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OZET

Glioblastoma (GB) bilinen en maling beyin tiimoridiir. Son yillarda yapilan c¢aligmalar
gremlin 1’1 belirli kanser tiirlerinde potansiyel bir terapotik hedef olarak gostermektedir.
Gremlin 1'in tiimor dokularinda kanserle iliskili stromal hiicreler tarafindan eksprese edildigi
ve bu sekilde mikrogevre tarafindan regiile edilen tiimor biiylimesine ve invazyonuna Katkida
bulundugu diisiiniilmektedir. Glioblastoma Multiforma’nin kemoterapi tedavisinde siklikla
temozolomid (TMZ) kullanilir ve anti-timor etkisi olan tek alkilleyici ajandir.
Lipopolisakkarit (LPS) tiimor hiicrelerini uyaran bir bakteri hiicre duvar elemani olup,
gliomalar lizerinde anti-tiimor etkisi bulunmaktadir. Bu deneysel ¢aligmada; U-118 insan
glioblastoma multiforme hiicre hatti, hiicre kiiltlirii ortaminda cogaltilarak, yaklasik %95
yogunluk gozlemlendigi giin flasktan hiicreler tripsin-EDTA ile kaldirildi. Hiicre
siispansiyonu hazirlanarak 60 mm?2lik petrilere hiicreler eklenerek c¢ogalmasi beklendi.
Istenilen yogunluga ulasan hiicrelere 200 pM, 100uM, 50 uM, 25 pM konsantrasyon
araliklarinda TMZ ve 10 pg/ml, 1 pg/ml, 0,1 pg/ml, 0,01 pg/ml konsantrasyon araliklarinda
LPS uygulandi. 24 saat ve 48 saat inkiibasyon siirelerinin hemen ardindan protein izolasyonu
yapildi. Gremlin 1 protein diizeyleri sodyum dodesil siilfat-poliakrilamid jel elektroforezi
(SDS-PAGE) ve Western blot ile analiz edildi. Calismamizda, 24 saat 25 ve 50 uM
konsantrasyonlarda TMZ muamele edilen glioblastoma hiicre hatlarinda Gremlin-1
ekspresyonlarinda artis ve 24 saat 0.1 pg/ml konsantrasyonda LPS uygulanan glioblastoma
hiicrelerinde gremlin-1 ifadesi seviyelerinde bir azalma gosterdik. Bu bulgular glioblastomada
gremlin-1 diizeylerinin 6nemli bir rol oynadigina isaret etmektedir. Glioblastoma
timorlerinde direng gelisme siklig1 ve sag kalim siiresinin kisaligi disiiniildiigiinde gremlin-
1’in etkinliginin arastirilmasinin olduk¢a 6nemli sonuglar ortaya cikarilabilecegi kanisinday1z.

Anahtar kelimeler: 1.Ttimor 2. Temozolamid 3.Gremlin-1 4.Glioblastoma 5.Lipopolisakkarit



ABSTRACT

Glioblastoma (GB) is the most known maling brain tumor. Recent studies have shown
gremlin 1 as a potential therapeutic target for certain types of cancer. Gremlin 1 is thought to
be expressed in tumor tissues by cancer-related stromal cells, thereby contributing to tumor
growth and invasion regulated by microenvironment, and gremlinl expression has been
associated with tumor development. Temozolomide (TMZ) is often used in chemotherapy
treatment of Glioblastoma Multiforme and is the only alkylating agent with an anti-tumor
effect. Lipopolysaccharide is a bacterial cell wall element that stimulates tumor cells and has
an anti-tumor effect on gliomas. In this experimental study; U-118 human glioblastoma
multiforme cell line was replicated in cell culture medium, and cells were removed from the
flask with trypsin-EDTA on the day when approximately 95% density was observed. The cell
suspension was prepared and the cells were added to 60 mm2 petri dishes and they were
allowed to multiply. The cells reaching the desired density were applied at 200 uM, 100 uM,
50 uM, 25 uM concentration ranges, TMZ and LPS at 10 pg/ ml, 1 pg/ ml, 0.1 pg/ ml, 0.01
pg / ml concentration ranges. Protein isolation was performed immediately after the
incubation times of 24 hours and 48 hours. Gremlin 1 protein levels were analyzed by sodium
dodecyl sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE) and Western blot. In our
study, we showed an increase in gremlin-1 expressions in 24-hour 25 and 50 uM
concentrations of TMZ-treated glioblastoma cell lines, and a decrease in Gremlin-1
expression in glioblastoma cells that received LPS at a concentration of 0.1 pg / ml for 24
hours. These findings indicate that gremlin-1 levels play an important role in glioblastoma.
Considering the frequency of resistance development and shortness of survival in
glioblastoma tumors, we believe that investigating the effectiveness of gremlin-1 can be quite
significant.

Key words: 1, Tumor 2.Temozolomide3. Gremlin-1 4. Glioblastoma 5. Lipopolysaccharide



ICINDEKILER

KABUL ONAY .ttt s s et st s s s s ettt i
TESEKKUR ..ottt ettt ettt s s st ettt es e s s et et et s en s aet et et en s snsetetesasnans ii
0721238 TSP iii
ABSTRACT .. e \Y%
(00 1N D) 21 151 21 2 TR Y
TABLO DIZINI ... vii
SEKIL DIZINT ..ottt sttt ettt ae et en s viii
SIMGELER VE KISALTMALAR ......coovtiiiiitiieiiiesesse ettt sttt iX
LLGIRIS ottt bbbttt 1
2.GENEL BILGILER ......coooouiiiiiiiiiisiineis s 3
2. 1. BEYIN TUMOTIETL ...vvevviiieiieiesieeie sttt h e bt bt se e be s e nresr e e nenreeneenne s 3
2.2.Glioblastoma MUIIFOIME .........cooviiiiiii e 4
2.2.1.Gliomalarm SIniflandirilmast.........ccoviieiiiieiii 5
2.2.1.1.Diffiiz astrositom ve anaplastik aStroSTtOIM .......ccveveririeeierieiiresee e 7
2.2.1.2.GlIODIAStOMIAL .......ciiiiiiici e 7
2.2.1.2.1.Primer glioblastomlar (IDH-vah$i tip)  .....coovviiiiiiriieneeesise e 7
2.2.1.2.2.Sekonder glioblastomlar (IDH-mMULaNt) @ ........c.ccoeeiieiiiicicse e 7
2.2.1.2.3.Siniflandirilmamis glioblastomlar (NOS): ......ccooviiiiiiiiiiieiicer e 7
2.2.1.3.06igodendrogliomIAr ..........cccciiieii et 8
2.2.1.4.00ig0ASIIOSTIOMEA .....c.veuveeeieeieieeie ettt et 8
2.2.2.Glioblastome Multiformenin Genetik OZelliKIEr ..........c.cvovreeeeveiereeeeceeeie e 8
2.2.2.1.Sekonder GBM’da Goriilen Genetik DegisiKIiKIer ...........ccooveviniiiiiiieniccnec 9
2.2.2.2 Primer Glioblastoma Multiforme’de Goriilen Genetik Degisiklikler ............cccoovvnenee. 10
2.2.2.3. Metil Guanin Metil Transferaz (MGMT).......ccoceiiiiiiiiecicce e 11
2.2.3.Glioblastoma Multiforme EpidemiyOlofi ........covvviiiiiriiiiecees e 13
2.2.4.Glioblastoma Multiforme Yerlesim BOIZEIEri ......covvviiiiiiiiiiieiiieicce e 13
2.2.5.GlioblastomaTedavisi i¢in Molekiiler Hedefler...........cooviueriorereeieieerieeceeeeesesesesesee e, 13
2.2.5.1.Epidermal biiyiime faktorii reseptorii (EGFR) ......ccooooviiiiiii, 14
2.2.5.2.1z08itrat DEhidrOZENAZ .........c..cuevieiveiiecieieieieseese ettt 15
2.2.5.3.Poli-ADP-riboz polimeraz 1 (PARPL) ......cccoiiiiiiee et 16
2.2.5.5.PTEN ..ot 16
2.2.5.6.MIKTORIN A AT ....ecviiiiiiitiisie ettt sttt e te et sbeesbeesnbesnbeenbeenbeenrees 17
2.2.6.Glioblastoma Igin Perspektif BiyObelirteGler ........ccoviviuiiiriiriiirerciieiesiesssse e, 17



A T T 2 (o (= 1 [ TR 18

2.2.6.2. KUGUK MOICKUIIET .....veiiviiiiiiii ettt st 18
2.2.6.3.Dolasimdaki TUmMOr HUCTEIeT L. ......uvvviiiiiie i 18
2.2.7.Glioblastoma Multiforme Tedavisi ..........ccoccovieiiiiiiiiiii s 19
2.2.7.1.Glioblastoma Tedavisinde Cerrahi..........cccccooeviiiiiiiiiiiiiic e 19
2.2.7.2.Glioblastoma Tedavisinde RAAYOLEIapi .......cvcveeriririieieeiees s 19
2.2.7.3.Glioblastoma Tedavisinde KEeMOLErapi ........cceoveiiiiiriieieeee s 20
2.3.TMOZOIOMIT ... 21
2.3.1.TemOzolomid AKEIVASYONU ......cuviiiiiiiiiriiiie ettt nne s 22
2.3.2.Temozolomid’in Sitotoksik EtkiSine Direnc.........c.cccveeiiieeiiiiiiiiee e 23

2.4, LIPOPOIISAKKAITE ...ttt ettt 25
2.4. 1. TOH LIKE RESEPIOT...ueveveveriesiesietintiatestestestesiesieseesessessessesseseesseseesessessesbessesbessessesseneeneenensens 26
2.4.2. Toll Like Reseptor 4’lin AKHIVASYONU ......coiviiieriiinie i nne 26
2.5.GREMLIN Lo 28
2.6.Kemik Morfogenetik Protein ATIESE........cocuiiiiiiiiieiiicisse s 29
2.7.Gremlin-1 Biyolojik FONKSIYONIATT ........cciiiiiiiieieiieieises e 29
2.7.1. Tiimorlerde Gremlin 1 EKSPreSYONU .......ccveiiiiiiiiieiiiniicsiie sttt 31
2.7.2.Gremlin 1 Ve ANJIOGENEZ .....cveuiiiiiiiitiiiisie sttt ettt stttk sb et nr b s e e aneas 32
3.GEREC VE YONTEM ......ooiititiiieceeeceststis ettt en sttt sttt sttt snnasssss st es s nanaesnas 34
3.1.Kullanilan Arag Ve GEIEGIET.........iiuiiiiiiieiie ettt sttt bt esraesnaeenne e 34
3.2.Uygulanan YONtEIMIET .........cuioviiiieeieiieiee s s 37
3.2.1.Hiicrelerin Kiiltiir Ortaminda CoZaltilmast..........ccccovveiiriiiiiiiieie e 37
3.2.2.U118 Glioblastoma Hiicrelerine Temozolomid Muamelesi............c.cccoveeiieniiiiiiiieiienene 38
3.3.3.U118 Glioblastoma Hiicrelerine Lipopolisakkarit Muamelesi...........cccccrvvrvererieiienieniennens 40
3.3.4.Protein 1Z0laSYONU.........ccoevevieiiiiireiicteice et 41
3.3.5.Bradford YOMEEIMI .....cc.eeiuiiiiiiiiiiiiieeie ettt ettt sttt st et nn e e b ene e 41
3.3.6.WESEEIMN-BIOt YONIEIMI ....veivieiiiiiiiiiiieeiee ettt sttt ettt s e e be e be et sbe e st e ssaeenbaebeen 41

A TARTISMA ..ot h Rt bR ettt b e bbbt r e et n e 44
S.SONUGCLAR ..ottt bbbt h bbbt e bt e e b e e bt ek e st b e et e b et e e e neanenbe s 51
KAYNAKCA et ettt E e h R et e st et e bt bt st r e n e n s 54
OZGECMIS oottt ettt ettt n e et e st ettt et s st et et s enseestetetesanans 67

vi



TABLO DIZIiNi

Tablo 3. 1: Tez caligmas1 kapsaminda kullanilan hiicre SErisi. .......ceeceeriiriiiriiinieniienieneeeie e 34
Tablo 3. 2: Calismada kullanilan cihazlar, markalari ve mensei.........cccccoveeeicieeeeciieeececiiee e e 35
Tablo 3. 3: Calismalarda kullanilan sarf ve diger malzemeler, markalari ve mensei........c.cceeeeeevveenenne 36
Tablo 3. 4: Temozolomid Konsantrasyonlarinin Hazirlanmast ...........eceeeeeveereneneneneneneneieeeee 39
Tablo 5. 1: Temozolomid uygulanmis glioblastoma hiicrelerinde Gremlin 1 protein ifadesi seviyeleri
............................................................................................................................................................... 51
Tablo 5. 2: Lipopolisakkarit uygulanmis glioblastoma hiicrelerinde Gremlin 1 protein ifadesi
SEVIYEIEIT ettt ettt h bbbt bt h bbb e s e st et eaeens 52

vii



SEKIL DiZiNi

Sekil 2. 1:Yetiskinlerde Merkezi Sinir Sistemi TUMOTr HiStoloJiSi. .. vvivievveiieiieiie e 4
Sekil 2. 2:Yasa GOre Gloma INSIAANST .....c.v.vvviieeeeieeeee ettt sttt sttt 5
Sekil 2. 3: Gliomlarin Histolojik ve Genetik Ozelliklere Gore Siniflandirtlmast ...........cccuevevevevecennnee. 6
Sekil 2. 4: Glioblastomada Goriilen Molekiiler DegisikliKIer...........ccooviiiiiiiiiiiii e, 9

Sekil 2. 5:A) MGMT tamiri ve transisyon mutasyonunun olusumu. B) MGMT nin metilasyon ile
sessizlestirilmesi sonucu transisyon mutasyonu olusumu. MGMT, hiicresel genomu alkilleyici

ajanlarin mutajenik etkilerinden KOrumasi..........c.coooiiiiiiiiiii i 12
Sekil 2. 6:Normal ve kanser hiicresinde izositrat metaboliZmasi...........covvveiiiiieiiieiiesie e 15
Sekil 2. 7:Temozolomid mekanizmasi ve Temozolomid direncCi. .........cccceeviiuireeiiiieieiiiieeessieee e, 21
Sekil 2. 8:Temozolomid’in aktivasyon mekanizmasi. ..........ccocveeeririeiinenin e 22
Sekil 2. 9:Temozolomid Direngli MEKaniZma. ...........cccuereiiiiiiiiiieiie e see et sseesee e 24
Sekil 2. 10:Lipopolisakkarit, Myd88 bagimli ve bagimsiz yollarda TLR4 sinyalini etkinlestirir......... 27
Sekil 2. 11:-N-Gremlin-1"n Kristal YaPISL. ......oviiiiiiiieieieieisese e 28
Sekil 2. 12:Hiicrelerde gremlin 1 sinyal mekanizmalart. ..........c.cccceiiiiiiiiiiiiiiiceeec e 30
Sekil 2. 13:Gremlinl'in Kanserdeki 1060 .........ovviiiiiiiiiiiiiiiie it 31
Sekil 3. 1: %90 Yogunluga Ulasmig Glioblastoma HUCTESI .......eccveeiieeiieiiiiieiieieeieesee e 38
Sekil 3. 2:U118 Glioblastoma Hiicrelerine Temozolomid eklenen 48 saatlik 60 mm?lik petriler ........ 39

Sekil 3. 3:U118 Glioblastoma Hiicrelerine Lipopolisakkarit eklenen 24 saatlik 60 mm?lik petriler ... 40
Sekil 3.4:Temozolomid ve Lipopolisakkarit uygulanmig hiicre hatlarinin dikey elektroforezde
DAL 1L 1831V 0TS F PP PSPPI PO 42

Sekil 5.1:Temozolomid uygulanmig glioblastoma hiicrelerinde gremlin 1 protein ifadesi diizeyleri... 53
Sekil 5.2:Lipopolisakkarit uygulanmig glioblastoma hiicrelerindeki Gremlin 1 protein ifadesi diizeyleri

viii


file:///C:/Users/Tuğçe/Desktop/özge%20kedik/ÖZGE%20KEDİK%2030,06,2020.docx%23_Toc44710407

SIMGELER VE KISALTMALAR

2-HG :2-hidroksigluteratin

o-KG . alfa-ketogluterata

AMPK : AMP ile Aktiflestirilmis Protein Kinaz,
APNG - Alkilpurin-DNA-N-glikosilaz
ATM . Ataksi Telanjiektazi Mutasyon
AVO : Asidik Vezikiiler Organller

BBB : Kan Beyin Bariyeri

BER : Baz Eksizyon Onarimi

BMP : Kemik Morfogenetik Proteinleri
CDK : Siklin Bagimli Kinaz

CDKN2A : Siklin Bagimli Kinaz Inhibitdrii 2
CH3 . Metil

CTC : Dolasimdaki Tiimor Hiicreleri
DBT : Gecikmis beyin timor

DSO :Diinya Saglik Orgiitii

EGFR :Epidermal Biiyiime Faktorii Reseptorii
EMT . Epitelyal-Mezenkimal Gegisi
GBM :Glioblastoma Multiforme

GSC : Glioblastom Kok Hiicresi

HR :Homolog Rekombinasyon

IDH Izositrat Dehidrojenaz

KKH :Kanser Kok Hiicreleri



LBP : Lipopolisakkarit baglayici protein

LC3 : Mikrotiibiil Iliskili Protein Hafif Zinciri 3
LOH : Heterozigosite Kaybi

LPS : Lipopolisakkarit

MD : Miyeloid Farklilasma Faktorii
MDM?2 : Murine Double Minute 2

MGMT : Metil Guanin Metil Transferaz
MMR : Yanlis eslesme-onarim

MSS :Merkezi Sinir Sistemi

MTIC :MetilTriazen-midazol-Karboksamid
NOS :Siniflandirilmamis Glioblastomlar
PAMPs : Patojen lliskili Molekiiler Kaliplar
PARP1 :Poli-ADP-riboz polimeraz 1
PDGFRA : Platelet Kokenli Biiyiime Faktorii Reseptorii A
PI3K :Fosfatidilinositol 3-kinaz

PTEN : Fosfataz Tensin Homologu

ROS :Reaktif Oksijen Tiirleri

TCGA : Kanser Genom Atlas1

TGF-B : Transforme Edici Biiyiime Faktorii-f3
TLR4 : Toll-like reseptor 4

TMZ : Temazolamid

TPS53 : Timor Baskilayici Protein 53

ULK : unc51 Benzeri Kinaz



1.GIRIS

Glioblastom tiim primer malign merkezi sinir sistemi (MSS) tiimoérleri arasinda en yaygin
olanidir ve kotii prognoza sahiptir. Glioblastoma hastalarinin kotii prognozuna; yiiksek
derecede intratiimoral hiicresel heterojenite, glioblastom hiicrelerinin infiltratif biiyilimesi,
hizl1 yayilim gdstermesi ve yiiksek niiks oran1 sebep olmaktadir. Diinya saglik &rgiitii (DSO)
siniflamasina gore glioblastoma multiforme evre IV astrositom olarak da bilinir. Hastaligin
goriilme siklig1 yasla birlikte artar, erkekler de kadinlara oranla daha sik goriiliir. Yapilan
bircok c¢aligmada glioblastoma multiforme’de (GBM) hastalik ilerlemesi ve prognozunda
onemli bir yere sahip olacak yeni biyobelirtegler aramaktadir. Malign gliomalar genellikle
tedavi edilemez olarak kabul edilir, ancak yeni biyobelirteglerin kesfi ile tan1 ve tedavide
ilerlemeler kaydedilmistir. Su anda uygulanan glioma genetik biyobelirteglerinden en
onemlileri IDH1/2 mutasyon durumu, MikroRNA’lar, MGMT promotdr metilasyonu, BRAF
mutasyonlari, Poli-ADP-riboz polimeraz 1 (PARP1) inhibisyonudur. Fakat elde edilen
sonuglara gore hedefe yonelik glioma tani1 ve prognozunda kullanilan bu biyobelirteglerin
cogu tek baslarina etkisiz kalmistir. Son yillarda yapilan ¢alismalar gremlinl'i belirli kanser
tiurlerinde ve glioma tani ve prognozu igin potansiyel bir terapotik hedef olarak

gostermektedir.

