Maddeler ve Cihazlar

Calisma boyunca kullanilan kimyasallar ve cihazlar Tablol ve Tablo2’de
belirtildi.
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Tablo 1: Kullanilan Kimyasal Maddeler

Celprogen

Celprogen

Biological Industries

Becton Dickinson

Tablo 2: Kullanilan cihazlar ve sarf malzemeler

Corning

Celprogen
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Extra-Cellular Matrix Pre-Coated 6 Well Flasks Celprogen
6'  Mikroplak Corning
96' h Mikroplak Corning
Cell Scraper Corning

COy’ li Inkiibatér (Hepa Class 100)

Thermo Electron Co.

Laminar Air Flow

Hera Safe Heraeus

Inverted Mikroskop Olympus
Fluroresan, Isik Mikroskobu Olympus
Real-Time Online PCR LightCycler 480 Instrument Il Roche
Pipetman Seti(0,1-1000pl) Eppendorf
-86°C Derin Dondurucu Revco Ultima Il
-20°C Derin Dondurucu Vestel
Hassas Terazi Sartorius TE 214S

Sogutmal Santrifiij

Hettich Zentrifugen

Thermal Cycler

Techne Genius

Santrifiij

Eppendorf

Neubauer Lam

Marienfeld, Almanya

Multiskan™ Fc¢ Microplate Photometer

Thermo Scientific

BD Accuri C6

BD Biosciences

NanoDrop 1000

Thermo Scientific

3.3. Hiicre Canliliginin Kontrol Edilmesi

Tripan mavisi boyasi kiiltiirii yapilan hiicre hatlarinin canliliklarin1 ve sayilarini
belirlemek amaciyla kullanildi. Bunun igin, 50 pl slispanse hiicre ile 50 pl boya
karisimi 4x4’ liik kareler igeren “Neubauer” lamina aktarilarak 1sik mikroskobunda
hiicrelerin canlilig1 ve sayis1 belirlendi (Sekil 8). Tripan mavisi boyasi testi geregince
boyay1 i¢ine alip mavi renkte goriinen hiicreler 6li, boyay1 i¢ine almayanlar ise canli

olarak degerlendirildi. Canli hiicre toplaminin ortalamasi almarak 2x10* ile
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carpilmasiyla, ml basina diisen canli hiicre sayis1 saptandi. Ayni islem 6lii hiicreler
icin de gergeklestirilerek, ml basina diisen 6lii hiicre sayis1 belirlendi. Hiicre canlilig
ise, toplam hiicre sayisinin canli hiicrelere oranlanmasiyla, yiizde degeri olarak

belirlendi.

Sekil 8: Neubauer Lamu

3.4. Hiicre Hatlarinin Pasaj islemleri

Hiicreler iireyerek tiim flask yiizeyini kapladiginda, hiicrelere yeni lireme
alan1 kazandirmak amaciyla 75 cm?’ lik flasklara pasajlandi. Caligmada kullanilan
hiicre hatlar1 monolayer iireme 0Ozelligine sahip oldugundan pasaj islemi i¢in
oncelikle yapistiklar1 yilizeyden kaldirildi. Bu islem sirasinda kok hiicrelerin
yiizeyden ayrilabilmeleri i¢in scraper kullanildi. Pasajlama icin uygulanan islem

siras1 agagidaki gibidir:

1) iclerinde ortam bulunan flasklarmn yiizeyleri, scraper araciliiyla kazinarak tiim

hiicrelerin siispanse duruma ge¢mesi saglandi.

2) Tim flasklardan elde edilen hiicre-ortam karisimi 15 ml’ lik falkon tiiplerine

aktarildi ve 1200 rpm’ de 5 dk santrifiij edildi.

3) Santrifiij isleminin ardindan siipernatant uzaklastirildi ve dipte kalan hiicreler 10
ml kendi uygun besiyerleri icerisinde siispanse edilerek 2 adet 75 cm?’ lik flaska esit

sekilde ayrildi.
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4) Flasklara 10 ml daha besiyeri ilave edilerek pasajlama islemine son verilmis oldu.

5) Flasklar inkiibatore konularak hiicrelerin tekrar yiizeye yapigmalar1i ve

proliferasyonlar1 saglandi.
3.5. Hiicre Hatlarinin Dondurularak Saklanmasi

1) Dondurulmak istenen hiicreler scraper ile yapismis olduklari flask yiizeyinden
kaldirildi.

2) Hiicre-ortam karisimi 15 ml’ lik falkon tiiplere alinarak 1200 rpm’ de 5 dk siire ile
santrifiij edildi.

3) Bu esnada buz iizerinde 9:1 oraninda serum: DMSO karisimi hazirlandi.

4)Santrifiijden alinan falkon tiiplerindeki siipernatant uzaklastirilarak dipteki hiicreler

800 pul serum-DMSO karisimi ile buz iizerinde resiispanse edildi.

5) Resiispanse edilen hiicreler buz icerisinde olan kriyotiiplere aktarilarak -86°C’ye

kaldirildi.
3.6. Dondurulan Hiicre Hatlarimin Cozdiiriilmesi
1) Kriyotiipler igerisinde -86°C’ de muhafaza edilen hiicreler oda 1sismna alindi.

2) DMSO’ nun hiicreler tizerindeki negatif etkisini indirgemek i¢in kriyotiip icerisine
hizli sekilde besiyerleri eklenerek, ¢oziinen hiicreler 15 ml besiyeri igeren falkon tiip

igerisine alindi.
3) 1200 rpm’de 10 dk santrifuj edildi.

4) Siipernatant uzaklastirildi ve ¢oken hiicreler tekrar 15 ml besiyeri igerinde

siispanse edilerek 1200 rpm’ de 10 dk santrifiij edildi.

5) Siipernatant uzaklastirildi ve ¢oken hiicrelere 15 ml besiyeri eklenerek 75 cm?’ lik
flasklara ekildi.

6) Flasklar, 37 °C, % 95 nem ve % 5 COz iceren inkiibatdre alindi.
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7) Her bir hiicre hatt1 kendi ikilenme siiresince liremeye basladi. Yaklasik 1 hafta
sonra tlim yiizeyi kaplayan hiicrelere, canliliklarini korumak ve devamliliklarini

saglamak i¢in pasaj islemi uygulandi.
3.7. Sitotoksisite Testi

Sitotoksisite analizleri hiicre biyolojisinde rutin uygulamalar i¢in 6zel bir
onem tagimaktadir. Her hiicre hattinda TMZ, VIS ve TMZ + VIS kombinasyonunun
sitotoksik etkileri WST-1 Cell Proliferation Reagent yontemi ile belirlendi. Bu
yontemde stabil tetrazolyum tuzu olan WST-1, canli hiicrelerde NAD(P)H’1n
glikolitik tiretimine bagli olarak, hiicre ylizeyinde meydana gelen kompleks bir
hiicresel mekanizma ile ¢oziinebilir formazana boliinmektedir. 96 kuyucuklu hiicre
kiiltiirti plakasimna ekilen hiicrelerin, 0.5- 4 saat boyunca WST-1 reaktifi ile
inkiibasyonun ardindan meydana gelen degisim spektrofotometre araciliiyla
Olgiilerek canli hiicrelerin orani, elde edilen absorbans degerleri araciligryla

belirlenir.

Insan beyin kanseri kok hiicreleri ve insan noronal kok hiicreleri 96-
kuyucuklu plaklara, 1 ml’de 2x10* hiicre olacak sekilde her kuyucuga 100 pl
dagitildi. Hiicre hatlarima 2.5 uM- 500 pM araliginda TEM, 1 pM- 200 pM
konsantrasyon araliginda VIS uygulamasinin ardindan, 24., 48. ve 72. saat
inkiibasyonlarin her biri i¢in kuyucuk basina 10 pl WST-1 soliisyonu eklenerek 0.5-
4 saat boyunca spektrofotometrik dl¢limler gergeklestirildi. Bu inkiibasyon siiresince
olusan formazan boyasinin kantitatif ol¢imii 15 dk' da bir Multiskan FC
spektorometresinde 450 nm absorbans 620 nm referans araliginda degerlendirildi.

Elde edilen veriler dogrultusunda her bir madde i¢in ICsp degerleri belirlendi.
8. izobologram Analizi

Izobologram  analizi, kombinasyonel kanser kemoterapisinde ilag
etkilesimlerinin degerlendirilmesi i¢in uygulanan popiiler bir analizdir. Giincel
kanser tedavilerinin ¢ogu, farkli terapotik ajanlari kombine eden kombinasyonel
stratejileri icermektedir. Cok yonlii ilaglar ¢ok yonlii hedefleri ve hiicre alt
popiilasyonlarii etkilediginden ilag kombinasyonlar1 genis 6l¢iide kullanilmaktadir.
Oncelikli amag, ilag direncini dnleyen ve yan etkileri azaltan ortak bir terapotik

etkinin arttirilmasidir.  Kombinasyon uygulamalarinin ¢ogu deneysel olarak
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geligtirilmistir. Ayrica, preklinik modellerde olast metabolik ve biyolojik
etkilesimlerin ¢alisilmasi, ilag kombinasyonlarinin ¢ogunun gelisimine katki
saglamalidir. Sinerjizm tanimi, digerinden daha etkili olan bir ajanin ikinci bir ajanla
onun etkilerini arttiracak sekilde kombine edilmesidir. Antagonizm tanimi ise, daha
az etkili olan bir ajanin digerinin etkilerini yok eden diger bir ajanla kombine
edilmesidir. Bir kombinasyon, es zamanli ya da sirali kombinasyon bir plan
dogrultusunda iki ajanin farkli sekillerde kombine edilmesi ile calisilabilir. Klinikte
degerlendirmeden Once antagonistik etkilerinin  Onlenebilmesi ig¢in, bir

kombinasyonun potansiyelinin test edilmesi gereklidir.

