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OzZET
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Glioblastoma multiforme, genellikle yetiskinlerde gorilen merkezi sinir sisteminin en
yaygin ve agresif primer beyin tumaorudur. Cerrahi mudahele, radyoterapi ve kemoterapi
gibi tedavilere ragmen hastalijin sag kalim 14.6 aydir. Konvansiyonel kemoterapi dlisuk
kan-beyin bariyeri penetrasyonu, timor ici heterojenite, intrinsik GBM direnci ve spesifik
olmayan toksisite nedeniyle sinirli etkiye sahiptir. TRAIL normal hicrelere herhangi bir
etki yapmadan, kanser hucrelerini hedeflemesi yoninden oldukga ilgi ¢ekici bir ajandir.
GBM'in TRAIL-araclili apoptoza diren¢ gosterdigi bilinmektedir. Bu nedenle HDACI gibi
ajanlarin TRAIL ile birlikte kombine olarak uygulanmasi GBM tedauvisi icin gtincel bir
stratejidir. Bu c¢alismanin amaci, Vorinostat, MS-275, Belinostat ve Romidepsin
HDACT/'lerinden TRAIL-aracili 6lumi en iyi sekilde arttiran 2 HDAC'yi belirlemek ve bu
HDAC/'lerin GBM hcrelerinde apoptotik yolak Uzerindeki etkilerini arastirmaktir. Bu
sebeple, LN18, T98G, U87MG ve U373 hicrelerinde TRAIL'in etkisi, HDACi’lerin
sitotoksik etkisi ve TRAIL ile kombine uygulamasi CellTiter-Glo yontemi ile belirlenmis
ve GraphPad Prism programi ile 1Cso degerleri hesaplanmigtir. Belinostat ve
Romidepsin’in TRAIL ile kombine uygulamasinin apoptoza olan etkisi akim-sitometri
yontemi ile hesaplanmistir. Belinostat ve Romidepsin’in pro-apoptotik ve anti-apoptotik
genlerin ekspresyonuna olan etkisi kantitatif gergcek-zamanli PCR yontemi ile
belirlenmistir. Apoptozda rol oynayan kaspaz-8, -9, Bcl-2 ve Bax proteinlerinin
ekspresyonu western blot yontemi ile belirlenmistir. Sonuglarimiza goére; Vorinostat,
Romidepsin ve Belinostat GBM hucrelerinde diger HDACi'lere gére daha fazla sitotoksik
etki gostermistir. Belinostat ve Romidpesin’in diger HDAC/’lere gére TRAIL-aracili
0lumde daha etkili oldugu bulunmustur. Akim-sitometri analizlerine gore, Belinostat ve
Romidepsin’in TRAIL ile kombine uygulamayla apoptozu ciddi sekilde arttirdigi, gercek-
zamanli PCR sonucuna goére de pro-apoptotik genlerin ekspresyonunu arttirirken, anti-
apoptotik genlerin ekspresyonunu azalttigi bulunmustur. Protein seviyesinde ise anlamli
bir fark gértlememistir. Bu sonuglar bize, Belinostat ve Romidepsin’in GBM tedauvisi igin
potansiyel birer ajan olduklarini gostermektedir.

Anahtar Kelimeler: Glioblastoma multiforme, Apoptoz, TRAIL, HDACIi

Bu galigma, PAU Bilimsel Aragtirma Projeleri Koordinasyon Birimi tarafindan
desteklenmistir (Proje No: 2015SBE001).



Vi

ABSTRACT

INVESTIGATION OF THE EFFECTS OF HISTONE DEACETYLASE INHIBITORS
(HDACi) ON APOPTOTIC PATHWAY IN GLIOBLASTOMA MULTIFORME (GBM)

ELMAS, Levent
PhD. Thesis in Medical Biology
Supervisor: Prof. Dr. Giilseren BAGCI (PhD)
2nd Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Tugba BAGCI-ONDER

September 2017, 154 pages

Glioblastoma multiforme is the most common central nervous system and aggressive
brain tumour mainly occur in adults. Despite surgical, radiotherapy and chemotherapy,
survival of the disease is 14.6 months. Conventional chemotherapy has limited effect
due to blood-brain-barrier, intrinsic heterogeneity of tumor, intrinsic GBM resistance and
non-specific toxicity. TRAIL which has no effect for normal cells but targets tumour cells,
is a promising agent. It is known that GBM shows resistance to TRAIL-mediated
apoptosis. Therefore, combined treatment agents such as HDACi combined with TRAIL
is current strategy for GBM therapy. The aim of this study to determine the best two
HDACI enhancing the TRAIL-mediated cell death among Vorinostat, MS-275, CBHA,
Belinostat and Romidepsin and to invstigate the effects of these HDACis upon apoptotic
pathway on GBM. For this reason, effects of TRAIL, cytotoxic effects of HDACis and
effects of combined TRAIL treatment on LN18, T98G, U87MG and TRAIL was
determined with CellTiter-Glo method and 1Cso doses of HDACis were calculated via
GraphPad Prism program. Effects of the combination of TRAIL either Belionstat or
Romidepsin to apoptosis were calculated by flow-cytometry. Expression changes of pro-
apoptotic and anti-apoptotic genes were analyzed by real-time PCR. Additionally, protein
expressions of Bcl-2, Bax, caspase-8 and caspase-9 were determined by western blot
analysis. According to our results, Vorinotat, Romidepsin and Belinostat have more
cytotoxic effect on GBM compared with other HDAC:s. It is found that compared to other
HDAC:s, Belinostat and Romidepsin are more effective for TRAIL-induced cell death. By
flow-cytometry analysis, combined treatment of Belinostat and Romidepsin with TRAIL
enhanced apoptosis significantly. According to real-time PCR results, Romidepsin and
Belinostat increased pro-apoptotic gene expression but decreased anti-apoptotic
expression. There isn’t any siginificant changes on protein levels. This results suggest
and indicated that Belinostat and Romidepsin is a potential agent for GBM treatment.

Keywords: Glioblastoma multiforme, Apoptosis, TRAIL, HDACI
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1. GIRIS

Kanser baslica onkogenler, timér baskilayici genler ve DNA tamir genlerinde
meydana gelen genetik veya epigenetik degisimlerin birikmesinin sonucu olarak ortaya
¢lkan kompleks bir hastaliktir. Bununla birlikte, hiicre dongusu kontrol noktalarindaki
aksakliklar ve apoptoz mekanizmasindaki bozukluklar da birgok kanser tlrinde dnemli
rol oynamaktadir. Birlesik Devletlerde, 2017 yil itibariyle 1.688.780 yeni kanser olgusu
teshis edilmis ve bu olgularin 600.920’si yasamini yitirmistir. Ulkemizdeki en son alinan
resmi rakamlara gore, bir yilda 96.213 erkek ve 67.203 kadin olmak Uzere yaklasik
163.500 kisi kanser teshisi almistir. Oniimiizdeki 20 yilda kanserden dolayr meydana
gelecek 6lim oraninin %70 oraninda artmasi ve 2030 yilinda yaklasik olarak 22 milyon

kisinin kanser vakasi olarak tanimlanmasi beklenmektedir.

Glioblastoma multiforme (GBM), baslica serebral hemisferde yerlesim gdsteren,
genellikle yetigkinlerde goérilen en sik ve en malign beyin timoériduar. Multiforme teriminin
kullaniimasinin nedeni; bu tip tumorun klinik gosterimi, patolojisi, genetik isareti ve
tedaviye cevap vermesi agisindan heterojenlik géstermesinden dolayidir. Dinya Saglik
Orgutii (DSO) tarafindan Evre IV astrositroma olarak siniflandiriimigtir. Hizli ilerleme
(progresyon) gostermesi, normal dokuya infiltre olmasi, genetik olarak kararsiz olusu,
radyoterapi ve kemoterapiye karsi direncli olmasi nedeniyle en kétu prognoza sahip olan
kanserlerden birisidir. GBM; ameliyat, radyoterapi, Temozolomid (TMZ) gibi agresif
tedavi yontemleri olmasina ragmen, toplam sagkalim siresi 14.6 ay olan, ¢ok zayif bir
prognoza sahiptir. Bu nedenle, GBM hastalari igin yeni tedavi yaklasimlarinin

tanimlanmasina ihtiya¢ duyulmaktadir.



TNF-iligkili apoptoz-indikleyici ligand (TRAIL veya Apo2L), TNF slperailesinin bir
tyesidir. TRAIL, T ve B lenfositleri, Dogal Oldiirticti (NK) hiicreler, dendritik hiicreler ve
makrofajlar gibi immun sistem hicrelerinin ylizeylerinde bulunur ve buralardan spesifik
metalloproteinazlarla kesilerek, hicreler arasi siviya ¢ozlunebilir bir formda salinarak
biyolojik aktivitesini gosterir. TRAIL-indUklli ekstrinsik apoptoz yolagi, homotrimerik
TRAIL’in TRAIL-R1 ve TRAIL-R2 reseptorlerine baglanmasiyla birlikte baslamaktadir.
Meme, prostat, ovaryum, akciger, multiple miyelom, I6semi, nérolastom ve GBM'i iceren
cesitli kanser tiplerinin  TRAIL tarafindan indiklenen apoptoza direngli oldugu

go6rulmustar.

Efektif kanser terapdtikleri icin, normal hicrelerde herhangi bir dedisim olmadan,
Ozellikle malign tumor hicrelerinde apoptozu indliklemek ¢ok dnemli bir stratejidir. TRAIL
bircok timdr hiicresinde apoptozu indiiklemesi fakat normal hiicrelere minimal toksisite
gbstermesi ya da gdstermemesi yonldyle énemli bir 6zellige sahiptir. Bu &zelligi
nedeniyle, TRAIL kanser tedavisi icin ilgi ¢ekici bir adaydir. Meme, prostat, ovaryum,
akciger, multiple miyelom, 16semi, néroblastom ve glioblastomay! iceren cesitli kanser
tiplerinin TRAIL tarafindan indiklenen apoptoza direngli oldugu gorilmustir. TRAIL'in
kontrol hicrelerinde apoptozu indiklemeden, secgici olarak kanser hicrelerinin
apoptozuna neden olmasi GBM icin aday bir tedavi ydéndemi olarak distnilmektedir.
TRAIL-direncli hticreleri apoptoza duyarli hale getirmek i¢in proteozom inhibitorleri,
histon deasetilaz inhibitérleri (HDACI), fosfotidilinositol 3-kinaz/Protein Kinaz B
(PI3BK/AKT) inhibitérleri, ikincil mitokondri kékenli kaspaz aktivator (SMAC) taklitgileri,
anti-CD20, konvansiyonel kemoterapi ve radyoterapi gibi birtakim terapétik ajanlar
geligirilmistir. TRAIL duyarhihdini induklemek, TRAIL ve TRAIL reseptorlerinin endojen
ekspresyonunu yeniden saglamak, gelecekte uygulanacak terapiler icin uygun bir strateji

olarak gézikmektedir.

Hucre dongusindn durdurulmasi, farklilagsma, yaslanma, intrinsik ve ekstrinsik
apoptoz, mitotik hiicre élumu, otofajik hiicre 6limda, reaktif oksijen turlerinin Gretiminin
induklenmesi ve anjiyogenez, metastaz, tumor immdanitesinin inhibisyonuna neden
olmalarindan dolayr HDAC:'ler efektif terapotik anti-kanser ajani olarak diginulmektedir.
HDAC/ lerin normal hucrelerden ziyade tranforme olmus hicrelere segicilik gosterdigi
rapor edilmistir. Kanser hucrelerindeki bu farkli etkiler, HDACi'lerin tek ya da diger

terapilerle kombine olarak uygulanmasi yéniunden cokca ilgi gekmektedir. GBM'in de



icinde bulundugu farkh timoér tiplerinin tedavisi icin, HDAC inhibitérlerinin tekli ve diger

ajanlarla kombine uygulamasi deneme asamasindadir.

1.1. Amag

Bu calismadaki amacimiz; Vorinostat, MS-275, CBHA, Belinostat ve Romidepsin
HDACT/'lerinden, TRAIL-aracili 6lumu en iyi sekilde arttiran 2 HDACI'yi belirlemek ve bu
2 HDACI'nin tek basina GBM hicrelerinde apoptotik yolak Uzerindeki etkilerini
arastirmak, GBM'de alternatif bir tedavi uygulamasi icin bu HDAC/lerin etkinligini

belirlemektir.



2. KURAMSAL BILGILER VE LITERATUR TARAMASI

Kanser modern yasamin en énemli hastaliklarindan birisidir. Dinya popilasyonunda
en sik karsilagilan hastalik olmasi ve ayni zamanda da en sik 6lim nedenleri arasinda
yer almasi nedeniyle, kanser onemli bir halk saghgi problemi olarak devam etmektedir.
Gunumuzde teknolojik ilerlemelerle birlikte dnemli bir yol kat edilmis olmasina ragmen,
kanser olusumu hakkinda hala aydinlatilamayan birgok nokta bulunmaktadir. Bu
nedenle, bircok Ulkede bilim stratejisi olarak kanser arastirmalarina buyuk butgeler
ayrilmakta ve bu hastalik hakkinda bircok nokta aydinlatiimaya calisiimaktadir (Elmas
2011).

Kanser baslica onkogenler, timor baskilayici genler ve DNA tamir genlerinde
meydana gelen genetik veya epigenetik degisimlerin birikmesinin sonucu olarak ortaya
cikan kompleks bir hastaliktir. Bununla birlikte, hlcre dongusu kontrol noktalarindaki
aksakliklar ve apoptoz mekanizmasindaki bozukluklar da birgok kanser turiinde 6nemili
rol oynamaktadir (EImas 2011). Kanser kontrol edilemeyen hiicre biyimesi, invazyon
ve anormal hidcrenin yayilimi ile karakterize olan bir grup hastaliktir (American Cancer
Society 2017). YlUzden fazla turG bulunan kanser, bir hicrenin anormal ¢ogalmasi
sonucu olugtugundan, bu anormallikten meydana gelecek tumor patolojik agidan benign
ya da malign karakterde olabilir. Benign adi verdigimiz iyi huylu timédrler, bulunduklari
yerde lokal olarak kalarak viicudun diger bdlgelerine yayilmazlar. Diger taraftan, kétu
huylu dedigimiz malign timorler bulundugu yere yakin olan dokulara veya kan ve lenf
dolasimini kullanarak viicudun uzak yerlerine yayilma potansiyeline sahiptirler (Cooper
ve Hausman 2016). Kanserler siniflandirilirken, kdken aldiklari hucreye baz alinarak
sinifandirilirlar. Kanserleri baslica karsinomlar, sarkomlar ve lI6semi veya lenfomalar
olmak Uzere 3 baslk altinda toplamak miUmkdndur. Epitel hucrelerden kdken alan

karsinomlar kanserlerin %90’in1 olugturmaktadir. Bag dokudan (kas, kemik, kikirdak ve



fibréz doku) kéken alan solid timérler sarkomlar adini alir ve bunlar genellikle insanda
az gorulirler. Uglincii grup olan lésemi ve lenfomalar, kan ve immin sistem
hicrelerinden kdken alirlar ve insanda goézuken kanserlerin %8’ini olustururlar (Cooper
ve Hausman 2016). Kanserde, benign karakterden malign karaktere donlsmek cok
asamali bir suregtir ve tek bir hicre uzun zaman boyunca mutasyonlar gecirerek
¢ogalma, sag kalim, invazyon ve metastaz yetenekleri artar. Bu sayede bu d6zellikler
yéninden hicre populasyonunda baskin hale gelme durumu klonal secilim olarak
adlandirilir. Tamdrler, monoklonal ve poliklonal olarak klonalite durumlarina goére
siniflandirilabilir (Weinberg 2007).

Diinya Saglik Orgiitii (DSO)’nden elde edilen verilere gdre; kanser diinya ¢apinda
gorulen hastaliklarin ve 6lim nedenlerinin basinda gelmektedir ve 2012 yilinda 14 milyon
yeni kanser vakasi tanimlanmistir (Ferlay vd 2013, Forman vd 2014, WEB_1). Diunya
capindaki 6lum nedenleri arasinda ikinci sirada yer alan kanser, 2015 yilinda 8.8 milyon
Kisinin 6liminden sorumlu olmustur. Global olarak 6 élimden birinin kanser nedeniyle
meydana geldigi géztkmektedir. Dlinya genelinde 2015 verilerine bakildiginda en ¢ok
tani konulan kanser turleri sirasiyla akciger, karaciger, kolorektal, mide ve meme
kanserleridir (WEB_1). Erkekler arasinda en sik gdrulen 5 kanser tipi; akciger, prostat,
kolorektal, mide ve karaciger iken, kadinlarda en sik goriilen 5 kanser tipi sirasiyla
meme, kolorektal, akciger, serviks ve mide kanserleridir (Forman vd 2014). Oniimiizdeki
20 yilda kanserden dolayr meydana gelecek 6lim oraninin %70 oraninda artmasi ve
2030 yihinda yaklasik olarak 22 milyon kisinin kanser vakasi olarak tanimlanmasi
beklenmektedir (Hacikamiloglu vd 2017, WEB_1). Kanser olgularinin yaklasik olarak
%70’i az gelismis ve gelismekte olan Ulkelerde meydana gelmektedir. Meydana gelen
Olumlerin 3'de 1’i 5 ana davranis ve diyet riskinden doyalidir. Bu riskler; ylksek vicut
kitle indeksi, dislik meyve ve sebze tiketimi, fiziksel aktivite yoklugu, tatin artnleri ve
alkol kullanimidir. Bununla birlikte tatin Granleri kullanimi kansere bagh olumlerin
%22’sinden sorumlu iken, az gelismis ve gelismekte olan Ulkelerde hepatit ve insan
papilloma viris (HPV) gibi enfeksiyonlar da kanser vakalarinin %25’e yakinindan
sorumludur (WEB_1).

Birlesik Devletlerde kanser baglica géziken saglik problemidir ve 6lum nedenleri
arasinda ikinci siradadir. 2017 yilh itibariyle 1.688.780 yeni kanser olgusu teshis edilmis
ve bu olgularin 600.920’si yagamini yitirmistir. Kanser insidansinin erkeklerde kadinlara

gére %20 oraninda daha ylksek oldugu, ayni sekilde kanser 6lim oraninin yine



erkeklerde %40 oraninda daha yuksek oldugu bildirilmigtir. Bununla birlikte, cinsiyet
farkhliklari kanser tipine gore degisiklik goéstermektedir. Elde edilen verilere gére; Birlesik
Devletler'de yeni teshis edilen kanser tipi acisindan bakildiginda, erkeklerde 836.150
olguda gorulen ilk bes kanser tipi prostat (%19), akciger (%14), kolon (%9), mesane (%7)
ve melanomlardir (%6): Kadinlarda ise 852.630 olguda ilk bes kanser tipi sirasiyla meme
(%30), akciger (%12), kolon (%8), uterus (%7) ve tiroid (%5) kanserleridir. Oliimler
acgisindan degerlendirildiginde ise, erkekler akciger, kolon, prostat, pankreas ve akciger,
kadinlarda ise akciger, meme, kolon, pankreas ve ovaryum kanserleri sirasiyla ilk bes
sirayi olusturmaktadir (Sekil 2.1) (Siegel vd 2017).