Gremlin-1, DAN gen ailesinin bir iiyesi olan gremlin 1 geninin bir tiriiniidiir. Gremlin-1,
kemik morfogenik protein (BMP) antagonistidir ve BMP-2, BMP-4 ve BMP-7’yi inhibe eder.
BMP'ler transforme edici biiylime faktorii-B (TGF-B) siiper ailesinin bir iiyesidir. BMP-2,
BMP-4 ve BMP-7 anti-enflamatuar aktiviteye sahiptir ve dolayisiyla bu BMP'lerin Gremlin-1
tarafindan baskilanmasi proenflamatuar etkiye sahiptir. Gremlin-1 embriyonik gelisim
sirasinda bobrek, akciger, kemik, kikirdak, deri ve kalp olusumunda 6nemli bir diizenleyici
rol oynar. Anjiyogenezin vaskiiler endotelyal biiyiime faktorii reseptorii 2°ye (VEGFR2)
bagli indiiksiyonunun modiilasyonu ve makrofaj gé¢ dnleme faktoriiniin (MIF) inhibisyonu
gibi BMP-bagimsiz fonksiyonlar da gremlin-1 igin tarif edilmistir. Son zamanlarda, gremlin-1
ekspresyonu tiimor gelisimi ile iligskilendirilmistir. Gremlin-1'in timér dokularinda kanserle
iligkili stromal hiicreler tarafindan eksprese edildigi ve bu sekilde mikrocevre tarafindan
regiile edilen timor biiylimesine ve invazyonuna katkida bulundugu diisiinilmiistir.
Glioblastomalar kendilerini yenileyen kanser kok hiicrelerinden olustuklari igin, tiimor
hiyerarsisinde glioma kanser kok hiicreleri kendilerini korunmalarini desteklemek igin

gremlin 1 salgilar ve salgilanan bu protein kanser kok hiicrelerinin (KKH) korunmasinda rol



oynar. Yapilan g¢alismalarda KKH’lerde gremlin 1 ekspresyonunun cok yiiksek oldugu
gosterilmektedir. Salgilanan bu protein BMP sinyallerini azaltip hiicrelerde timdr biiyiimesini

ve olusumunu daha da arttirir.

Glioblastoma hastalarina giinlimiizde uygulanan tedavi bigimleri cerrahi, radyoterapi ve
kemoterapidir. Cerrahi rezeksiyon ile goriiniir timoriin tamaminin alinabilmesi invaziv ve gog
eden hiicreler sebebiyle hemen hemen imkansizdir. Bu sebeple cerrahi miidehalenin ardindan
radyoterapi ve kemoterapi uygulanmaktadir. Glioblastoma tedavisinde en sik kullanilan
kemoterapotikler alkilasyon ajanlaridir.  Temozolomid (TMZ), hastaligin tedavisinde
kullanilan anti-tiimor etkisi olan ve oral olarak uygulanan tek alkilleyici ajan olup, hayatta
kalma stiresini 14.6 aya kadar g¢ikarir. Kiigiik boyutu ve lipofilik dzellikleri nedeniyle kan-
beyin bariyerini kolayca gecer, daha sonra guanin ve adenin bazlarindaki belirli bolgelerde
DNA'y1 metillendirir ve ¢ift iplik kopuslarina neden olan O6 metilguanin DNA eklentilerini
tretir. TMZ’nin kullanim1 siirecinde karsilasilan en biiyiikk zorluk hastalarin ilaca direng

gostermesidir. Bu durumda GBM'nin basarili tedavisi i¢in biiylik bir engel olusturmaktadir.

Lipopolisakkarit (LPS) sepsise sebep olabilecek bakteriyel bir endotoksindir.
Lipopolisakkarit dogal bagisiklik tarafindan algilanan bir immiin sistemi uyarici ajani olup
cesitli aracilar olusturarak zararli tepkileri ¢ogaltabilir ya da tesvik edebilir. Toll like
reseptorler (TLR) hem dogal hem de adaptifbagisikligr diizenleyebildiginden, TLR ligandlar
beyin timorii immiinoterapisi i¢in umut veren bir yaklasimdir. TLR4 glioblastoma
hiicrelerinde yiiksek oranda eksprese edilmektedir ve fonksiyoneldir. Lipopolisakkaritler
glioblastoma hiicrelerinde 1y1 bilinen bir TLR4 ligand1 olup, glioma hiicrelerinin immiino-
fenotipini TLR4 aracilifiyla immiinosupresif olandan immiinoreaktif olana ¢evirir, bu
durumda glioma immiinojenitesini arttirir ve anti-timdral bagisiklig1 ortaya c¢ikarir, sonug

olarak glioma immiinoterapisi i¢in yeni bir perspektif saglar.

Glioblastoma tiimoérlerinde Gremlin -1 diizeylerinin rol oynayabilecegi yoniinde ¢alismalar
bildirilmektedir. Lipopolisakkarit ve Temozolamid ile muamele edilmis Glioblastoma
hiicrelerinde Gremlin-1 ekspresyonunun arastirilmasi giiniimiize kadar olan literatiirde bir
ilktir. Bu ¢alismada amacimiz glioma U118 hiicre hattinda temozolamid ve lipopolisakkarit

uygulamasina yanit olarak gremlin 1 ekspresyonunun degerlendirilmesidir.



2.GENEL BIiLGILER

2.1.Beyin Tiimorleri

Viicudun isleyisi i¢in beyin dnemli bir yere sahiptir. Beynin sahip oldugu bu énemli
islev, beyin tiimorleri veya gliomlar i¢in iyilestirici tedavi yontemlerinin olusturulmasini

saglar (Irmak, 2018).

Beyin tiimorii, beyne metastaz yapmis cesitli kanserlerin veya beyin igindeki farkli
primer timor hiicrelerinin bir araya gelerek olusmasidir. Diinya iizerinde yayilis gésteren
kanser tiirlerinin %1,5ini olusturur ve var olan tim kansere bagli kayiplarin %2'sinden
sorumludur (Delibas, 2020). Hastalarinbeyninde en ¢ok goriilen timor tiirli metastazlardir ve

primer beyin tiimdriine oranla 10 kat daha fazladir (Nicholas A. Butowski, MD. , 2015).

Bati populasyonunda beyin tiimorleri en oliimciil kanserlerden biri olarak gosterilmistir
(DeAngelis L. M., 2001). Bu tiimérlerin tigte biri maling geriye kalani iyi huyludur (Irmak,
2018), goriilme siklig1 irka, yasa ve cinsiyete gore degisir (Ostrom QT, 2014). Yapilan
aragtirmalara gore beyin tiimoriiniin olusumunun nedenleri ile ilgili ¢ok az sey bilinmektedir
(Nicholas A. Butowski, MD. , 2015). Tiimor olusumuna sebep olan en énemli risklerden biri
radyasyondur ve yiiksek dozda alinan radyasyon glioblastom ve meningioma riskini artirir
(Omuro A, DeAngelis LM. , 2013). ikinci énemli risk cep telefonlar1 yani elektromanyetik
alanlara maruz kalmaktir. Alerjiler, enfeksiyon ve bagisiklik sistemi, genetik etkenler vb.
bircok risk tam olarak kanitlanmasada beyin tiimériine sebep olan etkenler arasindadir

(Nicholas A. Butowski, MD. , 2015).

Beyin tlimorii 6limciil kanserlerin  6zellikle ¢ocuk kanserleri arasindaki oliim
nedenlerinin en 6nde gelen sebebidir. 20-39 yas araligindaki erkekler igin ikinci, kadinlar i¢in

ise besinci siradadir (Mazzara, 2004).

Diinya Saglik Orgiitii beyin tiiméorlerini I ve IV arasinda derecelendirmistir. Diinya
Saglik Orgiitiine gore IV derecedeki glioblastoma oldukea sik gériilen ve en dliimciil beyin
tiimorii  olarak gosterilmistir (Van Landeghem, 2009). Infiltrasyon dogas: sebebiyle
glioblastomanin ortalama sag kalim siiresi cerrahi, radyasyon ve kemoterapi gibi tedavi

yontemlerine ragmen yaklasik 15 aydir (Krex, 2007).



2.2.Glioblastoma Multiforme

Glioblastoma multiforme, beyin tiimoérleri igerisinde en yaygin olup hizli seyir
gosteren, Olimciil, maling bir merkezi sinir sistemi kanser tiriidir (Alagoz M,
2018);(Silantyev A.S. F. L., 2019).

Primer malign beyin tiimorlerinden olan glioblastom; yetiskinlerde en sik goriiliip

primer tiimorler i¢erisinde %20-30 oraninda olusum gosterir (Tabouret E., 2014).

% Kanser Verileri

B Glioblastoma

B Ependimal Timor

m Diger Glioblastomlar

M Digerleri
»

B Menengioma

H Lenfoma

= Sinir Kilifi Tmor
1 Hipofiz Tamor

Embriyonal Timor

Sekil 2. 1:Yetiskinlerde Merkezi Sinir Sistemi Tiimor Histolojisi (McNeill, 2016).

Malign gliomalar, 15 ile 34 yas arasindaki insanlar i¢in kanserden Sliimlerde tiglincii
onde gelen nedenidir ve kiiresel kanser 6lim oranmnin % 2.5'unu olusturur. Gliomalar
arasinda, GBM % 50 oranindadir ve en ¢ok 65 yasin lizerindeki hastalarda goriliir (Mallick
S., Hakim, & Rath, 2016); (Westermark, 2012). GBM, yeni kan damari olusturma, beyin
dokusuna invazyon yapabilme, apoptatik uyarima direng gosterme, kendi kendine ¢ogalma

vb. maling fenotipik 6zelliklere sahiptir (Sathornsumetee, S., Rich, JN., 2007).



- 18}
L
8
g 16t Glioblastoma (IV)
(@]
@ 14+ Maling Glioma , NOS
= Anaplastik Oligodendroglioma
‘3 124
o Anaplastik Astrositom (lll)
w &
E 'é‘ 10 « Oligodendroglioma (Il)
=2 gl « Diffiiz Astrositom (Il)
©
2. Diger Gliomlar
w 6t ; crias
S « Ependimal Timor
L)
@ 4t « Pilositik Astrositom (I)
= 2 =
= = S E 8 -
ol == e N N N e

0-19 20-34 35-44 45-54 5564 65-74 7584 85+
Tani Yasi (Yila Gore)

Sekil 2. 2:Yasa Gore Glioma insidansi (Ferris S.P., 2017).

2.2.1.Gliomalarin Simiflandirilmasi

Gliomlar 2007 yilindan mayis 2016 tarihine kadar yalnizca histolojik olarak
simiflandirilmistir (Davis, 2018). Histoloji ile dogru siniflandirma, yetersiz veya temsili
olmayan doku 6rneklemesi ile daha da karmasik olabilmektedir. Diinya Saglik Orgiitii 2016
siniflandirmasina gore, son 10 yilda gliomalar ile ilgili siniflandirma semasi, bu tiimorlerin
molekiiler analizlerindeki degisiklikler sebebiyle biiyiik 6lciide degismistir. Ozellikle
Klinisyenlerin tedavilerini daha dogru ve etkili yapabilmelerini, uyguladiklari tedavinin
gosterecegi etkiyi tahmin edebilmelerini ve hasta icin kisisel tedavi uygulayabilecek planlar
yapabilmelerini saglayacak, hastalarin yasaminda iyilesmeye yol agacakolan bu
simiflandirma  histolojik ve molekiiler genetik bilgileri icerecek sekilde yeniden
diizenlenmistir (Davis, 2018); (Ferris S.P., 2017). Diinya Saglk Orgiitiiniin 2016
siniflandirmasi genel olarak beyin tiimorii olan hastalarin yasamlarinda iyilesmelere sebep
olacak klinik, deneysel ve epidemiyolojik ¢alismalart kolaylastiracagi umulmaktadir (Louis
D.N., 2016).



DSO smiflandirmasmin 2007 versiyonundaki histolojik alt tipler (astrositoma,
oligodendroglioma ve oligoastrositoma) yerine, yeni kriterler IDH mutasyonu, kromozom 1p /
19q delesyonu ve histon mutasyonlariigin testleri igerir. Boylece astrositomlar ve
GBM, IDH mutant1 ve IDH vahsi tipine ayrilir. Molekiiler test mevcut degilse, tiimorler
histolojiye (astrositoma, oligodendroglioma ve oligoastrositoma) dayali olarak 2007
siniflandirmasina benzer sekilde simiflandirilir. Ancak tanidan molekiiler kriterlerin eksik

oldugunu géstermek i¢in “NOS” ifadesi kullanilir(Chen R., 2017).

Astrositomlar, glioma olarak isimlendirilen beyin tiimorii grubunda en sik goriilen
primer beyin tiimérii tiiriidiir. DSO’e gore astrositomlar histolojik ve klinik olarak dort evrede
simiflandirilmaktadir: Pilositik Astrositom (l.evre), diffuz Astrositom (Il.evre), Anaplastik
Astrositom (I1l.evre) ve GBM (IV.evre) (Cao, Wang, & Li, 2017); (Sontheimer, 2008). Bu
siralamada I.evre tiimorler en diisiik siddetli timor olarak tanimlanirken, IV.evre timorler en
agrasif timor olarak bilinirler (Delibas, 2020). 2016 yilinda yapilan siniflandirmada diffiiz
gliomalar, DSO derece II ve derece III astrositik tiimorleri, derece II ve III

oligodendrogliomlari, derece IV glioblastomlari igerir.

Parametreler TP53 Mutasyonu®

Histoloji Astrositom Oligoastrositom Oligodendroglioma Glioblastoma
L | |
P ——— ]
‘ A
IDH Durumu |
] P
IDH Mutant IDH Yabani Tip | DH Mutant IDH Yabani Tip
| v
|
I Gliobl IDHM
1p/19q ve : Glioblastoma, ID utant
" . TR *
Dier Genetl ATIX ROy 1p/19q Kodlama ! Glioblastoma, IDH Yabani Tip
|
|
|
|
|
|

Diffuz Astrositom, IDH Mutant

________________

Oligodendroglioma, IDH Mutant, 1p/19q Kodlama
Genetik Test Yapiimamis
veya Sonugsuz Kalmis

A\
Digerlerinin Haricinde: |
Diffuz astrositom, IDH Yabani Tip,
Oligodendroglioma, NOS |

Diffuz astrositom, NOS
Oligodendroglioma, NOS

*= Karakteristik fakat teshis icin Ol?goastrositom, NOS
gerekli degildir. Glioblastoma, NOS

Sekil 2. 3: Gliomlarin Histolojik ve Genetik Ozelliklere Gére Simflandirilmasi (Louis D.N., 2016)

6



2.2.1.1.Diffiiz astrositom ve anaplastik astrositom

Evre II ve III olan yaygin astrositomlar ve anaplastik astrositomlarin hepsi simdi
IDH-mutant, IDH-vahsi tip ve NOS kategorilerine ayrilmistir. IDH gen testi bakilabiliyorsa
biiyiilk ¢ogunluk IDH-mutant kategorisine, IDH testi mevcut degilse veya tam olarak
bakilamiyorsa ortaya ¢ikan tani yaygin astrositom, NOS veya anaplastik astrositoma olarak
bilinir. Bu tiimorlerde IDH-vahsi tip nadir bir tan1 oldugunu bilmek gereklidir (Louis D.N.,
2016).