izobologram analizi igin 96 kuyucuklu plakalara insan beyin kanseri kok
hiicreleri ve insan noral kok hiicreleri 1 ml’de 2x10* hiicre olacak sekilde her
kuyucuga 100 pl ekildi. Maddelerin sitotoksisite analizlerinin ardindan belirlenmis
olan ICso degerleri dogrultusunda uygun konsantrasyonlar kullanilarak elde edilen
TMZ+VIS kombinasyonlari hiicrelere uygulandi. Madde uygulanmasinin 24., 48. ve
72. saatlerinde kuyucuk basmna 10 pl WST-1 soliisyonu eklenerek 0.5- 4 saat
boyunca spektrofotometrik Ol¢iimlerin gergeklestirilmesi ile izobologram verileri

elde edildi.
3.9. Apoptoz Analizleri

T™MZ, VIS ve TMZ + VIS kombinasyonunun hiicre hatlar1 {izerindeki
apoptotik etkilerinin belirlenmesi, sitotoksisite ve izobologram analizlerinde bulunan
ICso dozunun hiicrelere uygulanmasinin ardindan 24., 48. ve 72. saatlerde
gergeklestirildi. Doz uygulanmayan hiicreler kontrol olarak alindi. Apoptoz analizleri

2 farklh yontemin 3 tekrarli calisiimasiyla yiirtitiildi.
3.9.1. Anneksin V Yontemi

Hiicrede apoptozun gerceklestiginin ilk kanit1 hiicre sitoplazma membraninin
i¢ tarafindan dis tarafina dogru fosfotidilserin (PS) molekiillerinin birikmesidir.
Saglam hiicrelerin PS’e 6zel olarak baglanan ve 35 kD bir protein olan Anneksin-V
ile boyanmasi erken asamadaki apoptotik hiicreleri belirler. Membran biitiinliigiinii
Olgen canli/0lii hiicre diskriminatori (PI ya da 7AAD gibi) ile birlikte
kullanildiginda, erken apoptotik hiicreler (sadece Anneksin-V pozitif olanlar) gec

apoptotik/nekrotik  hiicrelerden  (Anneksin-V  ve P1/7TAAD pozitif)
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ayristirilabilecektir. Erken apoptotik faz oldukca hizli gergeklesebilir ve canli ya da
gec apoptotik/nekrotik hiicreleri goriiniir hale getirerek ortadan kaybolabilir. Bu
nedenle, ge¢ apoptoz/nekroza girmeden dnce erken apoptoza girdiklerini kanitlamak
icin zamana bagimli bir deney gergeklestirmek gereklidir. Propidyum iyodiir (PI) ve
Anneksin V-FITC ile boyanan hiicrelerin iki renkli nokta grafigi dort kuadranin
tictindeki hiicreleri belirtmektedir. Boyanmamis hiicreler canlidir ve her iki agidan da
negatiflerdir; yiizeylerinde PS eksprese ederler ve hasar gormiis membranlarindan
PI’ 1 i¢lerine alirlar. Sadece Anneksin V ile boyanmis hiicreler apoptotik hiicrelerdir;
yiizeylerinde PS ekspresyonu baglamigtir ancak, sitoplazmik membranlarinin
gecirgenligine neden olan siirece henliz girmemislerdir. Anneksin V-EGFP
Apoptosis Detection Kiti (BD Pharmingen), apoptoz baslangicindan sonraki
gozlemlere dayanmaktadir: Cogu hiicre tipi plazma membraninin i¢ yilizeyindeki PS’i
hiicre ylizeyine transloke eder. Hiicre ylizeyine geldigi zaman PS, PS’ ne yiiksek
affinite gosteren bir protein olan gelistirilmis yesil flouresan proteini ile boyanarak
belirlenebilir. Analiz akim sitometrisi ya da FITC filtresi kullanilarak floresan
mikroskobu ile gerceklestirilebilir. EGFP, diger floresan ajanlara gére daha parlaktir

ve 1518a kars1 daha kararlidir.

TMZ, VIS, TMZ+ VIS kombinasyonunun kok hiicreler tizerindeki apoptotik
etkisinin hiicre membranindaki PS aracilifiyla degerlendirilmesi, etken maddelerin
ICso dozu uygulanan hiicrelere Anneksin V yontem protokolii dogrultusunda
gerceklestirilen islemlerin ardindan BD Accuri C6 akim sitometrisinde (BD

Biosciences Pharmingen) 20.000 hiicrenin sayimi ile gerceklestirildi.

Anneksin V Protokolii:

1)10x Anneksin V g¢alisma tamponundan distile H,O kullanilark 1x Anneksin V

calisma tamponu hazirlandi.

2) Kok hiicreler TMZ, VIS, TMZ+ VIS kombinasyonunun 1Csg dozuna 24, 48 ve 72

saat siireyle maruz birakildi.

3) Iki hiicre hatt: i¢in doz ve kontrol gruplarini igeren 5x10° hiicre/1 ml santrifiij
tiplerine toplanarak 400g” de 5 dk santrifiijlendi, siipernatant dikkatlice
uzaklagtirildi.
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4) Her gruba 1 ml soguk DPBS pipetlenmesinin ardindan, tiipler 400g’ de 5 dk
santrifiijlendi.

6) Siipernatant kismi1 uzaklastirilarak 2 tekrarli olarak yikama islemi gerceklestirildi.

7) Her tiipe 100 pl 1x Anneksin V ¢alisma tamponu, 5 pl FITC Anneksin V ve 5 ul
PI pipetlendi. iki boyanin da uygulanmadigi, yalmizca FITC Anneksin V ve yalnizca
PI boyalarinin uygulandig: gruplar kontrol olarak kullanildi.

8) Karisimlar vortekslenerek karanlikta 25°C’de 15 dk inkiibasyona birakildi.
9) Her tiipe 400 ul 1x Anneksin V ¢alisma tamponu pipetlendi.

10) Ornekler akim sitometrisi ile analiz edildi.

3.9.2. Mitoprobe JC-1 Analizi

Apoptoz sirasinda meydana gelen ilk olay mitokondri membrani iizerinde
negatif bir elektro-kimyasal gradyan olarak saklanan enerjinin depolarizasyonu ve
buna bagli olarak mitokondriden sitokrom c¢ salinmasidir. JC-1 (The BD MitoScreen
Kit) apoptozun mitokondriyal membran potansiyeli (Ay) araciligiyla belirlenmesini
saglayan bir yontemdir. JC-1, membran potansiyeline bagli olarak ilk J-agregat
olusturan boya anlamina gelmektedir. JC-1 her biri farkli absorbans degerlerine sahip
iki  farkli formda (agregat veya monomer) bulunabilir. JC-1  disik
konsantrasyonlarda bulundugunda monomerleri, yiliksek konsantrasyonlarda ise
agregatlar1 olusturur. Membran biitiinliigline ve potansiyeline bagli olarak canli
hiicreler JC-1 ile inkiibe edildiginde, yesil (FL-1) kanalinda emisyon gosteren JC-1
monomerleri plazma zarina niifuz eder, hizli bir sekilde mitokondri tarafindan
alimarak agregatlarin olusumuna yol agar. Agregatlar akim sitometrisinde kirmizi
(FL-2) kanal iginde dlgiilen kirmizi 1g1k emisyonunu arttirir. Canli hiicrelerde FL-1
ve FL-2 kanallarimin ikisi de floresan gosterir. FL-2 kanalindaki fliloresans azalmasi

apoptotik degisimin gostergesidir.

T™™Z, VIS ve TMZ+ VIS kombinasyonunun kok hiicreler iizerindeki
apoptotik  etkisinin mitokondri membran potansiyel degisimi aracilifiyla
degerlendirilmesi, etken maddelerin ve kombinasyonun ICso dozu uygulanan

hiicrelerle JC-1 yontem protokolii dogrultusunda gergeklestirilen islemlerin ardindan

26



BD Accuri C6 akim sitometrisinde (BD Biosciences Pharmingen) 20.000 hiicrenin

sayimi ile gergeklestirildi.

JC-1 Yontem Protokolii:

1) 10x JC-1 galisma tamponu 37°C’lik su banyosunda ¢oziilerek, H2O ile 1x JC-1

calisma tamponu hazirlandi.

2) Liyofilize durumdaki JC-1 reaktifi tiiptine 125u] DMSO eklenerek JC-1 stok

soliisyonu hazirland.

3) JC-1 stok soliisyonunun 1x JC-1 galisma tamponu ile 1:100 oraninda diliie

edilmesi ile JC-1 ¢alisma soliisyonu hazirlandi.

4) Hiicre hatlart TMZ, VIS, TMZ+ VIS kombinasyonunun ICso dozuna 24, 48 ve 72

saat siireyle maruz birakildi.

5) Her hiicre hattinin doz ve kontrol gruplari i¢in 5x10° hiicre/1ml olacak sekilde

santrifiij tiiplerine aktarilarak 400g’ de 5 dk santrifiijlendi.
6) Siipernatant dikkatlice uzaklastirildi.

7) Her gruba 0.5ml JC-1 ¢alisma soliisyonu pipetlenerek, 37°C’de 15 dk inkiibe
edildi.

8) Her tiipe 2ml 1x calisma soliisyonu pipetlenerek, 5 dk 400g’ de santrifiijlendi,

stipernatant dikkatlice uzaklastirildi.

9) Her tiipe 1 ml 1x caligma soliisyonu pipetlenerek, 5 dk 400g’ de santrifiijlendi,

stipernatant dikkatlice uzaklastirildi.

10) Her tiipe 0,5 ml 1x calisma soliisyonu pipetlenerek, 5 dk 400g’ de santrifiijlendi.
11) Akim sitometrisi ile analiz gergeklestirildi.