Estimated New Cases

Males Females

Prostate 161,360 19% Breast 252,710 30%

Lung & bronchus 116,990 14% : Lung & bronchus 105,510 12%

Colon & rectum 71,420 9% {}" Colon & rectum 64,010 8%

Urinary bladder 60,490 7% “ ‘ Uterine corpus 61,380 7%
Melanoma of the skin 52,170 6% ‘ | Thyroid 42,470 5%
Kidney & renal pelvis 40,610 5% | Melanoma of the skin 34,940 4%
Non-Hodgkin lymphoma 40,080 5% ‘ Non-Hodgkin lymphoma 32,160 4%
Leukemia 36,290 4% ‘,‘ “ Leukemia 25,840 3%

Oral cavity & pharynx 35,720 4% f " Pancreas 25,700 3%
Liver & intrahepatic bile duct 29,200 3% | | Kidney & renal pelvis 23,380 3%
All Sites 836,150 100% ; A .. All Sites 852,630 100%

Estimated Deaths

Males Females

Lung & bronchus 84,590 27% P Lung & bronchus 71,280 25%

Colon & rectum 27,150 9% P Breast 40610  14%

Prostate 26,730 8% 2. Colon&rectum 23,110 8%

Pancreas 22,300 % “ Pancreas 20,790 7%

Liver & intrahepatic bile duct 19,610 6% ‘.‘ | Ovary 14,080 5%
Leukemia 14,300 4% [ Uterine corpus 10,920 4%

Esophagus 12,720 4% | Leukemia 10,200 4%

Urinary bladder 12,240 4% } | Liver & intrahepatic bile duct 9,310 3%
Non-Hodgkin lymphoma 11,450 4% [ Non-Hodgkin lymphoma 8,690 3%
Brain & other nervous system 9,620 3% [ Brain & other nervous system 7,080 3%
All Sites 318,420 100% . AllSites 282,500 100%

Sekil 2.1 Birlesik Devletlerde 2017 yilinda gorilen on ana kanser turinun ve 6lim
oranlarinin cinsiyete goére dagilimlari (Siegel vd 2017).



Ulkemiz agisindan bakildiginda, kansere ait verileri Turkiye Halk Saghigi Kurumu’nun
2017 yilinda yayinlamis oldugu “Turkiye Kanser istatistikleri” raporundan égrenmekteyiz.
Bu rapordaki veriler 2014 yilini kapsamaktadir, buna gore; erkeklerde akciger, prostat,
kolorektal, mesane ve mide, kadinlarda ise meme, tiroid, kolorektal, uterus ve akciger en
sik gérulen ilk 5 kanser tipidir (Sekil 2.2 ve 2.3) (Hacikamiloglu vd 2017). Uluslarasi
Kanser Ajansi (IARC) tarafindan yayinlanan GLOBOCAN 2012 verilerine gére de erkek
ve kadinlarda gorulen en sik kanser tipleri Ulkemizdeki raporla aynidir (Ferlay vd 2013).
Ulkemizdeki en son alinan resmi rakamlara gére, bir yilda 96.213 erkek ve 67.203 kadin
olmak Uzere yaklasik 163.500 kisi kanser teshisi almaktadir (Sekil 2.4). Yasa goére
standardize edilmis kanser hizi erkeklerde 246,8/100.000 iken, kadinlarda
173,6/100.000°dir. Son bes yilin verilerine bakildiginda kanser insidansinda herhangi bir
artis ya da azalis gorulmemektedir. Turkiye kanser sikligi agisindan Avrupa Birligi

Ulkeleri ve Amerika gibi Ulkelere gére daha dusuktir (Hacikamiloglu vd 2017).

Trakea,Brong,Akciger
Prostat

Kolorektal

Mesane

Mide

B Erkek
Non-Hodgkin lenfoma
Bobrek

Larinks

Tiroid

Beyin, sinir sistemi

0.0 20.0 40.0 60.0

Sekil 2.2 Ulkkemizde erkeklerde en sik goriilen 10 kanserin yasa gore standardize edilmis
hizlari (Hacikamiloglu vd 2017).
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Sekil 2.3 Ulkemizde kadinlarda en sik goriilen 10 kanserin yasa gére standardize edilmis

hizlari (Hacikamiloglu vd 2017).
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Sekil 2.4 Turkiye’de erkek ve kadinlarda en sik gorilen kanserlerin toplam sayisi ve
yuzde dagilimlari (Hacikamiloglu vd 2017).



2.1. Beyin Tumorleri

Beyin timodrleri, beyin dokusundaki hicrelerin anormal c¢ogalmasi sonucu
olusmaktadir ve fenotipik olarak malign ve benign formda gézikmektedir. Birlesik
Devletlerde, 2017 yili verilerine gore, beyin ve diger sinir sistemi kanserleri bakimindan
23,800 olguya teshis konmus ve bu olgularin 16.700’G yasamini yitirmistir (Siegel vd
2017). Tum kanserlerin %1.4’U4nU olusturan beyin timdrleri, kansere bagh 6limlerin
%2.8’'inden sorumludur (WEB_2).

Beyin timorlerinin siniflandiriimasi hakkinda ilk géris 1863 yilinda bir patolog olan
Rudolf Virchow tarafindan yapilmistir. Harvey Cushing ve ark. 1926 yilinda beyin
timorleri icin su an kullanilan terimlerin tanimini yapmislardir. Beyin timorlerinin
evrelemesi James Watson Kernohan ve ark. tarafindan 1949 yilinda ilk kez ortaya
atilmigtir. Zulch ve arkadaglari 1979 yilinda, Cushing Bailey ve Kernohan’in terminolojisi
kullanarak, DSO tabanli ilk siniflandirmayi yapmiglardir. Beyin timdrlerinin 1993 yilinda
DSO tarafindan ikinci, 2000 yilinda Uglincii ve 2007 yilinda dérdinci baskisi
yayinlanmistir (Louis vd 2007, Sarkar vd 2009). Yayinlanmig tim bu siniflandirmalar
hiucre orijinlerine ve farklilagma seviyelerinin mikroskobik olarak incelenmesi sonucu
histolojik olarak gerceklestiriimistir (Louis vd 2016, Banan ve Hartmann 2017). Teknoloji
ile birlikte genetik bilgi akiginin artmasi sonucu, beyin timorleri genetigi hakkinda yeni
bilgiler elde edilmesiyle birlikte yeni bir siniflandirmanin yapilmasi gerekliligi ortaya
cikmistir. Bu nedenle, 2016 yilinda genetik veriler i1siginda DSO tarafindan merkezi sinir

sistemi timarlerinin beginci baskisi yayinlanmistir (Louis vd 2016).

Malign beyin timorleri, sadece koétl prognozlarindan dolayi dedil, ayni zamanda
yasam kalitesinde ve biligssel fonksiyonlardaki direkt etkileri nedeniyle en korkulan kanser
turleri arasindadir (Omuro ve DeAngelis 2013). Beyin timorleri, primer ve sekonder
tumorler olarak siniflandirimaktadir. Primer beyin timdrleri glial dokudan, néronlardan,
meninkslerden, damarlardan veya endokrin hucrelerden koken almaktadir (Bayram
2012).

Gliomlar, primer beyin tdmdurlerinin en yaygin tipidir ve destekleyici glial dokudan
koken alan ndroepitelyal timorlerdir (Sarkar vd 2009, Bayram 2012, Omuro ve

DeAngelis 2013). Beyin tumorll hastalarin %81’inde malign gliomlar gézikmektedir ve
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yillik insidansi 3.9/100.000 olarak hesaplanmistir (Ostrom vd 2016). Ulkeler arasinda
belirgin bir farklihk gdzikmesi gelismis teshis yontemlerine bagl olarak, gelismis
Ulkelerde insidans daha yuksektir. Her yil yaklasik 17.000 yeni olguya malign gliom
teshisi konmaktadir (Omuro ve DeAngelis 2013). Tim malign beyin timorlerin en sik
gOzleneni %46.6 ile glioblastomadir(Sekil 2.5) (Ostrom vd 2016).

Germ cell Glioblastoma*
tumors, cysts 46 6%
and heterotopias
0.8%

Men;%}:)ma
Oligoasb'zc.)_;:oztic tumors*
Embrygf};khmors
Epend%%ao/lotmors'
Oligoderzfl;?/.glianas'-"

phi i

All other? Other ar}r&zytomas

14.1%

Sekil 2.5 Malign primer beyin timorlerinin dagihmi (Ostrom vd 2016).

Gliomalar oligodendrositler ve astrositler olmak tzere iki farkli hicre tipinden kéken
almaktadir. Gliomalarin ¢godu, beynin frontal, temporal, pariyetal ve oksipital lobunda
meydana gelmektedir ama ¢ok az bir kismi da beynin diginda meydana gelmektedir
(Ostrom vd 2016). DSO, gliomlari farklilasmanin, anaplazinin ve agresifligin derecesine
bagh olarak 4 histolojik alt tipe ayirmistir (Louis vd 2007). Bunlar; astrositromalar,
oligodendrogliomalar, ependimomlar ve oligo-astrositromalardar (karigik gliomalar)
(Louis vd 2007, Jovcevska vd 2013). Bu alt tipler, malignite derecelerine goére
evrelendirilmigtir. Buna gore; oligodendrogliomalar ve oligo-astrositromalar Evre | ve
Evre Il olarak evrelendirilirken, astrositromalardan pilositik astrositroma Evre |, diffliz
astrositroma Evre Il, anaplastik astrositroma Evre Il olarak, glioblastoma multiforme

(GBM) ise Evre IV olarak evrelendirilmistir (Durmaz ve Vural 2007, Jovcevska vd 2013).
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2.2. Glioblastoma multiforme (GBM)

GBM, baslica serebral hemisferde yerlesim gosteren, genellikle yetiskinlerde gortlen
en sik ve en malign beyin timoéradar (Durmaz vd 2007, Sarkar vd 2009). Multiforme
teriminin kullaniimasinin nedeni; bu tip timaorin klinik gosterimi, patolojisi, genetik isareti
ve tedaviye cevap vermesi agisindan heterojenlik géstermesinden dolayidir (lacob ve
Dinca 2009). DSO tarafindan Evre IV astrositroma olarak siniflandiriimistir (Bayin vd
2014). Hizl ilerleme (progresyon) gostermesi, normal dokuya infiltre olmasi, genetik
olarak kararsiz olusu, radyoterapi ve kemoterapiye karsi direncgli olmasi nedeniyle en
koétl prognoza sahip olan kanserlerden birisidir (Ramirez vd 2013). GBM, diger kanserler
gibi, kendi kendine c¢odalma, apoptotik uyarima diren¢g goésterme, digsal blyume
kontrolinden ve immun gbzetimden kaginma, dokuya invazyon gerceklestirme, yeni kan
damarlar olugturma ve devam ettirme yetenegi gibi karakteristik malign fenotipler

sergilemektedir (Sathornsumetee ve Rich 2008).

GBM baslica beyinde gelistiginden, hemisferlerde, beyin sapinda ve serebellumda
yerlesim gostermektedir. En sik tutulum gdésterdigi yer frontal, an az tutulumun oldugu
bolge ise oksipital lobdur. Normal doku ile ayirt edilememesinin nedeni beyin icerisine
infiltre olarak gelismesinden dolayidir. Serebrospinal sivi veya kan yolu ile metastazi
nadiren gergeklesir ve dalak, plevra, akcigerler, lenf nodlari, akciger, kemikler, pankreas

ve ince bagirsak gibi organlari hedeflemektedir (Urbanska vd 2014).

Hastaligin klinik belirtilerine bakildiginda, semptomlar her ne kadar hizli olarak
meydana gelse de, timdérin belirli bir seviyeye erismesine dek hastalik asemptomatik
olarak seyretmektedir. Semptomlar, timorun patolojik 6zelliklerinin yaninda daha ¢ok
tumaorun konumu ile alakalidir (Krakstad ve Chekenya 2010). Tumdorun lokalizasyonu ve
intrakranyal baskiya bagl olarak, GBM’in en yaygin belirtileri bas agrisi, ataksi, bas
doénmesi, gérme bozukluklari (bulanik gérme, ¢ift gérme), sik sik bayilma, kusma, hafiza
kaybi, fokal ndérolojik eksiklikler, konflizyon ve Kisilik degisiklikleridir (Wen ve Kesari
2008, Urbanska vd 2014). Bu spesifik olmayan semptomlardan dolayi, ¢ogunlukla
enfeksiyon, inflamatuar suregler, dolasimsal ve immunolojik hastaliklar olarak
tanimlanarak hastaliga yanls teshis konmaktadir. Daha dnce epilepsi teshisi konmamig
insanlarda kriz ya da hastalik nobetlerinin meydana gelmesi glioblastoma suphesinden

dolayi nérolojik géruntlileme igin bir belirte¢ olabilmektedir (Urbanska vd 2014). GBM
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teshisi genellikle manyetik rezonans goérintileme veya bilgisayarli tomografi yontemleri

ile yapiimaktadir (Wen ve Kesari 2008).

DSO’niin 2007 yilinda, timdr tipi ve histolojik evrelemeye dayanan mikroskobik
kriterleri baz alarak yapmis oldugu siniflandirmaya goére; GBM'ler noroepitelyal doku
timorlerinin bir alt grubu olan astrositik timorler icerisinde dev hiicreli glioblastoma ve
gliosarkom olarak siniflandirimistir (Louis vd 2007). Yeni-nesil sekanslama ve
mikroarray tabanli analizler gliomalarin karakteristik genetik ve epigenetik profillerini
ortaya cikartmistir (Malzkom ve Reifenberger 2016). DSO’niin genetik ve epigenetik
olarak agiga ¢ikan gelismeleri temel alarak, 2016 yilinda yapmis oldugu merkezi sinir
sistemi timorlerinin siniflandirilmasina gére GBM’ler; primer ve de novo olarak 55 yas
Uzerinde ortaya c¢ikan “izositrat dehidrogenaz (IDH)-yabanil tip” (olgularin %90’),
olgularin %10’unu olusturan, genellikle gen¢ olgularda meydana gelen ve sekonder
GBM olarak adlandirilan “IDH-mutant tip” ve IDH mutasyonu bulunmayan “GBM-NOS”
(not otherwise specified) olarak 3 gruba ayrilmistir (Louis vd 2016). IDH-yabanil tip ve

IDH-mutant GBM'lerin karakteristik 6zellikleri Tablo 2.1°de 6zetlenmistir.

Glioblastomalar klinik karakteristiklerine ve genetik 6zelliklerine gére “primer” ve
“sekonder” timdrler olmak Gzere ikiye ayrilirlar (Jovcevska vd 2013, Chang vd 2014,
Olar ve Aldape 2014). Her iki grupta glial 6nct hicrelerden dogrudan gelisen timarlerdir
(Durmaz vd 2007). GBM olgularinin buyik ¢ogunlugunu (~%90) primer glioblastoma
olusturur ve bir éncil lezyon bulgusu olmadan de novo olarak ortaya ¢ikmaktadir.
Genellikle 50 yas Uzerindeki daha yash hastalarda goézlenmektedir. Sekonder
glioblastomlar ise duslk dereceli astrositroma (Il. Derece) ya da anaplastik
astrositromalardan (lll. Derece) yavas progresyonla gelisirler ve daha geng¢ yastaki
hastalarda (<45) daha yaygin g6zikmektedir (Durmaz vd 2007, Ramirez vd 2013,
Ohgaki ve Kleihues 2013, Chang vd 2014, Aldape vd 2015). Dusuk dereceli
astrositromanin glioblastoma donligme suresi yaklasik 5 vyil iken, anaplastik
astrositromanin glioblastoma dogru gelismesi 2 yildir (Olar ve Aldape 2014). Primer ve
sekonder GBM’ler morfolojik yonde ayirt edilemezler ve hasta yasina bakiimaksizin kétu
prognoza sahiptirler. Her iki tipte de molekiler dizeyde farkli genetik anomaliler
gorulmektedir (Sarkar vd 2009) (Sekil 2.6).
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Tablo 2.1 IDH-yabanil tip ve IDH-mutant GBM'lerin karakteristik 6zellikleri (Louis vd
2016).

IDH-yabanil tip GBM IDH-mutant GBM

Sinonim Primer glioblastoma Sekonder glioblastoma

Oncii lezyon Teshis edilemez Difflz astrositroma

De novo olarak geligir Anaplastik astrositroma

GBM’deki dagilimi ~ %90 ~ %10
Teshiste ortalama yas ~ 62 ~ 44
Erkek : Kadin orani 142:1 1.05:1
Klinik 6yku uzunlugu 4 ay 15 ay
Ortalama sagkalim

C* + RT* 9.9 ay 24 ay

C + RT + KT* 15 ay 31 ay
Konumu Supratentoryal Oncelikle frontal
Nekroz Genis Sinirh
TERT promotor %72 %26
mutasyonu
TP53 mutasyonu %27 %81
ATRX mutasyonu Nadir %71
EGFR amplifikasyonu %35 Nadir
PTEN mutasyonu %24 Nadir

*C: Cerrahi tedavi, RT: Radyoterapi, KT: Kemoterapi.
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< 10% IDH 1/2 mutation

~ 35-40% EGFR amplification
~60% EGFR overexpression
~ 25-30% PTEN mutations
~50% LOH 10p

~ 70-80% LOH 10q

~ 30-40% p16 deletion
< 10% MDM2 amplification

(WHO grade IlI) ~ 50% MDM2 overexpression

N, | .

5 % secondary Glioblastoma multiforme 95 % primary Glioblastoma multiforme
(WHO grade IV), (WHO grade IV),
proneuronal transciption profiles neuronal, classical, mesenchymal,
proneuronal transciption profiles

Sekil 2.6 GBM gelisiminde meydana gelen genetik degisimler (von Neubeck 2015).

2.2.1. GBM Genetigi ve Molekiler Belirtegleri

GBM’ler DSO evre IV olarak tanimlanmistir ve genetik olarak heterojeniteye
(MGMT)

metilasyonu, izositrat dehidrogenaz enzim 1/2 (IDH1/2) mutasyonu, epidermal biyime

sahiptirler. GBM'de O°S%metilguanin-DNA metiltransferaz promotorunu
faktor reseptori (EGFR) overekspresyonu ve amplifikasyonu, glioma-CpG adasi
metilator fenotipi (G-CIMP), timor protein (TP53) mutasyonu ve kromozomlarin genetik

olarak kaybini iceren gesitli prognostik faktérler tanimlanmistir (Thakkar vd 2014).

Primer GBM’ler EGFR overekspresyonu, fosfataz ve tensin homolog geni (PTEN)
mutasyonlari, kromozom 10g’nun heterozigotluk kaybi (LOH), p16 delesyonlari, fare
double-minute 2 (MDM2) amplifikasyonu, yuksek siklikta telomeraz revers transkriptaz
(hTERT) promotor mutasyonlari ve IDH1 mutasyonunun yoklugu gibi genetik altyapiya
sahiptir (Ohgaki ve Kleihues 2007). Sekonder GBM’in genetik 6zelligi ise TP53, X-
bagiml alfa talasemi/mental retardasyon sendromu (ATRX) ve IDH1 mutasyonlari ve
kromozom 10qg’da LOH’dur. Bu grupta ayrica, platelet kdkenli bliylime faktori reseptoru
A (PDGFRA), PDGFRA ligandinda genetik degisiklikler, p16, retinoblastom yatkinlk
lokusu protein 1 (PRB1) genlerinde mutasyon, siklin bagiml kinaz 4/6 (CDK 4/6), insan
(HDM2)'de 19g'da LOH gorulmektedir

double-minute 2 amplifikasyon ve
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(Sathornsumetee ve Rich 2008, Sarkar vd 2009). Primer ve sekonder Glioblastomalarda

meydana gelen epigenetik ve genetik degisimler Tablo 2.2’de ézetlenmistir.