2.2.1.2.Glioblastomlar

DSO, GBM’ i (evre IV) olarak vaskiiler ve nekroz poliferasyon ozelliklerine gére
stniflandirmistir. Glioblastomlar, Izositrat dehidrojenaz (IDH) gen mutasyonunun durumuna
bagli olarak ii¢ alt tipte siniflandirilir:
2.2.1.2.1.Primer glioblastomlar (IDH-vahsi tip) : Gliomali hastalarin %90’1 primer
glioblastoma olarak tanimlanmistir ve ¢ogunlukla 55 yasin istiindeki hastalarda goriiliir
(DeWitt, Mock, & Louis, 2017);(Louis D.N., 2016). Bu tiimérler, ilk histopatolojik
incelemede glial 6ncii hiicrelerden direkt olarak gelisen tiimérlerdir. Ilk 3 ay iginde hizli
gelistiklerinden dolay1 hemen klinik belirtileri gosterirler (Krakstad C, Chekenya M:, 2010).
2.2.1.2.2.Sekonder glioblastomlar (IDH-mutant) : Beyin hiicrelerinin IDH1 ya da IDH2
genlerinde meydana gelen mutasyon ile olusur. Gliomali hastalarin %10’u sekonder
glioblastoma olarak tanimlanmistir ve daha 6nce diffiiz glioma 6ykiisii olan geng hastalarda
goriiliir (DeWitt, Mock, & Louis, 2017);(Louis D.N., 2016). Bu tiimérler, diisiik dereceli
gliomlardan geliserek ortalama 4-5 yil sonunda diisiik dereceli gliomlarin, Ssekonder
glioblastomaya doniigsmesi beklenir (Krakstad C, Chekenya M:, 2010).

Morfolojik olarak primer ve sekonder glioblastoma ayirt edilemez. iki glioblastoma
tiiride hastalarin yas araligindan bagimsiz olarak maling prognoza sahiptir (Sarkar C, 2009).
2.2.1.2.3.Simiflandirilmamis  glioblastomlar (NOS): Tam olarak IDH degerlendirmesi
yapilamayan tliimorleri ifade eder. NOS’un tanisal ve genetik heterojenlikleri goz Oniine
alindiginda spesifik bir glioblastom kategorisine ait olmadigina dikkat etmek 6nemlidir. Bu
nedenle baska bir grupta siiflandirilamazlar (DeWitt, Mock, & Louis, 2017);(Louis D.N.,
2016).



2.2.1.3.0ligodendrogliomlar

Anaplastik oligodendroglioma veoligodendroglioma igin yapilan molekiiler testler,
hem bir IDH gen ailesi mutasyonunun hem de 1p ve 19q (1p / 199 codeletion) kombine tam
kol kayiplarinin gosterilmesini ifade eder. Histolojik olarak tipik bir oligodendroglioma NOS
ifadesi, test edilemeyen veya sonugsuz kalan genetik testlerin varliginda kullanilmalidir
(Louis D.N., 2016).

2.2.1.4.0ligoastrositoma

Oligoastrositoma ifadesi 2016 smiflandirmasina gore kesinlikle uygun bir ifade
degildir ¢linkii; astrositik ve oligodendroglial bileseni akla getiren histolojik 6zelliklere sahip
hemen hemen biitiin timorler, genetik test kullanilarak astrositoma veya oligodendroglioma
olarak smiflandirilabilir. Bu sebepten DSO Il.evre oligoastrositoma ve lll.evre anaplastik
oligoastrositoma  tanisi, sadece wuygun tamisal molekiiler testlerin  yoklugunda

smiflandirilmamis glioblastomlarolarak ifade edilmistir (Louis D.N., 2016).

2.2.2.Glioblastome Multiformenin Genetik Ozellikleri

Tiimdrdeki doku biiylimesi tiimor baskilayici genlerin ve protoonkogenlerin gozetimi altinda
gerceklesir. Canlinin doku jenerasyonu, gelisimi ve tamiri esnasinda biiyiime faktorlerini
kodlayan, fizyolojik proliferasyondan sorumlu genlere proto-onkogen denir. Proto-
onkogenlerin delesyonu, yeniden diizenlenmesi, amplifikasyonu ve mutasyonu sonucu
onkogenler olusur. En iyi bilinen onkogenler:1)Hiicre i¢i iletim yolunda yer alan molekiilleri
kodlayanlar 2)biiytime faktorleri 3) transkripsiyonel faktorler 4) sinyal molekiilleri 5) hiicre
zar1 reseptorlerini kodlayan onkogenlerdir. Hiicreye yeni fonksiyon kazandiran ise
onkogenlerin kodladigi proteinlerdir. Fizyolojik sartlarda tiimor baskilayict genler gogalmay1
durduran proteinlerin transkripsiyonunda gorevlidirler. Fakat tiimor baskilayici genlerin
yeniden diizenlenmesi, amplifikasyonu, delesyonu ve mutasyonu sonunda islevlerini yitirmesi

bliylimeyi baskilayici etkilerinin ortadan kalkmasi ile sonuglanir.

GBM heterojen bir genetik yapiya sahiptir. Hastaligin ‘multiform’ olarak
isimlendirmesinin sebebi farkli hastalara ait timoér 6rneklerinde ve ayni tiimor dokusundaki

genetik yapinin degismesidir (Adamson, 2009). IV. evre gliomlar, tiimor gelisimini tetikleyen



birbirinden farkli genetik mutasyonlarin birikimiyle olusur. Primer ve sekonder glioblastom

olarak genetik parametrelerin degerlendirilmesi sonucu olusur (Furnari, et al., 2007).
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Sekil 2. 4: Glioblastomada Gériilen Molekiiler Degisiklikler (Silantyev A.S. F. L., 2019).

GBM olgularindan siklikla degisen genlerin PTEN (%30), p53 (%40), EGFR (%37)

genlerinin oldugunu genom analizlerine bakilarak goriilmistiir (PARSONS, 2008).

2.2.2.1.Sekonder GBM’da Goriilen Genetik Degisiklikler

Sekonder glioblastomda erken donemde saptanabilen en sik rastlanan genetik

degisiklikler; tiimor baskilayici protein 53 (TP53), platelet kdkenli biiyiime faktorii reseptorii

A (PDGFRA) ve PDGFRA ligandinda goriiliir. Ayrica kromozom 10 delesyonlari, murine
double minute 2 (MDM2) genlerinin amplifkasyonu, P16™ *, siklin bagimli kinaz 4/6 (CDK),



PRB1 genlerinde mutasyonlar sekonder GBM<da goriilen genetik degisikliklerdir (Kalkan
R.,Atli E.I., 2014) ;(Ohgaki H K. P., 2007). Sekonder GBM gelisiminde TP53 yolag: yiiksek
bir insidansa sahip olup kritik bir rol oynamaktadir. Sekonder glioblastomda primer

glioblastoma oranla EGFR gen aplifikasyonu daha nadir goriiliir (Kalkan R.,Atl E.1., 2014).

2.2.2.2. Primer Glioblastoma Multiforme’de Goriilen Genetik Degisiklikler

Primer GBM; PTEN mutasyonu (%25), EGFR amplifikasyonu (%36), P16™"*
delesyonu (%31) ve 10q kayb1 (%70) en ¢ok goriilen degisikliklerdir (Ohgaki H K. P., 2007).

Primer GBM‘de kromozom 10g23’te heterozigosite kaybi, siklin bagimli kinaz
inhibitori 2 (CDKN2A), epidermal biiyiime faktorii reseptoric (EGFR) genlerindeki
mutasyonlar stk goriilen genetik degisikliklerdir. Primer GBM’daki genin yapisal
degisiklikleri EGFR gen amplifikasyonu ile yakindan iligkilidir. Primer GBM’larda MDM2
proteininin asir1  ekspresyonu %50’den fazlasinda goriiliirken, olgularin  %60-80’inde
kromozom 10923 heterozigosite kayb1 (LOH) meydana gelmekte ve bu bolgede fosfat ve
tensin homolog (PTEN ) bir tiiméor baskilayict geni goriilmektedir (Krakstad C, Chekenya M:,
2010). Primer ve sekonder GBM‘nin P16™<**/RB1 yolag: her ikisi iginde &nemlidir.
Homozigot P16™*** delesyonu primer GBM<de daha sik bulunmaktadir (Ohgaki H K. P.,
2007). Primer ve sekonder glioblastoma tedavisinde PTEN tiimér baskilayici gen delesyonu,
kromozom 10 kaybi, EGFR ve INK4 amplifikasyonu, HDM2, p16™ ** gen delesyonu veya
mutasyonu ortak genetik degisikliklerdir (Sarag, 2014).

GBM oldukga karigik bir sitogenetik yapiya sahiptir. Yapisal ve sayisal kromozom
anomaliler glioblastomlarda fazla gozlemlenir. Kirilmalar, delesyonlar ve translokasyonlar
yapisal kromozom bozukluklarindan en ¢ok karsilagilanlaridir. Translokasyonlardan t(15;19)
ve t(10;19), kayiplardan 9p, 10p veya q, 19q, 17p ve 13q bolgelerindeki kayiplar en ¢ok
rastlanan kromozomal anomalilerdir (Durmaz R., 2007). Ancak kromozamal kayiplarin,
glioblastomlarda kromozamal kazanimlardan daha fazla oldugu belirtilmektedir (Durmaz R.,
2007). Alternatif tedavi gelistirme c¢alismalar, GBM’de klinik uygulamalar ile molekiiler
genetik degisiklikler arasinda iliski kurarak biiyiik bir hizla devam etmektedir (Khasraw,
2010). Bircok genetik degisiklikler bu baglamda saptanmuistir.

Tedaviyle iliskilendirilen GBM’de meydana gelen en onemli genetik degisiklik 0°-

metil-guanin—-DNA-metiltransferaz (MGMT) olarak adlandirilan tamir enziminin
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metilasyonudur. Primer glioblastomlarin %36’sinda, tim GBM’lerin ortalama %45’inde
MGMT metilasyonu belirlenmistir (Taspinar, 2010). GBM tedavisini MGMT metilasyonunun
dogrudan etkiledigi bildirilmekte ve bu nedenle GBM tedavisinde MGMT metilasyonu
belirte¢ olarak gosterilmektedir (Taspinar, 2010).

2.2.2.3. Metil Guanin Metil Transferaz (MGMT)

DNA tamiri ve genom biitiinliigii ile ilgili gendir. Bir¢ok sanayi iiriiniinde (gida, ilag
vb.) goriilen ¢esitli kimyasallar kansere sabep olmaktadir. Bu kimyasal maddelerde bulunan
alkilleyici ajanlar hayatimiza girerek hiicrelerimizin biyolojik etkilerini degistirmektedir.
Alkilleyici ajanlar (temozolamid gibi) ultraviyole radyasyona benzer bir DNA bozulmasina
(genellikle DNA’ daki O6-G (Guanin), O4-T (Timin) ve O2-T pozisyonlari) sebebiyet
verirler. DNA hasarina sebep olan lezyonlari diizeltmek i¢in DNA tamir mekanizmalari
bulunmaktadir (Dinger,2000). Memeli hiicrelerinde DNA hasarinin tamiri i¢in uygulanan
mekanizma, DNA’daki alkil gruplarin1 uzaklastiran ayrica DNA onarim proteini olan
MGMT’yi (O6-Metilguanin-DNA metiltransferaz) igermektedir (Kaina B., 2010).

MGMT proteininin fonksiyonu, kendisinin pargalanmasiyla sonuglanir. Bu sebepten
dolay1 “intihar” enzimi olarak tanimlanir. Bir MGMT aracili onarim mekanizmasi yalnizca bir
alkil eklentisi tamir edebilir. Bu yiizden canlida bulunan hiicrelerin tamir kapasitesi toplam
MGMT molekiil sayisiyla orantilidir. MGMT aracili DNA tamirinin devami i¢in hiicre i¢inde
yeni MGMT proteinleri sentezlenir. Boylece ne kadar fazla sentez gergeklesirse o kadar ¢ok
tamir ger¢eklesmis olur. Alkil grubunun cesidine gore MGMT tamir hiz1 degismektedir. Bu
yiizden molekiil biiytikliigli sebebiyle bir alkil grubu olan metil (CH3) eklentileri daha hizli
tamir edilmektedir (Kaina B, 2007). MGMT molekiilii, guanin O6 pozisyonundaki metil
grubunu 6zel olarak ayirir, boylece DNA ipliginde kiriga neden olmadan niikleotidi dogal
sekline gore onarir. Eger hiicre boliinmesinden 6nce metil grubu kaldirilmaz ise, bu yapilar
DNA yanlhs eslesme-onarim (MMR) yolagint tetiklemektedir ve bu durum oldukca
sitotoksiktir. Sitotoksik alkilleyici bilesiklerle karsilasan MGMT molekiilii, alkilasyonun
mutajenik etkisini yok etmek i¢in hiicrelerdeki alkil baglantilarini biinyesinde bulunan sistein
amino asidine transfer etmektedir (Kaina B., 2010). MGMT, TMZ gibi alkilleyici ajanlardan
dolayr meydana gelen DNA hasarin1 onarirken aynm1 zamanda bu alkilleyici ajanlara karsi
gelisen diren¢ mekanizmalarindan birini olusturur. MGMT onarim mekanizmasi alkilasyon

ajanlarmin sitotoksik etkilerinden saglikli hiicreleri korurken, tiimor hiicrelerinde MGMT
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aktivitesinin yiiksekliginden dolayr alkilleyici ajanlarin tedavi etkilerine kars1 direng
gelismesine neden olmaktadir. Alkilleyicilerin olustirduklart O6 DNA eklentileri ve guanin
bazinin 06 pozisyonundaki alkilasyonu, kanserin baglamasina ve transisyon mutasyonlarinin

olusmasina sebap olur (Kalkan R.,Atl1 E.I., 2014).

Kanser Hiicresi OgmeG
G Adenin olarak okunur
MGMT nin promotor hipermetilasyonu ile {\ G: Cto A: T transitions
@ transkripsiyonel olarak sessizlesmesi
GTTCGATTAGE . grTCe ,

Guanindeki CH, eklentisi
Normal Hiicre MGMT tarafindan gikartilir ("

MGMT o

» MGMT "’—-!." ‘€E>

CTTCGATTAGGT

-

STI.C('.AITACC

3
AAGCTAATCCA

Sekil 2. 5:A) MGMT tamiri ve transisyon mutasyonunun olusumu. B) MGMT’nin metilasyon ile
sessizlestirilmesi sonucu transisyon mutasyonu olusumu. MGMT, hiicresel genomu alkilleyici
ajanlarin mutajenik etkilerinden korumasi (Jacinto FV, 2007).

MGMT ekspresyonu normal dokularda hiicre-tipilerine ve dokulara gore diizenlenirken,
kanserli dokularda ise daha farkli ekspresyonlar goriilmektedir. Beyin tiimorleri ve malign
melonomada MGMT aktivitesi diger kanser tiirlerine gore daha diisiiktiir (Kaina B., 2010).
MGMT gliomali kisilerde, kimyasal ajanlarin indiikledigi alkil gruplarimin g¢ikarilmasinda
gorevi vardir. Metillenme sonucunda MGMT proteininin eksilen ekspresyonu, DNA onarim
aktivitesinde diisiise ve TMZ gibi alkilleyici ajanlara kars1 hassasiyet artirmaktadir. Gliomali
kisilerde olusan bu hassasiyet artisi “kemosensitivite sensorii” olarak isimlendirilir.
Glioblastomali hastalarda,  hipermetilenmis MGMT promotoru olan timorlii kisiler
2y1lda%49 ve 5 yilda %14 sagkalim gosterirken, MGMT promotor metilasyonu olmaya
hastalarin sagkalimi 2 yilda %15 ve 5 yilda %8 ‘e diigmiistiir (Kalkan R.,Atli E.I., 2014).
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2.2.3.Glioblastoma Multiforme Epidemiyoloji

Epidemiyolojik veriler, Avrupa ve Kuzey Amerika'da kaydedilen GBM vakalarinin
sayisinin her yil 100.000 yetiskin basina 2-3 oldugunu gostermektedir (Verdecchia A, 2002)
ve erkeklerde kadinlara kiyasla insidans orani 1.26: 1 diizeyindedir (Mahvash M, 2011).
Cocuklarda ve yenidoganlarda GBM vakalar1 da bildirilmistir.

Bu tiimoriin insidansinin 100.000 bebekte 1.1 ile 3.6 oldugu tahmin edilmektedir
(Winters JL, 2001). Cocuklarda ve yetiskinlerde GBM arasinda morfolojik bir fark yoktur.
Bildirilen farkliliklar sadece glioma hiicrelerinin proliferatif aktivitesi ile iliskilidir.
Proliferasyon indeksi (Ki-67 indeksi) ¢ocuklarda daha yiiksektir (Mahvash M, 2011). GBM
insidanst beyaz 1rk arasinda, Ozellikle sanayi bolgelerinde yasayanlarda daha yiiksektir
(Ohgaki H K. P., 2005).

2.2.4.Glioblastoma Multiforme Yerlesim Bolgeleri

GBM‘ler serebral hemisferin genellikle derin beyaz maddesinde yerlesim gosterirler.
Bu tiimoérler en ¢ok perietal lob, frontal lob ve oksipital lop sinirinda goézlenirler ve
hemisferlerde bu tiimorlerin ¢cogu genis dagilim gostermektedir. Genellikle derin ve daginik
yerlesim gostermelerinden dolay1 birgok islevsel beyin bolgesinde bulunurlar. Meydana gelen
bu durum da cerrahi miidehaleyi olduk¢a zorlagtiran asil sebeptir. GBM’ler serebral

metastazlar1 beyaz-gri cevher sinirinda yerleserek taklit edebilirler (Sarag, 2014).