3.10. Gen Ekspresyonu Seviyesi Degisimlerinin Belirlenmesi

TMZ + VIS kombinasyonunun 1Csp dozunun 24., 48. ve 72. saatlerde insan

beyin kanseri kok hiicreleri ve insan noronal kok hiicrelerinin gen ekspresyon
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seviyelerinde olusturdugu degisiklikler, doz uygulanmayan kontrol gruplariyla

karsilastirilarak analiz edildi.

Etken maddelerin kombinasyonun 1Csp dozu 24, 48 ve 72 saat boyunca
hiicrelere uygulandi. Etken madde uygulanmayan hiicreler kontrol gruplar1 olarak
degerlendirilerek RNeasy Plus Mini Kit araciligiyla tiim hiicre gruplarindan total

RNA izolasyonlar1 gerceklestirildi.

Yontemin ¢alisma prensibi, RNaz’larin inaktif hale getirilmesi ic¢in hiicrenin
yiiksek guanidin-izotiyosiyanat igeren tampon iginde lizize ve homojenize edilmesi,
lizatin  DNA’y1 spesifik olarak uzaklastiran yiiksek tuz iceren kolonundan
gecirilmesi, etanol uygulanarak RNA’nin baglandigi membrandan ayrilmasi

basamaklarindan olusmaktadir.

RNeasy Plus Mini Kit Cahsma Protokoli ve RNA izolasyonlarimin

Gerceklestitilmesi

1) RLT Plus tamponuna 100: 1 oraninda 3-merkaptoetanol eklendi.

2) RPE tamponunun 1: 4 oraninda absolii etanol ile diliie edilmesiyle c¢aligma

sollisyonu hazirlandi.

3) Insan beyin kanseri kok hiicreleri ve insan noronal kok hiicreleri 24, 48 ve 72 saat
sireyle etken maddelerin kombinasyonun ICso dozuna maruz birakildi. Uygun

prosediirler kullanilarak hiicrelerin siispanse edilmesi saglandi.

4) Her hiicre hatt1 ve doz grubu igin kullanilacak olan 2x10° hiicre / ml santrifiij

tiiplerine alinarak 300 g’ de 5 dk santrifiijlendi, siipernatant uzaklastirildi.
5) Her tiipe 350 ul RLT Plus tamponu eklendi, kisaca vortekslendi.

6) gDNA eleyici doniis kolonu 2 ml tiip icine yerlestirildi, icerik kolona aktarilarak
8000 g’ de 30 s santrifiijlendi.

7) gDNA eleyici donilis kolonu uzaklastirildi, 2 ml tiipe 350ul %70’ lik etanol
pipetlendi.
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8) RNeasy doniis kolonu 2 ml tiip i¢ine yerlestirildi, 700 pl igerik kolona aktarilarak
8000 g’ de 15 s santrifiijlendi.

9) Alt boliim uzaklastirildi, kolona 500 pul RPE tamponu eklendi, 8000 g’ de 15 s

santrifiijlendi.

10) Alt bolim uzaklastirildi, kolona 500 pul RPE tamponu eklendi, 8000 g’ de 2 dk
santrifiijlendi.

11) Kolon yeni bir tiipe yerlestirildi, 8000 g’ de 1 dk santrifiijlenerek kolonun

kurumas1 saglandi.

12) Kolon 1,5 ml ependorf tiipe yerlestirildi, 50 ul RNase icermeyen H2O eklenerek
8000 g’ de 1 dk santrifiijlendi.

izole edilen RNA Orneklerinin Miktari ve Safiginin Belirlenmesi

Elde edilen RNA ornekleri NanoDrop 1000 (Thermo Scientific) cihazi ve
programi kullanilarak Aze0:A2s0 Ve Azeo:A230 nanometre dalga boylarindaki
absorbanslarda saflik ve miktar 6zellikleri bakimmdan degerlendirildi. Olgiimler igin
her RNA 6rneginden 1pl kullanildi. Ekspresyon analizinde kullanilacak orneklerin
A260:A280 nm absorbans oran1 1.8- 2.0 araliginda, A2e0:A230 nm absorbans orani ise

1.7’ den biiyiik, miktar1 ise Azeo 6l¢limiinde 40 pg / ml’ den yiiksek olmalidir.

RT? First Strand Kit Cahsma Protokolii ve Komplementer DNA’larin

Sentezlenmesi

Uygun miktar ve safliktaki RNA 6rneklerini gen ekspresyonu seviyelerindeki
degisimlerin  belirlenmesi  amaciyla  ger¢ek-zamanli PCR  analizlerinde
kullanilabilmek icin, her RNA 6rneginden RT? First Strand Kit (Qiagen) kullanilarak

komplementer DNA sentezlendi.

1) Konsantrasyon degeri 0.5ug RNA olacak sekilde Tablo 3’ de gosterilen genomik
DNA eliminasyon karigimi uygun kosullarda her bir RNA 6rnegi i¢in hazirlandi.
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Tablo 3: Genomik DNA eliminasyon karigim1

Bilesen Miktar (1 érnek icin)
RNA 0.5 mikrogram

GE Tamponu 2 mikrolitre

RNase icermeyen H,O Degisken

Toplam Hacim 10 mikrolitre

2) Hazirlanan karisimlar 42°C’de 5dk inkiibasyona birakildi, bu islemin ardindan 1

dk buz tizerinde tutuldu.

3) Ters transkripsiyon karigimi Tablo 4° te belirtilen sekilde hazirlandi.

Tablo 4: Ters transkripsiyon karigimi

Bilesen Miktar (1 6rnek igin)
5x BC3 Tamponu 4 mikrolitre

Kontrol P2 1 mikrolitre

RE3 Miks 2 mikrolitre

RNase icermeyen H,O 3 mikrolitre

Toplam Hacim 10 mikrolitre

4) Her ornek i¢in 10ul genomik DNA eliminasyon karisimi igeren tiiplere 10ul ters

transkripsiyon karigimi pipetlendi.

5) Hazirlanan karigimlar 42°C’de 5dk inkiibasyona birakildi, bu islemin ardindan

5dk 95°C’de tutularak reaksiyon sonlandirildi.

6) Her bir 6rnegi igeren tiipe 91ul RNase icermeyen H>O eklendi.
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Gercek-Zamanli PCR Denevlerinin Gerceklestirilmesi

Gergek zamanli PCR sistemleri, konvansiyonel PCR cihazlarinin optimal
sicaklik degisim dongiileri saglama Ozelliginin 6zgiin problara tutturulmus floresan
boyalar ile birlestirilmesi prensibine dayanan yiiksek hassasiyette ve giivenilirlikte
kantitatif gen ekspresyonu degisimi belirleme metodudur. Cok sayida Ornegin es
zamanlt olarak hizli ¢alisilabilmesi, kontaminasyon riskini minimuma indirmesi, jel

elektroforezine gereksinim duyulmamasi gibi ¢cok sayida avantaj saglamaktadir.

Gergeklestirilen tez calismalar1 kapsaminda gen ekspresyonlar1 diizeylerinin ve
degisimlerinin belirlenmesi amaciyla ¢ift sarmalli yapidaki DNA’nin kiigiik oluguna
baglanarak 497 nm’de absorbans, 520 nm’de 1s1ma yapan SYBR Green boyasi
metodu uygulanarak, gercek zamanli LightCycler 480 Instrument II PCR cihazi
(Roche) kullamlmistir. Ekspresyon calismalarinda kullanilan RT? SYBR Green
qPCR Mastermiks (Qiagen) PCR tampon ¢o6zeltisi, HotStart DNA Taq polimeraz ve
modifiye edilmis SYBR Green igermektedir.

Tasarim PCR profilleri sinyallesme yolaklar1 ya da pek ¢ok hastaligi igeren ¢ok
sayida biyolojik siirecle iligkili bir dizi genin kombinasyonunu ve i¢ kontrol
sistemlerine sahip kullanigli ve pratik yontemlerdir. Tez kapsaminda 24, 48 ve 72
saat siireyle TMZ+VIS kombinasyonunun ICso dozu uygulanarak, RNA izolasyonu
ve cDNA sentezleri gerceklestirilen insan beyin kanseri kok hiicreleri, insan noral
kok hiicreleri ve doz wuygulanmayan kontrol hiicre Ornekleri, nekroptoz
(Qiagen,Cat.No: 330231 PAHS-0141ZA) ve Hedgehog sinyal yolagi
(Qiagen,Cat.No: 330231 PAHS-078ZA) ile iligkilendirilmis genleri tasiyan 96
kuyucuklu hazir-tasarim iki PCR profili ile degerlendirildi. PCR profilleri 84 tanesi
hastalik ya da yolak ile iligkili genler olmak {iizere i¢ kontrol olarak 5 adet
housekeeping gen, 1 adet genomik DNA kontrolii, 3 adet ters transkripsiyon kontrolii

ve 3 adet pozitif PCR kontrolii olarak toplam 96 kuyucuk tagimaktadir.

Kullanilan PCR Profillerinin Ozellikleri ve Tasarimlari

Nekroptoz profili 6zellikleri ve tasarim

Profil, nekroptoz ile iliskili 84 anahtar genin ekspresyonunun belirlenmesini

saglamaktadir. Onceleri nekroz hiicre sismesi ve liziz ile gerceklesen kazara ve
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kontrolsiiz hiicre 6liimii olarak diisiiniilse de nekroptoz (programli nekroz, onkozis,
tip III hiicre 6liimii) olarak da adlandirilan nekrozun kontrollii hiicre 6liimii gibi
davrandigin1 gosteren ¢alismalar da bulunmaktadir. Aktive edilmis 6liim reseptorleri
(FAS, TNFRSF1A (TNFR1), TNFRSF10A (TRAIL-R)) ile RIPK1 (RIP1)
serin/treonin kinazi sinyallesme gerceklestirir. RIPK1, RIPK3 ile etkilesime girer ve
artmis reaktif oksijen tiirleri, artmis sitosolik kalsiyum, ATP tiiketiminin artis1 gibi
mitokondriyal etkilere neden olan PARP1’1 aktive eder. Profil, programlanmis
nekroz, anahtar nekrotik aktivatorlerin asagi-akiminda bulunan potansiyel nekrotik
genleri, 6lim reseptor sinyal yolag iliskili genleri, ROS iiretimi veya mitokondriyal
aktivite ile iliskili genleri i¢ermektedir ve nekrotik hiicre 6liim mekanizmasini

aydinlatmak iizere dizayn edilmistir.