Tablo 2.2 Primer ve sekonder GBM’de meydana gelen epigenetik ve genetik farkhliklar
(Crespo vd 2015).

Primer GBM (%95), % Sekonder GBM (%5), %

Promotor metilasyonu

MGMT 36 75
TIMP-3 28 71
RB 14 43
CDKN2A-p14ARF 6 31
CDKN2A-p16™K4a 3 19
Genetik degisimler

IDH1 mutasyonu 5 67-85
IDH2 mutasyonu 0 0
EGFR amplifikasyonu 36-60 8
TERT mutasyonu 58 28
CDKN2A-p16™*2 del. 31-78 19
TP53 mutasyonu 28 65
PTEN mutasyonu 25

LOH 10p a7 8
LOH 10q 47; 70 54; 63
LOH 22q 41 82
LOH 1p 12 15
LOH 13q 12 38
LOH 19q 6 54

Gen/protein ekspresyon

Fas (APO-1; CD95) 100 21
Survivin 83 46
MMP-9 69 14
EGFR 63 10
EGFR protein Yuksek Dusuk
MDM2 31 0

Devami arkada
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VEGF protein Yuksek Dusuk
VEGF fms-iligkili tirozin Yuksek Dusuk
kinaz 1
IGFBP2 Yuksek Dusuk
Tenascin-X-6nculu Yuksek Dusuk
Enolaz f Yuksek Dusuk
Sentrozome-iligkili Yuksek Dusuk
protein 350
TP53 37 97
ASCL1 33 88
TIMP-3 kaybi 17 64
PDGFRA/PDGFRB Dusuk Yiksek
ERCC6 Disuk Yiksek
DUOX 2 Dusuk Yiksek
HNRPA3 Dusuk Yiksek
WNT-11 protein dncusu Dusuk Ylksek
Kaderin-ilisiki timor Duisuk Yuksek
baskilayici homolog
oncusu
ADAMTS-19 Dislk Yiksek

MGMT promotor metilasyonu

Temozolomid (TMZ), timin ve guanine alkil grubu ekleyen, bunun sonucunda DNA
hasarina neden olup, apoptozu baglatan bir alkilleyici ajandir. MGMT, guanin-alkil
gruplarini uzaklastiran ve apoptozu 6nleyen bir DNA tamir proteinidir (Ludwig ve
Kornblum 2017). MGMT'in metilasyon yoluyla susturulmasi, DNA tamiri yapamamasina
ve TMZ'ye karsi duyarlilik gostermesiyle, aksine metile-olmayan MGMT kemoterapiye
direngle iligkilidir (Thakkar vd 2014). MGMT promotoru, yeni tani almis GBM’lerin
%50’sinde metile durumdadir. MGMT metilasyonunun sekonder glioblastomlarda,
kadinlarda ve uzun donem hayatta kalan olgularda daha siklkla gozlendigi belirtiimistir
(Bleeker vd 2012). MGMT metilasyonunun, sekonder glioblastomda primer glioblastoma
gbre daha sik gbzlenen IDH1/2 mutasyonuyla iligkili oldugu bulunmustur (Thakkar vd
2014). MGMT promotor metilasyon sikligi ve klinik sonucu glioblastomali 70 yas

Uzerindeki olgularda ve 18 yas alti cocuklarda tanimlanmigtir (Olar ve Aldape 2014).
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IDH Mutasyonu

IDH, izositratin a-ketoglutarat dekarboksilasyonunu katalizleyen bir enzimdir. IDH 1,
2 ve 3 olmak uUzere U¢ izoformu tanimlanmigtir (Yang vd 2015). IDH1 ve 2 diffiz
gliomlarda tanimlanmigtir ve yaklasik olarak %901 IDH1 mutasyonuna sahiptir. IDH1-
R132H (G395A) en yaygin mutasyondur (~%90), bunlari sirasiyla IDH1-132S (C394A),
IDH1-R132C (C394T), IDH1-R132G (C394G), IDH1-R132L (G395T) ve IDH1-R132V
(C394V) takip etmektedir. IDH2 mutasyonlari en sik kodon 172'de R172K (G515A)
amino asit degisiminde gozlenmektedir (Olar ve Aldape 2014, Yang vd 2015). IDH
mutasyonlari %70-80 oraninda evre |l ve Il astrositromlarda, oligodenrogliomlarda ve
sekonder GBM’de daha yaygindir fakat GBM olgularinda IDH1 mutasyonlari yiuksek
siklikta gozlenmektedir (Ludwig ve Kornblum 2017). Primer GBM'de goérilme sikhgi
sadece %5 civarindadir (Olar ve Aldape 2014). IDH mutasyonlari 20-60 yas araligindaki
geng yetigkinlerde meydana gelme egilimindedir. IDH1 mutasyon frekansi yasamin
Uglncl on yilinda keskin bir sekilde artar, besinci on yilinda ise frekansi dismektedir
(Thakkar vd 2014). IDH1 mutasyonuna sahip GBM olgularinin, IDH1 mutasyonu

bulunmayanlara gére daha iyi prognoza sahip oldugu bulunmustur (Lai vd 2011).

G-CIMP

G-CIMP, GBM’lerin %10’unda bulunan bir DNA metilasyon fenotipidir. IDH1
mutasyonu ve pronéral timér alttipi ile siki iligkilidir. Primer GBM’lerde nadiren
bulunmaktadir (~%5-8). G-CIMP, prondral timdr alttipi ve IDH1 mutasyonlu olgular

sagkalim yénunden belirgin avantaja sahiptirler (Thakkar vd 2014).

EGFR

Kromozom 7q12’de lokalize ve bir transmembran tirozin kinaz olan EGFR, hicre
bdylmesi, migrasyon ve sagkalim gibi cesitli hicresel aktiviteleri dizenlemektedir
(Ludwig ve Kornblum 2017). GBM’'de EGFR sinyal aktivasyonu hicre boélinmesini,
tumor invazyonunu ve radyoterapi ve kemoterapiye direnci induklemektedir.
Glioblastomalarin  %40-50’sinde  EGFR amplifikasyonu gérulmektedir. EGFR
amplifikasyonu hem primer hem de sekonder glioblastomada tanimlanmig olmasina
ragmen, primer glioblastomalarda daha yaygindir ve 35 yas ustu olgularda ortaya
cikmaktadir. Primer GBM’'de %39-73 oraninda, sekonder GBM'de ise %0-9.5 oraninda
EGFR amplifikasyonu gézlenmektedir (Sharifi 2014). Amplifikasyonun yaninda, ekzon 2-

7 arasinda meydana gelen delesyonu (801 bg) nedeniyle, 6-273 amino asitleri i¢in
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kodlama sekansinin kaybi veya EGFR varyant Ill (EGFRVIIl) en sik gdzlenen
mutasyonlardir. EGFR’In amplifiye oldugu glioblastomlarin %60-70’inde bu mutasyon
saptanmistir (Olar ve Aldape 2014). EGFR overekspresyonunun geng¢ hastalarda kot
prognozla, yasli hastalarda iyi prognozla iligkili oldugu belirtiimektedir. Ayrica hasta yasi,
p53 ve EGFR amplifikasyonu arasinda kompleks bir iliski bulunmaktadir. EGFR
overeksprese ve normal p53 6zelligindeki timdre sahip geng hastalarda zayif prognoz
g6zlenmistir (Thakkar vd 2014).

TP53

Tamoér baskilayici p53 proteini bir ndkleer transkripsiyon faktéridir ve hicre
farklilasmasi, apoptoz, DNA hasari ve senesens olaylarinda rol alan farkli genlerin
transkripsiyonunu duzenler. Murin Double Minute2 (MDM2) proteini, dogrudan p53’e
baglanarak aktivitesini bloklar ve p53’lUn inaktivasyonu ile sonuglanan bir kompleks
olusturur (Shangary ve Wang 2009). Bu gendeki tum mutasyonlar, p53’in tamir
kapasitesini inhibe eder ve sonug¢ olarak kontrolsliz hiicre proliferasyonu ve timor
progresyonu gorulur. P53 mutasyonlari sekonder GBM’in %60-70’inde, primer GBM’lerin
%25-30’unda bulunmustur ve daha siklikla gen¢ olgularda meydana gelmektedir
(Ohgaki ve Kleihues 2007, Thakkar vd 2014).

ATRX

ATRX degisimleri baglica astrositik kdkenli timoérlerde bulunmaktadir ve IDH1/2 ve
TP53 mutasyonu tasiyan astrositik timorlere spesifiktir. Primer GBM’lere gore sekonder
GBM'’lerde daha yaygin olarak bulunmaktadir. ATRX, evre IlI-Ill astrositromlarda (%71),
oligoastrositromlarda (%68) ve sekonder GBM'lerde (%57) siklikla, primer (%4) ve
pediatrik GBM (%29) ve oligodendroglial timdérlerde (%14) nadiren mutasyona ugramis
durumdadir. Sekonder GBM’'de IDH1 ve TP53 mutasyonlari ile birlikte bulunmaktadir
(Thakkar vd 2014).

TERT

TERT geni, telomeraz aktivitesi icin dnemli olan telomeraz revers transkriptazi
kodlamaktadir ve bundan dolayi hlicre proliferasyonu ve apoptoz icin oldukg¢a dnemlidir
(Nencha vd 2015). TERT promotor mutasyonlari melanom, pankreatik karsinom gibi

farkli tGmorlerde rapor edilmistir fakat GBM’de 0&zellikle primer GBM’de siklikla
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bulunmaktadir (Nonoguchi vd 2013). GBM'de TERT mutasyonlari EGFR amplifikasyonu
ile 6nemli olcide iliskilidir fakat IDH ve p53 mutasyonlari ile ters iliskiye sahiptir
(Nonoguchi vd 2013, Nencha vd 2015). GBM’'de TERT mutasyonu tasiyan olgular
tasimayanlara gére daha kisa sagkalima sahip olma egilimindedirler. Bununla birlikte,
primer ve sekonder alttipler acisindan bakildiginda, tim sagkalim agisindan anlamli bir
farkhlik bulunmamaktadir (Nonoguchi vd 2013).

Kromozomlardaki genetik kayiplar

GBM'de en sik goOzlenen genetik degisimlerden bazilari %80-90 oraninda,
kromozom 10’'un tamamen veya p ve q kolunundan birisinin kaybiyla meydana
gelmektedir (Ohgaki ve Kleihues 2007). Kromozom 10g23.3'de lokalize olan PTEN,
GBM’lerin %20 ile %40'in da ve Ozellikle primer GBM'de mutasyona ugramig
durumdadir. GBM'de 10q delesyonunun prognostik rold tartismalidir. Bazi ¢alismalar
10g’daki delesyonun zayif prognozun bir belirteci olarak &nerirken, bazi c¢alismalar

prognostik faktor olarak énemli bir rol oynamadigini belirtmektedir (Thakkar vd 2014).

Kromozom 1’in kisa kolunun ve kromozom 19’un uzun kolunun birlikte delesyonu
olarak adlandirilan 1p/19q ko-delesyonu, anaplastik oligodendrogliomalarin %80’inde
bulunmakta, ayrica kemoterapiye yanit ve iyi prognozun belirteci olarak dusunilmektedir
(Thakkar vd 2014, Ludwig ve Kornblum 2017).

2.2.2. GBM epidemiyolojisi

GBM, ameliyat, radyoterapi, temozolomid (TMZ) gibi agresif tedavi yéntemleri
olmasina ragmen toplam sagkalim suresi 14.6 ay olan, ¢ok zayif bir prognoza sahiptir
(Krakstad ve Chekenya 2010, Bayin vd 2014). GBM'in yillik insindansi 3.19/100.000°dir
ve bu nedenle yetiskinlerde merkezi sinir sistemindeki en yaygin malignansidir. Birlesik
Devletler'de insidansi 3/100.000°dir (Redzic vd 2014). Avrupa’daki insidansi ise 100.000
kiside 2-5 olgudur (Sumer vd 2012). GBM hastalarinin ortalama teshis yasi 64 yildir ve
bu durum hastaligin, daha yuksek oranda yagh hastalar arasinda goruldugunu
belirtmektedir. insidans 75-84 yaslar arasinda artmaktadir. Cocuklar arasinda ¢ok
yaygin olmamakla birlikte, MSS ve beyin timérlerinin sadece %3’u 0-19 yas arasinda

gOzlenmektedir (Thakkar vd 2014). GBM tim primer beyin timorlerinin yaklasik
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%15.4’Un0, gliomalarin %55’ini, tum astrositromalarin ise %60-75'ini olugturmaktadir
(Sekil 2.7) (Ostrom vd 2016, WEB_3).

All other gliomas®
2.1%

Ollgoastrg%lc wumors

Pilocytic astr
i %ocytoma

Glioblastoma

Oligodendrogliomas
god 5.6529 55.4%

lasti
Anaplas gggs:rocytoma

E mal wmors
pendy

Glloma mallg‘nam, NOS
7.3

Diffuse astrocytoma
8%

Sekil 2.7 Astrosit kdkenli timdorlerin dagilimi (Ostrom vd 2016).

GBM'in 5 yillik sagkalim orani ¢ocuklarda %12, yetiskinlerde ise %5’in altindadir
(Olar ve Aldape 2014). Cinsiyet acisindan bakildiginda, GBM erkeklerde kadinlara gore
1.6 kat daha fazladir. Primer GBM yine erkeklerde kadinlara gore daha sik
gbzlenmektedir. Beyaz irkta siyah irka gore 2 kat daha fazla gortlmektedir. En ylksek
sag kalim orani teghisten sonraki ilk yilda erkeklerde %36.7, kadinlarda %32.8 olarak
g6ziikmektedir. ikinci yil her iki cinsiyettede %13.7’ye diismektedir (Thakkar vd 2014).

2.2.3. GBM etiyolojisi

GBM etiyolojisi tam olarak aydinlatlamamistir. Bunun baslica nedeni, GBM'in
genetik altyapisindan ziyade, diger bir ifadeyle aile dykiisiinden bagimsiz olarak spontan
bicimde ortaya ¢ikmasidir (Urbanska vd 2014). Dolayisiyla, GBM’e neden olan etkenler
tamamen belirlenememistir. Risk faktorleri olarak; diyet, sigara, alkol, travma,
enfeksiyonlar, allerjiler, is-endustri iligkisi ve ailesel faktorler belirlenmistir (Wrensch vd
2002, Blumenthal ve Schulman 2005, Krex vd 2007). iyonize radyasyon baglica risk
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faktort olarak dusundlmektedir (Louis vd 2007, Prasad ve Haas Kogan 2009). Bununla
birlikte pestisitler, polisiklik aromatik bilesikler ve solventler gibi kimyasallarin potansiyel
olarak tehlikeli olabilecegi bildirilmistir (Urbanska vd 2014). Cep telefonu kullanmanin
artmasiyla birlikte, uzun sireli kullanima bagh olarak ile beyin timdrinde artisin
olabilecegi rapor edilmistir (Khurana vd 2009). Elektro manyetik alanlarin ve belirli
metallerin beyin timoéri gelisiminde rol oynadigi belirtiimektedir (Spinelli vd 2010).
GBM'in mesleki maruziyete bagl olarak meydana geldigi distnuldaginden, kauguk ve
petrokimya endustrisinde ¢alisan kisilerin daha yuksek riske sahip oldugu kabul
edilmektedir (Wrensch vd 2002).

GBM olgularinin sadece %5’inde ailesel 6ykinun bulundugu bildiriimistir (Jovcevska
vd 2013). Ailesel 6yki nadiren gozlense de, bir kez meydana geldiginde sonraki kusaklar
diger insanlara gore 2 kat daha fazla risk altindadir (Omuro ve DeAngelis 2013).
Kalitimsal genetik hastaliklardan Li-Fraumeni tiberoz skleroz, Turcot sendromu, ¢oklu
endokrin neoplazi tip IIA, Cowden hastaligi ve noérofibramatozis tip | olmasi durumunda
GBM meydana gelebilmektedir (Blumenthal ve Schulman 2005, Adamson vd 2009,
Urbanska 2014).

2.2.4. GBM tedavisi

GBM'in agresif yapisi ve heterojenitesinden dolayi tedavi edilmesi oldukga gug bir
hastaliktir. GBM'de tedavinin gu¢ olmasi birtakim faktorlere baghdir. Timor hacreleri
hizli hiicre déngulerine sahip olmalari, beyinin kendini tamir etme kapasitesinin sinirli
olmasi, kan-beyin bariyeri (BBB) permeabilitesinin, istenen etkideki kemoterapdtikleri
almada diren¢ gdstermesi, timor igi heterojenite, intrinsik GBM direnci ve spesifik
olmayan toksisite nedenlerinden dolayi konvensiyonel tedavi sinirli etkiye sahiptir (lacob
ve Dinca 2009, Ellis vd 2015). GBM'in tedavisinde uzun sure cerrahi operasyon ve
radyoterapi kullanilmaktaydi. Suan uygulanan giincel tedavi yaklasimi timordn
teshisinin ardindan maksimum boyutta ve glvenilir sekilde cerrahi olarak ¢ikartiimasi,
ardindan baslica temozolomid iceren kemoterapinin eszamanh ve adjuvan olarak
radyoterapi ile birlikte uygulanmasidir (Krex vd 2007, Aldape vd 2015, von Neubeck vd
2015).
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GBM'in cerrahi tedavisinde amaclanan hastada nérolojik tahribata neden olmadan
timorin blyuk oélglide ¢ikartilmasidir (Bayram 2012). Hastaya teshisten sonra cerrahi
mudahaleye, beyindeki 6énemli fonksiyonel merkezlerden dolayi timérin lokalizasyonu
ve blylkligline goére karar veriimektedir. GBM’in cerrahi tedavisi total ve kismi
rezeksiyon seklinde yapilmaktadir. GBM beyin dokusu igine yuksek oranda infiltre
oldugundan, timor total olarak uzaklastirilsa bile tekrarlayabilmektedir (lacob ve Dinca
2009). Malesef, cerrahi midahale sonrasi uygulanan radyoterapi ve kemoterapiye
ragmen GBM’in %80-90’1 niksetmektedir (Fornara 2016). Ayrica, timdrin %90’indan
fazlasinin uzaklastirildigi olgularin, %90’dan daha az uzaklastirilanlara gére 1 yillik

sagkalim oraninin daha ylksek oldugu belirtilmistir (Orringer vd 2012).

GBM'de konvansiyonel radyoterapi uygulanmaktadir. Radyoterapi uygulamasi 6
hafta boyunca toplamda 60 Gray (Gy)’in 30 fraksiyona bdllnerek fraksiyon basina 2 Gy
uygulanmasiyla gergeklestirimektedir (von Neubeck 2015, Fornara 2016). Cerrahi
mudahale sonrasi uygulanan radyoterapi ortalama sagkalimi 14-36 hafta arasinda
arttirmaktadir. Radyoterapi  baslangi¢cta tUm  beyin radyoterapisi  seklinde
yapilmaktayken, gelisen teknoloji ile birlikte bdlgesel olarak uygulanmaya baglanmis ve

olusabilecek yan etkiler belirgin oranda azalmistir (von Neubeck 2015).