2.2.5.GlioblastomaTedavisi Icin Molekiiler Hedefler

Glioblastomanin genetik yapisinin meydana c¢ikarilmasini hedefleyen calismalar
tiimore ait olan farkli molekiiler alt tiplerin belirlenmesini saglamistir. Bu yeni molekiiller
glioblastomada hedefe yonelik tedavi stratejilerinin gelistirilmesinde yararli olacaktir

(Erbayraktar Z., 2015).
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2.2.5.1. Epidermal biiyiime faktorii reseptorii (EGFR)

Primer glioblastomada epidermal biiyiime faktorii reseptorii (EGFR) gen
amplifikasyonu ve asir1 ifadesi en ¢ok goriilen ve en Karakteristik genetik degisikliklerin
basinda gelir. Primer glioblastomda EGFR gen amplifikasyonu (%40-80) goriilmektedir
(Garbe, 2010). EGFR ve EGFR ailesi ile ilgili ortaya ¢ikan bazi hiicresel yolaklardaki
degisimler, glioblastomanin gelisiminde iyi bir sinyal ileti sistemi olusturarak anjiogenezi ve

timor biiylimesini arttirici etki gosterir (Lopez-Gines C, 2010).

EGFR asir1 ifadesi, hasta yasaminin daha kisa siirecegini ve glioblastoma igin kotii bir
prognostik faktér yapisina sahip oldugunu gosterir (Shinojima N, 2003). EGFR geninin
varyantlarindan EGFRVIII i¢in EGFR asir1 ifadesinin tam tersi bildirilmektedir. EGFRvIII‘iin
hasta yasaminin daha uzun oldugunu gostermektedir. EGFR geninin varyantlarindan
EGFRvIII genomik seviyede ekson 2-7°deki delesyon sonucu olusur. Anormal protein ve
transkript ekspresyonu meydana gelir. Bu genomik delesyon sonucunda reseptor yapisal
olarak otofosforillenmekte, timor neovaskiilarizasyonu artmakta ve timor biiylimesi
goriilmektedir. Kemoterapi direncinden bu etkilenmis reseptdr sorumlu tutulmaktadir (Kanu
OO, 2009). Yapilan calismalar temazolomid uygulanmis kemoterapi ve radyoterapi
sonrasinda hastaligin tekrar etmesi halinde, EGFRVIII ifadesi daha disik saptanmig
EGFRvlll-pozitiflerin, EGFRvIII-negatiflere oranla TMZ‘ye daha az direng gosterdikleri
gozlemlenmektedir (Montano N, 2011). EGFR gen amplifikasyonun tiimor igin sadece belli
bir bolgesini ifade ettigini diisiindiigiimiizde, tiimor igindeki heterojenligin tedaviye cevap
verilmesini zorlastiran etkenlerden biri oldugu gériilmektedir. lyi bilinen bir timér baskilayict
gen olan fosfataz tensin homologu (PTEN) tizerinde, EGFR inhibitdrlerinin inaktive edici
mutasyonlara sebep oldugu goriilmiistiir. Bu sonuglar, EGFR inhibit6rlerinin glioblastoma da
dahil olmak tizere diger kanser tiirlerinde de tedaviye direng gelisimine sebep olacagini

gostermektedir (Erbayraktar Z., 2015).
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2.2.5.2.1zositrat Dehidrogenaz

Izositrat dehidrogenaz 1 (IDH1) geni, normal fonksiyonu olan izositrat1 alfa-ketogluterata
¢evirmesini katalizleyen enzimi kodlar. IDH genindeki mutasyonlar, enzimin supstrata olan
afinitesini bozarak onkometabolit olan 2-hidroksiglutaratin (2-HG) cok fazla iiretilmesine ve
kanserli hiicrelerde bu metabolitin birikmesine sebep olur (Dang L, 2009). Beyinde goriilen 2-
HG artis1 sonucu ROS (Reaktif oksijen tiirleri) artarak tiimor ilerlemesi riskinde de artisa
sebebiyet verir. 2-HG hiicreler i¢in toksik olup bu toksisiteyi alfa-ketoglutarat ve glutamat
enzimlerinin inhibisyonuna neden olarak saglamaktadir (Ferroli P, 2010); (Lee CH, 2010).
Mutant IDH1/ IDH2’ye 6zel inhibitorler uygulanarak 2-HG birikimini engellenebilir (Rohle
D, 2013). 2-HG, histon demetilaz ailesinden dioksigenazlar1 inhibe derek DNA ve histon
modifikasyonlarina ve tiimoér mikrogevresinin degismesinde rol oynar (Zhang C, 2013). IDH1
mutasyonu tiimére 6zgiidiir ve glioma cesitlerinde 6zellikle histolojik olarak siniflandirilmisg
sekonder glioblastom ve diisiik derece gliomalarda goriiliir (Lei Y, 2010). IDH inhibitorleri
glioblastoma gibi kanser tiirlerinde denenmekte ve elde edilen veriler, inhibitorlerin etkinligi

ve tedaviye direng gelisimi hakkinda bilgi vermektedir (Erbayraktar Z., 2015).

Kanser MNormal
Hiicresi Hiicre
Mufant IDHI
Enzimi
a —IFCG

o —KG Azalir___3- HG Uretilir

r
l o — KG Bagimh Enzimler

o — KG Bagimh Enzimlerin

r
l Normal Gen Ekspresyonu

Timdr Biyviimesi

Sekil 2. 6:Normal ve kanser hiicresinde izositrat metabolizmasi (Garber, 2010).
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2.2.5.3.Poli-ADP-riboz polimeraz 1 (PARP1)

PARP1, homolog rekombinasyon (HR) araciligiyla tek zincir iizerindeki DNA
kiriklarinin tamirinde rol oynayan bir enzimdir. PARP1 asir1 ifadesi, bir¢ok kanser tiiriinde
goriildigii gibi, PARPL1‘in engellenmesi tamir edilemeyen DNA hasarinin olugsmasina ve
hiicre 6liimiine yol acar. Bu sebepten, kanser tedavisi icin PARP1 inhibisyonu 6nemli olup,
bu inhibisyon glioblastoma hiicrelerini radyoterapiye duyarli hale getirmektedir. PARP
inhibitorlerinden Olaparib ve PJ34 glioblastoma hiicrelerini apoptotik hiicre o6liimiine
gotiirdligli ve PARP inibitorlerinin glioblastoma tedavisi i¢in uygulanabilecek alternatif bir

strateji oldugu goriilmektedir (van Vuurden DG, 2011).

2.2.5.4.Notch Sinyal Iletim Yolag

Notch sinyal iletim yolagi aktiflestiginde hiicre tiirline ve fizyolojik duruma bagh
olarak iki farkli etki meydana gelir. Bunlar tiimor biiyiimesinin baskilanmasi veya
uyarilmasidir. Bu sinyal yolagi primer glioblastomlarda aktif iken, sekonder veya diistik

dereceli astrositomlarda inaktiftir (Stockhausen MT, 2010).

2.255.PTEN

PTEN geni kromozom 10023.3 bdlgesinde yer alan tiimor baskilayict bir gendir.
Hiicrede sitoplazma veya hiicre ¢ekirdeginde bulunarak farkli aktiviteler gosterir. PTEN’nin
hiicre c¢ekirdegindeki gorevi; kromozom stabilitesinin ve apoptotik hiicre Oliimiiniin
diizenlenmesinde ve DNA tamiridir. Stoplazmadaki gorevi ise; fosfataz aktivitesi ile
fosfatidilinositol 3-kinaz (PI3K) sinyal iletiminin 6nemli negatif diizenleyicisidir (Erbayraktar
Z., 2015). PTEN mutasyonlart beyin timoérlerinde ve birgok kanser tiiriinde gozlemlenir.
PTEN mutasyonlar1 sonucunda fosfotaz aktivitesi kaybolup, hiicre membraninda madde
birikimine neden olur. Bu durumda oradaki sinyal iletim yolunu aktiflestirerek hiicre
biiyiimesi ve ¢ogalmasi gibi olaylara sebep olur. Bundan dolayi, kanser tedavisinde goriilen
PTEN mutasyonlar i¢in sinyal iletim yolaginda gorevli bazi proteinleri hedef alan stratejiler

gelistirilmektedir (Cloughesy TF, 2014).
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2.2.5.6.MikroRNA’lar

Son 10 yilda yapilan glioblastoma kanser tiiriine ait genetik degisiklikler artmistir.
Ozellikle Kanser Genom Atlas1 (TCGA) veri tabaninda tutulan transkriptomik ve genomik
veriler, glioblastomada meydana gelen degisiklikleri molekiiler diizeyde iyi bir sekilde
kavramamizi saglar. mikroRNA’larin glioblastoma patogenezi iizerindeki etkisinin
anlasilmasina TCGA veritabani, biiylik 6l¢tide katkida bulunmustur. Glioma ve glioblastoma
tan1 ve prognozu ile ilgili spesifik miRNA’lar tanimlanmistir. Spesifik miR-21, glioblastoma
ve c¢esitli kanserlerde devre disi1 (regiile) edilemedigi igin hiicre donglisiinii baskilayarak, p53-
bagimli apoptotik sinyal iletimini engelleyerek glioblastoma tiimdr hiicrelerinin boliinmesini
arttirdigr  bilinmektedir (Papagiannakopoulos T, 2008). Bazi arastirmalarda standart
glioblastoma tedavisi olan TMZ’in etkinligini mikroRNA’larin diizenlendigi bildirilmektedir.
Glioblastoma tiimor biiytimesinde ve gelisiminde aktif rol alan mikroRNA’larin ifadelerinin
baskilanmasi, niiks eden glioblastoma tedavisinde kullanilabilir (Erbayraktar Z., 2015). Fakat
miRNA’lar timor ve ¢esitli hastaliklar i¢in erken tan1 konmasinda yenilikgi bir strateji olarak
goriilsede, diislik spesifisitesi ve segiciligi diisiiniildiigiinde kanser tanisinin konmasi i¢in

heniiz giivenilir bir belirteg olarak diisiiniilemez (Wang H., 2018).

2.2.6.Glioblastoma Icin Perspektif Biyobelirtecler

Timor belirteglerinde ideal bir biyobelirteckolayca ulasilabilen, hastalifin 6nemi ve
varligi hakkinda dogru bilgi verebilen olup, ayni zamanda rutin analizlerde kullanilabilmesi
i¢cin ekonomik olmalari, duyarliliga, 6zgiilliige tiimor yiikiinii aktif olarak yansitma yetenegine
sahip olmalidir (Cheng, et al., 2014). Glioblastoma i¢in hem doku hem de dolasimdaki
biyobelirtegler kullanilarak klinik anlamda karakterize edilebilir ve gesitli fiziko-kimyasal

analizlerle belirlenebilir (Lombardi, et al., 2015).

Beyin tiimorlerinin erken teshisi ve siiflandirilmasi icin niikleik asit biyobelirtegleri
kullanilmaktadir. Bu niikleik asitler; kanda ve diger biyolojik sivilarda, serbest veya hiicre dis1
vezikiillerle iligkili hareket eden niikleikasitlerdir. Su anda uygulanan glioma genetik
biyobelirteglerinden en énemlileri IDH1/2 mutasyon durumu, MGMT promotér metilasyonu,
1p/19q silinmesidir. Bu ileri diizeydeki biyobelirteglerin kullanilmasi ile histolojik olarak
ayirt edilemeyen glioblastomayr genetik mutasyonlarin  varligt veya yoklugu ile

simiflandirarak tedavinin yoniinii belirlemek miimkiindiir. Fakat bu biyobelirtecler tek
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baslara yetersizdir 6zellikle diisiik konsantrasyonlar, kan beyin bariyerinin (BBB) zayif
penetrasyonu gibi etkiler molekiiler diizeydeki belirteglerin tanimlanmasini zorlastirmaktadir
(Silantyev A.S. F. L., 2019).

2.2.6.1.Proteinler

Proteinler glioblastoma i¢in teshis ve prognostik belirte¢ olarak kullanilip,
glioblastomanin sivi matriksinde ve dokularinda tespit edilirler: beyin omirilik sivis1 (BOS),
idarar, kan ve tiirevleri. Glinlimiizde glioblastoma multiforme protein tiimor belirteglerini
arastirmak ic¢in kullanilan ana yaklasim, gen eckspresyon calismasiyla birlikte proteomik

profilin incelenmesidir (Swartling, 2012).

Tek tlimor hiicresi diizeyinde gerceklestirilen protein ekspresyonlari, tiimdriin sahip
oldugu igsel direnci olusturmakta ve tiim tiimor kiitlesi i¢in bakildiginda proteomik profilin
tam etkinligini gostermemektedir. Tam proteomik tiimor profili, kanser gelisimi igin
kullanilan nesnenin tamamen adapte olup Kkarakterize edilmesine izin verir. Protein
markirlarinin 6zgilligiinden dolayr yanlis sonu¢ vermekten kaginmak igin birkag farkli
protein markirlariyla ¢oklu degerlendirmeler yapilmaktadir. Glioblastomalar dahil olmak
lizere tim beyin tiimdrlerinde protein sonrasi translasyonel modifikasyonlarin ¢alismasinin,
hastaligin tedavisinde yeni belirteclerin ortaya ¢ikmasina katkida bulunmaktadir.(Petushkova,
etal., 2017); (Singh, et al., 2016).

2.2.6.2 Kiiciik Molekiiller

Kiiciik molekiillerhiicre membranlar1 arasinda hizli1 gecis yapan ve hiicre ici ve dist
alanlara ulagabilen monomerleri, organik bilesikleri, hiicre lipitlerini igerir. Glioblastom
hiicrelerindeki bu kiigiik molekiillerde gergeklesen farkliliklarin bilinmesi, glioblastomun
siniflandirilmasi ve prognostik belirteg olarak kullanilmasini saglar. Fakat diisiik spesifiteleri
ve molekiiler agirliklar1 nedeniyle hastaya konan tanmiy1 diizeltmek i¢in tek baslarina bir

marker olarak kullanilmasi zordur (Longuespée, et al., 2018).

2.2.6.3.Dolasimdaki Tiimor Hiicreleri

Primer tiimor veya metastazdan ayrilip, sistemik dolasima katilan timor hiicreleridir.

Glioma tiimor hiicrelerinin, biiylik invazivlik sebebiyle kan dolasimina niifiiz ettigi ve
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sonucunda kan beyin bariyerinin istesinden gelip, tiimor gelisimi esnasinda BBB
fonksiyonunun bozulmasina sebep oldugu bilinmektedir (Krol, et al.,, 2018). Kan
numunelerinde dolasimda kanser hiicrelerinin belirlenmesi, kan numuneleri kullanilarak
merkezi sinir sistemi maling neoplazmlarinda hastalik tanist ve prognozu gerceklestirme

avantajindan dolay1 6nemli bir klinik potansiyele sahiptir (Cohen, et al., 2017).

2.2.7.Glioblastoma Multiforme Tedavisi

GBM, tedavisi olduk¢a zor olan kanserlerden biridir, yiiksek mortalite ve morbitide
Ozelliklerine sahiptir. Son yillarda 6nemli terapotik ilerlemeler kaydedilmis olsa da,
glioblastom hastalarin prognozu hala kasvetli kalmaktadir. Cerrahi, eszamanl
radyokemoterapi ve adjuvan kemoterapi gibi yogun tedavilere ragmen glioblastomun

ortalama sagkalimi 15 aym altindadir (Tabouret E., 2014).

2.2.7.1.Glioblastoma Tedavisinde Cerrahi

GBM tedavisinde cerrahi miidehalenin amaci, tiimoriin noérolojik yipranmaya
sebebiyet vermeden alinmasidir (Levin, 2001). Cerrahi, kismi veya total rezeksiyon seklinde
timoriin boyutu ve lokalizasyonuna goére yapilmaktadir (Sathornsumetee, 2008). Fakat,
timoriin  tamaminin ¢ikartilmast GBM’in infiltratif yapisindan dolayr imkansizdir (Kim,
2006). Basarili bir cerrahi operasyon sonrasinda ufak bir mikroskobik tiimor kalintisi bile
GBM ‘in niiksiine sebep olmaktadir. Radyoterapi ve kemoterapi, cerrahi miidahale sonrasinda
kalan tiimor hiicrelerinin ¢ogalmasini engellemek ve etkinligini ortadan kaldirabilmek i¢in

uygulanmaktadir (Sathornsumetee, 2008).

2.2.7.2.Glioblastoma Tedavisinde Radyoterapi

Radyoterapi uygulamasit GBM hastalarinda sagkalima ve ndrolojik yasam kalitesine
katki sagladigi gosterilmistir (Omay, 2009). En sik karsilagilan problem radyoterapi dozunun
belirlenmesidir. Giincel radyoterapi, timdr yatagina 60 Gray (Gy)’lik dozun 6 haftada diizenli
sekilde verilmesidir (SMITH, 2008). Fakat uygulama seklinde baz1 farkliliklar goriilmektedir.
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Ortalama 2.5 Gy X 20 veya 7Gy X 4 seklinde diizenlenen radyasyonun, lokal veya tiim beyne
farkli siirelerde uygulandig1 goriilmiistiir (Clarke, 2008).

2.2.7.3.Glioblastoma Tedavisinde Kemoterapi

GBM’in yapisindan dolay1r cerrahi sonrasi tim tiimor hiicrelerinin alinamamasi
sebebiyle, primer GBM olgularinda ayn1 anda veya sirastyla cerrahi sonrasi radyoterapi ve
kemoterapi uygulanmaktadir (Taspinar, 2010). Kemoterapi uygulamasiningliomlarda yalnizca
radyoterapi uygulamasina oranla hayatta kalimi %10 oraninda arttirdigi goriilmiistiir
(Sathornsumetee, 2008). Bu sebeple kemoterapi uygulamasi GBM olgularinda, tedavideki
basarinin artmasinda dnemli bir basamaktir (Stupp R. H., 2007). Kemoterapi siirecini hastanin
genetik yapisi, kemoterapik maddenin se¢imi, uygulama siiresi ve dozu dogrudan etkileyen
unsurlardir (Hegi, 2008). Kemoterapotik ajanlarla yapilan beyin tiimorlerinin tedavisinde
karsilasilan en 6nemli sorun kan beyin bariyeridir (Stupp R. H., 2007). Kemoterapdétikler,
MSS igerisinde istenilen doku konsantrasyonuna kan beyin bariyeri bozuk olsa dahi

ulasamazlar ¢ilinkii difiizyonlar yavastir.