Tablo 5: Nekroptoz profili tasarimi

Tablo 6: Nekroptoz profili genleri

Pozisyon GeneBank Sembol Tamm
A01 NM_004208 AIFM1 Apoptosis-inducing factor, mitochondrionassociated1
A02 NM_130463 ATP6V1G2 | ATPase, H+ transporting, lysosomal 13kDa, V1 subunit G2
A03 NM_004324 BAX BCL2-associated X protein
A04 NM_001196 BID BH3 interacting domain death agonist
A05 NM_001165 BIRC3 Baculoviral AP repeat containing 3
A06 NM_033503 BMF Bcl2 modifying factor
A07 NM_004331 BNIP3L BCL2/adenovirus E1B 19kDa interacting protein 3-like
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A08 NM_017891 Clorf159 Chromosome 1 open reading frame 159

AQ09 NM_005186 CAPN1 Calpain 1, (mu/l) large subunit

Al0 NM_001748 CAPN2 Calpain 2, (m/1l) large subunit

All NM_173090 CAPN3 Calpain 3, (p94)

Al2 NM_004055 CAPN5 Calpain 5

BO1 NM_014289 CAPNG6 Calpain 6

B02 NM_014296 CAPN7 Calpain 7

BO3 NM_001749 CAPNS1 Calpain, small subunit 1

B04 NM_012115 CASP8AP2 | Caspase 8 associated protein 2

B05 NM_213607 CCDC103 Coiled-coil domain containing 103

B06 NM_001250 CD40 CD40 molecule, TNF receptor superfamily member 5

BO7 NM_017828 COMMD4 COMM domain containing 4

BO8 NM_000397 CYBB Cytochrome b-245, beta polypeptide

B09 NM_015247 CYLD Cylindromatosis (turban tumor syndrome)

B10 NM_005218 DEFB1 Defensin, beta 1

B11 NM_005848 DENND4A | DENN/MADD domain containing 4A

B12 NM_006426 DPYSL4 Dihydropyrimidinase-like 4

co1 NM_021783 EDA2R Ectodysplasin A2 receptor

C02 NM_015904 EIF5B Eukaryotic translation initiation factor 5B

Cco3 NM_003824 FADD Fas (TNFRSF6)-associated via death domain

Cco4 NM_007051 FAF1 Fas (TNFRSF6) associated factor 1

C05 NM_000043 FAS Fas (TNF receptor superfamily, member 6)

Co6 NM_000639 FASLG Fas ligand (TNF superfamily, member 6)

co7 NM_015322 FEM1B Fem-1 homolog b (C. elegans)

Cco8 NM_012188 FOXI1 Forkhead box 11

C09 NM_004960 FUS Fused in sarcoma

C10 NM_014568 GALNT5 UDP-N-acetyl-alpha-D-galactosamine:polypeptide N-
acetylgalactosaminyltransferase 5 (GaINAc-T5)

Ci11 NM_005271 GLUD1 Glutamate dehydrogenase 1
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C12 NM_002065 GLUL Glutamate-ammonia ligase

D01 NM_002086 GRB2 Growth factor receptor-bound protein 2

D02 NM_024610 HSPBAP1 HSPB (heat shock 27kDa) associated protein 1

D03 NM_003639 IKBKG Inhibitor of kappa light polypeptide gene enhancer in B-cells,
kinase gamma

D04 NM_020655 JPH3 Junctophilin 3

D05 NM_014592 KCNIP1 Kv channel interacting protein 1

D06 NM_003682 MADD MAP-kinase activating death domain

D07 NM_002361 MAG Myelin associated glycoprotein

D08 NM_012215 MGEAS5 Meningioma expressed antigen 5 (hyaluronidase)

D09 NM_002468 MYD88 Myeloid differentiation primary response gene (88)

D10 NM_003998 NFKB1 Nuclear factor of kappa light polypeptide gene enhancer in B-
cells 1

D11 NM_002506 NGF Nerve growth factor (beta polypeptide)

D12 NM_002507 NGFR Nerve growth factor receptor

EO1 NM_014380 NGFRAP1 Nerve growth factor receptor (TNFRSF16)associated proteinl

EO2 NM_007052 NOX1 NADPH oxidase 1

EO3 NM_016931 NOX4 NADPH oxidase 4

EO4 NM_0010044 | OR10J3 Olfactory receptor, family 10, subfamily J, member 3

EO05 NM_001618 PARP1 Poly (ADP-ribose) polymerase 1

E06 NM_005484 PARP2 Poly (ADP-ribose) polymerase 2

EO7 NM_145886 PIDD P53-induced death domain protein

EO8 NM_021130 PPIA Peptidylprolyl isomerase A (cyclophilin A)

E09 NM_005038 PPID Peptidylprolyl isomerase D

E10 NM_006505 PVR Poliovirus receptor

E11 NM_002863 PYGL Phosphorylase, glycogen, liver

E12 NM_020387 RAB25 RAB25, member RAS oncogene family

FO1 NM_003804 RIPK1 Receptor (TNFRSF)-interacting serine-threonine kinase 1

F02 NM_003821 RIPK2 Receptor-interacting serine-threonine kinase 2

FO03 NM_006871 RIPK3 Receptor-interacting serine-threonine kinase 3
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F04 NM_176823 S100A7A S100 calcium binding protein A7A

FO05 NM_001151 SLC25A4 Solute carrier family 25 (mitochondrial carrier; adenine
nucleotide translocator), member 4

FO06 NM_138473 SP1 Sp1 transcription factor

FO7 NM_006038 SPATA2 Spermatogenesis associated 2

FO08 NM_014258 SYCP2 Synaptonemal complex protein 2

FO09 NM_052932 TMEM123 Transmembrane protein 123

F10 NM_018202 TMEM57 Transmembrane protein 57

F11 NM_000594 TNF Tumor necrosis factor

F12 NM_003844 TNFRSF10A | Tumor necrosis factor receptor superfamily, member 10a

G01 NM_003820 TNFRSF14 | Tumor necrosis factor receptor superfamily, member 14

G02 NM_001192 TNFRSF17 | Tumor necrosis factor receptor superfamily, member 17

GO03 NM_001065 TNFRSF1A | Tumor necrosis factor receptor superfamily, member 1A

G04 NM_001066 TNFRSF1B | Tumor necrosis factor receptor superfamily, member 1B

G05 NM_003790 TNFRSF25 | Tumor necrosis factor receptor superfamily, member 25

G06 NM_003327 TNFRSF4 Tumor necrosis factor receptor superfamily, member 4

GO07 NM_001243 TNFRSF8 Tumor necrosis factor receptor superfamily, member 8

G08 NM_003810 TNFSF10 Tumor necrosis factor (ligand) superfamily, member 10

G09 NM_005118 TNFSF15 Tumor necrosis factor (ligand) superfamily, member 15

G10 NM_003789 TRADD TNFRSF1A-associated via death domain

Gl1 NM_021138 TRAF2 TNF receptor-associated factor 2

G12 NM_017853 TXNL4B Thioredoxin-like 4B

HO1 NM_001101 ACTB Actin, beta

HO02 NM_004048 B2M Beta-2-microglobulin

HO3 NM_002046 GAPDH Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase

HO4 NM_000194 HPRT1 Hypoxanthine phosphoribosyltransferase 1

HO5 NM_001002 RPLPO Ribosomal protein, large, PO

HO06 SA_00105 HGDC Insan genomik DNA kontaminasyonu

HO7 SA_00104 RTC Ters transkripsiyon kontrolii
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HO08 SA_00104 RTC Ters transkripsiyon kontrolil
HO09 SA_00104 RTC Ters transkripsiyon kontrolil
H10 SA 00103 PPC Pozitif PCR kontrolii
H11 SA 00103 PPC Pozitif PCR kontrolii
H12 SA 00103 PPC Pozitif PCR kontrolii

Hedgehog sinval yolagi profili 6zellikleri ve tasarimi

Profil, Hh sinyal yolagi ile iliskili 84 anahtar genin ekspresyonunun

belirlenmesini saglamaktadir. Aile liyelerinden Shh kalp, akciger, kas ve sinir sistemi

gibi ¢esitli organlarin olusum ve gelisim paterninde gorev alan ve en iyi bilinen

morfojendir. Bununla birlikte Hh sinyal yolagi insanlarda bircok kanser tiiriiniin

gelismesinde de gorev almaktadir. Profil Hh ailesi tiyelerini, reseptorlerini ve diger

iligkili proteinleri, ayrica hiicre farklilagsmasi ve ¢ok hiicreli organizma gelisiminde

yer alan genleri igermektedir.