Kemoterapi olarak; alkilleyici ajan olan temozolomidin (TMZ), radyoterapi sonrasi
veya radyoterapi ile birlikte kemoradyoterapi olarak uygulanmasi GBM'de tek
kemoterapdtik yaklasimdir (von Neubeck 2015). Kemoradyoterapinin radyoterapiye gore
GBM’'de sagkalim oranini %10 oraninda arttirdidi belirtiimistir (Sathornsumetee ve Rich
2008). Bununla birlikte, GBM tedavisinde alkilleyici ajanlar, hidroksidre, 6-tioguanin, 5
florourasil ve bir alkoloid olan vinkristin de kullaniimaktadir (Kim ve Glant 2006, Marchesi
vd 2007). Uygulanacak kemoterapide maddenin tdrl, hastaya verilme siresi,
uygulanacak dozu ve hastanin kendi genetik altyapisi kemoterapiyi direkt olarak
etkileyen faktorlerdir (Hegi vd 2008).

Bir alkilleyici ajan olan TMZ, DNA replikasyonu sirasinda Timin ile yanls egslesme
yapan O6-metilguanin olusumuna neden olarak DNA yapisini bozmaktadir. TMZ'nin
kullaniilma nedeni, diger kemoterapdtiklere gére duguk yan etkiye sahip olmasi ve BBB'yi
gegme kapasitesine sahip olmasidir (Jovcevska 2013). Bir DNA tamir geni olan O6-

metilguanin-DNA metiltransferaz (MGMT)’In metilasyon durumu, GBM'de kullanilan ve
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TMZ tedavisine yanit olarak kullanilan ana biyolojik belirte¢dir (Zorzan vd 2015). MGMT
ekspresyonunun promotor metilasyonu yoluyla susturulmasi, timor hicrelerinin TMZ
tarafindan indiklenen DNA hasari tamiri yapmasini engellemektedir. Boylelikle timor
hicrelerinin sagkalimi azalmaktadir (Nishikawa 2010). MGMT geni promotoru metile-
olmayan timoére sahip olgular, TMZ uygulamasi sonrasi daha az yarar gdstermektedir
(von Neubeck 2015, Marosi ve Preusser 2017). Bu nedenle, radyoterapi ile birlikte
TMZ'nin ttm GBM hastalarina kombine uygulamasi standart tedavi yontemidir.
Radyoterapi ile kombine olarak uygulanmasiyla, sagkalmi 2-3 ay kadar uzattigi
bulunmustur. Bununla birlikte, TMZ uygulamasi ile 2-yilhk sag kalim orani %27’dir
(Zorzan vd 2015). Bu nedenle, GBM hastalari igin yeni tedavi yaklasimlarinin
tanimlanmasina ihtiya¢ duyulmaktadir. Bu baglamda, yeni GBM tedavileri igin
glnimuzde cerrahi, radyasyon ve kemoterapi yaklasimlarini igeren klinik denemelerde
bircok deneysel strateji denenmektedir. Ek olarak, gen terapi, immunoterapi ve sitotoksik

viral terapi gibi birtakim yeni biyolojik stratejiler klinik denemeler icin test edilmektedir.

2.3. Apoptoz

Tip | hdcre 6lumu olarak da adlandirilan apoptoz ilk kez 1972 yilinda Kerr ve
arkadaslari tarafindan tanimlanmistir (Ouyang vd 2012). Apoptoz terimi Yunanca “apo”
ve “pitozis” sdzcuklerinin birlestiriimesiyle olusturuimus ve sonbaharda agaclardan
dokulen yaprak anlamina gelmektedir (Wong 2011). Apoptoz, gelisimde, homeostazide
ve tumor baskilanmasinda énemli rol oynamaktadir (20). Gelisimsel belirtilerle, pro-
apoptotik reseptdrlerin aktivasyonuyla, hicresel stresle veya blyime faktoérlerinin kaybi,
Is1 soku, 1sIn tedavisi, sitotoksik ilaglar, bakteri ve virls gibi nedenlerle meydana gelen
hasarla apoptotik uyari gerceklesmektedir (Ashkenazi ve Herbst 2008). Bu uyarim
sonucunda, apoptozun kendine has, kromatin kondenzasyonu, nukleer fragmentasyon,
hicre membraninin kabarcik seklinde yapi olusturmasi, sitoplazmik organellerin yapisal
modifikasyonu, membran bitinliglinin bozulmasi gibi “morfolojik” ve kaspaz
aktivasyonu, DNA ve protein pargalanmasi, membran degisiklikleri, fagositik hlcreler
tarafindan taninma gibi “biyokimyasal” etkiler ortaya ¢ikmaktadir (Duprez vd 2009, Wong
vd 2011, Portt vd 2011).

Apoptoz mekanizmasi, son derece kompleks ve molekuler olaylarin enerji -bagimli

kaskadini kapsayan karmasgik bir olaydir. Apoptoz birbiri ile iligkili baglica, pro-apoptotik
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reseptdr sinyalleri tarafindan aktive edilen “ekstrinsik yolak” ve mitokondriyal sinyaller
tarafindan aktive edilen “intrinsik yolak” olmak izere 2 ana yolaktan olusmaktadir (Nagy
vd 2015). Ayrica, bu iki yolaktan baska, T-hticre aracili sitotoksisite ve perforin-granzim-
bagimli hiicre 6limini de kapsayan ek bir yolak daha bulunmaktadir. Ekstrinsik, intrinsik

ve granzim B yolaklari ayni noktada birlesmektedirler (Elmore 2007).

Apoptoz olayini baslica, hedef proteinlerini aspartik asitten sonra kesen ve sistein
proteaz olarak adlandirilan kaspazlar gerceklestirmektedir (Rastogi vd 2009). Bu
proteazlar inaktif zimojen olarak sentezlenirler ve proteolitik kesilme sonucunda
tamamen aktifleserek bir kaskad birbirlerini kesmektedirler. Kaspazlar, ya “pro-
inflamatuar” (kaspaz-1, -4, -5, -12 ve -14) ya da “pro-apoptotik” olarak 2 kategoriye
ayrilirlar. Pro-apoptotik grup ise “baslatici” (kaspaz-2, -8, -9 ve -10) ve “efektor” (kaspaz-
3, -6 ve -7) olmak uzere siniflandiriimaktadirlar (Sekil 2.8). Kaspaz kaskadi bir kez
acildiginda, baglatici kaspazlar efektér kaspazlari keserek apoptoz olayini
gerceklestirirler (Ashe ve Berry 2003, Ashkenazi ve Herbst 2008, Rastogi vd 2009,
Mcllwain vd 2013).

[ Small subunit
Large subunit
Apoptosis B CARD
[ DED

Initiator Executioner Inflammation

Caspase 3

Caspase 6

Caspase 7
Caspase 14

Caspase 9 [
Caspase 2 [
Caspase 1 1
Caspase 4 [
Caspase 5 [

Caspase 12-L [
Caspase 12-§ [

Caspase 8 [ [
Caspase 10 [

Sekil 2.8 insanlarda bulunan kaspazlar ve domainleri (Mcllwain vd 2013).
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2.3.1. Apoptozun intrinsik (i¢) Yolag:

Mitokondriyal yolak olarak da adlandirilan intrinsik apoptoz yolagi; radyasyon,
toksinler, hipoksi, hipertermi, viral enfeksiyonlar ve serbest radikaller gibi uyarimlar
sonucu mitokondriyal membran potansiyelinin bozularak, sitozlazmaya sitokrom-c,
Smac/DIABLO, serin proteaz HtrA2/0Omi, apoptoz indukyeci faktor (AlF), Endonikleaz G
(Endo G) ve CAD gibi pro-apoptotik proteinlerin mitokondri membranlari arasindan
sitozole salinimi yoluyla gergeklesir. Bu salinmayla birlikte sitokrom-c, Apaf-1, ATP ve
prokaspaz-9 ile birlikte apoptozom kompleksini olusturur. Bu kompleksin olusmasi
sonucu prokaspaz-9 kesilerek aktif kaspaz-9 haline donugur. Ardindan aktif kaspaz-9'da
efektdr kaspaz-3, -6 ve -7’yi keserek, onlari aktif forma donustirdr. Aktif hale gelen

efektdr kaspazlar da hedeflerini keserek apoptoz olayini gergeklestirirler (Elmore 2007).

Smac/DIABLO ve HtrA2/0Omi proteinleri, XIAP, clAP1 ve clAP2 gibi apoptoz inhibitér
proteinlerini (IAP) inhibe ederek apoptoz olayini dizenlerler. Bu proteinlerin IAP’lere
baglanmasi, IAP’lerin kaspaz-9, -3 ve-7’yi inhibe etmesini engelleyerek apoptoz olayini
gerceklestirmektedir (Duprez vd 2009). AlF, Endo G ve CAD apoptoz olayl boyunca
mitokondriden sdrekli salinmaktadir fakat hicre 6limune karar verildikten sonraki geg
dénemde goérev yapmaktadirlar. AIF nikleusa transloke olarak DNA’'yi 50-300 kb
blaylkliginde parcalara ayirmada ve nlkleer kromatinin kondenzasyonunda rol
oynamaktadir. Endo G’de nukleusa transloke olarak nukleer kromatin keser ve
oligonukleozomal DNA fragmanlarinin olusumuna neden olur. AIF ve Endo G kaspaz-
bagimsiz durumda goérev yapmaktadirlar. CAD ise prokaspaz-3 kesildikten sonra,
nikleusa transloke olarak daha belirgin ve ylksek kromatin kondenzasyonuna neden
olmaktadir (Elmore 2007).

intrinsik yolakta diizenleyici rol oynayan dénemli bir protein de Bcl-2 ailesi tyeleridir.
Bcl-2 ailesi Uyeleri sekans homolojileri ve fonksiyonlarina gére: “coklu domain (BH-1, -2,
-3 ve -4) anti-apoptotik Uyeler”, ¢coklu domain (BH-1, BH-2, BH-3 ve -4) pro-apoptotik
Uyeler” ve sadece BH-3 domaini igceren Uyeler’ olmak Uzere 3 sinifa ayrilmaktadirlar
(Sekil 2.9). Tum Bcl-2 ailesi Gyeleri en azindan bir tane Bcl-2 homoloji domain (BH)
yonunden ortaktirlar (Ola vd 2011). Bcl-2 ailesi uyeleri arasindaki denge, hucrenin

apoptoza gidip gitmeyecegini belirlemektedir (Chipuk vd 2010).
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Sekil 2.9 Bcl-2 ailesi uUyelerinin yapisal ve fonksiyonel ydnden siniflandiriimasi
(Gimenez-Cassina ve Danial 2015).

Anti-apoptotik Bcl-2 ailesi Uyeleri, pro-apototik Uyelerin dogrudan inhibisyonu yoluyla
mitokondriyal dig membranini (MOM) saglam tutarlar (Chipuk vd 2010). Mcl-1 disindaki
anti-apoptotik Uyeler 4 BH domaini icermektedir (Sekil 2.9). Bcl-2 ve Bcl-xL karboksi
terminal hidrofobik transmembran kuyruga sahip olmalarindan dolayr MOM’a lokalize
olmuslardir. Bununla birlikte Bcl-2 endoplazmik retikulum (ER), nikleus veya sitozolde
de bulunabilir ve 6lim sinyalinin gelmesi tUzerine MOM’a transloke olmaktadir (Ola vd
2011). Anti-apoptotik Bcl-2 ailesi Uyelerinin, c¢ogunlukla kanser hicrelerindeki
overekspresyonlari nedeniyle terapétik hedef olarak kullaniimaktadirlar ve bu proteinler

timoérogenez sireci ve kemoterapiye direng ile iliskilendirilmektedirler (Dutta vd 2015).

Pro-apoptotik Bcl-2 ailesi Uyeleri BH domain sayilarina gore efektor proteinler ve
sadece BH-3 domaini igerenler olarak 2’ye ayrilirlar. Efektoér proteinler Bak, Bax ve Bok
4 adet BH domaini bakimindan ortaktirlar. inaktif halde monomer halinde
bulunmaktadirlar. Bak inaktif halde MOM’da lokalize iken, inaktif Bax ise sitozol ya da
MOM'da serbest halde bulunmaktadir. Olim sinyali geldiginde, bu proteinler aktif hale
gecer ve N-terminal kisimlari agiga ¢ikacak sekilde konformasyonal degisiklige ugrarlar.
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Aktivasyonla birlikte, Bax MOMa transloke olur ve ardindan Bak ve Bax
oligomerizasyonu gercekleserek mitokondriyal dis membran potansiyelinin (MOMP)
indiklenmesi meydana gelir. Bozulan MOMP ile sitokrom ¢ ve diger pro-apoptotik
proteinler salinarak intrinsik apoptoz yolagi gerceklesir (Chipuk vd 2010, Thanh-Trang
ve Letai 2013).

Sadece BH-3 iceren pro-apoptotik Uyeler diger Bcl-2 aileleri ile BH-3 domaini
yoninden ortaktirlar ve bu domainde diger Bcl-2 aileleri ile baglanmasini saglayan
amfipatik a-heliks kisim bulundururlar (Gimenez-Cassina ve Danial 2015). BH-3
domaini, pro-apoptotik aktivite icin yeterli ve son derece dnemlidir (Thanh-Trang ve Letai
2013). Herhangi bir hasar ve 6lim sinyali geldiginde, bu proteinler protein stabilizasyonu,
artan ekspresyon veya post-translasyonel modifikasyonlarla aktive edilmektedirler (Deng
vd 2007). Pro-apoptotik yeteneklerini, ya anti-apoptotik Bcl-2 lyelerine baglanip onlari
notralize ederek, ya da pro-apototik efektdérler olan Bak ve Bax’i direk aktive ederek
gOsterirler (Czabotar vd 2014). Bu nedenle, gdstermis bu fonksiyonlara gore direkt
aktivatoérler ve baskilayicilar olarak siniflandirilabilirler. Bim, Bid ve Puma direkt
aktivatorler sinifindandir ve Bak/Bax oligomerizasyonunu indukleyerek MOMP’a neden
olurlar (Gimenez-Cassina ve Danial 2015). Bid'in inaktif formu c¢oklu BH domain
Uyelerine benzerdir fakat aktif kaspaz-8 tarafindan aktive edildidinde BH3 domaini agiga
¢ikar ve tBid (truncated Bid) haline doéntsur. Baskilayicilar ise Bad, Bmf, HRK ve
Noxa’'dan olusmaktadir. Bu grup, dogrudan Bak ve Bax’a baglanma yeteneg@ine sahip
degillerdir. Bunun yerine, BH-3 amfipatik a-heliks ile anti-apoptotik proteinlerin hidrofobik
oluguna baglanirlar ve anti-apoptotik Bcl-2 proteinlerinin fonksiyonunu etkisiz hale
getirirler (Czabotar vd 2014).

2.3.2. Apoptozun Ekstrinsik (Dig) Yolag:

Ekstrinsik yolak, 6zellesmis pro-apoptotik membran reseptérleri olan 6lim reseptorleri
tarafindan baglatiir. Bu nedenle ekstrinsik yolaga o6lim reseptérleri yolagr da
denilmektedir. Olim reseptorleri, Tumoér Nekrozis Faktér (TNF) Stper Ailesinin tyeleridir
(TNFSF). TNFRS genis bir ailedir ve spesifik ligandlarina baglanarak homotrimer yapida
organize olan 29 transmembran reseptdr proteininden olusmaktadir. TNF ligand ailesinin
19 Uyesi tanimlanmistir ve bunlarin reseptériine baglanmasiyla, aktive olmus reseptorle
etkilesime giren adaptor proteinlere bagl olarak proliferasyon, inflamasyon ve apoptoz

gibi birtakim hilcresel olaylara neden olabilmektedirler (Krakstad ve Chekenya 2010).
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Apoptoz ile iligkili olan alti adet insan 6lim reseptért tanimlanmistir. Bunlar; TNFR1,
CD95 (Fas/APO-1), TRAIL-R1 (DR4), TRAIL-R2 (APO-2/TRICK/DR5/KILLER), DR3
(TRAMP/APO-3) ve DR6’dIr. Bu reseptorler, spesifik ligandlari tarafindan uyarilirlar. Bu
ligandlar sirasiyla; TNF, CD95L (FasL), TRAIL (DR4 ve DR5 igin ortak) ve TL1A’dir. DR6
reseptorl icin heniiz bir ligand tanimlanmamistir (Sekil 2.10). Olim reseptérleri apoptoz
mekanizmasini sitoplazmik bdlgelerinde bulunan 80 aminoasitlik (aa) “6lim domainleri”
(DD) araciligiyla gerceklestirmektedirler (Ashe ve Berry 2003, Walzack 2013). Ekstrinsik

yolak, bu tezin konusu olan TRAIL zerinden bir sonraki baslik altinda 6zetlenecektir.

Primary signal: Primary signal:
Gene activation Apoptosis
TNF TL1A CD9sL TRAIL N-APP
{Apo2L) ?
TNF-R1 DR3 CD9s TRAIL-R1 TRAIL-R2 DRs
(TRAMP) (Fas/APQO-1) (DR4) (DR5)

Sekil 2.10 Olim reseptorleri ve ligandlari (Walzack 2013).
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2.3.3. TRAIL

TNF-iligkili apoptoz-indikleyici ligand (TRAIL veya Apo2L), TNF slperailesinin bir
tyesidir. insanlarda kromozom 3q26'da lokalize olmus, yaklasik 20 kilobaz (kb)
uzunlugundaki bir genden kodlanir ve 5 ekzon, 4 intron icermektedir. TRAIL, 281 aa
uzunlugunda, membrani 1 kere gecgen, tip Il transmembran proteinidir. Protein yapisi
230. aa’daki ¢inko iyonu sayesinde stabil edilerek, ¢oziinebilir homotrimer yapidadir.
TRAIL’in 1-17 aa arasi topolojik domainini, 18-38 aa arasi transmembran heliksi, 114-
281 aa aras! reseptdrlerin baglandigi bolgeleri kapsamaktadir. TRAIL, diger TNF
superailesi Uyeleriyle homoloji gosteren C-terminal bolgesine ve homoloji gostermeyen
N-terminal bélgesine sahiptir (Sekil 2.11). TRAIL, T ve B lenfositleri, Dogal Olduriict (NK)
hucreler, dendritik hicreler ve makrofajlar gibi immun sistem hicrelerinin yuzeylerinde
bulunur ve buralardan spesifik metalloproteinazlarla kesilerek, hlcreler arasi siviya
¢bzunebilir bir formda salinarak biyolojik aktivitesini gosterir (Kisim 2010, De Carvalho
vd 2013, Stuckey ve Shah 2013).

222 nt 138 nt aznt 106 nt 1245 nt The human TRAIL locus
ises five exons
T Exon comprises
ova | — A R R —  orioeses
region of chromosome
three

coding splice variants
encoding membrane-
__I___ B bound and soluble

619 by
1618 b TRAIL

mRNA 1953 bps ._\ P W A I — I There are two protein-

Full length TRAIL

contains a

transmembrane
laa 18 a/a 38aa 114 aa 281aa domain and a keceptor

o binding domain.