Kemoterapotiklerin kullanilmasi i¢in kan beyin bariyerini kolay ve hizli sekilde
gecmesi gereklidir. Kemoterapdtiklerin in vitro aragtirmalar sonucunda radyasyonun etkisini
glioma hiicrelerinde arttirdigi yoniindedir. Bu sebeple radyoterapi ve kemoteropdtiklerin
birlikte uygulanmasi gerekmektedir (Stupp R. M., 2005). GBM tedavisinde alkoloidlerden
alkilasyon ajanlar1 en sik kullanilan kemoterapdtiklerdir. Alkilasyon ajanlar1 genel kanser
tedavisinde kullanilmasinin yani sira son zamanlarda, 6zellikle GBM tedavisinde tercih
edildikleri goriilmektedir (Adamson, 2009). Son zamanlarda alkilasyon ajanlar1 olarak
Dakarbazin ve Karmustin’in yan1 sira GBM tedavisinde hastalarin biiyiik bir kisminda

temozolomid kullanilmaktadir (Tagpinar, 2010).
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2.3.Temozolomid

Temozolamidin anti-tiimor aktivitesi 1987 yilinda kesfedilmistir (Stevens vd.,1987).
Oral veya intravenoz olarak uygulanabilen, orta dereceli toksisite yapan ve hiicre siklusunda

etkili nonspesifik alkilleyici bir ajandir (Cengiz F.P.,Emiroglu N.,, 2014).

TMZ, alkilleyici ajanlardan imidazotetrazin‘in tiirevi olup kimyasal adi 3-metil-4-
oksoimidazo [5,1-d] [1,2,3,5] tetrazin-8-karboksamidtir. Anti-kanser ilaci Temodar ve
dacarbazin’in bir 6n ilacidir. (Moody CL, Wheelhouse RT., 2014);(Lee, 2016).GBM
hastalarimin klinik tedavisinde birinci basamak kemoterapik ajan olarak kullanilir ve glioma
hiicrelerinin ¢ogalmasini inhibe ederek, apoptozu indiikleyerek maling gliomlarin tedavisinde

kullanilmistir (Citisht V., 2015);(Jiapaer S., 2018).
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A —— - Metiiguani Hicre Otimi
Asit - N:-K , o
0f. Metilguanin (TMZ Hassasiyeti)
MGMT/APNG/BER
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Sitotoksik Olmayan
(TMZ Direnci)

Sekil 2. 7:Temozolomid mekanizmasi ve Temozolomid direnci (Lee, 2016).

Temozolomid, metil gruplar eklenerek guanin iizerindeki N’ ve O° bélgelerinde ve
adenin iizerindeki N*teki DNA veya RNA'y1 modifiye eder. Metillenmis bdlgeler mutasyona
ugramis kalabilir. DNA uyusmazlig ile sabitlenebilir onarim (MMR), baz eksizyon onarimi
(BER) ile alkilpurin-DNA-N-glikosilaz (APNG) gibi bir DNA glikosilazin etkisiyle
uzaklagtirilabilir veya O°-metilguanin metiltransferaz (MGMT) gibi bir metilleyici enzimin
etkisi ile deasile edilebilir. MMR eksprese edildiginde ve aktif oldugunda hiicreler TMZ'ye
duyarlidir. MGMT, APNG ve BER proteinleri s6z konusu oldugunda, GBM hiicreleri
TMZ'ye kars1 direngli oldugu sekil 1 de ifade edilmektedir (Lee, 2016).
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2.3.1. Temozolomid Aktivasyonu

TMZ, kendiliginden enzimatik olmayan reaksiyonla fizyolojik pHtaki sivi
solusyonlarda aktif hale gelir. Tamponda ¢oziildiigiinde, pH degeri 5’ten kiigiik ise stabildir.
Ancak pH degeri 7’den biiyiik oldugunda hizli bir sekilde (5- (3-)metiltriazen-1-il) imidazol-
4-karboksamid (MTIC) hidrolize edilir (Reid JM, 1997);(Taspinar, 2010). TMZ’in lipofilik
karakterde olmasi, kan yoluyla kan beyin bariyerine (BBB) kolayca niifus etmesi, bu kimyasal
ajanin oral yoldan alinmasini kolaylastirir ve iyi bir sekilde tolere edilebildigi i¢in diger
alkilasyon ajanlarina gore daha avantajlidir (Lee, 2016); (Taspinar, 2010). TMZ, ayni

zamanda aktivasyon i¢in hepatik metabolizma gerektirmez (Shen W., 2013).

TMZ, DNA’nin en 6nemli yerindeki guanin’in O6 pozisyonuna metil grubu ilave
ederek bazi hasarlar olusmasina sebep olur (Silber JR, 2012). Bu hasarlar kanser hiicrelerinin
G2/M hiicre siklusunun durdurulmasini saglayarak apoptoza yol agar (Alonso MM, 2007).
Hidrolitik halka agilir fizyolojik pH’da acik zincirli triazen MTIC (MetilTriazen-midazol-
Karboksamid) ilk 6nemli ara madde olarak olusur. MTIC, Metildiazonyum ve AIC katyonunu
olusturur (Denizler Ebiri, 2019).
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Sekil 2. 8:Temozolomid’in aktivasyon mekanizmas1 (MARCHESI, 2007).

22



MTIC’nin DNA iizerindeki etkisi DNA’da metil eklentilerinin olusturulmasina
dayanmaktadir. Ozellikle metil eklentileri O°- guanin ve N’ guaninde olusur (Denizler Ebiri,
2019).

TMZ, GBM tiimérlerini yok edebilecegi ana sitotoksik mekanizma: N*-metiladenin
(N3-MA) ,06-metilguanin (O6-MG) ve N7-metilguanin (N7-MG) olusturmak i¢in N7 ve O6
pozisyonlarinda guanine baglanan bir metil grubunu ve DNA repikasyonu sirasinda N3
pozisyonunda adenini tasiyarak sitotoksiteyi ortaya c¢ikarir (Jiapaer S., 2018). DNA'ya
aktarilan metil gruplarinin biiyiik bir kism1 (%70) N3-guanin bolgelerinde, yalnizca %10'u
N3-adeninde ve daha az olgiideki (%5)’i O6- guanin'de goriinmektedir (Denizler Ebiri,
2019);(Spiro TP, 2001); (Zhang J, 2012).

2.3.2.Temozolomid’in Sitotoksik Etkisine Direng

TMZ, GBM tedavisinde kullanilan standart bir kemoterapi ilacidir ve kemoterapinin
sonucunda alinan cevaplarda farkliliklar gézlemlenmektedir (Alagoz M, 2018);(Hegi ME,
2005); (Stupp R. M., 2005). Ayrica GBM hastalarinin tedavileri sirasinda temozolamid’e
direng gosterdikleri ve bazi GBM hastalarinin tedaviye hi¢ cevap vermedigi goriilmiistiir
(Alagoz M, 2018). TMZ direncindeki artis tedavide basarisizliga sebep olmakta ve timor
niiksiinii veya ilerlemesini engellemek giderek zorlasmaktadir (Nakada M, 2012); (Perazzoli
G, 2015);(Van Meir EG, 2010). TMZ direncinden sorumlu DNA tamir sistemleri MGMT,
MMR (uyumsuzluk onarim sistemi) ve baz ¢ikarim yoluyla tamir (BER)’dir (Jiapaer S.,
2018).
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Sekil 2. 9:Temozolomid Direngli Mekanizma(Jiapaer S., 2018).

MGMT ve MMR sistemleri O6-guanin metilasyonunu, ardindan normal DNA
replikasyonunu giderir. Aktif hale getirilmis BER ayrica N7-guanin ve N3-adenin
metilasyonunun giderilmesiyle DNA onarimina katkida bulunur. ATM / AMPK yolu ile
TMZ'nin neden oldugu otofaji, otofagosom ve lizozom etkilesimi i¢in gerekli olan ve
sitoprotektif otofajiyi ve hiicre sagkalimimi kolaylastiran AVO olusumunu, LC3

agregasyonunu indiikleyebilir. GSC'ler fenotiplerini TMZ'ye direngli GSC'lere degistirebilir

veya timor mikro-ortam modiilasyonu, kemoradyoterapi veya hipoksik durum yoluyla
TMZ'ye direngli GBM hiicrelerine farklilasabilir. Ote yandan, farklilasmis GBM hiicreleri,
tiimOr mikro-ortam modiilasyonu ile yeniden programlanarak kok hiicre kapasitesini yeniden

elde edebilir (Jiapaer S., 2018).

GBM hiicrelerinde TMZ etkisiyle olusan DNA hasarimin onarmmimi O°-metil guanin
transferaz (MGMT) enzimi gergeklestirmektedir. MGMT enzimi yapisindaki O6-metil guanin
ve sistin grubuna eklenmis olan metil grubu arasinda kovalent bag kurarak TMZ ile
olusturulan bu metil grubunu DNA’dan uzaklastirarak hasarli DNA’y1 onarir (Alagoz M,
2018);(Taioli E, 2009).

GBM hastalarinin birgogu TMZ tedavisine cevap vermemektedir. Tedavi basarisizligi,

GBM hiicrelerinde MGMT enzimlerinin fazla sentezlenmesi sebebiyle kanser hiicrelerinde
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olusan DNA hasarinin hizli bir sekilde tamir edilmesi ve TMZ ile 6ldiiriilmemesidir. Yapilan
arastirmalar, TMZ tedavisi uygulanip cevap alinamayan hastalarda MGMT diizeylerinin
yiiksek olmasindan kaynaklanan DNA hasarlarinin hizlica tamir edilmesini saglayarak kanser
hiicrelerinin Oliimiinii engellediklerini gostermislerdir. GBM tedavisinden daha iyi sonug
alabilmek icin MGMT enzimini inhibe etmek amaglanmistir ve bu sebepten MGMT
inhibitorleri gelistirilmektedir (Alonso MM, 2007);(Van Nifterik KA, 2010). Glioblastoma
hastalarinin TMZ tedavisinde karsilasilan baska bir sorun ise hastalarin TMZ sitotoksitesine

olusturduklart direng gelisimidir (Fan TY, 2014).

2.4.Lipopolisakkarit

Lipopolisakkarit gram (-) negatif bakterilerin hiicre zarmin bir bilesenidir ve
endotoksinler olarakda isimlendirilirler. Endotoksinler gram (-) bakterilerin ana bilesenidirler
(GlindoganF, 2018); (Korkmaz, 2019). LPS dogal bagisiklik tarafindan algilanan bir immiin
sistem uyar1 ajan1 olup ¢esitli aracilar olusturarak zararli tepkileri gogaltabilir ya da tesvik
edebilir (Yap K.S., 2018). LPS sepsise sebep olabilecek bakteriyel bir endotoksindir
(Beheshti F., 2018). Yiiksek dozlarda, LPS septik soka sebep olur, fakat diisiik dozlarda
bir¢ok enflamatuar duruma da yol acar (Doganyigit Z., 2019). Organizma LPS’lere sistemik
veya agirt miktarda maruz birakildiginda sistemik bir inflamatuarreaksiyon olusabilir ve bu
durumda doku hasari, endotoksin sok ve 6liim gibi birden fazla fizyopatolojik etkilere neden
olabilir (GiindoganF, 2018);(Anspach, 2001); (Ogikubo, 2004).

LPS iki kisim igerir: lipit A ve bir oligasakkarit (Cihankaya H., 2019). Lipit A,
LPS’nin asil toksik etkisinden sorumludur ve bir¢ok enflamatuar 6ncili hiicrenin yanit
vermesine sebep olan LPS ‘nin temel pargasidir (Korkmaz, 2019); (Magrone, T.; Jirillo, E.,,
2011). Lipid A; Nitrik oksit velL-12 benzeri antimikrobiyal kii¢iik molekiillerin iiretimini
baslatir. Hastalarin klinigine bakildiginda fazla miktarda olusan LPS, endotoksemiye sebep
olabilir. LPS’i hiicre yiizeyinde tutan ve CDI14 olarak isimlendirilen bir protein
tanimlanmistir. CD14’e, Lipid A’nin baglanmasiyla birlikte septik sok sendromunun olustugu
gosterilmistir (Kundakci A., 2012). LPS, birbirinden farkli iki sinyal yolundan ilerleyen toll-
like reseptor 4 (TLR4) tarafindan fark edilir (Kim H.Y., 2018).
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2.4.1. Toll Like Reseptor

Toll like reseptor 4, LPS ve lipopeptitler gibi mikrobiyal protein bilesenleri ve bakteri,
mantar, virtisler gibi patojene bagh ¢esitli molekiiler modelleri taniyarak onlara karsi immun
yanit gelistirilmesinde gorev alan reseptorlerdir. Bu reseptorler hem bagisiklik hemde tiimor
hiicrelerinde rol oynarlar (Han S., 2017).

Gliniimiizde bulunan TLR 1, 2, 4, 5, 6 ve 10 genellikle hiicre yilizeyinde lokalize olup
patojenlere 6zel molekiileri tanirlar. TLR 3, 7, 8 ve 9 ise intraseliiler organellerin i¢inde
lokalize olurlar (Kundakci A., 2012). ilk olarak TLR’lerin enfeksiyon ve sepsisin hiicresel
aktivasyondaki gorevleri ve bakteriyel ligandlar ile olan etkilesimleri bilinmektedir. Bu
reseptorler iizerinde yapilan son g¢alismalarda patojen iligkili molekiiler kaliplari (PAMPS)
disinda TLR2 ve TLR4‘n belli endojen molekiilleri de ligand olarak taniyabildikleri
gosterilmistir  (Ohashi K, 2000). TLR4’in gram-negatif bakterilerde bulunan
lipopolisakkaritleri algilayan bir reseptdr oldugu, makrofaj hiicrelerine sinyal iletimini
sagladig bilinmektedir. Enfeksiyon esnasinda makrofajlar PAMPs TLR tarafindan tanirlar.
TLR’ler, sinyal transdiiksiyon kaskadin1 kendi biinyesinde bulunan ligandlar ile etkilesime
gecerek aktive ederler ve sonugta immiin cevaptan sorumlu genlerin ekspresyonunu
gerceklestirirler. Bu reseptdrlerin ligandlarinina baglanma sekli her zaman dogrudan degildir.
Ornegin TLR4 ligandlarina dogrudan baglanmaz. MD-2 olarak isimlendirilen molekiil,
ekspresyonunu TLR4 ile gerceklestirip, reseptoriin ekstraseliiler kismina baglanip, TLR4’{in
ligandlar1 ile etkilesimini kolaylagtirir. TLR4’lin asir1 ekspresyonu sonucu sitokin iiretimi

artar (Kundake1 A., 2012).

2.4.2. Toll Like Reseptor 4’iin Aktivasyonu

TLR4 reseptorii LPS’yi, LPS baglayici protein (LBP) araciligiyla tanir. LBP, LPS’yi
kendine baglar ve hiicre membraninda bulunan TLR4’e ulastirir. Farklilasma kiimesi 14
(CD14) LBP ile etkilesime girer ve LPS-LBP-CD14 iicli kompleksi meydana gelir
(Cihankaya H., 2019).

CD14’ler LPS’nin TLR4 ile iliskili miyeloid farklilagsma faktorii (MD) 2'ye ulagmasini
saglarlar (Plociennikowska,2015;Slivka,2009). LPS‘nin TLR4 tarafindan fark edilmesine
MD2 yardimet1 olur ve LPS baglanir (Plociennikowska A., 2015).
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Sekil 2. 10:Lipopolisakkarit, Myd88 bagimh ve bagimsiz yollarda TLR4 sinyalini etkinlestirir
(Plociennikowska A, 2015).

CDI14 ve LBP yardimiyla LPS, TLR4 / MD2 kompleksine aktarilir. Aktif TLR4,
IRAK ve TIRAP molekiilleri ile etkilesime girerek TNFa ve diger sitokinlerin ekspresyonuna
yol agabilen Myd88 proteinini toplayabilir. Ote yandan, aktif TLR4 endositoza girebilir ve tip
I interferonlarin ekspresyonuna yol agan TRAM ve TRIF molekiilleri ile etkilesime girebilir
(Cihankaya H., 2019). Esas olarak TLR4 ekspresyonu mikroglial hiicrelerde
gerceklestiginden, TLR4 sinyalizasyon galismalar1 i¢in LPS mikrogliada yaygin olarak
kullanilir (Lehnardt, et al., 2002); (Lively & Schlichter, 2018).
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2.5.GREMLIN 1

Gremlin 1, hiicre ile iliskili (dis hiicre yiizeyinde) ve salgilanmis formda (Appiah,
2016), golgi boliimleri i¢inde ve endoplazmik retikulumda yer alan bir glikoproteindir
(Smerdel-Ramoya A, 2011). immiinoblotlama gibi protein analizleri ile molekiiler agirhiginin
20-30 kDa oldugu saptanmistir (Wordinger RJ, 2008) ; (Topol LZ, 2000). Gremlinl, DAN
(noroblastomun ayirt edilmesinde tarama testi olarak segilen bir gen ) gen ailesinin bir iiyesi
olan gremlin 1 geninin bir iriini olup, kemik morfogenik proteinin (BMP) antagonistidir
(Church RH K. A., 2015).

Timor hiyerarsisinde, salgilanmis bir glikoprotein olarak kanser kok hiicrelerinin
korunmasinda gorev alir (Guan Y., 2016) ve kanser hiicresi biiylimesini diizenler (Park,
2018). Gremlin 1 kanser kok hiicresi olmayan hiicrelerde asir1 ekspresyon gostererek, kok
benzeri 6zellikleri desteklemek i¢cin endojen BMP sinyallerini azaltip, hiicrelerdeki biiylimeyi
ve tiimdr olusumunu daha da arttirir (Yan K, 2014). Ozellikle embriyonik gelisim ve doku
farklilagmasi sirasinda bobrek, akciger, kemik, kikirdak, deri ve kalp olusumunda 6nemli bir

diizenleyici role sahiptir. (Topol LZ, 2000).