Tablo 7: Hedgehog sinyal yolag: profili tasarimi

BMF2
AD1
CRIM1
BO1
FGFR3
co1
IHH
DO
PREKX
EO1

STK3G

BMP4 BMPS
AD2 AD3
CSNK1A1 CSMK1ATL
B02 BO3
FKBPE FOXE1
coz co3
KCTD11 LRP2
Do2 D03
PREY PTCH1
ED2 ED3
SUFU WIF1
Fo2 FO3

NTEA WHNTSE
Go2 chik]
HPRT1 RPL13A
HO2 HO3

EMPS BMPT
AD4 ADS
CENKI1D CSMK1E
B04 BOS

GAS1 GLI
Co4 Cos
MAPK1 MTSS1
DD4 D05
PTCH2 PTCHD1
ED4 EO5
WHNT1 WNT10A
FO4 FOS
WHNTS WHNTTA
Go4 GOs
GAPDH ACTE
HO4 HO5

BMPEA EMPEE BTRC
AD8 AD7 ADB
CSMK1G1 CSMK1G2 MNNEB1
BO6 BO7 BOE
GLI2 GLI3 GREM1
(=il cav cos
NPCA NPCALA NUME
Do8 Da7 Dog
PTCHD2 PTCHD3 RAB23
E08 EO7 E0&
WNT10B WINT11 WNT18
FO& FO7 FOg
WHTTB WHTEA MNTEB
chila] GO7 Gos
HGDC RTC RTC
HO6 HO7 HO&

Tablo 8: Hedgehog sinyal yolagi profili genleri

C1Borfe
A0B
DHH
B0D

GSK3B
coe

OTx2
Doo
SFRP1
EQ®
WNT2
Fog

WINTDA
Gog
RTC
HO®

CDON

FGFO

PREACG

VWNT3A

Hiz

Pozisyon | GeneBank Sembol Tanim

A01 NM_001200 BMP2 Bone morphogenetic protein 2
A02 NM_130851 BMP4 Bone morphogenetic protein 4
A03 NM_021073 BMP5 Bone morphogenetic protein 5
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A04 NM_001718 BMP6 Bone morphogenetic protein 6

A05 NM_001719 BMP7 Bone morphogenetic protein 7

AQ06 NM_181809 BMPSA Bone morphogenetic protein 8a

A07 NM_001720 BMP8B Bone morphogenetic protein 8b

A08 NM_033637 BTRC Beta-transducin repeat containing

A09 NM_013326 C18orf8 Chromosome 18 open reading frame 8

Al0 NM_024899 CEP76 Centrosomal protein 76kDa

All NM_001013732 | PTCHD4 Chromosome 6 open reading frame 138

Al2 NM_016952 CDON Cdon homolog (mouse)

BO1 NM_016441 CRIM1 Cysteine rich transmembrane BMP regulator 1 (chordin-
like)

BO2 NM_001892 CSNK1A1l Casein kinase 1, alpha 1

BO3 NM_145203 CSNK1A1L | Casein kinase 1, alpha 1-like

B04 NM_001893 CSNK1D Casein kinase 1, delta

BO5 NM_001894 CSNKI1E Casein kinase 1, epsilon

BO6 NM_022048 CSNK1G1 Casein kinase 1, gamma 1

BO7 NM_001319 CSNK1G2 Casein kinase 1, gamma 2

BO8 NM_001904 CTNNB1 Catenin (cadherin-associated protein), beta 1, 88kDa

B09 NM_021044 DHH Desert hedgehog

B10 NM_005235 ERBB4 V-erb-a erythroblastic leukemia viral oncogene homolog 4
(avian)

B11 NM_012300 FBXW11 F-box and WD repeat domain containing 11

B12 NM_002010 FGF9 Fibroblast growth factor 9 (glia-activating factor)

co1 NM_000142 FGFR3 Fibroblast growth factor receptor 3

C02 NM_012181 FKBP8 FK506 binding protein 8, 38kDa

Cco3 NM_004473 FOXE1 Forkhead box E1 (thyroid transcription factor 2)

co4 NM_002048 GAS1 Growth arrest-specific 1

C05 NM_005269 GLI1 GLI family zinc finger 1

Co6 NM_005270 GLI2 GLI family zinc finger 2

co7 NM_000168 GLI3 GLI family zinc finger 3
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Cco8 NM_013372 GREM1 Gremlin 1

C09 NM_002093 GSK3B Glycogen synthase kinase 3 beta

C10 NM_018194 HHAT Hedgehog acyltransferase

C11 NM_022475 HHIP Hedgehog interacting protein

C12 NM_016004 IFT52 Intraflagellar transport 52 homolog (Chlamydomonas)
Do1 NM_002181 IHH Indian hedgehog

D02 NM_001002914 | KCTD11 Potassium channel tetramerisation domain containing 11
D03 NM_004525 LRP2 Low density lipoprotein receptor-related protein 2
D04 NM_002745 MAPK1 Mitogen-activated protein kinase 1

D05 NM_014751 MTSS1 Metastasis suppressor 1

D06 NM_000271 NPC1 Niemann-Pick disease, type C1

D07 NM_013389 NPC1L1 NPC1 (Niemann-Pick disease, type C1, gene)-like 1
D08 NM_003744 NUMB Numb homolog (Drosophila)

D09 NM_021728 OTX2 Orthodenticle homeobox 2

D10 NM_002730 PRKACA Protein kinase, CAMP-dependent, catalytic, alpha
D11 NM_182948 PRKACB Protein kinase, CAMP-dependent, catalytic, beta
D12 NM_002732 PRKACG Protein kinase, CAMP-dependent, catalytic, gamma
EO1 NM_005044 PRKX Protein kinase, X-linked

EO2 NR_028062 PRKY Protein kinase, Y-linked

EO03 NM_000264 PTCH1 Patched 1

E04 NM_003738 PTCH2 Patched 2

EO5 NM_173495 PTCHD1 Patched domain containing 1

EO06 NM_020780 PTCHD2 Patched domain containing 2

EO7 NM_001034842 | PTCHD3 Patched domain containing 3

EO08 NM_183227 RAB23 RAB23, member RAS oncogene family

E09 NM_003012 SFRP1 Secreted frizzled-related protein 1

E10 NM_000193 SHH Sonic hedgehog

E1ll NM_003031 SIAH1 Seven in absentia homolog 1 (Drosophila)

E12 NM_005631 SMO Smoothened, frizzled family receptor
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Fo1 NM_015690 STK36 Serine/threonine kinase 36

F02 NM_016169 SUFU Suppressor of fused homolog (Drosophila)

FO03 NM_007191 WIF1 WNT inhibitory factor 1

F04 NM_005430 WNT1 Wingless-type MMTYV integration site family, member 1
FO05 NM_025216 WNT10A Wingless-type MMTYV integration site family, member 10A
FO06 NM_003394 WNT10B Wingless-type MMTYV integration site family, member 10B
FO7 NM_004626 WNT11 Wingless-type MMTYV integration site family, member 11
FO08 NM_057168 WNT16 Wingless-type MMTYV integration site family, member 16
F09 NM_003391 WNT?2 Wingless-type MMTYV integration site family member 2
F10 NM_004185 WNT2B Wingless-type MMTYV integration site family, member 2B
F11 NM_030753 WNT3 Wingless-type MMTYV integration site family, member 3
F12 NM_033131 WNT3A Wingless-type MMTYV integration site family, member 3A
GO01 NM_030761 WNT4 Wingless-type MMTYV integration site family, member 4
G02 NM_003392 WNT5A Wingless-type MMTYV integration site family, member 5A
GO03 NM_032642 WNT5B Wingless-type MMTYV integration site family, member 5B
G04 NM_006522 WNT6 Wingless-type MMTV integration site family, member 6
GO05 NM_004625 WNT7A Wingless-type MMTYV integration site family, member 7A
GO06 NM_058238 WNT7B Wingless-type MMTYV integration site family, member 7B
GO07 NM_058244 WNTSA Wingless-type MMTYV integration site family, member 8A
G08 NM_003393 WNT8B Wingless-type MMTYV integration site family, member 8B
GO09 NM_003395 WNT9A Wingless-type MMTYV integration site family, member 9A
G10 NM_003396 WNT9B Wingless-type MMTYV integration site family, member 9B
Gl1 NM_003412 ZIC1 Zic family member 1

G12 NM_007129 ZIC2 Zic family member 2

HO1 NM_004048 B2M Beta-2-microglobulin

HO02 NM_000194 HPRT1 Hypoxanthine phosphoribosyltransferase 1

HO3 NM_012423 RPL13A Ribosomal protein L13a

HO04 NM_002046 GAPDH Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase

HO05 NM_001101 ACTB Actin, beta
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HO06 SA_00105 HGDC Insan genomik DNA kontaminasyonu
HO7 SA_00104 RTC Ters transkripsiyon kontroli

HO8 SA_00104 RTC Ters transkripsiyon kontrolii

HO09 SA_00104 RTC Ters transkripsiyon kontroli

H10 SA 00103 PPC Pozitif PCR kontrolii

H11 SA 00103 PPC Pozitif PCR kontrolii

H12 SA 00103 PPC Pozitif PCR kontrolii

Gercek zamanli PCR Protokolii

1) RT? SYBR Green mastermiksin tamamen ¢oziinmesi beklendi ve vortekslendi, 10-

15 sn santrifiijlendi.

2) PCR igin karisim Tablo 9 da gosterilen sekilde hazirlandi.

Tablo 9: PCR karisimi

Bilesen Miktar (1 6rnek icin)
RT2SYBR Green Mastermiks 1350 mikrolitre
cDNA sentez reaksiyonu 102 mikrolitre

RNase icermeyen H,O 1248 mikrolitre
Toplam Hacim 2700 mikrolitre

3) Karisim santrifiijlendi, 8 kanall1 ¢coklu pipet kullanilarak yilikleme rezervuarindan

her kuyucuga 25l olacak sekilde pipetlendi.

4) Profiller ince, optik, filmle sikica yapistirildi, oda sicakliginda 1 dk 1000 g’ de

santrifiijlendi.

5) Profiller LightCycler 480 cihazinda Tablo 10’ da verilen programla degisim orani
1.5°C/ s ayarlanarak caligtirildi.
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Tablo 10: PCR programu ¢alistirma protokolii

Dongii Sayis1 | Siire Sicakhik | Yorum
1 10 dakika | 95°C Hot Start DNA Taq polimeaz aktivasyonu
45 15 saniye | 95°C Floresan verilerinin elde edilmesi

1 dakika | 60°C

6) Verilerin kantitasyonu LightCycler 480 Quantification programi (kantifikasyon

yazilimi) kullanilarak her bir kuyucuk i¢in esik dongiisii (CT) degeri “second

derivate max” segenegi ile hesaplandi.