Protein NH, % COoH Cys230 is essential in
Tran,m!mh;anz coordinating a zinc ion
Domain at the trimer interface
Cys230

Trimerized Three molecules of
TRAIL } Hexameric soluble TRAIL assemble
. o complex to form a homotrimer.
Com P lex T:::I:_l_l: d ' This complex binds to
° . three molecules of the
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Sekil 2.11 insanda bulunan TRAIL’in organizasyonu (Stuckey ve Shah 2013).
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TRAIL’in bes farkl reseptdri bulunmaktadir. Bu reseptérlerden ikisi TRAIL-R1 (DR4)
ve TRAIL-R2 (DR5)dir. Her iki reseptdr intraseliler 6lim domainine sahip olup,
sitoplazmik ylzeyde birtakim adaptér proteinlerle DISC (Death Inducing Silencing
Complex) kompleksi olusturarak, apoptozu indiikleme yetenegindedir. Diger iki reseptor
TRAIL-R3 (Decoy Receptor 1-DcR1) ve TRAIL-R4 (Decoy Receptor 2-DcR2) de hlicre
yluzeyinde bulunurlar fakat yapilarinda sitoplazmik domainleri olmadigindan pro-
apoptotik sinyalleri iletemezler. Bu reseptorlerin TRAIL-indUkIU apoptozda yarigmali
inhibitérler olduklar énerilmektedir. Besinci reseptdr olan Osteoprotegerin (OPG) tek
ekstraselller, ¢ézinebilir TRAIL reseptorudur ve diger dort reseptdre gére TRAIL’e daha
duguk afinite gostermektedir (Sekil 2.12) (Voelkel-Johnson 2011, De Carvalho vd 2013,
Dimberg vd 2013, De Wilt vd 2013).

TRAIL-R1 TRAIL-R2 TRAIL-R3 TRAIL-R4 OPG
(DR4) (DR5) (DcR1) (DcR2)

("= ransmomorans)

== Transmembrane
= Domain

Glycosyl-
? Phosphoinositol
Anchor

@8 TAPE repeat

@B» Death Domain

Sekil 2.12 insanlarda bulunan TRAIL reseptorleri (Lemke vd 2014).

TRAIL-indUklU ekstrinsik yolak, homotrimerik TRAIL'in TRAIL-R1 ve TRAIL-R2
reseptorlerine  baglanmasiyla birlikte baglar ve bu baglanma reseptorlerin
konformasyonel modifikasyonuna neden olur. Bu modifikasyon, adaptér protein FADD
(Fas-associated death domain)'in kendi 6lim domaini ile reseptériin 6lum domainine
toplanmasini saglar. FADD adaptor proteininin “death effector domain” (DED) ad1 verilen
diger domaini ise pro-kaspaz-8 ve -10'un DED domainine baglanir. Bu baglanmayla
birlikte olusan yapi “DISC” adini alir. DISC kompleksinde pro-kaspaz-8 ve -10 otokatalitik
olarak kesilerek aktif kaspaz haline donusurler ve kaspaz-bagimli sinyal kaskadini
baslatirlar. Apoptoz, DISC kompleksinde c-FLIP (cellular FLICE inhibitér protein) proteini
tarafindan inhibe edilir. c-FLIP enzimatik aktiviteye sahip olmamasina ragmen,

yapisindaki DED domaini ile kaspaz-8 ve -10 ile yapisal homoloji gosterir ve onlarla
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yarisarak DISC kompleksine baglanir. Béylelikle, inaktif durumdaki bu kaspazlarin DISC
ile baglanmasini engellemektedir (De Carvalho vd 2013, Dimberg vd 2013).

Fas-indukli  (CD95/APO-1) apoptoza benzer sekilde, TRAIL-R1/R2-DISC
kompleksinde yiksek ya da dusik seviyede kaspaz aktivasyonu olusumu igin 2 hicre
tipi tanimlanmaktadir. Tip | hicrelerde, DISC-indukli kaspaz-8/-10 aktivasyonu
dogrudan efektor kaspaz-3, -6 ve -7'nin aktivasyonunu gerceklestirerek apoptoza neden
olur (Allen ve El-Deiry 2012). Tip Il hicrelerde ise, kaspaz-8/-10'un aktivasyonunun
dusuk seviyeleri dogrudan efektér kaspaz aktivasyonu igin yeterli degildir. Bu nedenle
apoptoz, pro-apoptotik Bcl-2 ailesi tyesi olan BID’in kaspaz-8/-10 tarafindan kesilerek
intrinsik apoptoz yolaginin aktivasyonu ile gerceklesmektedir. Kesilmis Bid (tBid)
mitokondriyal membrana transloke olarak Bak ve Bax’in oligomerizasyonunu stimle
ederek, MOMP’a neden olur. MOMP ile birlikte daha onceki bolumde anlatildigi gibi
sitokrom ¢, Smac/DIABLO, HtrA2/Omi, AIF ve Endo G gibi pro-apoptotik molekuller
sitozole salinir. Bdylece apoptozun intrinsik yolagi gergeklesmis olur (Sekil 2.13). Bir¢ok
tumor, Tip Il hicresi gibi davranir béylece anti-apoptotik Bcl-2 ailesi Uyelerinin up-
regulasyonu yoluyla FasL ve TRAIL yoluyla meydana gelen apoptoz mekanizmasindan
korunabilmektedir (Ashkenazi ve Herbst 2008, Voelkel-Johnson 2011, Allen ve El-Deiry
2012, De Carvalho vd 2013).
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Sekil 2.13 Apoptozun ekstrinsik ve intrinsik yolagdi (Stuckey ve Shah 2013).
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Efektif kanser terapdtikleri icin, normal hicrelerde herhangi bir degisim olmadan,
Ozellikle malign timor hicrelerinde apoptozu indiklemek ¢cok dnemli bir stratejidir. TRAIL
bircok timér hiicresinde apoptozu indiiklemesi fakat normal hiicrelere minimal toksisite
gOstermesi ya da gostermemesi yonilyle 6nemli bir 6zellige sahiptir (Ashkenazi ve
Herbst 2008, Voelkel-Johnson 2011, De Carvalho vd 2013, Dimberg vd 2013). Bu 6zelligi
nedeniyle, TRAIL kanser tedavisi icin ilgi ¢cekici bir adaydir.

2.3.3.1. Kanserde TRAIL Direnci

Meme, prostat, ovaryum, akciger, multiple miyelom, I6semi, néroblastom ve
glioblastomay! igceren cesitli kanser tiplerinin TRAIL tarafindan indiklenen apoptoza
direncli oldugu gorulmustur (De Carvalho vd 2013, Tsamis vd 2013, von Karstedt vd
2017). Kanser hicrelerinin TRAIL-indUklU apoptoza olan direnci apoptoz sinyal yolaginin

farkh noktalarinda meydana gelebilmektedir (Alexiou vd 2015).

TRAIL direncine neden olan mekanizmalardan biri, DcR1 ve DcR2’nin TRAIL ile
baglanmada DR4 ve DR5 reseptorleri ile yarigsarak, TRAIL ile daha fazla
baglanmasindan dolayidir. DR4 ve DR5 reseptdrleri, daha siklikla DR4 reseptorleri bazi
timorlerin hicre ylzeyinde bulunmamaktadir. Her iki reseptér de bulunmadigi zaman,
Bcl-2 ailesi ve kaspaz durumuna bakilmaksiniz TRAIL-direnci meydana gelmektedir
(Alexiou vd 2015, Selvarajoo 2017). Bununla birlikte DR4 ve DR5 reseptorindn
hipermetilasyon gibi epigenetik degisikliklerle ya da delesyon, nokta mutasyon gibi
genetik degisiklikler tarafindan downregulasyonunun TRAIL direnci ile iligkili oldugu
rapor edilmistir (Oikonomou ve Pintzas 2013). DR5 mutasyonlari bas-boyun, meme ve
akciger, DR4 delesyonuna ise nazofarengeal kanserinde rastlanmistir (Lim vd 2015). Bir
diger mekanizma, 6lum reseptdrlerinin degisen glikolizasyonu ve bozulmug endositozlari
nedeniyle meydana gelmektedir. N-asetilgalaktozaminiltransferaz (GALNT14) ve
fukoziltransferaz-3/6'nin  degisen  ekspresyon  seviyeleri ~ TRAIL-direnci ile
iliskilendirilmektedir (Fulda 2014, Trivedi ve Mishra 2015).

Azalmis kaspaz ekspresyonu, kaspaz inhibitorlerinin artan ekspresyonu, anti-
apoptotik Bcl-2 ailesi Uyelerinin ve intrinsik apoptoz yolagindaki diger inhibitorlerin
overekspresyonu TRAIL'e olan direncin baglica nedenleridir. Flice-benzeri inhibitor

proteinin (FLIP) katalitik domainindeki mutasyonlar, kaspazlarla DISC’e baglanmak igin
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yarisarak onlarin DISC’e baglanmasini ve aktivasyonunu engeller. Ayrica FLIP
overekspresyonunun TRAIL direnciyle iligkili oldugu belirtiimektedir (Yang vd 2008,
Alexiou vd 2015, Miguel vd 2016). Birgcok kanserde kaspaz-8 veya FADD’da meydana
gelen defektler ya da downregulasyon TRAIL direncine neden olmaktadir (Alexiou vd
2015). X-iligkili apoptoz inhibitérinin (XIAP) overekspresyonu kaspaz-3, -7 ve -9un
aktivitesini inhibe ederek TRAIL direncine aracilik etmektedir (Dimberg vd 2013). Bax
ve/veya Bak’in kaybi veya Bcl-2, Bcl-xL ve Mcl-1 gibi anti-apoptotik Bcl-2 ailesi Gyelerinin
overekspresyonu da TRAIL direnci ile sonuglanmaktadir (Dimberg vd 2013, Alexiou vd
2015). Bunlarin diginda, miR-21 ve miR-30b/c gibi mikroRNA (miRNA)'larin kaspaz-3’in
3’-UTR kismina baglanarak kaspaz-3'U inhibe etmesi de TRAIL direnci ile ilisikili diger

bir mekanizmadir (Quintavalle vd 2012).

TRAIL’'in  apoptoz yaninda hicre sagkalimini indikleyen bir yolagi daha
tanimlanmistir. Bu yolakta; TRAIL reseptorine baglandiginda FADD, kaspaz-8, reseptor
ile etkilesen protein (RIP1), timor nekrozis faktdr reseptdru ile iligkili faktor-2 (TRAF2) ve
nikleer faktér kappa-B (NF-kB) esansiyel modulatdrii (NEMO) ikincil sitozolik kompleks
olusturur. Olusan bu kompleks NF-kB, MAPK, p38, ekstraselller sinyal-reglle eden
kinaz (ERK1/2), fosfatidilinositol 3-kinaz (PI3K)/AKT, transkripsiyonun sinyal ileticileri ve
aktivatorlerini (STAT) aktive etmektedir (Azijli vd 2013, Dai vd 2015, Mert ve Sanlioglu
2017, von Karstedt vd 2017). PIBK/AKT yolaginin asiri aktivasyonu, TRAIL-induklG
apoptoza direncte rol oynadigi rapor edilmistir (Alexiou vd 2015). Malign gliomalarda,
PI3K/AKT yolagi, PTEN fonksiyonunun ortadan kalkmasi nedeniyle genel olarak sirekli
aktif haldedir. Bu nedenle, SH-6 gibi AKT inhibitorleri veya PI-103 gibi PI3K inhibitorleri
kullanilarak TRAIL-aracili apoptozun arttirildigi bulunmustur (Bagci-Onder vd 2011).

2.3.3.2. TRAIL ve GBM

TRAIL’in kontrol hdcrelerinde apoptozu indiklemeden, segici olarak kanser
hicrelerinin apoptozuna neden olmasi GBM igin aday bir tedavi yontemi olarak
distnulmektedir. DR4 ve DRS5 reseptorlerinin her ikisi de GBM'de eksprese edilmektedir
fakat DR5’in DR4’e gore daha yiksek oranda eksprese edildidi belirtiimistir (Alexiou vd
2015). 62 adet primer GBM tumord ile yapilan ¢alismada DR4 ve DR5 reseptorlerinin
sirasiyla %75 ve %95 oraninda eksprese edildidi rapor edilmistir (Kuijlen vd 2006).
Bunlarin yaninda, birgok GBM timori TRAIL’e direng gdstermektedir ya da zaman iginde

diren¢ kazanmaktadir. Bu durum GBM hicre hatlari i¢cin de benzerdir. GBM hiicrelerin
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TRAIL reseptorlerini eksprese etmelerine ragmen, U251MG hiicresi TRAIL’e direng,
T98G ve U87MG hicresi TRAIL’e orta derecede direng gostermektedir (Tsamis vd
2013).

TRAIL-direncli hiicreleri apoptoza duyarli hale getirmek igin proteozom inhibitorleri,
histon deasetilaz inhibitérleri (HDACI), PISK/AKT inhibitoérleri, SMAC taklitcileri, anti-
CD20, konvansiyonel kemoterapi ve radyoterapi gibi birtakim terapétik ajanlar
geligirilmistir. TRAIL duyarhihdini indiklemek, TRAIL ve TRAIL reseptorlerinin endojen
ekspresyonunu yeniden saglamak, gelecekte uygulanacak terapiler igin uygun bir strateji
olarak gézikmektedir (De Carvalho vd 2013).

TRAIL-direncini ortadan kaldirmak icin glncel yaklasim TRAIL ile birlikte
uygulanacak kombine tedavilerdir. Klinik 6ncesi calismalarda, TRAIL ile birlikte
kemoterapi, radyasyon ve vyeni terapdtik ajanlarin kombine uygulamalari tamor
regresyonu acisindan olumlu sonuglar vermistir (Kuijlen vd 2010). In vivoda nude
farelerde yapilan calismada, TRAIL ile kemoterapétik bir ajan olan cisplatinin kombine
uygulamasi insana ait GBM ksenogratlarin timor olusumunu ve blylimesini azalttigi
gérilmustir (Nagane vd 2000). Bagci-Onder ve ark. (2013) tarafindan yapilan
calismada, bir HDACi olan MS-275'in tek basina GBM hucrelerine uygulanmasi anlamli
bir etki gdstermezken, TRAIL ile birlikte kombine edildijinde TRAIL-direncgli GBM
hicrelerinde hicre o6limdnd indUklemistir. GBM hicrelerinde TRAIL ile birlikte
proteozom inhibitdéri olan Bortezomib’in kombine uygulamasi sonucu TRAIL-direngli
primer GBM hucrelerinin TRAIL-aracili htucre 6lumune duyarli hale geldigi belirtiimistir
(Kuijlen vd 2010). Bu umut verici yaklagsimlar, GBM hucrelerinde TRAIL-indUklG hucre
Olumana tetiklemede kombine tedavinin 6nemini vurgulamaktadir. Bu nedenle, kombine
tedaviler icin TRAIL ile birlikte uygulanacak HDACTiler gibi yeni ajanlara ihtiyag

duyulmaktadir.
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2.4. Epigenetik ve Histon Deasetilazlar (HDAC)

Genetik mutasyonlara ek olarak, epigenetik degisiklikler kanserin baglangicinda ve
ilerlemesinde 6nemli bir rol oynamaktadir. Epigenetik degisiklikler, DNA dizisinde
herhangi bir degisiklik olmaksizin, gen ekspresyonunda meydana gelen kalitsal
degisikliklerdir. Epigenetik mekanizmalari baslica, DNA metilasyonu, Histon
modifikasyonlari, kodlamayan RNA’lar ve kromatin dizeyindeki mekanizmalar olarak
siniflandirabiliriz (Hyman vd 2015). Epigenetik degisikliklerin paternlerindeki bozukluklar
kanserde siklikla meydana gelmektedir ve epigenetik bozukluklar erken-evre timorlerde

ve benign neoplazmlarda siklikla gézlenen ilk degdisim durumudur (Slingerland vd 2014).

Genomik DNA, okaryotik hticrelerin gekirdeklerinde histon proteinleri ile siki bir
bicimde paketlenmis olarak bulunmaktadir. Genomik DNA’nin paketlenmesinden H1,
H2A, H2B, H3 ve H4 olmak Uzere 5 adet histon proteini sorumludur. Bu proteinler lizin
ve arjinin aa’lerince zengin olduklarindan pozitif yiklidurler. Bu nedenle DNA’nin negatif
yukli olmasindan dolay;, DNA’ya gugcli sekilde baglanabilmektedirler. Histon
proteinlerinden H2A-H2B ile H3-H4 ile dimer olusturarak oktomer yapisi meydana gelir.
Genomik DNA bu oktomer etrafinda, 1.65 tur olacak sekilde 147 bg¢ olarak sarilir ve
nukleozom adi veriler yapi olusur. H1 histon ise baglayici histon olarak nikleozomun dig
bolgesinde bulunur. Nuikleozomlar kromatinin tekrarlayan temel birimleridir. Her histon
koru, nikleozomdan disariya dodru uzanan amino-terminal kuyruga sahiptir. Histonlar
ve kuyruklari birtakim post-translasyonel modifikasyonlara maruz kalmaktadirlar
(Spyropoulou vd 2013, Ververis vd 2013, Kreth vd 2014, Manal vd 2016).

DNA’nin ve histonlardaki aminoasitlerin kovalent modifikasyonlari epigenetik gen
regllasyonunun iki ana mekanizmasidir. Bunlardan ilki, DNA metiltransferaz adi verilen
enzim tarafindan kontrol edilen DNA metilasyonudur. ikinci ana epigenetik mekanizma,
histon proteinlerinin N-terminal uglarinin asetilasyon, metilasyon, fosforilasyon,
ubikltinasyon, simoilasyon, ADP ribozilasyon, biotinilasyon ve diger modifikasyonlar
(deaminasyon, prolin izomerizasyon) tarafindan post-translasyonel modifikasyonudur
(Kreth vd 2014, Spyropoulou vd 2013). Gen ekspresyonundaki ve DNA yapisindaki
rolleri, ve geriye gevrilebilir yapisindan dolayi epigenetik degisiklikler, 6zellikle histon
asetilasyonu, klinik denemelerde terapdtik ilag hedefi olarak kullaniimaktir (Nagarajan ve
Costello 2009).
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Histon asetilasyonu, birbiriyle zit olarak calisan iki genis enzim ailesi tarafindan
gerceklestirilir: histon asetiltransferazlar (HATSs) ve histon deasetilazlar (HDACs). Histon
kuyruklarindaki amino uglarinin HAT ler tarafindan hiperasetilasyonu kromatin yapinin
acilmasina ve boéylece genin transkripsiyonuna ve aktivasyonuna neden olur. Buna
karsilik, HDAC'ler tarafindan bu asetil gruplarinin deasetilasyonu kapali bir kromatin
yapinin olusmasina ve genin transkripsiyonel olarak baskilanmasina neden olur (Zhang
ve Zhong 2014) (Sekil 2.14). HDAC'lerin substratlari sadece histonlar degil ayni
zamanda hormon reseptorleri, transkripsiyon faktorleri, DNA tamir enzimleri,
inflamasyon mediatdrleri, saperon proteinleri ve hicre iskeleti proteinleri gibi histon-

olmayan proteinlerdir (Bezecny 2014).
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Sekil 2.14 HAT ve HDAC lerin transkripsiyonel aktivasyondaki rolt (Chuang vd 2009).