Sekil 2. 11:-N-Gremlin-1'in kristal yapis1 (Migle Kisonaite, 2016).
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2.6.Kemik Morfogenetik Protein Ailesi

BMP'ler, transforme edici biiylime faktorii-p 'nin (TGF- B) en biiyiik alt familyasim
olusturan hiicre dis1 proteinleri olup, kemik ve kikirdak olusumunda rol oynayan sitokinlerdir
(Bragdon B, 2011) ;(Karagiannis GS, 2014); (Rothhammer T, 2005). BMP'lerin ilk olarak
kemik olusumunda aktif bir sekilde rol oynadigi diisiiniiliirken; hiicre biiylimesi, farklilagmasi
ve kok hiicre ozelliklerinin tanimlanmasinda, organ gelisimi ve doku farklilasmasi dahil
olmak ftizere biyolojik siireclerde gesitli faaliyetlerde bulunduklar: bilinmektedir (Wang RN,
2014). BMP'ler ayrica tiimor invazyonunda ve ilerlemesinde belirleyici olan timor
hiicrelerinin epitelyal-mezenkimal transisyonu (EMT)'sini kontrol eden ekzojen bir uyaran
olarak kurulmustur (Kalluri R, Zeisberg M. , 2006). BMP ligandlarindan BMP4,glioblastoma
kok hiicrelerinin negatif olarak diizenlenmesinde goérev alir ve; BMP4 anti-proliferatif
farklilasmanin indiiklenmesiyle BMP reseptorii aracili Smad aktivasyonu yoluyla tiimor
biiylimesini engeller. BMP7 ise TMZ etkinligini arttirarak glioblastoma kok hiicreleri

tarafindan TMZ’ye kars1 olusturulan direncin kirilmasinda rol oynar. (Jiapaer S., 2018).

2.7.Gremlin-1 Biyolojik Fonksiyonlari

Gremlin 1, BMP antogonistlerinden olup (Church RH K. A., 2015) , BMP-2, BMP-4
ve BMP-7 ile direkt olarak baglanip (Li G., 2013), etkisini bu ligandlarin yiizey resptorleri ile
etki yapma yeteneklerini engelleyerek gosterir ve bu olaymm sonrasinda TGF-8 sinyali
baskilanir (Stabile H, 2007);(Yamasaki Y., 2018). BMP'in neden oldugu sinyal yolaklar
gremlin 1 tarafindan inhibe edilir. Bunlar dogrudan BMP ligandlarina baglanir ve daha sonra
BMP reseptorleri ve ligandlar ile etkilesimi onler (Canalis E, 2003) ; (Ali IH, Brazil DP. ,
2014).

29



vulbosu g0
uu e Yo

'

- Monosit

Kemotaksis \

ﬁ . g ‘—

i 2

i ;
|

. > Kanser Hiicre >
Smad-Bagimh jiogenez Mezotelyoma
Gen Cevaplan An - Hiicre Sag Kalim

Invazyonu ve
poliferasyonu

Sekil 2. 12:Hiicrelerde gremlin 1 sinyal mekanizmalar (Brazil D.P., 2015).

BMP proteinlerinin bir antogonisti olan gremlin 1; apoptoz, anjiogenez, ekstraseliiler
matriks {iretimi, proliferasyon gibi fonksiyonlar1 vardir. Organ gelisimi i¢in de biiyiikk dnem
arz etmektedir (Stabile H, 2007). Gremlin 1'in diisiik ekspresyonu veya asir1 ekspresyonunun
akciger (Cahill E, 2012) veya bobrek (Church RH A. 1., 2017) anormalliklerine sebep oldugu
bildirilmektedir. Organogenezdeki roliine ek olarak, birden fazla arastirmada gremlin-1'in
doku fibrozunun indiiksiyonunda 6énemli bir molekiil oldugu anlasilmistir (Myllarniemi M,
2008) ; (Heron M, 2011). Coklu tiimorlerde gremlin-1 diizeyinin bu tiimoérlerin stromalarinda
asirt eksprese edildigi gosterilmistir (Namkoong H, 2006) ; (Sneddon JB, 2006). Gremlin-1
ayrica BMP antagonizminden bagimsiz olarak diger sinyalizasyon yeteneklerine de sahiptir
(Brazil DP, 2015). Ayn1 zamanda; BMP‘den bagimsiz olarak VEGFR2’ye baglanmaya galigir
(Mitola S, 2010);(Yamasaki Y., 2018), kanser hiicreleriyle dogrudan etkilesir ve muhtemelen
anjiogeneziuyaran geni modiile eder (Kara S., Karakok M.,, 2016). Anjiogenezi BMP‘den
bagimsiz olarak VEGFR2 iizerinden indiikler ve buraya etki yapar (Chen MH, 2013). Ek
olarak EMT indiikledigi bildirilmistir (Park, 2018).
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Sekil 2. 13:Gremlinl'in kanserdeki rolii (Park, 2018).

Son donemlerde Gremlin 1 ekspresyonu tiimdrogenez ile iliskilendirilmistir.
Gremlinl‘in tiimor dokularinda kanserle iliskili stromal hiicreler tarafindan eksprese edildigi
ve bu sekilde mikrogevre tarafindan regiile edilen tiimor biiyiimesine ve istilasina katkida
bulundugu disiiniilmiistiir. Bircok arastirmaci timor hiicreleri tarafindan gremlin 1°in

eksprese edildigini kanitlamistir (Namkoong H, 2006); (Sneddon JB, 2006);(Yin M ., 2017).

2.7.1. Tiiméorlerde Gremlin 1 Ekspresyonu

Bircok arastirma tiimor hiicrelerinin normal ¢evre dokularla kiyaslandiginda gremlin
I’in asirt eksprese edildigini gostermistir. Karsinomlarda (Galamb O, 2012); (Pelli A,
2016) ; (Li J, 2017), gastrik (Yamasaki Y., 2018), meme (Schuetz CS, 2006)akciger
(Mulvihill MS, 2012). MRNA ve protein seviyelerinin her ikisinin de insan malign
mezotelyoma dokularinin ¢ogunda kontrol deneklerine kiyasla arttigi gosterilmistir (Wang
DJ, 2012). Ornegin; 6zofagus kanseri tanisi igin bazi hedef genlerin analizi yapilmistir ve bu

hedef genlerden biri gremlinl olarak tanimlanmistir. Sonrasinda, 6zofagus tiimorlerinde
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normal dokulara oranla gremlinl ekspresyonunun biiyiik oranda arttig1 gosterilmistir (Cai X,
2018).

Gremlinl ekspresyonu yalnizca kanserli tiimor hiicrelerinde degil, fibroblastlarda,
etrafindaki stromal hiicrelerde de goriilmiistiir (Sneddon JB, 2006). Ayrica, kolorektal
kanserlerde gremlinl eksprese eden fibroblastlar siklikla gozlenir, bu durum biyobelirteg
olarak stromal gremlinl ve kolorektal kanserlerin tedavisinde iyi bir kaynak oldugunu
gosterir (Jang BG, 2017).

Elde edilen veriler gosteriyor ki; yliksek gremlin 1 ekspresyonunun tiimdr hiicrelerinin
biyolojik ozelliklerini etkilemektedir. Wnt sinyali ile sinerjik bir sekilde, anormal epitel
gremlinl ekspresyonu koloni kanser olusumunu baslattigi goriilmiistiir. Ozellikle, in Vivo
caligmalarda gremlinl geni nakavt edilmesinin Wnt giidiimlii timor ilerlemesini yiiksek
oranda azalttigi gosterilmistir (Davis H, 2015). ShRNA uygulanilarak gremlinl yikilmasi
sonucunda malign mezotelyoma hiicrelerinin inhibisyonuolmustur (Wang DJ, 2012).
Gremlinl, BMP’den bagimsiz olarak ¢esitli kanser hiicreleriyle etkilesime girerek kanser
hiicrelerinin migrasyonu, ¢ogalmasini ve de istilasini tegvik etmistir (Kim M, 2012). Kanser
kok hiicrelerini 6zellikle glioma ve servikal kanserde gremlinl‘in tesvik ettigi gosterilmistir.
Gliomanin disindaki kanser kok hiicrelerinde gremlin 1‘in asir1 ekspresyonu, kok hiicreye
benzeri 6zellikleri ortaya ¢ikarmak i¢in endojen BMP sinyalini azalltigi ve boylece timor

olusumunu, bitylimeyi arttirdig1 gosterilmistir (Yan K, 2014) ; (Sato M, 2016).

2.7.2.Gremlin 1 Ve Anjiogenez

Anjiogenez, timoriin agresifligini  biiyilk Olglide destekleyen bir slirectir.
Anjiogenezin, endotelyal hiicrelerin goglinii ayn1 zamanda istilasin1 rekombinant gremlinl
tedavisi i¢in uyardigi bilinmektedir. Mikrodamar yogunlugu ile gremlinl'in ifadesi korele
edildi sonu¢ olarak pankreatik noroendokrin tiimdrlerde pro-anjiyojenik roliinii
diistindirmiis olup (Chen MH, 2013), gremlinl yikiminin sinoviyositlerin istilasini, go¢iinii
ve c¢ogalmasini azalttigi gosterilmistir (Han EJ, 2016). Gremlinl’in, metastaz yapma
olasiligr yiliksek olan tiimorlerde asir1 eksprese edildigi ve laboratuar ortamindaki
caligmalarda mezotelyoma hiicre yenilenmesini ve invazyonunu destekledigi gosterilmistir

(Yin M ., 2017). Diger 6nemli bir konu ise; anjiyojenik VEGFR2 ile gremlin 1 iliskisidir.
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VEGFR2'ye bagl anjiyojenik yanitlari aktive eden BMP'den bagimsiz bir sekilde gremlinl
ile baglanmistir (Mitola S, 2010). Diger ¢alismada ise; sigan Orneklerine rekombinant
gremlin-1’in uygulanmasinin, VEGFR2 sinyallemesinin devamli olarak aktivasyonunu
indiikledigini gostermistir (Lavoz C, 2015). Bu sonuglara gore, gremlin 1-VEGFR2
ekseninin kanser de dahil olmak {izere birde fazla hastalik i¢in umut vaat eden bir hedef

olabilecegi diistiniilmektedir (Erdmann R, 2015).
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3.GEREC VE YONTEM

Bu vyiiksek lisans tez projesi Tekirdag Namik Kemal Universitesi Tip Fakiiltesi
Girisimsel Olmayan Klinik Arastirmalar Etik Kurulu’nun onayindan sonra Tekirdag Namik
Kemal Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii Tiimdr Biyolojisi ve Immiinolojisi Hematoloji-

Arge ve Tip Fakiiltesi Tibbi Biyoloji ve Genetik Arastirma Laboratuvari’nda gergeklestirildi.

3.1.Kullanilan Arac¢ ve Gerecler

Calisma stiresince kullanilan glioblastoma hiicre hatti Tablo 1’de verildi. Kullanilan
cihazlar, markalar1 ve mensei Tablo 2’ de verildi. Kullanilan sarf ve diger malzemelerin

markalar1 ve mensei Tablo 3’ de belirtildi.

Tablo 3. 1: Tez calismasi kapsaminda kullamlan hiicre serisi.

U118 GBM
HUCRE
insan
ORGANIZMA
DOKU Beyin
MORFOLOIJI Astrosit
YUZEY TUTUNUMU Yapisan hiicreler
TUMOROJENIK Evet
BESI YERI DMEM ,%10 FBS, %1 Penisilin-Streptomisin
BESI YERI YENILEME SURESI Haftada 2-3 kez
PASAJ METODU %0,25 Tripsin + %0,1 EDTA
BIYOGUVENLIK DUZEYI 1
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Tablo 3. 2: Calismada kullanilan cihazlar, markalar1 ve mensei.

Kullanilan Cihazlar Marka Ulke
Biyogiivenlik Kabini Biobase Almanya
Invert Mikroskop Olympus CKX53 Japonya
CO2' li Inkiibator Heal Force/HF90 Smart cell| Cin

Santrifiij

Eppendorf centrifuge 5810R

Almanya

DerinDonduruculu Buzdolab: | Argelik Tiirkiye
(+4°c Ve -20°¢)

Derin Dondurucu (-80 ° c) Arcelik Tiirkiye
Hassas Analitik Terazi Denver Instrument A.B.D
Vorteks Isolab Almanya
Cesitli Hacimlerde Dragon-med Almanya
Otomatik Pipet Seti

Power bloter XL Invitrogen Almanya
Mini gel tank Invitrogen A.B.D
Shacker IKA KS 260 basic
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Tablo 3. 3: Calismalarda kullamilan sarf ve diger malzemeler, markalari ve mensei

Malzeme Marka Ulke
Membran filtreleri (0.2 um) Minisart® NMI Almanya
Syringe
Filter
Standart 25 ve 75 cm2 hiicre VWR/SPC Kanada
kiiltiir flasklar
15 ve 50 mL hacimli Isolab Tiirkiye
steril falkon tiipler
10 ve 25 mL hacimli steril SPL Gliney Kore
serolojik pipetler
Cesitli hacimlerde (0. 1- 1000 uL) | Isolab Tiirkiye
steril pipet uglari
Hiicre Kaziyict (290mm/200mm) SPL Gliney Kore
DMEM, Dulbecco's Modified Gibco ABD
Eagle Medium
%0.25 Tripsin EDTA Gibco ABD
FBS, Fetal Sigir Serumu Gibco ABD
DMSO, Dimetil Siilfoksit Merck ABD
DPBS Gibco ABD
Steril Eldiven Sterix Tiirkiye
Temazolamid Sigma Almanya
Lipopolisakkarit Sigma Almanya
Gremlin 1 Invitrogen
Actin beta Invitrogen
Sekonder Antikor Invitrogen ABD
BSA(from bovine serum) Sigma Almanya
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3.2.Uygulanan Yoéntemler

3.2.1.Hiicrelerin Kiiltiir Ortaminda Cogaltilmasi

Bu calismada Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi Immiinoloji Anabilim Dali’dan temin
edilen U-118 insan multiforme glioblastoma (MG) hiicre hatt1 kullanildi. insan U118 MG hiicre
hatti, astrositoma hiicre kaynakli IV evre oOzelligindeki maling karakterli bir glioblastoma
hiicreleridir. Calismamiza oncelikle donmus haldeki U118 glioblastoma hiicreleri -80 C° den
alinarak ¢Ozdirildii. Hiicre kiiltiiri ortam hazirhigr; 500 ml DMEM (Dulbecco's Modified
Eagle Medium), %10 FBS (Fetal Sigir Serumu), %1 Penisilin-Streptomisin karistirilarak U118
glioblastoma hiicrelerini ¢ogaltacagimiz medium (besiyeri) hazirlandi. Oncelikle amacimiz
hiicreleri ¢ogaltip canliligini kontrol etmek oldugu igin 75cm? flaska hazirladigimiz medium ve
hiicre siispansiyonu eklenerek hiicreler kiiltlire edildi. 37 C° de, %5 CO; igeren inkiibatorde
cogalmaya birakildi. 2-3 giine bir medium degisikligi yapilarak hiicre cogalmasi gézlemlendi.
Hiicre yogunlugu %80-90 oramna ulastiginda yani 75cm? lik flaskin tamami doldugunda,
hiicrelerin tlizerindeki medium atilarak flaskin i¢i 5 ml DPBS ile yikandi. Yikama islemi
sonrasinda 75cm? lik flaska 10 ml tripsin-EDTA konularak hiicrelerin kaldirilmast
gerceklestirildi. Bu islemlerin ardindan hiicreler steril serolojik pipet yardimiyla 15 ml’lik
falkon tiiplerine alind1 ve 4C° <de 1200 rpm‘de 3 dk. Santrifiij edildikten sonra tiiplin iist
kismindaki siipernatant kismi atildi ve 1 ml medium ile hiicreler pipetaj yapilip sayilacak hale
getirildi. Hiicreler tripan mavisi kullanilarak thoma laminda sayim islemi yapildi. Sayim
yapilan hiicrelerin bir kismi igin pasaj ve diger test asamalarma gegildi. U118 hiicrelerinin
dondurularak stoklama yapilmas: siirecinde ise uygun sayidaki hiicre populasyonunun {izerine
(50 ul DMSO, 950 ul FBS,1 X 10° hiicre i¢in ) dondurma soliisyonumuzu hiicreyle pipetaj
yaparak 0zel dondurma tiiplerine (cryovial) paylastirildi. Bu tiipleri, buz igerisinde -20°C’de 1

saat bekletildi ve daha sonraki ¢alismalarda kullanilmak tizere -80°C’e kaldirildu.

Bir kism1 -80°C’e kaldirilan ve diger kismi elimizde olan glioblastoma hiicreleri 75
cm?lik flaskta dnceden hazirladigimiz DMEM besi igerisinde 37°C de, %5 CO, igeren
inkiibatorde cogaltilmaya baslandi. 2-3 giline bir hiicrelerin besin kaynagi olan ve ¢ogalmasini
saglayan taze besiyeri flasklara eklenerek inkiibasyona devam edildi.  Glioblastoma

hiicrelerinin TMZ ile muamele edilebilmesi i¢in %90 yogunluga ulasmasi beklenildi.
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Sekil 3. 1: %90 Yogunluga Ulagmis Glioblastoma Hiicresi

3.2.2.U118 Glioblastoma Hiicrelerine Temozolomid Muamelesi

Ilk olarak TMZ igin 24 ve 48 saatlik inkiibasyonlarin yapilmasina karar verildi. 75
cm? lik flaskin %95 yogunlukta glioblastoma hiicresi ile doldugu gozlemlendigi giin flasktan
hiicreler Tripsin-EDTA ile kaldirildi. Toplam hacim 5.5 ml olan hiicre siispansiyonundan her
bir 60 mm?lik petriye 500 pl eklenerek kontrol grubuda dahil olmak iizere toplamda 9 adet petri
hazirlandi. 5 giin boyunca petri kaplarindaki hiicrelerin %70 yogunluga ulasilmasi beklendi.
Istenilen  yogunluga ulasan hiicrelerin  {izerine 6nceden  belirledigimiz =~ TMZ

konsantrasyonlarindan (200 uM,100uM, 50 uM,25 uM) eklendi.