7) Analiz **CT yontemi ile “SABiosciences PCR Array Data Analysis” sistemi

tizerinden gerceklestirildi.
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4. BULGULAR
4.1. Etken Maddelerin Hiicre Canlih@ Uzerine Etkileri

WST-1 ile sitotoksisite analizi, insan noronal kok hiicre hatt1 ve insan beyin
kanseri kok hiicre hatti ile gergeklestirilmistir. Farkli diliisyon oranlarinda TMZ, VIS,
TMZ + VIS kombinasyonu hiicrelere verilerek sitotoksisiteleri degerlendirilmistir.
Etken madde igermeyen hiicreler kontrol grubu olarak alinmistir. Tiim sitotoksisite
deneylerine insan noronal kok hiicre hatt1 ve insan beyin kanseri kok hiicre hatti i¢in
20x10° hiicre / ml olacak sekilde baslanilmis ve 3 replikal1 olarak ¢alisiimistir. Etken
maddelerin  hiicre proliferasyonunda %350 azalmaya neden olan inhibitor

konsantrasyonlari olarak tanimlanan ICso dozlar1 belirlenmistir.

Temozolomidin insan Noronal Kok Hiicre Hatti Hiicre Canlhihigi Uzerine

Etkileri

TMZ’ in ICsp degerinin belirlenmesi i¢in 2,5 uM, 5 uM, 25 uM, 50 uM, 100
puM, 250 uM, 500 uM’lik diliisyonlart uygulanan hiicreler 24, 48, 72. saatlerde WST-
1 testi ile degerlendirildi. TMZ’ in ICso degeri ndronal kok hiicre i¢in 72. saatte 500

uM olarak bulundu.
NSC TMZ
4
24
. 48
| 72
a
o 27
14
+rm—rmmr———rrrr—rrm

10 10 10+ 1073 10
Log (M)

Grafik 1: Insan No6ronal K6k Hiicrelerinde Temozolomidin ICso dozu
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Vismodegibin insan Noronal Kok Hiicre Hatti Hiicre Canlihi Uzerine Etkileri

VIS’ in ICsg degerinin belirlenmesi i¢in 1 pM, 5 uM, 10 uM, 25 puM, 50uM,
100 uM, 200 uM’lik diliisyonlar1 uygulanan hiicreler 24, 48, 72. saatlerde WST-1
testi ile degerlendirildi. VIS’ in ICso degeri noronal kok hiicre igin 72.saatte 42 uM

olarak bulundu.

NCS VISMO
4-
24
48
3 72
o 2-
1-
O-—l—l-l-rrm]—l—l-rrrrrq—l—l-rrrrrq—l—l-l-rrnq—l—l-rrrnq

10° 108 107 106 10° 104
Log (M)

Grafik 2: Insan Noronal Kok Hiicrelerinde Vismodegibin ICso dozu

Temozolomid + Vismodegib Kombinasyonunun insan Noronal Kok Hiicre Hatti

Hiicre Canlihg1 Uzerine Etkileri

TMZ + VIS kombinasyonunun sitotoksik etkilerinin belirlenmesinde, VIS ve
TMZ’ in gesitli oranlarda kombinasyonlarini igeren karigimlar hazirlandi, bu
diliisyonlarin insan ndronal kok hiicreleri iizerindeki etkileri 24, 48, 72. saatlerde

WST-1 testi ile degerlendirildi.
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Grafik 3: Temozolomid + Vismodegib Kombinasyonunun Insan Néronal K&k

Hiicrelerin Canlilig1 Uzerine Etkisi

Temozolomidin insan Beyin Kanseri Kok Hiicre Hatt1 Hiicre Canhhg Uzerine

Etkileri

TMZ’ in 1Csp degerinin belirlenmesi i¢in 2,5 uM, 5 uM, 25 uM, 50 uM, 100
uM, 250 uM, 500 uM’lik diltisyonlart uygulanan hiicreler 24, 48, 72. saatlerde WST-
1 testi ile degerlendirildi. TMZ’ in ICso degeri beyin kanseri kok hiicreleri igin 72.
saatte 163 pM olarak bulundu.
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2001
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Grafik 4: Beyin Kanseri Kok Hiicrelerinde Temozolomidin ICsp dozu

44



Vismodegibin insan Beyin Kanseri Kok Hiicre Hatti Hiicre Canliligi Uzerine

Etkileri

VIS’ in ICsg degerinin belirlenmesi i¢in 1 uM, 5 uM, 10 uM, 25 uM, 50uM,
100 uM, 200 uM’lik diliisyonlar1 uygulanan hiicreler 24, 48, 72. saatlerde WST-1
testi ile degerlendirildi. VIS’ in ICso degeri beyin kanseri kok hiicre hatti i¢in
72.saatte 39 uM olarak bulundu.
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Grafik 5: Beyin Kanseri Kok Hiicrelerinde Vismodegibin ICso dozu

Temozolomid + Vismodegib Kombinasyonunun insan Beyin Kanseri Kok

Hiicre Hatti Hiicre Canhihgi Uzerine Etkileri

TMZ + VIS kombinasyonunun sitotoksik etkilerinin belirlenmesinde, VIS ve
TMZ’ in gesitli oranlarda kombinasyonlarini igeren karigimlar hazirlandi, bu

diliisyonlarin insan ndronal kok hiicreleri tizerindeki etkileri 24, 48, 72. saatlerde

WST-1 testi ile degerlendirildi.
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Grafik 6: Temozolomid + Vismodegib Kombinasyonunun Beyin Kanseri Kok

Hiicrelerinin Canlilig: Uzerine Etkisi

4.2. Etken Maddelerin Belirtilen Hiicre Hatlar1 Uzerindeki Apoptotik

Etkilerinin Degerlendirilmesi

Etken maddelerin 1Cso dozlarinin belirtilen hiicre hatlari iizerindeki apoptotik
etkileri 72. saatte degerlendirildi. Tiim apoptoz deneylerine hiicre sayisi 1 ml’de
1x10° hiicre olacak sekilde baslanildi. Etken madde ile muamele edilmeyen hiicreler
kontrol grubu olarak kabul edilerek kontrol grubuna gore etken maddelerin
olusturdugu apoptoz artisi belirlendi. Apoptoz analizleri Anneksin V ve JC-1
Mitoprobe ile 2 replikali olarak gergeklestirildi.

Temozolomid, Vismodegib ve Temozolomid + Vismodegib Kombinasyonunun

insan Noronal Kok Hiicre Hatti Uzerindeki Apoptotik Etkileri

Anneksin V analizi kullanilarak, kontrol grubuyla karsilastirildiginda TMZ,
VIS ve TMZ+VIS kombinasyonunun 72 saat boyunca uygulanmasinin insan ndéronal

kok hiicrelerinde apoptozun indiiklenmesine neden olmadig belirlendi (Grafik 7).
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Grafik 7: Temozolomid + Vismodegib Kombinasyonunun Insan Néronal Kok

Hiicreleri Uzerindeki Apoptotik Etkisinin Anneksin V Yéntemi ile Degerlendirilmesi

JC-1 analizi kullanilarak, kontrol grubuyla karsilastirildiginda TMZ, VIS ve
TMZ+VIS kombinasyonunun 72 saat boyunca uygulanmasinin, Anneksin V testinin
sonuclartyla korele sekilde, insan ndronal kok hiicrelerinde apoptozun

indiiklenmesine neden olmadigi belirlendi (Grafik 8).
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Grafik 8: Temozolomid + Vismodegib Kombinasyonunun Insan Néronal Kok

Hiicreleri Uzerindeki Apoptotik Etkisinin JC-1 Yéntemi Ile Degerlendirilmesi

Temozolomid, Vismodegib ve Temozolomid + Vismodegib Kombinasyonunun

Insan Beyin Kanseri Kok Hiicre Hatt1 Uzerindeki Apoptotik Etkileri

Anneksin V analizi kullanilarak, kontrol grubuyla karsilastirildiginda 72 saat
boyunca insan beyin kanseri kok hiicrelerine uygulanan TMZ apoptozu
indiiklememekle birlikte; VIS ve TMZ+VIS kombinasyonunun kontrole gore
sirastyla 1.94 ve 7.52 kat apoptozu indiikledigi bulundu (Grafik 9).
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Grafik 9: Temozolomid + Vismodegib Kombinasyonunun Beyin Kanseri Kok

Hiicreleri Uzerindeki Apoptotik Etkisinin Anneksin V Yéntemi ile Degerlendirilmesi

JC-1 analizi kullanilarak, 72 saat boyunca TMZ, VIS ve TMZ+VIS
kombinasyonu uygulanmasi, kontrol grubuyla karsilastirildiginda, Anneksin V
yontemi ile elde edilen sonuglarla ayni1 dogrultuda, sirasiyla 2.14, 2.25, 5.25 kat
apoptoz indiiklenmesine neden oldugu belirlendi (Grafik 10).
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Grafik 10: Temozolomid + Vismodegib Kombinasyonunun Beyin Kanseri Kok

Hiicreleri Uzerindeki Apoptotik Etkisinin JC-1 Yéntemi Ile Degerlendirilmesi

4.3. Etken Maddelerin Kombinasyonunun Hiicre Hatlar1 Uzerinde Olusturdugu
Gen Ekspresyon Degisimleri

TMZ + VIS kombinasyonunun 72. saatte, insan beyin kanseri kok hiicreleri ve
insan noronal kok hiicrelerinin gen ekspresyon seviyelerinde olusturdugu

degisiklikler, doz uygulanmayan kontrol gruplariyla karsilastirilarak analiz edildi.