Fonksiyonel ve filogenetik kriterlere gére, HDAC’ler 4 sinifa ayrilmaktadir: “Zn2+-
bagimh olanlar (sinif 1, Il ve V)" ve “Zn?*-bagimsiz, nikotinamid-adenin-diniikleotid-
bagimh (NAD-bagimh) (sinif [Il)” olanlardir. Bu dért grup HDAC birbirinden yapi,
enzimatik fonksiyon, hicresel lokalizasyon ve ekspresyon paternleri yoninden farklilik
gOsterirler. Bugline dek bu doért ailede 18 HDAC tanimlanmistir ve bunlarin 11 tanesi
Zn?*-bagimli olanlardir. Bu 11 HDAC kendi aralarinda maya proteinlerine homoloji
gOstermelerine gore gruplandiriimistir. Sinif | HDAC’ler, HDAC 1, 2, 3 ve 8 olup, nlkleer

lokalizasyon gdsterirler ve histonlara enzimatik aktiviteye sahiptirler. Sinif Ila olanlar,
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HDAC 4, 5, 7 ve 9'dur ve bu HDAC'ler nukleus ve sitoplazma arasinda mekik dokurlar.
HDAC 6 ve 10 sinif llb HDAC'lardir ve sitoplazmik lokalizasyon goésterirler. Bunlarin
primer hedefleri histon-olmayan proteinlerdir. Sinif IV HDAC olan HDAC 11, filogenetik
olarak HDAC 3 ve 8 ile yakindan iligkilidir ayni zamanda sinif || HDAC’lerin de bazi
Ozelliklerine sahiptir (Giannini vd 2012, Ververis vd 2013, Zhang ve Zhong 2014,

Bezecny 2014). Sinif lll Gyeleri sirtlinler olarak adlandiriimaktadir ve SIRT1-7 arasindaki

Uyelerden olusmaktadir (Tablo 2.3) (Losson vd 2016, Damaskos vd 2017).

Tablo 2.3 Histon deasetilaz ailesi (Zhang vd 2017).

HDAC Uzunluk (aa) Lokalizasyon Aktivite
Sinif |
HDAC 1 483 Nukleus Deasetilaz
HDAC 2 488 Nukleus Deasetilaz
HDAC 3 423 Nukleus Deasetilaz
HDAC 8 377 Nukleus Deasetilaz
Sinif lla
HDAC 4 1084 Nukleus/Sitoplazma Deasetilaz
HDAC 5 1122 Nukleus/Sitoplazma Deasetilaz
HDAC 7 855 Nukleus/Sitoplazma Deasetilaz
HDAC 9 1011 Nukleus/Sitoplazma Deasetilaz
Sinif lib
HDAC 6 1212 Sitoplazma Deasetilaz
HDAC 10 669 Sitoplazma Deasetilaz
Sinif lll
Sirt 1 747 Nukleus/Sitoplazma Deasetilaz
Sirt 2 389 Nukleus Deasetilaz
Sirt 3 399 Mitokondri Deasetilaz
Sirt4 314 Mitokondri ADP-riboziltransferaz
Sirt 5 310 Mitokondri Demalonilaz
Sirt 6 355 Nukleus Zayif deasetilaz /
ADP-riboziltransferaz
Sirt 7 400 Nukleus Zayf deasetilaz
Sinif V

HDAC 11 347 Nukleus/Sitoplazma

Deasetilaz
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2.5. Histon Deasetilaz inhibitérleri (HDACi)

Asetilasyon ve deasetilasyon arasindaki denge gen ekspresyonunun
regulasyonunda 6nemli bir faktérdir ve bu nedenle hiicrenin akibetinin kontrollyle
iliskilidir. HAT inaktivitesi ve HDAC ylksek aktivitesi timérogenezle iliskilidir. Genetik
mutasyonlarin aksine epigenetik degisiklikler geriye cevrilebilir oldugundan tedavi igin ilgi
cekici bir potansiyel hedeftir. Farmakolojik olarak, bir enzimi aktive etmektense inaktive
etmek daha kolaydir. Bu nedenle, HDAC inhibisyonu antikanser stratejisi, klinik olarak
blyuk ilgi kazanmigtir. Bununla birlikte, HAT ve HDAC arasindaki dengesel bozukluk
tumor gelisimi icin tek histon modifikasyonu degildir. HAT’lar ve HDAC’ler gen
ekspresyonunda, proliferasyonda, migrasyonda, hicre o6liminde, DNA tamirinde,
anjiyogenezde, inflamasyonda ve immun yanitta gorev alan histon-olmayan proteinlerin
asetilasyonunu ya da deasetilasyonunu da degistirirler. Bu histon-olmayan protein
hedefleri, timar ilerlemesi ve tedaviye direncle muhtemelen iligkili olabilmektedir. HDAC
inhibitérlerinin (HDACI), hicre-déngusi durdurulmasi, intrinsik ve ekstrinsik apoptotik
mekanizmalari, mitotik hlicre 8lumuand, otofajik hlicre élumand, reaktif oksijen Grlnlerinin
olusumunu, anjiyogenezin inhibisyonunu, NK hicre-aracili timér immunitesinin artigini
iceren ¢oklu mekanizmalar yoluyla efektif antikanser ajani olabilecedi gdsterilmistir
(Shabason vd 2011) (Sekil 2.15).

Sekil 2.15 Histon deasetilaz inhibitdrlerinin etki mekanizmasi (Bose vd 2014).

HDAC/’ler kimyasal yapilarina gére 4 gruba ayrilmaktadir. Bunlar; “hidroksimatlar”,

“sislik peptidler”, “benzamidler’ ve “alifatik asitlerdir” (Bezecny 2014). HDAC/ lerinin
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temel etki mekanizmasi, HDAC'larin katalitik fonksiyonu igin gerekli olan Zn?* iyonuna
baglanmalari ve HDAC’larin katalitik etkinligini baskilamalaridir (Bezecny 2014). Her
HDACI, ayni Olgiide tim HDAC’lari inhibe edemez, bu nedenle HDAC/ler pan- veya
class I-spesifik inhibitdrler seklinde gruplanabilir (Zhang ve Zhong 2014). Her 4 grupta
da birgok HDACi bulunmaktadir fakat “Food and Drug Administration (FDA)” tarafindan,
kuten6z T-hiicre lenfomanin tedavisi igin bir hidroksimat grubu olan “vorinostat” 2006
yilinda onaylanmistir. Yine ayni hastaligin tedavisi icin FDA tarafindan 2009 yilinda bir
sislik peptid HDACi olan ve sinif | HDAC uzerine etki gosteren “romidepsin” adli ajan
onaylanmigtir (Ververis vd 2013). Tablo 2.4de HDACi siniflari ve bu siniflardaki
HDAC/'ler 6zetlenmisgtir.

Tablo 2.4 HDACI siniflari ve bu siniflara ait Gyeler (Hrabeta vd 2014, Lee vd 2015, Shen
vd 2016, Zhang vd 2017°den derlenmistir).

Sinif HDACI HDAC Hedefi
Hidroksimatlar  Trichostatin A (TSA) Sinif I, Il ve IV
SAHA (vorinostat)* Sinif I, Il ve IV
PXD-101 (belinostat) Sinif I, Il ve IV
4SC-201 (resminostat) Sinif I, Il ve IV
LBH589 (panobinostat) Sinif I, Il ve IV
Quisinostat Sinif I, Il ve IV
PCI24781 (Abexinostat) Sinif I, Il ve IV
ITF2357 (Givinostat) Sinif  ve ll
CBHA HDAC 3
Siklik Peptidler Depsipeptid (Romidepsin- Sinif |
FK228)*
Apicidin Sinif |
Alifatik Asitler  Valproik asit Sinif I ve lla
Fenil butrat Sinif I ve lla
Butrat Sinif I ve lla
Benzamidler MS-275 (Entinostat) Sinif |
MGCDO0103 (mocetinostat) Sinif | ve IV
Cl1-994 (Acetyldinaline) Sinif |

*FDA onayli HDACHler.
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HDACT/'lere hlcresel cevap transkripsiyonel ve transkripsiyonel olmayan yoénden
gerceklestigi icin karmasik bir sudrectir. HDACiler histonlarin ve histon olmayan
proteinlerin asetilasyonlarini HDAC'leri baskilayarak arttirirlar. Bunun sonucunda,
hicrede artan ya da azalan gen ekspresyonu meydana gelmektedir. HDAC/ler
transkripsiyon faktorleri ya da isi-sok proteinleri gibi histon olmayan proteinlere etki
ederek, transkripsiyonu indirekt yoldan degistirebilir ya da apoptoz, hlicre-déngisinin
durdurulmasi, nekroz, otofaji, farklilasma, migrasyon gibi hucresel slregleri

dizenleyebilmektedir (Ververis vd 2013).

HDAC/'lerin malign hicre hatlarinda, siklin-bagimli kinaz inhibitéri p21’i upregtle
ederek ve sonrasinda siklin/CDK komplekslerinin olusumlarini engelleyerek, hiicrenin
G1 fazinda durmasina neden oldugu bulunmustur. Ek olarak, HDACi’ler siklinlerin
downregulasyonu yoluyla, siklin-bagimli kinaz aktivitesinin azalmasina neden olarak, Rb
defosforilasyonuna ve indirekt olarak E2F transkripsiyon aktivitesine etki etmektedir.
Birgok in vitro calismada, HDACTiler ile DNA’ya hasar verici ajanlar veya iyonize
radyasyonun kombine uygulamasinin DNA cift-zincir kiriklarina neden oldugu

gosterilmistir (Ververis vd 2013).

HDAC/’lerin solid ve hematolojik malignansilerin her ikisinde de apoptozu hem
transkripsiyon-bagimli hem de transkripsiyon-bagimsiz mekanizmalarla indikledigi
gosterilmistir. HDAC inhibisyonu hlcre o6luminde pro- ve anti-apoptotik proteinler
arasindaki dengede rol oynamaktadir. Ekstrinsik apoptoz yolagindaki 6lim reseptorleri
ve ligandlari HDAC/ ler tarafindan upreglle edilerek, TRAIL-direngli malign hlicrelerde
TRAIL duyarlihgini arttirmaktadir. HDAC/’ler, intrinsik apoptoz yolaginda Bcl-2 ve Bcl-1
gibi mitokondriyal butinligu saglayan proteinleri downreglle ve Bim, Bak, Bax gibi pro-
apoptotik proteinleri upregile etmektedir. Malign hiicrelerdeki hiperasetilasyon durumu
p53 stabilizasyonuna, hicre doéngusunin durmasina ve pro-apoptotik genlerin

ekspresyonlarinin artmasina neden oldugu belirtiimektedir (Ververis vd 2013).

Yukarida belirtilen etkileri gergeklestirme yetenegdi olan HDACi ler malign hlicrelerde
apoptoza, DNA hasarina ve hlicre dongustnin durdurulmasina neden olduklarindan
dolay efektif anti-kanser ilaglar olarak kullanilabilirler. Dikkate deger bir sekilde,
HDACT/'lerin normal hticrelerden ziyade tranforme olmus hicrelere segicilik gdsterdigi

rapor edilmistir. TUmor hicrelerine dogrudan etkilerinin yaninda, konagin immdan yanitini



41

ve timoérin damar olusumunu regule ederek timoér buyldmesine indirekt olarak etki
goOstermektedir (Ververis vd 2013). Hicre donglsunin durdurulmasi, farklilasma,
senesens, intrinsik ve ekstrinsik apoptoz, mitotik hiicre 6limu, otofajik hicre 6lim,
reaktif oksijen tdrlerinin Uretiminin indiklenmesi ve anjiyogenez, metastaz, timor
immiunitesinin inhibisyonuna neden olmalarindan dolayi HDAC/'ler efektif terapdtik anti-
kanser ajani olarak disunulmektedir. Kanser hiicrelerindeki bu farkli etkiler, HDACi’lerin
tek ya da diger terapilerle kombine olarak uygulanmasi yénunden ¢okga ilgi cekmektedir
(Lee vd 2017). GBM’in de iginde bulundugu farkh tGmor tiplerinin tedavisi igin, HDAC

inhibitorlerinin tekli ve diger ajanlarla kombine uygulamasi deneme asamasindadir.

2.6. Hipotez

Glioblastoma multiforme en agresif beyin timoéridir ve bu timérin tedavisindeki
yaklagsimlar biylk o6nem tasimaktadir. Tedavi uygulamalari, timoérlin yeniden
niksetmesi ve kan-beyin bariyerinin giic¢li etkisinden dolay! siklikla etkisiz kalmaktadir.
Ayrica uygulanan tedavilere timorlerin direng kazanmasi da énemli bir problemdir. Bu
nedenle, GBM'in tedavisi i¢cin yeni uygulamalara ihtiyag duyulmaktadir. GBM’'de
apoptotik yolagin ciddi sekilde baskilandi§i gézlenmektedir. Bu nedenle, apoptotik yolagi
tekrar aktive edebilecek pro-apoptotik ligand tedavileri GBM tedavisi i¢cin dnemli aday
yontem olarak goérulmektedir. HDAC/'lerin bir bolima kan-beyin bariyerini agabilecek
karakterde oldugundan GBM tedavisi i¢in glincel ajan olarak dusundlmektedir. Yapilan
¢alismalarda, HDAC/’lerin 6nemli bir pro-apoptotik ligand olan TRAIL ile birlikte
calisabildigini ve TRAIL-direngli hicrelerda TRAIL duyarliligini arttirdiyi gostermistir.
Bununla birlikte, HDACi'lerin apoptoz yolagindaki etkilerinin molekiler mekanizmasi tam

olarak aydinlatiimamistir. Bu baglamda ¢alismamizin hipotezi;

- HDACT/lerin GBM hucre hatlarinda TRAIL duyarhih@ini arttirarak, bu hicrelerde
meydana gelecek apoptoz olayini ve bu olayda rol oynayan genlerin

ekspresyonlarini etkileyecegidir.
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3. GEREG VE YONTEMLER

Gerec ve yontemler kismi 14 basamak altinda gergeklestirilmistir.

3.1.  Hiicre Hatlarinin Temini, Cogaltiimasi ve Saklanmasi

Calismamizda insan glioblastom LN18, T98G, U87MG, U373, insan embriyonik
bdébrek hucresi 293T ve insan fibroblast BJ hicreleri kullanildi. Glioblastom ve 293T
hiicre hatlari Ko¢ Universitesi Tip Fakiiltesi, Beyin Kanser Arastrma ve Tedavi
Laboratuarr’nin “Amerikan Tissue Type Culture Collection” (ATCC, ABD)'dan elde ettigi
hiicre hatlari stogundan temin edildi. BJ hiicreleri Kog Universitesi Tip Fakiltesi'nden
Dog. Dr. Tamer ONDER’in Kdk Hiicre Arastirma Laboratuar’nin stoklarindan temin
edildi. Tim hiicreler %10 fétal sigir serumu (invitrogen, ABD) ve %1 Penisilin-
Streptomisin (Gibco, ABD) iceren DMEM (Gibco, ABD) besiyerinde, 37°C ve %5 CO,

iceren karbondioksit inkibatoriinde kultir edildi.

Hucre hatlarinin kiltur edilmesinde agsagdidaki basamaklar uygulandi:

1. -80°C’de kriyo tliplerde saklanan hiicreler, disari gikarildi.

2. Kriyo tlipler daha énceden 37°C’ye ayarlanmis su banyosuna yerlestirildi ve
¢bzulmesi saglandi.

3. Su banyosunda ¢dzllen hucrelerin kriyo tupleri, herhangi bir kontaminasyon
olmamasi agisindan %70’lik etil alkolle silindikten sonra, daha O©nceden
ultraviyole ile sterilize edilmis ve zemini %70’lik etil alkolle silinmis “Sinif Il hava

akimli galisma kabinine” (NuAire, ABD) alindi.
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15 ml'lik santrifij tiplerine 5 ml DMEM besiyeri eklendi. Kriyo tlplerin kapaklari

acilarak 1 ml'lik pipetle, hicreler 15 ml'lik santrifiyj ttiptne aktarildi.

. Aktarma isleminden sonra, oda sicakhginda 1000 rpm’de 5 dk boyunca santrifj

(Hettich, Almanya) edildi.

Santriflij isleminden ardindan supernatan kisim steril pastoér pipeti yardimiyla
cekilerek sadece hicre peleti elde edildi.

Peletin yogunluguna bagl olarak tzerine 1-5 ml besiyeri eklendi.

Bu sirada, Uzerlerine hicrelerin isminin, pasaj numarasinin ve ekim tarihinin yer
aldigi 100 mm’lik hiicre kilttr kaplari hazirlandi. Bu kaplarin igerisine 8 ml DMEM
besiyeri eklendi.

DMEM besiyeri icerisinde bulunan hicreler pipet yardimiyla iyice homojenize
edilerek, bir 6nceki basamakta hazirlanmis olan bir ya da birden fazla hicre kaltir
kabina ekildi.

Hicreler bulundugu kiiltir kaplari 37°C ve %5 CO_'li nemli inkiibatore (NuAire,
ABD) yerlestirildi.

Hucre hatlarinin her guin invert mikroskop (Nikon, Japonya) altinda takibi yapildi.
Kdltar kaplari igerisindeki hicrelerin yogunluklari %80 — 85 civarina ulastiginda
pasaj islemi gergeklestirildi.

Hucrelerin saklanmasi asamasinda; kriyo tiiplerde 1x10°8 hiicre olacak sekilde,
hicre peletinin miktarina bagli olarak 1:9 oraninda “Dimetil Sulfoksit
(DMSO):DMEM” karigimi hazirlanip, hicre peletinin Gzerine uygulandi. Kriyo
tuplere aktarilan hucreler, igerisinde izopropanol bulunan saklama kutularina
alinarak -80°C’ye kaldirildi.

Hucre Sayimi

Hicre sayim yontemi tripan mavisi diglama ydntemine gore gerceklestirildi. Bu

1.

yontem, canli ve 6lU hlcrelerin ayrimini yapabildiginden, canl hiicreler tripan mavisi ile
boyanmaz ve mikroskop altinda parlak olarak gorilirler. Oli hiicreler ise boyayi hiicre
icerisine aldiklarindan mikroskop altinda koyu olarak gérulirler. Hicreler her bir deney

icin istenilen sayida agagidaki islem sirasi uygulanarak sayildi:

Huicrelerin bulundugu petriler CO. inkibéturinden alindi ve invert mikroskop

altinda yogunluk ve canhlik durumlari kontrol edildi.
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Yogunlugu uygun olan hcreler kabine alinarak pastér pipeti yardimiyla
besiyerleri ¢ekildi.

Besiyerleri cekilen petrilere, enzimatik etkinligin artmasi ve hicrelerden
kaynaklanan debrisin uzaklastiriimasi amaciyla 4 ml Fosfat Buffer Salin (PBS)
(Gibco, ABD) eklendi.

PBS pastor pipeti yardimiyla uzaklastirildi. Her bir petriye 1 ml %0,05’lik Tripsin-
EDTA (Gibco, ABD) eklendi. Enzimatik aktivitenin gergeklesmesi igin petriler CO»
inkbatdre kaldirildi.

1-4 dk inkibasyondan sonra hucrelerin petri ylzeyinden kalkip kalkmadiklari
kontrol edildi.

Tripsin aktivitesini ortadan kaldirmak amaciyla petrilere 4 ml DMEM eklendi.
Pipet yardimiyla hlcrelerin petri zemininden tamamen kalkmasi saglandi ve
hicreler 15 ml'lik steril santrifij tiptne aktarildi.

Tlpler oda sicakliginda 1000 rpm’de 5 dk santrifilj edildi.

Santrif(jj isleminin ardindan kabin icerisine alinan tlplerin supernatan kisimlari
pastor pipeti ile uzaklastirldi ve peletin yogunluguna goére 4-10 ml arasit DMEM
besiyeri eklendi. Pipet ile pipetaj yapilarak hucrelerin homojen hale gelmesi
saglandi.

Steril 1.7 ml’lik mikrosantrif(j tipine 50 ul tripan mavisi ve 50 pl hicre
suspansiyonu eklenerek 1:1 oraninda karisim elde edildi.

Bu karisimdan 10 pl alinarak, hucre sayiminda kullanilan aynali Neubauer lami
(Marienfeld-Superior, Almanya) Uzerine aktarildi (Sekil 3.1). Aktarilan karigimin
Uzeri lamel ile kapatilarak invert mikroskopta 10X blylutmede sayim
gerceklestirildi.