Uygun konsantrasyonlarin hazirlanmasi i¢in 6ncelikle uygun ¢oziiciiler kullanilarak ana
ve ara stoklar hazirlandi. Coziicii olarak DMSO (Dimethyl Sulphoxyde), kullanilan TMZ
konsantrasyonlarinda DMSO oraninin %1 olarak kalmasi saglandi.

Caligmalar i¢in 10 ml igerisinde %1°lik DMSO hazirlandi.
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Tablo 3. 4: Temozolomid Konsantrasyonlarinin Hazirlanmasi

0. (kontrol grubu) 300 pul (%1 DMSO)

200 uM stok 300 pl (%1DMSO +TMZ)
100 pM 150 pl stok + 150 pl %1 DMSO
50 pM 75 pl stok +225 ul %1 DMSO
25 uM 37,5 ul stok +262,5 %1 DMSO

Tablodaki degerler kullamlarak konsantrasyonlar hazirlanmis oldu. 60 mm?lik petrilerin
her birinin i¢inde toplamda 3 ml olacak sekilde 2,7 ml besi yeri (DMEM), 300 ul TMZ
konsantrasyonlarindan eklendi. Hem 24 hem de 48 saatlik inkiibasyona birakacagimiz petriler
hazirlandi. 24 saat inkiibasyon sonunda invert mikroskopta hiicre canliligi kontrol edildi.

Hemen ardindan hiicre kiiltiirlerinden protein izolasyonuna baslandi.

Sekil 3. 2:U118 Glioblastoma Hiicrelerine Temozolomid eklenen 48 saatlik 60 mm?lik petriler
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3.3.3.U118 Glioblastoma Hiicrelerine Lipopolisakkarit Muamelesi

LPS i¢in 24 ve 48 saatlik inkiibasyonlarin yapilmasina ve lipopolisakkaritin Fosfat
Buffer Salin(PBS) tamponunda ¢oziilecegine karar verildi. 75 cm” lik flaskin %95 yogunlukta
glioblastoma hiicresi ile doldugu gozlemlendigi giin flasktan hiicreler Tripsin-EDTA ile
kaldirildi. Toplam hacim 5.5 ml olan hiicre siispansiyonundan her bir 60 mm?lik petriye 500 pl
eklenerek kontrol grubuda dahil olmak iizere toplamda 9 adet petri hazirlandi. 5 giin boyunca
petri kaplarindaki hiicrelerin %70 yogunluga ulasilmas: beklendi. Istenilen yogunluga ulasan
hiicrelerin iizerine 6nceden belirledigimiz LPS konsantrasyonlarindan (10 pg/ml,1 pg/ml, 0,1
ng/ml,0,01 pg/ml) eklendi. LPS konsantrasyonlar1 igin petrilere ne kadar LPS koyacagimiz 60
mmZlik petrilerin hacmine uygun sekilde hesaplandi. Her bir petrinin igerisine 2,7 ml

DMEM,300 ul LPS eklendi. 0. kontrol grubuna 2,7 ml DMEM, 300 ul PBS eklendi.

Boylece 24 ve 48 saatlik inkiibasyona birakacagimiz petriler hazirlandi. 24 saat ve 48
saat inkiibasyon sonunda invert mikroskopta hiicre canlilig1r kontrol edildi. Hemen ardindan

hiicre kiiltlirlerinden protein izolasyonuna baslandi.

Sekil 3. 3:U118 Glioblastoma Hiicrelerine Lipopolisakkarit eklenen 24 saatlik 60 mm?lik petriler
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3.3.4.Protein izolasyonu

TMZ konsantrasyon araliklar1 i¢in 24 saat ve 48 saat inkiibasyon siirelerinin hemen
ardindan 60 mm®lik petriler 37 C° de, %5 CO, igeren inkiibatérden alindi, medium
uzaklastirildi ve DPBS ile yikandi. Takiben c¢alismalar buz iizerinde yapilmaya baslandi. Her
bir petrinin i¢ine300ul RIPA (hiicre membranini pargalayici buffer) ve 3ul inhibitor
(proteinlerin parcalanmamasini saglayan proteaz inhibitorii) hiicre lizis karigimindan 50ul
eklendi ve kaziyic1 yardimiyla yiizeyden kaldirilan hiicreleri ependorflara aktardik. +4 C°’de 10
dk.en yiiksek devirde santrifiij edildikten sonra supernatant kismini aldik ve total proteinleri

ependorflara koyarak protein izolasyonu tamamlanmis oldu.

3.3.5.Bradford Yontemi

Protein izolasyonu sonrasi elde edilen total proteinlerin konsantrasyonunu dl¢gmek icin
konsantrasyon 6l¢iim yontemi olan “Bradford” yontemini kullandik. Ependorflarin igerisine 5
ul protein, 45 pl distile su konarak 1:10 oraninda dilisyon elde ettik .Boylece 50 ul protein
hazirlamis olduk. Ayri olarak baska bir yerde hazirladigimiz ependorflarin igerisine 1.5 pl
Bradford reaktitinden tizerine 50 pl dilue ettigimiz proteinden koyarak 10 dk.inkiibe ettik. 595

nm dalga boyunda okuma yaparak proteinlerimizin konsantrasyonlarini elde ettik.

3.3.6.Western-Blot Yontemi

Gremlin 1 ve Actin-Beta (housekeeping) primer antikorlarinin ve sekonder antikorunun
calisma prensiplerine bakilarak uygun oranlardaki antikorlarin proteinlerin iizerine
uygulanmasia karar verildi. Bradford yontemiyle Olgiilen konsantrasyon araliklarina gore
30ug protein iizerinden c¢alismaya baslandi. Konsantrasyon araliklar1 kadar ependorflar
hazirland1 ve igerisine Ripatinhibitor, yiilkleme tamponu (SDS, B-merkaptoetanol, brom fenol
mavisi ve gliserol icren tampon) ve son olarak hesaplanan protein miktarindan konuldu.
Ependorflarin agizlar1 parafinlenerek 10dk boyunca kaynayan suyun iginde tutuldu. Dikey
elektroforez cihazinin igine jelin i¢inde rahat bir sekilde yiiriimesini saglayan Runing-Buffer
solusyonu eklendi ve elektroforez cihazinin igine jel plaka yerlestirildi. Bagta marker olmak

tizere proteinler konsantrasyon araliklarina uygun sekilde sirasiyla jelin kuyucuklarina aktarildi.
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Elektrik akimi verilerek proteinlerin dikey elektroforez cihazinda yiiriimesi saglandi.Jel
plakanin icinden jel alinarak iistline membran konuldu ve proteinlerin Power Blotter XL
cihaziyla 40 dk. Boyunca membrana aktarilmasi saglandi. Daha sonra memrani Ponceau S

boyasiyla boyadik ve total proteinlerin goriiniimiinii, siralanisini gézlemlendi.

Sekil 3. 4:Temozolomid ve Lipopolisakkarit uygulanmis hiicre hatlarimin dikey elektroforezde
yiiriitiilmesi

Daha sonra membran1 gremlin 1 ve actin-beta ‘nin molekiiler biiyiikliiklerine (kD)
uygun sekilde ikiye boldiik tizerini PBST ile yikandi. Boylece membrandaki proteinleri
boyadan ve baska kalintilardan uzaklastirdik. Membran {izerindeki PBST dokiildii ve %5°lik
BSA ile hazirladigimiz Blocking Buffer solusyonu membranlarin iizerine eklendi ve non
spesifik baglanmalar engellenmis oldu.1 saat shaker’da Blocking Buffer’da kalan proteinler 1

saat sonunda primer antikorlar eklendi.

Primer Antikorlar i¢in; 2 adet 15°lik falkon tiip igerisine
Gremlin 1: %35 BSA ‘da 1:500 oraninda

Actin- Beta: %5 BSA ‘da 1:1000 oraninda hazirlandi.

Membranlarin iizerine primer antikorlar eklenerek 24 saat boyunca shaker’da +4 C° ‘te
beklemek tizere kaldirildi. 24 saatin sonunda membrane {izerindeki primer antikorlar 15°lik
falkon tiiplere alinarak +4 C°’ye kaldirildi. Membran iizerine PBST eklenerek 3 kez 10 dk.lik
yikamalar yapildu.
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Sekonder Antikor i¢in; 2 adet 15°lik falkon tiip igerisine
Gremlin 1 1 %5 BSA ‘da 1:3000 oraninda
Actin- Beta : %5 BSA ‘da 1:3000 oraninda hazirland.

Bu karisimlar membranlarin  {izerine eklenerek 1 saat boyunca shaker
‘dabeklenildi.Dahasonra sekonder antikorlar dokiilerek tekrar membran iizerine PBST
eklenerek 3 kez 10 dk.hik  yikamalar yapildi. 15°lik falkon tiip igerisine 3000 pl
kemiliiminesans boyasindan konuldu.1500 pl gremlin 1 membran {izerine 1500 pl actin-beta
membrane iizerine kemiliiminesans boyasindan eklenerek 5 dk. Beklenildi ve karanlik odada

developer-fikser yikama cihazinda X-1s1n1 filminde protein gortintiileri alindi.
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4. TARTISMA

GBM beyin tiimorleri igerisinde; en agresif timor olup, hayatta kalim siiresi 12-14 ay
kadardir. Hastalarin yas araligi 45- 70 olarak bilinse de, her yasta gozlenebilir (Bayram,
2012) ; (Sezer, 2010). GBM’li hastalarin prognozu; kemoterapi, radyoterapi gibi uygulanan
tedavi yontemlerine ragmen kotiidiir (Sezer, 2010). Gremlin-1 protein ifadesinin GBM’de rol
oynayabilecegi yoniinde ¢alismalar bildirilmektedir (Guan Y., 2016);(Laurila R., 2013);
(Seoane, 2014); (Yan K, 2014). Ancak uyarilmis glioblastoma hiicrelerinin Gremlin-1
ekspresyonlari ile ilgili yeterince veri bulunmamaktadir. Bu ¢alisma ile amacimiz LPS ve
TMZ ile muamele edilmis glioblastoma hiicrelerinde Gremlin-1 ekspresyon diizeylerinin
belirlenmesidir. Bildigimiz kadariyla LPS ve TMZ ile muamele edilmis glioblastoma

hiicrelerinde gremlin-1 ekspresyon diizeylerinin arastirilmast literatiirde bir ilktir.

Calismamizda Gremlin 1 protein ifadesi ile iliskili olarak glioblastoma hiicre hatlarinda TMZ
etkisini degerlendirdigimizde 6zellikle 24 saat 25 ve 50 uMTMZ uygulanmis glioblastoma
hiicrelerinde yanit olarak TMZ uygulanmamis glioblastoma hiicrelerine gére Gremlin 1
ifadesi seviyelerinde yaklagik 3 kat artis saptadik. Gremlin 1; BMP’inantagonisti olarak
tanimlanir. BMP ligandlarinin, BMP reseptorii aracili Smad aktivasyonu yoluyla anti-
proliferatif farklilagsmay1 indiikleyerek tiimor biiyiimesini engelledigi gosterilmistir (Jiapaer
S., 2018). Glioblastomalar kendilerini yenileyen kanser kok hiicrelerinden olustuklar igin,
timor hiyerarsisinde glioma kanser kok hiicreleri (KKH) kendilerini korunmalarini
desteklemek icin gremlin 1 salgilar ve salgilanan bu protein KKH korunmasinda rol oynar.
Yapilan c¢aligmalarda KKH’lerde gremlin 1 ekspresyonunun ¢ok yiiksek oldugu
gosterilmektedir. Salgilanan bu protein BMP sinyallerini azaltip hiicrelerde tiimor biiylimesini
ve olusumunu daha da arttirdigi bulunmustur (Yan K, 2014). Bizim ¢aligmamizda da U118
glioblastoma hiicreleri iizerine uyguladigimiz belirli konsantasyonlardaki TMZ sonucunda
KKH’nin korunmasini ve artigin1 saglayan gremlin 1 seviyesinin azalmasi beklenmekteydi.
Ancak gremlin 1 seviyelerinde yaklasik 3 kat artis gézlemlenmistir. Bu artisin glioblastoma
kanser kok hiicrelerinin TMZ’ye kars1 direng gostererek kendilerini korumak i¢in gremlin 1

ekspresyonundaartiga neden oldugunu diistindiirmektedir.

TMZ, AmerikanGida ve Ilag Idaresi tarafindan onaylanmus bir kemoterapétik ilagtir ve
GBM i¢in birinci basamak tedavi olarak kullanilir. TMZ direnci glioblastom tedavisinde
onemli bir sorundur ve hastanin medyan sagkalimini yaklasik 1 yilla sinirlar (Khazaei M.,

2019). Su anda birden fazla ilagla kombinasyonu TMZ’e direngli kanserlerin tedavisinde
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birincil strateji haline gelmistir. Ozellikle in vitro ¢aligmalar, diger anti-kanser ajanlarla
birlestirildiginde TMZ'nin terapétik aktivitesinin arttigini gostermistir (Khazaei M., 2019).
Literatiirde TMZ’nin glioma hiicreleri lizerine olan etkileri incelendiginde: Mozafar Khazaei
ve arkadaslar1 (2019) insan GBM hiicre hatlarina (US7MG) 12.5, 25, 50, 100 ve 200 uM
konsantrasyon araliklarinda TMZ etkisini aragtirmigtir. Kontrol hiicreleride DMSO igeren
medium ile muamele edilmistir. Hiicreler 24, 48, 72 ve 96 saat inkiibe edildiginde, hiicrelerin
% 16’smin apoptotik oldugu goriilmiistiir. TMZ uygulamasinin hiicre sagkalimini azalttig
gosterilmistir. Bu sonuglara benzer sekilde Emilly Schlee Villodre ve arkadaslar (2018); U87
glioblastoma hiicre hatt1 tlizerine 1 ile 10 nM Dozorubisin (DOX) ile 5 uM TMZ
uygulamislardir. Hiicreler 24 saat muameleden sonra toplanmis ve sonuglara bakildiginda ¢ok
diisiik dozlarda bile, sadece 24 saatlik tedaviden sonra doku Oliimii net bir sekilde
gozlemlenmistir. Giinlerce tedaviden sonra hiicre sayisinda azalma oldugu ve diisiik dozlarda

uygulanan DOX ve TMZ ‘nin hiicre 6liimii ve yaslanmayi baslattig1 gortilmiistiir.

U118 glioma hiicre hatlarini kullanan Quan Cheng ve arkadaslari da (2017), insan
GBM hiicrelerinde miR-223 / PAX6 sinyal yolagi ile TMZ direnci iligkisini arastirmistir.
U118 ve U251 hiicre hatlarma 48 saat boyunca (100, 200 ve 400 uM) TMZ uygulanmis her
iki glioma hiicre hattinda hiicre ¢ogalmasinin énemli dlgiide azaldig1 gosterilmistir. TMZ'min
miR-223'i inhibe ederek bir tiimor baskilayict protein olan PAX6’nin ekspresyonunu
arttirdii ve GBM hiicrelerinin proliferasyonunu inhibe ettigi gosterilmistir. Bu ¢alismada
TMZ’nin, tiimdr biiylimesini ve ¢ogalmasini tesvik eden miR-223 inhibe etmesine ragmen
bizim ¢aligmamizda tiimor biiyiimesini ve ¢ogalmasini tesvik eden gremlin 1 ekspresyonunu

inhibe edilemedigi goriilmektedir.

Wei Shen ve arkadaslart (2013); U251 insan glioma hiicre hatt1 iizerindeki
etkileriincelenmis ve 24, 48, 72 ve 96 saatlik TMZ uygulanmustir. 24 saat boyunca 100 umol /
| TMZ ile muameleden sonra, TMZ grubunda hiicre canliliginin, kontrol grubuna kiyasla
onemli 6l¢iide azaldi goriilmiistiir. TMZ ile muamele edilen U251 hiicrelerin, kontrol U251
hiicrelerine kiyasla hiicre canliliginin azaldigi, hiicre gociiniin engellendigi ve U251
hiicrelerinde otofajinin desteklendigi goriilmiistiir. TMZ, U251 hiicrelerinde otofajik, fakat
apoptotik olmayan siiregleri indiikledi ve bdylece canliliklarimi ve yer degistirmelerini

azaltmustir.

Bu sonuglarin aksini gosteren ¢aligmalarda bildirilmistir (Alagoz M, 2018); (Carmo
A., 2011). A. Carmo ve arkadaslari (2011); U118 glioma hiicrelerine 24 ve 48 saatlik
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stirelerde ve farkli konsantrasyonlarda (0, 10, 20, 100, 250, 500 uM) TMZ uygulanmis ve
yiiksek konsantrasyonlarda belirgin bir sekilde glioma hiicre ¢ogalmasmin azaldigi
gorilmiistir. TMZ dozu 250 uM ile inkiibe edildiginde, proliferasyon orani, kontrol
hiicrelerinde gozlenene kiyasla % 43.2 oraninda inhibe oldugu bildirilmistir. TMZ'nin hiicre
6limiinii indiikleme yeteneginin azaldig1 ve G2/M'de hiicre dongiisli durmasini indiiklemedigi
gorilmistir. TMZ tedavisi sirasinda Pi3K / Akt ve ERK1 / 2 MAP kinazin fosforilasyon
yolaginin korundugu gdésterilmistir. Bu durum da glioma hiicrelerinin TMZ'nin neden oldugu
hiicre 6liimiinden kagtigin1 diisiindiirmektedir. Pi3K / Akt ve ERK1 / 2 MAP kinaz sinyal
yolaklarinin inhibitorleri glioma hiicrelerine TMZ ile birlikte uygulanarak hiicre 6liim
yiizdelerine bakilmis ve sinyal yolaklarin inhibitorleri ile TMZ kombinasyon tedavisinin
apoptoz yiizdesini artirdig1 goriilmiistiir. Bu da hayatta kalma yollari1 ve TMZ arasinda
sinerjistik bir etkinin varligin1 gdstermektedir. GBM kemoterapi tedavisinde birinci basamak
olarak kullanilan TMZ’in yaninda molekiiler tabanli o6zelliklede sinyal yolaklar1 ile
birlestirilmis bir tedavinin uygulanmasi gerektigi vurgulanmaktadir. Calismalarinda kullanilan
U118 hiicrelerinin TMZ’ye direncinin; Pi3K / Akt ve ERKI1 / 2 MAP kinaz sinyal
yolaklarinin inhibitérleri ile TMZ’nin tedavide birlikte kullanilmasiyla kismen ortadan
kalkacagi diistiniilmektedir. Sonuglar degerlendirildiginde TMZ'nin, U-118 hiicre hattinda
hiicre oliimiinii indiiklemede etkili olmadigi ve U118 glioma hiicrelerinin TMZ’e direng

gosterdigi goriilmektedir.