Temozolomid + Vismodegib Kombinasyonunun insan Noronal Kok Hiicre Hatti

Uzerinde Olusturdusu Gen Ekspresyon Degisimleri

50



Nekroptoz Gen Degisimleri

72 saat boyunca TMZ+VIS kombinasyonu uygulanan insan noronal kok
hiicrelerinde, doz uygulanmayan kontrol grubuyla karsilastirildiginda nekroptoz ile

iligkili genlerin ekspresyon diizeylerinde anlamli bir degisiklik meydana gelmedigi

01 02 03 04 05 06 07 05 09 10 11 12
Magnitude of log 2 {Fold Change)
-1.654 0 1.654
Layou [ 02 03 04 05 06 07 08 09 10 11 12
t
ATP6V1G Clorfis

AIFM1 BAX BID BIRC3 BMF BNIP3L CAPN1 CAPN2 | CAPN3 CAPN5
A 2 9

-1.96 -1.38 -1.96 -1.96 -1.96 -1.88 -1.96 -2.65 -1.96 -1.96

-1.91 -1.96
CASP8AP COMMD DENND4

CAPN6 CAPN7 CAPNS1 CCDC103 | CD40 CYBB cYLD DEFB1 DPYSL4
B 2 4 A

-1.62 -1.96 1.38 -1.96 -1.96 -1.96 -1.96 1.12 -1.96

-1.96 -1.96 1.32

EDA2R EIF5B FADD FAF1 FAS FASLG FEM1B FOXI1 FUS GALNTS | GLUD1 GLUL
c

-1.96 2.81 -1.96 -2.42 -1.96 -1.96 2.57 -1.96 -1.96 -1.96 -1.96 -3.15

GRB2 HSPBAP1 | IKBKG JPH3 KCNIP1 MADD MAG MGEAS MYD88 NFKB1 | NGF NGFR
D

-1.96 -1.96 -1.00 -1.96 -1.96 -1.96 -1.02 1.92 -1.96 -1.96 -1.96 -1.96

NGFRAP1 | NOX1 NOX4 OR1013 PARP1 PARP2 PIDD PPIA PPID PVR PYGL RAB25
E

-2.48 -1.96 -1.96 -1.96 -1.96 -1.96 -1.96 -1.96 -1.96 -1.96 -1.96 -1.96

TMEM12 | TMEMS TNFRSF10

RIPK1 RIPK2 RIPK3 S100A7A | SLC25A4 | SP1 SPATA2 | SYCP2 TNF
F 3 7 A

-1.96 -1.96 -1.96 -1.96 -1.96 2.82 -1.96 -1.96 -1.96

-1.96 -1.96 -1.96

G TNFRSF1 | TNFRSF1 | TNFRSF1 | TNFRSFL1 | TNFRSF2 | TNFRSF | TNFRSF | TNFSF1 | TNFSF15 | TRADD | TRAF2 TXNL4B
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Grafik 11: Temozolomid + Vismodegib Kombinasyonunun Insan N&ronal Kok

Hiicrelerinin Nekroptoz Ile iliskli Genleri Uzerindeki Etkisini Gosteren Is1 Haritast

Hedgehog Gen Degisimleri

72 saat boyunca TMZ+VIS kombinasyonu uygulanan insan noronal kok

hiicrelerinde, doz uygulanmayan kontrol grubuyla karsilastirildiginda Hh sinyal
yolag ile iligkili BTRC, CSNK1AI1, IFT52, NUMB, SMO genlerinin ekspresyon
diizeylerinde sirasiyla 7,45, 10,37, 2,96, 6,95, 2,49 kat artis; CSNKI1E, WNT5B

genlerinin ekspresyon diizeylerinde ise sirasiyla 4,68, 4,19 kat azalma meydana

geldigi belirlendi.
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Grafik 12: Temozolomid + Vismodegib Kombinasyonunun Insan Néronal Kok
Hiicrelerinin Hedgehog Yolag: ile Iliskli Genleri Uzerindeki Etkisini Gosteren Is1

Haritasi

Tablo 11: Temozolomid + Vismodegib Kombinasyonunun Insan Néronal Kok

Hiicrelerinin Hedgehog Gen Ekspresyonlarina Etkisi

Gen Kat Degisimi (log 2) p degeri
BTRC 7,45265 0,000001
CSNK1A1l 10,37785 0,000409
CSNKI1E -4,1976 0,000296
IFT52 2,961253 0,000002
NUMB 6,95825 0
SMO 2,49774 0,000003
WNT5B -4,68038 0,000398

Temozolomid + Vismodegib Kombinasyonunun insan Beyin Kanseri Kok

Hiicre Hatti Uzerinde Olusturdudu Gen Ekspresyon Degisimleri

Nekroptoz Gen Degisimleri

72 saat boyunca TMZ+VIS kombinasyonu uygulanan insan beyin kanseri kok

hiicrelerinde, doz uygulanmayan kontrol grubuyla karsilastirildiginda nekroptoz ile
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iliskili BMF geninin ekspresyon diizeylerinde 2,27 kat artis; CAPNSI1 geninin

ekspresyon diizeyinde ise 2,82 kat azalis meydana geldigi belirlendi.
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Grafik 13: Temozolomid + Vismodegib Kombinasyonunun Insan Beyin Kanseri
K&k Hiicrelerinin Nekroptoz Ile Iliskli Genleri Uzerindeki Etkisini Gosteren Isi

Haritasi

Tablo 12: Temozolomid + Vismodegib Kombinasyonunun Insan Beyin Kanseri K6k

Hiicrelerinin Nekroptoz Gen Ekspresyonlarina Etkisi

Gen Kat Degisimi (log 2) p degeri
BMF 2,275365 0,004593
CAPNS1 -2,82931 0,009084

Hedgehog Gen Degisimleri

72 saat boyunca TMZ+VIS kombinasyonu uygulanan insan beyin kanseri kok
hiicrelerinde, doz uygulanmayan kontrol grubuyla karsilastirildiginda Hh sinyal
yolagi ile iligkili FBXW11, GSK3B, MAPKI, VEGFA genlerinin ekspresyon
diizeylerinde sirasiyla 4,43, 6,64, 7,51, 7,08 kat artis; BTRC, CSNK1A1, IFT52,
LATSI1, NF2, NUMB, WNT4 genlerinin ekspresyon diizeylerinde ise sirasiyla 4,05,
4,97, 2,58, 2,03, 2,22, 5,06, 2,59 kat azalma meydana geldigi belirlendi.
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Grafik 14: Temozolomid + Vismodegib Kombinasyonunun Insan Beyin Kanseri

Kok Hiicrelerinin Hedgehog Yolag Ile iliskli Genleri Uzerindeki Etkisini Gosteren

Is1 Harit

asl1

Tablo 13: Temozolomid + Vismodegib Kombinasyonunun Insan Beyin Kanseri K6k

Hiicrelerinin Hedgehog Gen Ekspresyonlarina Etkisi

Gen Kat Degisimi (log 2) p degeri
BTRC -4,05649 0,002093
CSNK1A1l -4,9703 0,000165
FBXW11 4,43444 0,016957
GSK3B 6,647778 0,008716
IFT52 -2,58554 0,011056
LATS1 -2,03209 0,00339
MAPK1 7,514444 0,00676
NF2 -2,2223 0,00264
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7,08444 0,007226
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5. TARTISMA

Glioblastom multiforme (GBM) en yaygin ve agresif tipteki primer beyin
tiimoriidiir. GBM’de temozolomid (TMZ) direnci ile Sonic Hedgehog (Shh) yolag
arasinda bir baglant1 gosterilmistir. Shh sinyallesmesi, SMO’nun asag1 akiminda yer
alan gliom iligkili onkogen 1 (Glil) tarafindan gerceklesir. Bu sinyallesmesinin agir
aktive olmasi, GBM de dahil olmak iizere bir¢ok tiimor tipi ile iliskilendirilmistir

(30).

Malign gliomlar, tedavide dirence neden olan kok hiicreleri de barindiran
tiimdr hiicre alt popiilasyonlar1 nedeniyle, hiicresel diizeyde heterojenite gosterirler
(32).

Glioblastom kanser kok hiicresinin radyoterapi ve kemoterapiye direnci
oldukga yiiksektir. Bu nedenle hastaligin tedavisinde kanser kok hiicrelerinin

hedeflenmesi 6nem kazanmistir (32).

Alkilleyici bir ajan olan TMZ, kiiciik bir lipofilik molekiil olmas1 ve kan-
beyin bariyerini asabilmesi nedeniyle, malign gliom tedavisinde diger alkilleyici
ajanlara gore avantaj kazanmistir. TMZ’nin sitotoksisitesinin DNA replikasyonu
esnasinda timin ile yanlis esleserek DNA’da O6-metilguanin olusumuna neden

olmasi ile olustugu diisiiniilmektedir (33).

Beier D. ve ark. TMZ’nin CD133+ ve CD133- GBM kanser kok hiicre hatlari
tizerinde etkisini arastirdiklar1 calismada, doza ve zamana bagli olarak etken madde

uygulandiginda kok hiicre altpopiilasyonun azaldigini gostermislerdir (34).

Gliomda 6zellikle mitoz esnasinda bir ¢ok defekt mevcuttur ve bu durum
proliferatif etkiye neden olmaktadir. Regiilasyonunda degisim gozlenen iki dnemli
sinyalizasyon yolagi vardir: PI3K/Akt/mTOR ve Ras/MEK/MAPK. Gliom kok
hiicrelerinde ise Shh ve Notch sinyalizasyonu kilit yolaklardir (35).

Transkripsiyon faktorii olan NF-KB geninin aktivasyonu glioblastom gelisimi

ile yakindan iligkilidir ve ila¢ direncine neden oldugu diisiiniilmektedir (36).

58



Hh sinyal yolagi, embriyonik dénemde hiicresel biiyiime ve farklilagmada
anahtar rol oynar, ayrica hiicresel devamlilikta 6nem tasiyan kok hiicreler harig

bircok yetiskin dokuda aktif degildir (37, 38).