Neubauer laminin 4 blylk alani sayildi (Sekil 3.2). Asagida belirtilen formule

g6re hicre konsantrasyonu hesaplandi.

Hucre sayisi x 10.000

Hiicre Konsantrasyonu (hiicre/ml) =

Alan sayisi x Dilusyon faktoru
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Sekil 3.1 Neubauer lami (WEB_4).
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Sekil 3.2 Neubauer lami alan goéruntisu. Sayim icin; 1 ile ifade edilen dort blydk
karedeki hicre sayisi sayllmaktadir (WEB_5).

3.3.  HDACI Konsantrasyonlarinin Hazirlanmasi

Calismamizda Vorinostat (Prestwick Chemicals, Fransa), MS-275 (Cayman

Chemicals, ABD), Belinostat (Biovision, ABD), CBHA (Biovision, ABD) ve Romidepsin

(Biovision, ABD) olmak Uzere 5 adet HDACi kullanildi.

Tdm HDACTYlerin ilk olarak bilgilendirme formundan elde edilen molekiler agirlik
verileri baz alinarak yapilan hesaba gére DMSO eklendi ve her biri icin ana stok
hazirlandi. Ana stoklar 50 ve 100 pul'lik olacak sekilde daha kli¢ik hacimlere ayrilarak -
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80°C’de saklandi. Calisma esnasinda her bir ana stoktan DMSO ile diliisyon yapilarak
ara stok hazirlandi ve calisma stogu elde edildi. Her deney igin yeni ¢alisma stogu
hazirlandi. Tablo 3.1’de her bir HDACi’'nin ana stok ve ara stok konsantrasyonlari

Ozetlenmistir.

Tablo 3.1 HDACi’lerin molekuler agirliklari, ana ve ¢alisma stok konsantrasyonlari.

HDACI MW (g/mol) Ana Stok Calisma Stogu
Vorinostat (SAHA) 264.32 10 mM 1mM
MS-275 376.4085 100 mM 1 mM
(Entinostat)

Belinostat 318.348 10 mM 1mM
(PXD-101)

CBHA 222.2 10 mM 1mM
Romidepsin 540.7 5mM 1mM
(FK228)

3.4. 293T Hiicre Hattindan TRAIL Uretimi

TRAIL Uretimi icin; 293T hicreleri, hiicre disina salgilanabilir TRAIL’i iceren vektor
ile daha 6nceden tanimlandigi gibi Fugene Transfeksiyon Kiti (Promega, ABD)
kullanilarak transfekte edildi (Bagci-Onder vd 2013).

Transfeksiyon islemine baglamadan 6nce 293T hucreleri %80 konfluent duruma
getirildi. ilk giin, 293T hiicreleri 10 cm’lik hiicre kiltirii petrilerine 2,5x10° olacak sekilde
ekildi. Hicre ekildikten 24 saat sonra, her kiltlr petrisi icin 20 yl Fugene ve 180 ul
OptiMEM (Promega, ABD) birlestirilerek karisim hazirlandi. Bu karisima, 200 pl
OptiMEM igerisinde 5000 ng TRAIL vektor DNA’sI igceren karigim eklendi. Hazirlanan bu
karisim 30 dk boyunca oda sicakliinda inkiibe edildi. inkiibasyonun ardindan, pipet
yardimiyla 293T hucrelerine damlatilarak uygulandi. 24 saatlik inklibasyon sonrasinda
hicreler PBS ile yikandi ve hiicrelerin besiyerleri uzaklastirilarak yerine 8 ml serumsuz
besiyeri eklendi. Transfeksiyon isleminden 48 saat sonra, hucrelerin besiyerleri toplandi
ve bir sonraki gln ikinci kez toplama iglemi icin hlicrelere tekrar serumsuz besiyeri

eklendi. Ertesi gun, petrilerdeki besiyeri tekrar toplandi. TRAIL eldesi i¢in, 15 kD’a kadar



47

olan proteinleri gecirebilen filtreli spin kolon (Millipore, USA) kullanildi. Filtreli spin
kolonlara daha 6nceden toplanmis besiyerleri aktarildi ve 4°C’de 3800 rpm’de 20 dk
boyunca santrifij edildi. Kolonun tzerinde kalan kisim mikropipet yardimi ile toplandi ve
TRAIL konsantrasyonu ticari olarak elde edilmis olan TRAIL Human ELISA Kit (Abcam,
Birlesik Krallik) yardimiyla, kitin ilgili protokoliine gére gerceklestirildi. TRAIL ELIZA, 540
nm’de Synergy H1 Reader (Biotek, ABD) cihazi ile okutularak konsantrasyonu
hesaplandi. Elde edilen TRAIL kullanilana dek -80°C’de saklandi. TRAIL ELIZA ydntemi,
Kog¢ Universitesi Tip Fakiiltesi Beyin Kanseri Arastirma ve Tedavi Laboratuar’nda
doktora égrencisi Ahmet CINGOZ ile birlikte gergeklestirilerek, TRAIL konsantrasyon

sonuglari temin edildi.

3.5. HDAC/’lerin ve TRAIL’in GBM ve BJ Hiicre Hatlarina Uygulanmasi

Hucre canhlik analizleri gergeklestirimeden énce kullanacagimiz HDAC/ lerin ve

TRAIL’in GBM hcrelerine ve BJ hiicrelerine uygulanacak konsantrasyonlari belirlendi.

Vorinostat, MS-275, Belionstat, CBHA ve Romidepsin igin literatir arastirmasi
yapilarak ve ilgili bilgilendirme kagitlari incelenerek konsantrasyonlar belirlendi. Her bir
ilag icin; LN18, T98G, U87MG, U373 ve BJ hlicre hatlarina uygulanmak Gzere 0.3125,
0,625, 1.25, 2.5, 5 ve 10 uMIlik konsantrasyonlar 1 mM’lik ¢alisma stogundan

olusturuldu.

TRAIL igin ise, Dog. Dr. Tugba BAGCI-ONDER'’in daha énceki deneyimi ve verilerine
dayanarak her bir GBM hicre hatti i¢in ayri konsantrasyon belirlendi. Dog¢. Dr. Tugba
BAGCI-ONDER'in heniiz yayinlanmamis verilerine gore; LN18 ve T98G hiicre hatti
TRAIL-duyarli, U87MG hicre hatti TRAIL-orta derecede direngli, U373 hiicre hatti ise
TRAIL-direngli olarak gézukmektedir. Buna gore, TRAIL konsantrasyonlari her bir hiicre

hatti icin Tablo 3.2'de belirtilen konsantrasyonlarda uygulanmistir.
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Tablo 3.2 GBM ve BJ hiicre hatlari i¢in belirlenen TRAIL konsantrasyonlari.

Hiicre Hatti TRAIL Konsantrasyonu (ng/ml)
LN18 0, 2, 5, 10, 25, 50, 100, 200
T98G 0, 2, 5, 10, 25, 50, 100, 200

U87MG 0, 50, 75, 100, 200, 250, 500
U373 0, 25, 50, 100, 200, 250, 500, 1000
BJ-1 0, 2, 5, 10, 25, 50, 100, 200

3.6. Hiicre Canliik Analizleri

Hucre canlilik analizleri igin Cell Titer-Glo (CTG) Luminesan Hucre Canlilik Analiz
Kiti (Promega, ABD) kullanildi. CTG kitinin calisma prensibi; metabolik olarak aktif olan
hicrelerin bir indikatori olan Adenozin triFosfat (ATP)’nin miktar olarak lusiferaz
reaksiyonu araciligiyla belirlenmesi, boylelikle canli hlcre sayisinin tanimlanmasidir
(Sekil 3.3). CTG kimyasali, hiicrelerden ATP’nin salinmasi i¢in hiicre membrani pargalar
ve simultane olarak endojen ATPaZzlari inhibe eder, ayni zamanda biyoluminesan
reaksiyonunun gergeklesmesi icin icerisinde lusiferin, lusiferaz ve diger kimyasallar
bulunmaktadir. CTG analizi, kitin igerisindeki kimyasallarin ekonomik olarak kullanimi
acisindan, Uretici firmanin protokoli modifiye edilerek asagida belirtildigi gibi

gerceklestirildi.
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Sekil 3.3 CTG analizi galigma prensibi (WEB_6).
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1. Glioblastom ve BJ hiicreleri, siyah renkli, sadece kuyucuk tabanlar seffaf, steril
96-kuyucuklu hiicre kiltir kaplarina (Gibco, ABD), kuyucuk basina 1x10° hiicre
olacak sekilde ekildi. Hicreler tutunmalari igin 24 saat sliresince inkiibasyona
birakildr.

2. Inkibasyon sonrasinda, hiicrelerin icinde bulundugu DMEM uzaklastirilip yerine
kontrol icin yeni DMEM, TRAIL ve HDACi’ler i¢in hazirlanmis olan
konsantrasyonlar ilgili kuyucuklara uygulandi. TRAIL yari Omrunin az
olmasindan dolayi hucre hatlarina 24 saat boyunca, HDACTler ise 24, 48 ve 72
saat boyunca uygulandi. Kombine denemeler igin ise belirlenen dozlar 24 saat
boyunca uygulandi.

3. CTG kiti -20°C’den gikarilip ¢ézdlrlldiikten sonra, 10 ml CellTiter-Glo Tamponu
steril bir enjektor yardimiyla CellTiter-Glo Substrat sisesinin igine aktarildi.
Hazirlanan 10 ml’lik karisim, mikrosantrifQj tlplerine paylastirilarak kugik
hacimler halinde -20°C’ye kaldirildi. Deney igin gerekli olan miktar oda
sicakhiginda bekletildi.

4. llgili inkiibasyonlarin ardindan, 96-kuyucuklu plakalar oda sicakliginda 10 dk
bekletildi.

5. Kuyucuk basina 4 ul CTG kimyasali + 40 yl DMEM karisimi hazirlandi ve ¢oklu
pipet yardimiyla kuyucuklara uygulandi.

6. 96-kuyucuklu plakalar Synergy H1 Reader (Biotek, ABD) cihazinda aktarildi.
Cihaz igerisinde 2 dk galkalama yapildi ve 8 dk boyunca karanlikta bekletildi.

7. Inklbasyonlarin ardindan cihazda okuma iglemi gergeklestirildi.

8. Hucre canlilik yuzdesi; doz uygulanmis Orneklerdeki canli hucrelerin kontrole
gore karsilastiriimasi ile Excel (versiyon 2016, Microsoft, ABD) programinda

analiz edildi.

3.7. FITC Anneksin V / Propidyum iyodiir (Pl) Yoéntemi ile Apoptozun
Gosterilmesi (Akim-sitometri Yontemi)

Apoptoz bilindigi Uzere doku homeostazinin saglanmasinin yaninda embriyonik
gelisim boyunca meydana gelen normal bir fizyolojik strectir. Apoptotik program, plazma
membran asimetrisinin ve tutunmasinin, sitoplazma ve nukleus kondenzasyonu ve
DNA’nin internikleozomal olarak pargalanmasini igeren belirli morfolojik 6zellikleri
icermektedir. Plazma membraninin kaybi ilk olarak meydana gelen degisikliklerdendir.

Apoptotik hiicrelerde, membran fosfolipidi olan fosfotidilserin (PS) plazma membraninin



50

ic yuzeyinden dis ylzeyine transloke olmaktadir. Anneksin V, PS’ye ylksek afinite
gosteren, 35-36 kDa biyikliginde Ca?* bagimh fosfolipide baglanan bir proteindir ve
plazma membraninin dis ylzeyinde PS iceren hiicrelere baglanir. Anneksin V, FITC
iceren florokromlarla konjuge edilebilmektedir. FITC konjuge edilen bu form, PS’ye
yuksek afinitesini korumaktadir ve apoptoza ugrayan hiicrelerin akim sitometri yontemi
ile tayini icin hassas bir prob goérevi gérmektedir. Apoptozun erken dénemlerinde PS’nin
membran disina yoénelmesi gerceklestiginden, FITC Anneksin V boyamasi, DNA
fragmentasyonu gibi nukleer degisikliklere dayanan analiz yontemlerine gore apoptozu

erken dénemde saptayabilmektedir.

FITC Anneksin V boyamasi, erken apoptozda meydana gelen hiicre membran
butinligunun bozulmasina bagh olarak galissa da, bu sureci ge¢ apoptoz ya da nekroz
surecleri takip etmektedir. Bu nedenle, FITC Anneksin V boyamasi, genellikle Pl gibi
boyalarla birlikte kullanilmaktadir. Canli hicreler Pl boyasini hicre icine almazken, 6lu
ya da hasar gormusg hicrelerin membranlari Pl boyasina gegirgendir (Sekil 3.4). FITC
Anneksin V / Pl boyamasina gore; canli hicreler Anneksin V ve Pl negatif, erken
apoptozda bulunan hicreler Anneksin V pozitif ve Pl negatif, ge¢ apoptozdaki hicreler
veya 06lu hicreler Anneksin V ve Pl pozitif, nekrotik olarak élen hiicreler ise Anneksin V
negatif ve Pl pozitif olarak disunilmektedir (Tablo 3.3). Boyama sonrasinda hicreler
akim sitometri yontemi ile analiz edilmektedir. Analiz sonucu akim sitometride olusan

goruntu Sekil 3.5’de gosterilmistir.

FITC e o
Annexin V ( ( =
%é’\ =) A \""mmnv ’ _ AnnexinV
5 (é“ '|-‘ >§)§ "-‘ FITC 5 ";_ FITC
%%}17 ‘ %gg (L Aoy ?)%%[ AnnexinV
e © 9| M i
‘hﬁrﬁﬂﬁlﬁ'{“’\ Annexin V 'h:’i!#.rf" ‘%ﬁ;}\ Fosfotidilserin . ’»lf‘;‘l' ,\"NN{‘
: A%"w: A%MI . ‘ﬁﬁw
Normal Hiicre Erken Apoptoz Geg Apoptoz

Sekil 3.4 FITC Anneksin V / Pl boyama mekanizmasi (WEB_7).
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Tablo 3.3 FITC Anneksin V / Pl boyamasina goére hicrelerin analizi.

Hiicre Durumu Anneksin V PI
Canli Hucre - -
Erken Apoptoz + -
Gec¢ Apoptoz + +
Nekroz - +

Nekroz

}

AL A

A

~ Ge¢ Apoptoz

A d i ssmal

Propidyum lyodiir (PI)

= Erken Apoptoz
Canli Hiicreler

Anneksin V-FITC

Sekil 3.5 FITC Anneksin V / Pl boyamasi sonucu akim sitometri cihazinda olusan
histogram gérintist (WEB_8).

FITC Anneksin V / Pl kiti 3 adet kimyasal igermektedir. Bunlar; “FITC Anneksin V”,
“Propidyum iyodur” ve “10X Anneksin V Baglayici Tampon”dur. 10X Anneksin V
baglayici tampon 0.1 M Hepes/NaOH (pH: 7.4), 1.4 N NaCl, 25 mM CaCl.den
olusmaktadir. Deney asamasinda distile su ile dilie edilerek 1X konsantrasyonda

calisiimasi istenmektedir. FITC Anneksin V / PI kiti asagidaki protokole gore uygulandi.
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1. FITC Anneksin V / PI deneyi, Belinostat ve Romidepsin HDAC/'lerinin TRAIL ile
kombine denemeleri icin uygulandi.

2. T98G, UB7TMG ve U373 GBM hucreleri 6-kuyucuklu hiicre kultlri kaplarina,
kuyucuk basina 4x10° hiicre olacak sekilde ekildi. Hlcreler tutunmalari igin 24
saat slresince inkibasyona birakildi.

3. Hucreler 6-kuyucuklu hicre kiltir kaplarina ekildikten sonra, kiltir kabi su
sekilde dizayn edildi (Sekil 3.6):

KONTROL KONTROL KONTROL

Sadece Sadece PI

Anneksin V

Boyama Yok

BELINOSTAT
+

TRAIL

BELINOSTAT

Anneksin V
+

Pl

Anneksin V
+

Pl

Anneksin V
+

PI

Sekil 3.6 FITC Anneksin V / Pl deneyi icin 6-kuyucuklu hucre kiltur kabi duzeni.

4. 24’lik inkibasyondan sonra hicrelere Belinostat ve Romidepsin tek basina, ve
de TRAIL ile kombine olarak uygulandi.

5. Hucreler 24 saat inkibasyona birakildi.

6. Inkiibasyonun ardindan hiicrelerin besiyerleri cektirimeden mikropipet
yardimiyla 15 ml’lik santrif(jj tiplerine toplandi. Ardindan kuyucuk basina 500 ul
olacak sekilde hicrelere %0,05’lik Tripsin-EDTA eklendi. Hlcrelerin kalkmasi
saglandiktan sonra, hiicreler mikropipet yardimiyla besiyerleri toplanmis olan 15
ml’lik santrifij tpdne aktarildi.

7. Tupler 1500 rpm’de 5 dk santrifiij edildi.
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8. Santriflj sonrasinda supernatan kisim atildiktan sonra hicre peletlerinin Gzerine
4 ml PBS eklendi ve tekrar 1500 rpm’de 5 dk santriflij edildi. Bu basamak 2 kez
tekrar edildi.

9. Santriflij isleminden sonra kalan hicre peletleri tGzerine 1 ml 1X Anneksin V
baglayici tampon eklendi.

10. Bu soltisyondan 100 ul alindi ve steril 1.7 ml'lik mikrosantrifijj tliptne aktarildi.

11. 100 pl solisyon tzerine 5 yl Anneksin V ve 5 pl Pl eklendi.

12. TUpler nazik¢e vortekslendi ve oda sicakhiginda, karanlik ortamda 15 dk
inkibasyona birakildi.

13. inkiibasyonun ardindan tiiplere 400 ul 1X Anneksin V baglayici tampon eklendi.

14. Hazirlanan 6érneklerden 500 pl alinip, steril akim sitometri tlplerine aktarildi.

15. Orneklerin 1 saat igerisinde BD Accuri C6 akim sitometri cihazinda (Becton
Dickinson, ABD) analiz edilmesi saglandi.

16. Ornekler akim sitometri cihazinda 5 dk boyunca analiz edildi.

3.8. GBM Hiicrelerinden RNA izolasyonu

T98, UB7MG ve U373 GBM hicrelerinden total RNA izolasyonu “Macherey-Nagel
RNA izolasyon kiti” (MN, Almanya) yardimiyla gergeklestirildi. Hucreler ilk olarak 6-
kuyucuklu hiicre kiltliri kaplarina 3x10° hiicre olacak sekilde ekildi ve tutunmalari igin
24 saatlik inkiibasyona birakildi. inkiibasyonun ardindan, besiyerleri cektirilen hiicrelere
kontrol grubu i¢in 3 ml DMEM eklendi. Romidepsin HDACi igin; T98G, U87MG ve U373
hlcre hatti i¢cin son hacim 3 ml olacak sekilde 0.3125 uM konsantrasyon hazirlandi ve
hicrelere uygulandi. Belinostat icin ise son hacim 3 ml olacak sekilde T98G ve U87
hicre hatti icin 1.25 yM, U373 hicre hatti igin ise 5 uM’lik konsantrasyon uygulandi ve
hiicreler 24 saatlik inkiibasyona birakildi. inkiibasyonun ardindan besiyerleri gekilen ve
3 ml PBS ile yikanan hicreler 500 yl Tripsin uygulanarak kaldirildi. Tripsinin etkisin yok
etmek amaciyla kuyucuklara 2 ml DMEM eklendi. Kaldirilan hicreler, 15 ml'lik santrifuj
tiplne alinarak 1500 rpm’de 5 dk santrifij edildi. Santrifij sonrasinda supernatan kisim
cektirildi. Kalan pelet kismina asagida belirtilen kit protokollu uygulanarak RNA izolasyon

islemi gerceklestirildi.
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Tlplerin icerisindeki kalan peletin Gzerine kitle birlikte saglanan 350 ul RA1
Tamponu ve 3.5 ul B-merkaptoetanol eklendi. Kuvvetlice vortekslenerek peletle
birlikte karismasi saglandi.