Meryem Alagéz (2018) yaptig1 calismada; Glioblastoma U118 ve U87 hiicreleri
tizerine 50, 100, 200 uM konsantrasyon araliklarinda TMZ uygulamistir. Uygulamadan 4 giin
sonra hiicre canlilik testi ile TMZ’nin sitotoksisitesini degerlendirmek icin yapilmistir. U87
hiicre hattina en yiiksek seviyede TMZ verildikten sonra kanser kok hiicrelerinin farklilagmis
kanser kok hiicrelerine oranla canliliklariin neredeyse 2 kati oldugu goriilmiistiir. U118
glioblastoma hiicre hatt1 TMZ uygulamasi sonrasinda ise U87 hiicrelerine kiyasla farklilagmis
ve kok hiicre populasyonlarinda daha diisiik hiicre 6liimii gézlemlenmistir. U118 hiicre hattin
da kanser kok hiicrelerinin farklilagsmis kanser hiicrelerine oranla daha direncli olduklarini ve
TMZ’in kanser kok hiicrelerini daha az 6ldiirdiigii tespit edilmistir. Bu sonu¢ dogrultusunda
glioblastoma kok hiicrelerinin TMZ’ye kars1 gosterdikleri diren¢ ortaya konmustur. Bu
bulgular1 destekler sekilde baska bir calismada da TMZ ile tedavi edilen GBM hiicrelerinin
¢ok nadir apoptoz gecirdigini bildirmistir (Hirose Y, 2001). Tim bu sonuglar
degerlendirildiginde, U118 hiicrelerinin TMZ‘e gosterdigi direng bizim c¢alismamizda

uyguladigimiz TMZ sonrasinda ki gremlin 1 protein ekspresyonunda bir azalma olmamasinin
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sebebini aciklamaktadir. Ustelik glioblastoma hiicrelerinde dzellikle 24 ve 48 saat uygulanan
tim TMZ dozlarinda Gremlin 1 ifadesinin seviyeleri iki katin {lizerinde artiglar géstermesi
belirtilen ¢alisma sonuglarimi desteklemektedir. Ayni1 zamanda Yongchang Guan ve
arkadaglar1 (2016) glioblastoma US87 hiicre hatti {izerinde gremlin 1 geni nakavt edilmesinin

glioma hiicre biiytimesinin durdurdugu goriilmiistiir.

Son yillarda LPS’nin tiimér mikrogevresindeki etkileri giderek daha fazla kanser
tiriinde arastirtlmaktadir (Han S., 2017). Calismamizda Glioblastoma hiicre hatlari, 24 ve 48
saat boyunca 0, 0.01, 0.1, 1 ve 10 pg/ml konsantrasyonlarda LPS ile muamele edildi.
Glioblastoma hiicrelerinde Ozellikle 24 saat 0.1 pg/ml LPS uygulamasina yanit olarak
Gremlin 1 ifadesi seviyelerinde LPS uygulanmamis glioblastoma hiicrelerine gore yaklasik
2.3 kat azalma saptandi (Tablo 5.2).

Maling gliomlar viicudun bagisiklik sistemine cevap olarak immiinosiipresif bir alan
olusturarak immiinoterapinin basarisizligina sebebiyet verirler (Albesiano E, 2010). TLR;
hem dogal hem de adaptif bagisiklig1 diizenleyebilen molekiillerdir ve TLR4 glioblastoma
hiicrelerinde yliksek oranda eksprese edilmektedir. LPS tiimor hiicrelerini uyaran bir bakteri
hiicre duvar elemanidir ve lipopolisakkaritler glioblastoma hiicrelerinde antitlimoéral etkileri
indiikledigi iyi bilinen bir TLR4 ligandidir. Tiimdre sahip olan konak¢inin bagisiklik
fonksiyonu giicli ise, LPS ile yapilan tedavi in vivo olarak timér GCS’lerinin
belirlenmesinde ve yok edilmesinde gorev alir (Han S., 2017). LPS, glioma hiicrelerinin
immiino-fenotipini TLR4 aracilifiyla immiinosupresif olandan immiinoreaktif olana ¢evirir.
Bu durumda glioma immiinojenitesini arttirir ve anti-tiimdral bagisiklig1 ortaya cikarir, Sonug

olarak glioma immiinoterapisi i¢in yeni bir perspektif saglar (Han S., 2017).

Bizim c¢alismamizda U118 glioblastoma hiicrelerine uygulanan LPS’nin glioma ve
GCS’lerine anti-tiimoral etki gostererek timor aktivitesini azalttigi, bu ylizden GCS’leri
gremlin 1 proteinini yeterli miktarda salgilayamayip kendilerini koruma altina almadiklar
diisiindiirmektedir. Bu ylizden ¢alismamizda 24 saatlik 0,1 mg/ml konsantrasyonunda gremlin
1 seviyesi bariz bir sekilde yaklasik 2,3 kat azalma gézlemlenmistir. LPS ile muamele edilmis
glioblastoma hiicrelerinde gremlin-1 ekspresyonunun arastirilmasi giiniimiize kadar olan

literatiirde bir ilktir.

Literatiir arastirmast yaptigimizda; glioma tiimorlerinde LPS etkisini inceleyen cok

sayida caligmaya rastlanmaktir (Chicoine M.R., 2001); (Chicoine M. R., 2007);(Cheng Y-J.
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Liu, 2004); (Han S., 2017); (Lisi L., 2014); (Won E.K., 2003). Michael R. Chicoine ve
arkadaslar1 (2001) LPS’nin in vivo maling glioma modelinde tiimor gerilemesine sebep olup
olmadig1 incelemistir. Gecikmis beyin tiimor (DBT) hiicrelerinde 10, 17 ve 24. giinlerde LPS
(300-500 pg) intratiimoral veya subkutan yoldan enjekte edilmis ve kontrol hayvanlarina
sadece PBS verilmistir. Farelerin 28.giinde timor dokulari ¢ikarilmistir. Kontrol grubu ve
LPS ile tedavi goren iki grup i¢in timdr kitleleri karsilastirildiginda; histolojik olarak
intratimoéral LPS uygulamalari, DBT hiicresi fare gliomlarinin gerilemesine neden oldugu

belirtilmistir.

Han ve arkadaglar1 (2017) insan glioblastoma U87 ve sigan glioma RG2 hiicre dizisi
ve bunlardan elde ettikleri GSC’ler ile yaptiklar1 ¢aligmalarda; 1 mg/mL LPS ile hiicreler
laboratuar ortaminda 6, 12, 24 saat inkiibe edilmis ve in vivo deneyler i¢in kullanilan hiicreler
ise 6 saat LPS ile muamele edilmistir. LPS’nin in vitro ortamda glioma ve glioma kok benzeri
(GSC) hiicreleri etkileme yetenegini ve in vivo anti-timor bagisikligini indiikkleme yetenegini
ve TLR4’in bu islemler lizerindeki etkisine bakilmistir. Bu ¢aligmada TLR4’{in glioblastoma
orneklerinde yiiksek oranda eksprese edildigi, 6 saatlik in vitro LPS uygulamasinin RG2 ve
U87 GSC’lerde kontrol grubu ile karsilastirildiginda bagisiklik ile ilgili molekiillerin
ekspresyonunu énemli 6l¢iide degistirdigini ve uzun siireli (12,24 saat) LPS uygulamasinin bu
etkiyi azalttigi western-blot ¢alismalariyla gosterilmistir. Bu veriler dogrultusunda glioma
hiicreleri ve GSC‘lerinin LPS’ye yanit verdigi gosterilmektedir. Fakat bu yanit TLR4 ve
zamana baZgimli bir sekilde gerceklesmistir. Ayrica LPS, glioma hiicrelerinin immiino-
fenotipini TLR4 aracilig1 ile immiinosupresif olandan immiinoreaktif olana zamana bagilimlh
olarak degistirdigi belirtilmistir. Bizim ¢alismamizda gremlin 1 ekspresyonunundaki azalma
en etkin sekilde 0,1 uM konsantrasyonda ve 24 saat uygulama siiresinde ortaya ¢ikmustir.
Ortaya ¢ikan gremlin 1 ekspresyonunundaki bu azalma 1 uMdozda siirmiis ancak 10 uM’de
artis egilimine gegmistir. LPS’nin 48 saatlik uygulama dozlarinda gremlin 1 ekspresyonu
azalarak devam etmistir. Bizim sonuglarimizda Han ve ark. (2017) benzer sekilde dikkat
cekici olan LPS etkisinin 0,1 uM gibi diisiik dozda ve 24 saat gibi erken donemde gremlin-1

protein ifadesininin azalmasinda daha etkili oldugunu gostermesidir.

Michael R. Chicoine ve arkadaslar1 (2007) TLR4 nakavt BALB/c farelerinde
intratimoral LPS ile tedavisinin timor ilerlemesi lizerine olan etkilerini degerlendirilmistir.
LPS; vahsi tip farelerde tiimoriin etkisizlesmesine sebep olmustur. Ancak TLR4 nakavt

farelerde sadece %50 azalma goriilmiistiir. Bu durumda LPS’nin antitiimoral etkisinin TLR4
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tizerinden gosterdigini bildirmislerdir LPS uygulamasi vahsi tip farelerde hayatta kalimi
uzatmig, ancak TLR4 nakavt farelerinde hi¢ etki gostermemistir. Calismamizda LPS
uygulamasimin Gremlin-1 protein ifadesindeki azalmanin TLR’lerin baskilanmasindan

kaynaklanip kaynaklanmadig: ile ilgili aragtirmalar planlanabilecegini diisindiirmektedir.

Bu bulgulara benzer sekilde Eun Kyung Won ve arkadaslart (2003) LPS’nin glioblastom
multiforme'ye kars1 anti-timoral mekanizmalarinin  etkisini inceledikleri ¢alismalarinda;
BALB/c farelerine intratiimoral Lipit A’nmin  sc DBT tiimor kiitlesi iizerindeki etkisine
bakilmis ve belirli dozlarda uygulanan lipit A sonucunda kontrol grubuna oranla ortalama
timor kiitlesinde %90 a yakin azalma goriilmistir. Bu sonuca gore daha Onceki
arastirmalarda da yapilan lipit A’nin anti timoral etkisi bu aragtirmada da dogrulanmuistir.
Ayrica lipit A’nin LPS ‘ye oranla daha az toksisiteye sahip glioblastom gerilemesine neden
oldugu, LPS aracili anti-tiimdral cevabin LPS aracili lipit A alt birimine baghh oldugu

sonucuna varilmistir.

Lisi ve arkadaslar1 (2014) yaptiklar1 ¢alismada; 1 mg/ml LPS ve 10 Ul / ml - IFNy ile 24 saat
inkiibasyon ile glioma hiicrelerini aktive oldugunu ve mikroglia hiicrelerini uyardiginm
bildirmistir. Yu-Jung Cheng ve arkadaslar1 (2004) bu calismada; U-373MG glioma hiicre hatti
kullanmig ve Pb (kursun) ve LPS ile tetiklenen TNF-alfa sinyali ile MAPK kinaz (MEK) ve
protein kinaz C’nin (PCK) aktivasyonuna bagli olan fosforilasyon kaskadini aktive ettigi

gosterilmistir.

LPS 6n tedavisinin anti-tiimor etkileri tiimdre sahip olan konake¢1 bagisiklik sistemine
baghdir. Glioma tasiyan sigcanlar ile yapilan ¢alismalarda saglam bagisikliga sahip olanlarin
LPS 6n tedavisi sonrasinda tiimor biiylimesinin 6nemli 6l¢iide azaldig: ve sag kalim siiresinin
uzadig1 goriilmistiir. Siganlar lizerindeki bu etkinin tiimdr hiicrelerinin degistirilmis imuno-
fenotipinden kaynaklandigt ve bu durumun onlar1 daha immiinojenik hale getirdigi

diistiniilmektedir (Han S., 2017).

Bu calisgma sonuglarindan elde edilen bulgular 1s18inda LPS uygulanmasmin glioma
immiinojenitesini arttirdigi ve anti-timoral etkinin ortaya c¢ikmasina neden oldugu
anlasilmaktadir. Bizim ¢alismamizda da LPS uygulanmasinin gremlin-1 diizeyinin azalmasina
neden olmasi bu bulgularla uyumluluk gostermektedir. Cilinkii gremlin-1 tiimor biiylimesini

ve progresyonununda rol oynayan oOnemli bir molekiil oldugu ¢ok sayida calisma ile
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desteklenmektedir (Guan Y., 2016); (Hong D., 2018); (Park, 2018); (Pelli A, 2016);(Yan K,
2014).

Sonug olarak ¢alismamizda, 24 saat 25 ve 50 uM konsantrasyonlarda TMZ muamele
edilen glioblastoma hiicre hatlarinda Gremlin-1 ekspresyonlarinda artis ve 24 saat 0.1 uM
konsantrasyonda LPS uygulanan glioblastoma hiicrelerinde Gremlin-1 ifadesi seviyelerinde
bir azalma gosterdik. Bu bulgular glioblastomada Gremlin-1 diizeylerinin 6nemli bir rol
oynadigmna isaret etmektedir. Hiicre proliferasyonu ve apoptoz calismalar1 glioblastoma
hiicrelerinde TMZ uygulamalarinin  Gremlin-1 ifadesindeki degisikliklere etkisini
tanimlayacaktir. Glioblastoma tliimorlerinde direng gelisme siklifi ve sagkalim siiresinin
kisalig1 diistiniildiigiinde Gremlin-1’in etkinliginin arastirilmasinin olduk¢a dnemli sonuglar

ortaya ¢ikarilabilecegi kanisindayiz.
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5.SONUCLAR

Gremlin 1 protein ifadesi ile iliskili olarak glioblastoma hiicre hatlarinda TMZ etkisini
degerlendirdik. Glioblastoma hiicre hatlari, 24 ve 48 saat boyunca 0, 25, 50, 100 ve 200 uM
konsantrasyonlarda TMZ ile muamele edildi. Glioblastoma hiicrelerinde 6zellikle 24 saat 25
ve 50 pM TMZ uygulamasina yanit olarak Gremlin 1 ifadesi seviyelerinde TMZ
uygulanmamis glioblastoma hiicrelerine gore yaklasik 3 kat artis saptandi (Tablo 5.1).

Tablo 5. 1: Temozolomid uygulanmis glioblastoma hiicrelerinde Gremlin 1 protein ifadesi
seviyeleri

TMZ (uM) Gremlin 1 protein ifadesi
24 saat
0 0.49863075
25 1.47466289
50 1.52135033
100 1.0523348
200 0.99198392
48 saat
0 0.49863075
25 1.10693233
50 0.9501011
100 1.07269791
200 0.67664591
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Bu bulgulara ek olarak, Gremlin 1 protein ifadesi ile iliskili olarak glioblastoma hiicre
hatlarinda LPS etkisini degerlendirdik. Glioblastoma hiicre hatlari, 24 ve 48 saat boyunca 0,
0.01, 0.1, 1 ve 10ug/ml konsantrasyonlarda LPS ile muamele edildi. Glioblastoma
hiicrelerinde 6zellikle 24 saat 0.1 ug/ml LPS uygulamasina yanit olarak Gremlin 1 ifadesi
seviyelerinde LPS uygulanmamis glioblastoma hiicrelerine gore yaklasik 2.3 kat azalma

saptand1 (Tablo 5.2).

Tablo 5. 2: Lipopolisakkarit uygulanmis glioblastoma hiicrelerinde Gremlin 1 protein ifadesi
seviyeleri

LPS (ug/ml) Gremlin 1 protein ifadesi
24 saat
0 0.83796326
0.01 0.577765
0.1 0.37789109
1 0.64963233
10 0.98961154
48 saat
0 0.83796326
0.01 0.70671525
0.1 0.57120111
1 0.54825999
10 1.33762441

Farkli dozlarda ve zamanlarda TMZ veya LPS uygulanmig glioblastoma hiicrelerindeki

Gremlin 1 protein ifadesi diizeyleri sirastyla Sekil 5.1 ve Sekil 5.2°de gosterilmistir.
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48 saat 24 saat

200 100 50 25 200 100 50 25 0

¥ ¥ A A A A A A TMZV)

Gremlin 1

Aktin Beta

Sekil 5 1:Temozolomid uygulanmis glioblastoma hiicrelerinde gremlin 1 protein ifadesi
diizeyleri

48 saat 24 saat

10 1 0.1 0.01 10 1 0.1 0.01 0

¥ ¥ ¥ ¥ ¥ ¥ K ¥ Y  LPS(ug/ml)

Gremlin 1

Aktin Beta

Sekil 5 2: Lipopolisakkarit uygulanmis glioblastoma hiicrelerindeki Gremlin 1 protein ifadesi
diizeyleri
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