Hh yolagimmin karsinogenezdeki rolii ilk kez Gorlin sendromunda goriilen
PTCHI1 (Patched) mutasyonlarinin saptanmasiyla ortaya konmustur. Bu mutasyon,
Hh yolaginin diizenlenmesindeki hatalardan sorumlu olmakla beraber, bazal hiicreli
karsinom gelisiminde de rol almaktadir. Yolaktaki bu hatali diizenlenme ayni
zamanda, sporadik bazal hiicreli karsinom, medulloblastom ve beyin, akciger, meme

ve prostat da dahil olmak iizere bir¢ok kanser tipinde de raporlanmistir (37).

Hh ligand1 yoklugunda, PTCH reseptorii Smo olarak bilinen proteini inhibe
ederek tiimor baskilayici gibi islev goriir. Hh ligandi PTCH’ye baglandiginda, Smo

tizerindeki engelleyici etkiler sinyalin artmasina izin vererek serbest kalirlar (38).

Vismodegib (VIS) belirli bir etki mekanizmasi, benzersiz farmakokinetik
profili, iyi tolere edilebilir olmasi ve Hh yolaginda 6nemli role sahip olmasi
nedeniyle, FDA tarafindan onay alarak bazal hiicreli karsinom tedavisinde standart

terapotik uygulama haline gelmistir (8, 9).

Norogenez, yetigkinlerde noronlarin ve glial yenilenmesinden sorumludur.
Noronal kok hiicreler ve soylari, yetiskin beyninde nérogenezin aydinlatilmasiyla
beraber gliom baslangici icin aday hale gelmislerdir. Bu agidan, gliom kdkeninin
tartisilmasinda beyindeki hiicre tiplerinin ¢esitliliginin saptanmasi, ne Zzaman

bulunduklar1 ve nereden kaynaklandiklar1 6nem teskil etmektedir (39).

Noronal kok hiicreler noronlari, astrositleri ve oligodendrositleri meydana

getirebilecek 6zelliktedir (40).

Noronal kok hiicreler gibi, bircok glioblastom kok hiicre benzeri hiicreler de
kendini yenileyebilme 6zelligine sahip olmakla beraber, CD133 ifadesi artmig timor

progresyonu ve azalmig GBM sagkalimu ile iligkilidir (41).

Aboody ve ark. implante edilmis ndronal kok hiicrelerin tiimor biiylimesini
azaltacak bir sitotoksik maddeyi iletecek sekilde, intrakranial tiimdrlerin igine gog

edebilme kapasitesine sahip olduklarini agiklamislardir (42).
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Gliomda kanser kok hiicrelerinin kesfi, bircok klinik zorluk ve tedavide

direng i¢in bir agiklama dnermektedir (43).

Kanser kok hiicresi modeline gore, timor i¢indeki kanser kok hiicrelerinin
kendini yenileme ve farklilasma yetenegine sahip olduklar1 diisiiniilmektedir. Bu
nedenle, kanser kok hiicrelerinin diger bir organizmaya verildiginde, izole edildikleri
tiimdriin olusumuna ve hiicresel hiyerarsiye neden olabilecekleri varsayilmaktadir

(39).

TMZ’ye yanit vermeyen ndrosferin Hh yolagi inhibitérii VIS uygulanarak,
TMZ’ye karst duyarli hale getirilmesi saglanmistir. Bu agidan, Hh yolaginin
GBM’de TMZ yanitin1 sekteye ugrattig1 ve bu malignite icin TMZ yanitini arttirarak
terapotik hedef olabilecegi belirtilmistir (44).

Biswas NK. ve ark. in vitro norosferdeki hiicrelere yalnizca TMZ
uyguladiklarinda apoptozda belirgin artis saptamazken, ayni hiicrelere TMZ + VIS
kombinasyonu uygulandiginda 3.2 kat apoptoz artis1 gézlemislerdir. Bu nedenle, Hh
yolagi TMZ’e olan yanit1 arttirmada potansiyel bir terapotik hedef olarak géz ontinde
bulundurulabilir (44).

Apoptotik aktivator olarak fonksiyon gosteren BMF genin {iriinii olan protein
BCL2 homoloji domaini icermektedir ve BCL2 proteinlerine baglandig
gosterilmistir.  Tianhu Z. ve ark. bcl-2’nin ifadesinin azalisginin glioblastom
hiicrelerinde apoptozu indiikleyebilecegini gostermislerdir. Diger yandan gliom
hiicrelerinde Bmf’nin ifadesinin arttigi gozlenmistir, bu nedenle Bmf stres ile
indiiklenmis hiicre 6liimii ve apoptozda gerekli bir baslatici olarak 6nem tasimaktadir

(45).

Son zamanlarda yapilan c¢aligmalarda Bmf protein ifadesinin melanoma,
kolorektal adenokarsinoma ve oral ve 6zofagal skuamoz hiicre karsinoma hiicre

hatlarinda azaldig belirtilmistir (46).

Xia HF ve ark. BMF geninin miR-125b etkilesimli hiicre apoptozu siirecinde

onemli role sahip olabilecegini 6ne siirmiistiir (47).

Calismamizda, TMZ + VIS kombinasyonunun uygulandigi beyin kanseri kok
hiicrelerinde BMF geninin ifadesi 2,275365 kat artmistir. Bunun sonucu olarak, BMF
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gen ifadesinin artist ile DNA hasart olusturularak hiicreler apoptoza yonlendirilmis
olabilir ve bu sayede kanser kok hiicrelerinin tlimorigenez siirecinden kurtulmasi

saglanabilir.

Bununla birlikte, beyin kanser kok hiicresinde hiicrelerin gelisimini ve
farklilagsmasini saglayan artmis hedgehog sinyalizasyon yolaginda kilit molekiil olan
transkripsiyon faktori WNT4 geninin ifadesi;, TMZ + VIS kombinasyonu

uygulamasindan sonra kontrol hiicrelerine oranla 6nemli 6l¢iide azalmistir.

Shen F. ve ark.’min g¢alismalarindaki analizlerin sonuglarina gére WNT4
gliom patogenezinde dahil olabilecek yeni odak protein olarak belirlenmistir. Bu
nedenle, kanser kok hiicrelerini hedefleyebilmek ve Hh sinyalizasyonunu
baskilayarak hiicrelerin tiimorigenezden kacisini saglayabilmek icin, WNT4

transkripsiyon faktoriiniin baskilanmasi olduk¢a 6nem tagimaktadir (48).

CAPNSI calpain kiiciik alt iinite ailesinin bir iiyesidir. Bu genin kodladigi
protein, proteolitik aktiviteleri apoptoz ve proliferasyon da dahil olmak {izere gesitli
hiicresel fonksiyonlari etkileyen calpain heterodimerlerinin islevi ve stabilitesi i¢in
esansiyeldir. Caligmamizda, etken maddelerin kombinasyonunun uygulandigi insan

beyin kanseri kok hiicrelerinde CAPNSI geni ifadesi 2,82931 kat azalmigstir (49).

Cai JJ. ve ark. caligmalarinda, Capn4 (CAPNS1) geninin ifadesinin gliom
dokularinda kontrol beyin dokularma goére onemli derecede yiiksek oldugunu
saptamiglardir. Bu genin gliom hiicrelerindeki ifade azalisginin invazyon ve

migrasyonda azalmaya neden oldugu belirtilmistir.

Bu agidan, terapotik gliom stratejilerinde Capn4 geninin asir1 ifade olmasi,

tanisal bir belirte¢ ve yeni bir hedef olarak olarak 6énem kazanmaktadir (50).

Xiuli Jiang ve ark. glioblastom kok hiicresinin kaderini ve gelisimini
epidermal biiylime faktorii reseptorii araciligl ile NUMB geninin belirledigini ortaya
koymustur. Yiiksek NUMB ifadesi klasik ve mezenkimal glioblastom hiicrelerinde
bulunmakla beraber, diisikk sagkalim ile iligkilidir. Ayrica, glioblastom kok
hiicrelerinin hiyerarsik olarak ayrimlasmasina neden olarak tiimor agresiflesmesine
ve ila¢ direncine yol agmaktadir. Bu amagla, insan beyin kanser kok hiicresinde TMZ

ve VIS kombinasyonu uygulamasindan sonra, Hh sinyalizasyon yolag ile iliskili
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olarak NUMB geninin ifadesinin azalmasi hiicrelerin kok hiicre olarak kalmasini
engelleyebilir. Bu baglamda, ilag¢ direncinin ortadan kaldirilmasinda, NUMB geni
yeni hedef molekiil olarak potansiyel tasimaktadir (41).
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6. SONUC VE ONERILER

Giincel olarak, nekrotik hiicre olimiiniin apoptoz gibi diizenlenebilir ve
kontrol edilebilir bir proses oldugu diisiiniilmektedir. Nekroptoz olarak adlandirilan
bu mekanizma insan beyin kanseri kok hiicresinin tedaviden kacgisinda kullandig1 bir
mekanizma olarak goriilmektedir. Apoptozun beyin kanseri tedavisinde
indiiklenmesi, kanser kok hiicrelerinin varligindan dolay1 belirgin bir kazanim
saglamadigindan, nekroptozun modiile edilerek daha iyi terapotik yanit saglanmasi

hedeflenmelidir.

Yapmis oldugumuz calismada, TMZ ve VIS kombinasyonunun normal
hiicrelere oranla, insan beyin kanseri kok hiicrelerinde apoptoz ve nekroptoz gibi
baslica hiicre 6liim mekanizmalar1 ve Hh yolagi genlerinin ifade degisimleri

arastirilmistir.

Son yillarda, kanserde 6nemli rol oynadigi tespit edilen Hedgehog yolagi
genlerindeki anlamli degisimlerin konvansiyonel tedavi modalitelerine alternatif

saglayabilecegini dngdérmekteyiz.

Hh genlerinin ifadelerindeki gozlenen degisimlerin protein ekspresyonlarina
olan etkilerinin de incelenip, ileri in vivo ¢alismalar ile desteklenerek tedavi

yaklasimlarina katkida bulunacagini diistinmekteyiz.
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