Olusan lizat, kitle birlikte saglanan ve 2 ml toplama tlpu igerisinde bulunan mor
renkli Nucleospin filtrelere aktarildi.

Nucleospin filtreler 11.000 x g’de 1 dk boyunca santriflj edildi.

Santrif(j isleminden sonra Nucleospin filtreler atildi ve toplama tipi igerisindeki
lizata 350 pl %70 etanol ilave edildi. Mikropipet yardimiyla pipetleme yapilarak
karigimin homojen hale gelmesi saglandi.

Olusan lizat, kitle birlikte saglanan ve 2 ml toplama tlpu icerisinde bulunan agik
mavi renkli Nucleospin RNA kolonlara aktarildi.

Nucleospin RNA kolonlar 30 sn boyunca 11.000 x g’de santrifyj edildi.

Santrif(jj isleminden sonra toplama tlpleri atilarak kolonlar 2 ml’lik yeni toplama
tlplerine yerlestirildi.

Kolonlara kitle birlikte saglanan 350 ul MDB kimyasali eklendi.

Kolonlar 1 dk boyunca 11.000 x g’de 1 dk boyunca santriflij edildi. Santrifj
isleminden sonra toplama tiipleri atildi ve kolonlar temiz 2 ml'lik toplama tiiplerine
yerlestirildi.

Temiz, steril 1.7 ml'lik mikrosantrif(jj tlpu icerisinde DNaz reaksiyon karisimi
hazirlandi. Her bir drnek igin 10 pl rDNaz ve 90 pl Reaksiyon Tamponu karigimi
hazirlandi. Kolonlarin tam ortasina bu karigimdan 90 pl uygulandi ve kolonlar 15
dk boyunca oda sicakhgdinda inkube edildi.

inkiibasyonun ardindan kolonlara 200 yl RAW2 Tamponu ilave edildi.

Kolonlar 30 sn boyunca 11.000 x g’de santrifij edildi. Santriflj isleminden sonra
toplama tupleri atildi ve kolonlar temiz 2 ml’lik toplama tiplerine yerlestirildi.
Santrif(jj isleminden sonra kolonlara 600 pl RA3 Tamponu eklendi.

Kolonlar 2 dk boyunca 11.000 x g’de santrifuj edildi. Santrifyj isleminden sonra
toplama tapleri atildi ve kolonlar temiz 1.7 ml’lik mikrosantriflij tlplerine
yerlegtirildi.

Kolonlarin tam ortasina 60 ul RNaz icermeyen su ilave edildi.

Kolonlar 1 dk boyunca 11.000 x g’de santrifuj edildi.

Santrif(jj isleminden sonra kolonlar atildi ve mikrosantrifiij tlpleri i¢erisinde total
RNA izole edilmis oldu. Tuplerin Uzerine gerekli notlar alinarak etiketleme iglemi
yapildi.

RNA konsantrasyonu Nanodrop (Thermo, ABD) cihazinda ©Olgulerek
konsantrasyonu belirlendi.

RNA’lar bir sonraki igslem i¢gin kullanilana dek -80°C’de saklandi.
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3.9. Total RNA Orneklerinden Komplementer DNA (cDNA) Sentezi

Kontrol ve doz grubu uygulanmis hiicrelerden elde edilen total RNA’lardan cDNA
sentezi icin; “Random Hexamer” (Invitrogen, ABD), “dNTP” (Invitrogen, ABD), “MMLV
Revers Transkriptaz Enzimi” (Invitrogen, ABD), “RNAsin” (Promega, ABD), “DTT”
(Invitrogen, ABD), “6X First Strand Tamponu” (Invitrogen, ABD) kimyasallari ve
“DNaz/RNaz icermeyen su” (H20, Roche, Almanya) kullanildi. Protokol asagida belirtilen
sirayla gerceklestirildi.

izole edilen RNA 6rnekleri -80°C’den gikartildi ve buzun {zerine alind!.
2. Daha 6nce Nanodrop cihazinda konsantrasyonlari dlgilen RNA’lardan, cDNA
sentezi i¢in elimizde 1000 ng konsantrasyon olacak sekilde hesaplama yapildi.

3. Steril 0.25 ml'lik PCR tiipline Tablo 3.4’de belirtilen reaksiyon karisimi hazirlandi.

Tablo 3.4 cDNA sentezi igin hazirlanan reaksiyon karigimi.

MATERYAL GEREKLI HACIM
dNTP (2 mM) 2.5yl
Random Hexamer 1 ul
RNA Degisken (1000/RNA konsantrasyonu)
dH-0 13 — RNA miktari
SON HACIM 16.5 pL

4. Hazirlanan reaksiyon karisimi konvansiyonel PCR cihazina yerlestirildi ve
65°C’de 5 dk boyunca inkibe edildi.

5. inkiibasyon sonunda PCR tipleri hemen buzun (izerine alind..

6. Ornekler buzun Uzerinde beklerken, revers transkriptaz reaksiyon karigimi

hazirlandi. Bu karisim elimizde olan érnek sayisi kadar hazirlandi (Tablo 3.5).

Tablo 3.5 cDNA sentezi igin revers transkriptaz reaksiyon karigimi.

MATERYAL GEREKLI HACIM
5X First Strand Tamponu 5ul
DTT (0.1 M) 2 ul
RNAsin 0.5 ul

SON HACIM 7.5 uL
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7. Buzun Uzerinde bulunan PCR tiplerine 7.5 pl revers transkriptaz reaksiyon
karisimindan eklendi ve tupler oda sicakhiginda 10 dk boyunca inkiibe edildi.

8. Inkiibasyon sonrasinda her PCR tiiplerine 1 ul MMLV revers transkriptaz enzimi
eklendi ve kisa bir sire vortekslendi.

9. PCR tupleri konvansiyonel PCR cihazina yerlestirilerek 37°C’de 1 saat, 70°C’de
15 dk inkibasyona birakildi.

10. Reaksiyon kosullari gerceklestiginde, tlpler cihazdan alindi ve her bir tipe 75 pl
DNaz/RNaz igermeyen H,0 ilave edildi.

11. Ornekler bir sonraki deney basamagina kadar -20°C’de sakland..

3.10. Kantitatif Ger¢cek-zamanl PCR Deneyleri (qQPCR)

cDNA sentezini takiben, Romidepsin ve Belinostat’'in T98G, U87MG ve U373 hiicre
hatlarinda apoptoz ile iligkili genlerin mRNA dizeyindeki ekspresyon profilleri Gzerine
etkisi, “LightCycler® 480 SYBR Green | Master Mix” (Roche, Almanya) kullanilarak,
LightCycler 480 cihazinda analiz edildi. Ger¢ek-zamanli PCR analizleri, 96-kuyucuklu
mikroplaka kullanilarak gercgeklestirildi. Kuyucuk basina gerekli olan reaksiyon karigimi
Tablo 3.6’da belirtildigi gibi hazirlandi. Calismamizda kullandi§imiz apoptoz yolagindaki
genler ve primer dizileri Tablo 3.7’de 6zetlenmistir. Reaksiyon karisim hazirlanmadan
once Forward ve Reverse primerlerin ana stoklarindan 5er pl alindi ve 1.7 mllik
mikrosantriftlj tlptnde karigtirildi. Ardindan 10 pllik bu karigima 90 ul DNaz/RNaz
icermeyen su eklenerek, primerlerin ara stoklari hazirlandi. Hazirlanan reaksiyon
karisimi 96-kuyucuklu mikroplakada belirlenen yerlere 20 pl olarak aktarldi.
Mikroplakanin Gzerini kitle birlikte saglanan, yapiskan seffaf etiketi ile kapatildi ve kisa
bir stire mikroplaka santrifijde santrif(j edildi. Ardindan, 96-kuyucuklu mikroplaka
LightCycler 480 gergek-zamanli PCR cihazina yerlestirildi ve Tablo 3.8’de belirtilen

reaksiyon kosullari girilerek, reaksiyon baglatildi.

Tablo 3.6 Gergek-zamanl PCR ydntemi igin gerekli reaksiyon karigimi.

MATERYAL GEREKLI HACIM (1 Kuyucuk igin)
SYBR Green | Master Mix 10 i
Primer (F + R) 1ul
dH20 7 ul
cDNA 2 ul

SON HACIM 20 pL




Tablo 3.7 Calismamizda kullanilan genlere ait primerler ve ilgili sekanslari.
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GEN SEKANS

hGAPDH F 5-AGCCACATCGCTCAGACAC-3'

R  5-GCCAATACGACCAAATCC-3'
DR4 F 5-ACCTTCAAGTTTGTCGTCGTC-3'

R  5-AACTC TCCCAAAGGGCTATGT-3'
DR5 F 5-AAGACCCTTGTGCTCGTTGT-3'

R  5-AGGTGGACACAATCCCTCTG-3'
HRK F 5-AGGTTGGTGAAAACCCTGTG-3'

R  5-GCATTGGGGTGTCTGTTTCT-3'
FADD F  5-GCTGGCTCGTCAGCTCAAA-3

R  5-ACTGTTGCGTTCTCCTTCTCT-3
MCL-1 F  5-TGCTTCGGAAACTGGACATCA-3

R  5-TAGCCACAAAGGCACCAAAAG-3
PUMA F  5-GACCTCAACGCACAGTACGAG-3'

R  5-AGGAGTCCCATGATGAGATTGT-3
NOXA F  5-ACCAAGCCGGATTTGCGATT-3

R 5-ACTTGCACTTGTTCCTCGTGG-3'
XIAP F 5-TGTCCTGGCGCGAAAAG-3'

R  5-TGCCAGTGTTGATGCTGAAAC-3'
BCL-2 F 5-CAGGGCGATGTTGTCCACC-3'

R  5-GGGGAGGATTGTGGCCTTC-3'
BCL-XL F 5-GGTCGCATTGTGGCCTTTTTC-3'

R  5-TGCTGCATTGTTCCCATAGAG-3'
BAD F  5-CCCAGAGTTTGAGCCGAGTG-3'

R  5-CCCATCCCTTCGTCGTCCT- 3’
BID F  5-CCTACCCTAGAGACATGGAGAAG-3

R  5-TTTCTGGCTAAGCTCCTCACG-3
BAK F 5-GTTTTCCGCAGCTACGTTTTT-3

R  5-GCAGAGGTAAGGTGACCATCTC-3'
BIM F 5-TCCCTGCTGTCTGATCCTC-3'

R  5-GGTCTTCGGCTGCTTGGTAA-3'
KASPAZ-3 F  5-CATGGAAGCGAATCAATGGACT-3

R  5-CTGTACCAGACCGAGATGTCA-3'

Devami arkada



KASPAZ-7

KASPAZ-8

KASPAZ-9

KASPAZ-10

BCL-W

BMF

BIRC2

BIRC3 (DIABLO)

BIRC5

BIRC6

BIRCS

BLC2L10

BIK

BCLAF

A M X M OV T O M AO M AOTD M AOVT® T LT T O T O M AO M AU M AU M O T

5-CGGTCCTCGTTTGTACCGTC-3'
5'-CGCCCATACCTGTCACTTTATCA-3'
5'-ACACCAGGCAGGGCTCAAAT-3'
5'-GCAGGTTCATGTCATCATCCAGTT-3'
5-CTTCGTTTCTGCGAACTAACAGG-3'
5'-GCACCACTGGGGTAAGGTTT-3'
5-TAGGATTGGTCCCCAACAAGA-3’
5’-GAGAAACCCTTTGTCGGGTGG-3’
5’-GCGGAGTTCACAGCTCTATAC-3
5’-AAAAGGCCCCTACAGTTACCA-3
5’-GAGCCATCTCAGTGTGTGGAG-3’
5’-GCCAGCATTGCCATAAAAGAGTC-3’
5’-AGCACGATCTTGTCAGATTGG-3’
5’-GGCGGGGAAAGTTGAATATGTA-3
5’-TCCTGGATAGTCTACTAACTGCC-3
5-GCTTCTTGCAGAGAGTTTCTGAA-3’
5’-GGACCACCGCATCTCTACAT-3’
5’-GACAGAAAGGAAAGCGCAAC-3
5-TGCACAGTTTCCTTGTACGGA-3’
5-GAGCTTGGGTCTCCTGATAGAA-3’
5’-GCGCTCAGAAAGACACTACAG-3
5-CCTCTTGCAGACGCCTTAGC-3
5-GCCAGGTTACGGCAGATTCA-3
5-GAAGGTCACGAGCGTCACC-3
5’-AGACCCTCCTGTATGAGCAG-3’
5’-GCATTCCAAAGAATCGAAGTCCT-3’
5’-ATGAGACGACCTTATGGGTACA-3
5’-AGAGTGCCTTCTATTCCAGACAG-3
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Tablo 3.8 Gergek-zamanl PCR calismasi igin reaksiyon kosullari.

Analiz Modu Dongli  Segment Hedef Isi Siire Kazanim
Modu

Pre-inkiibasyon

1 95 °C 5 dk -

Amplifikasyon

Denatirasyon 95 °C 10 sn -
Kantifikasyon 45 Annealing 60 °C 30 sn -

Ekstensiyon 72 °C 30 sn Tek

Erime egrisi

Denatlirasyon 95 °C 5sn -
Melting Curves 1 Annealing 65 °C 1dk -

Melting 97 °C 0 sn Sirekli

slope=0.11°C/sn

Sogutma

1 40 °C 30 sn -

3.11. GBM Hiicrelerinden Protein Lizati Hazirlanmasi

T98G, U87MG ve U373 hiicrelerinden protein lizati hazirlamak icin; hicreler 100
mm’lik hiicre kiltir kaplarina 2x10° hiicre olacak sekilde ekildi ve kltiir kabi zeminine
tutunmalari igin CO; inkubatdriinde 24 saat inkibasyona birakildi. Romidepsin HDACi
icin; T98G, U87MG ve U373 hicre hatlarina, her bir hiicre i¢in son hacim 8 ml olacak
sekilde 0.3125 yM konsantrasyon hazirlandi ve hiicrelere uygulandi. Belinostat igin ise,
herbir hicre icin son hacim 8 ml olacak sekilde T98G ve U87 hiicre hatti icin 1.25 uM,
U373 hucre hatti icin ise 5 pyM’lik konsantrasyon uygulandi ve hucreler 24 saatlik

inkUbasyona birakildi.

Hucrelerden protein izolasyonu, proteaz ve fosfataz inhibitoéri iceren RIPA tamponu
(10 mM Tris-HCI pH: 7.5, 150 mM NacCl, 2 mM EDTA, sodyum deoksikolat, %10 SDS,
NP 40) ile gercgeklestirildi. 24 saatlik inkliibasyonun ardindan, hucrelerin bulundugu
besiyeri uzaklastirildi ve hicreler 10 ml soguk 1X PBS ile yikandi. PBS uzaklagstiriidiktan
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sonra hicrelerin tzerine 500 ul RIPA tamponu eklendi ve hicreler buzun Uzerine
alinarak 5 dk inkiibe edildi. Hiicreler buzun Uzerinde scraper adi verilen steril hlicre
kaziyici ile lize edildi ve mikropipet yardimi ile 1.7 ml'lik steril mikrosantrifiij tlplerine
aktarildi. Tupler buzun Gzerinde 30 dk inkiibasyona birakildi. Bu inkiibasyon esnasinda
her 10 dakikada bir, mikropipet ile 15-20 kez ya da vorteks yardimi ile lizatlar homojenize
edildi. inkiibasyon tamamlandi§inda, tiipler 4°C’ye ayarlanmis santrifljj cihazina aktarildi
ve santrifGjun son hizinda (14.000 rpm) 15 dk santrifij edildi. Santriflj sonrasinda
sitozolik ve ndkleer proteinleri iceren supernatan kisim 1.7 mllik steril mikrosantrifij
tiplerine aktarildi. Ornekler western-blot deneylerinde kullanilincaya dek -80°C’deki

buzdolabinda saklandi.

3.12. Protein Konsantrasyonlarinin Bradford Yéntemi ile Belirlenmesi

Bradford yontemi igin ilk olarak deneyde kullandigimiz sigir serum albumini (BSA)
konsantrasyonlari icin stok BSA hazirlandi. Stok BSA (Sigma, ABD) igin; 0.025 gr
tartilarak 1 ml suda ¢6zildi ve 2500 ug/ml kosantrasyonda stok BSA hazirlanmis oldu.
Stok BSA 1/10 oraninda distile su ile sulandiridiktan sonra 250 pg/mllik ara stok
hazirlandi. Bu ara stoktan ilk olarak 2 ml alinarak Gzerine 8 ml distile su eklendi ve 50
pg/ml’lik ara stok daha elde edildi. 50 pg/mllik ara stoktan sirasiyla 10 pyg/ml ve 25
ug/mrlik BSA konsantrasyonlari hazirlandi. ilk hazirladigimiz 250 ug/mllik ara stoktan
da 125 pg/ml BSA konsantrasyonu hazirlandi. Sonug olarak, elimizde sirasiyla 250

pa/ml, 125 pug/ml, 50 ug/ml, 25 ug/ml ve 10 ug/ml BSA konsantrasyonlari elde edildi.

Bradford yontemi agagida belirtildigi sekilde uygulandi.

1. 1.7 mllik steril mikrosantrifiij tiplerine, konsantrasyonlari hesaplanacak protein
lizatlarindan 5 pl alindi ve Uzerine 495 pl distile su eklenerek 1/100 oraninda
dilisyon yapildi.

2. 1/100 oraninda sulandirilan bu lizatlardan steril mikrosantrifij tiptne 80 pl alindi
ve Uzerine 720 pl distile su eklenerek toplamda 1/1000 oraninda dilisyon yapildi.

3. Daha 6nceden hazirladigimiz BSA konsantrasyonlarindan da 80 pl alindi ve
Uzerine 720 pl distile su ilave edilerek 1/10 oraninda sulandirildi.

4. Tum oérneklerin Uzerine 200 ul BioRad protein tayin kiti solisyonundan (BioRad,

ABD) eklendi ve drnekler 1/5 oraninda birkez daha sulandiriimis oldu.
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Ornekler 15 dakika boyunca oda sicakliginda inkiibe edildi.
inkiibasyonun ardindan érnekler vortekslendi ve 96-kuyucuklu plakalara her bir
ornekten 200 ul aktarildi. Her bir 6érnekten 3 kuyucuk hazirlandi.

7. 96-kuyucuklu plaka Glomax Multi Detection System (Promega, ABD) cihazinda
595 nm’de spektrofotometrik olarak okundu.

8. Elde edilen standart BSA verilerinden kalibrasyon egrisi ¢izildi. Kalibrasyon
edrisinden elde edilen formuldeki egim kullanilarak, Orneklerimizin
konsantrasyonlari hesaplandi. Ornek konsantrasyonlari agagidaki formiile gére

hesaplandi.

“Konsantrasyon = (Ornek Absorbansi / Egim) x Sulandirma Katsayis!”

3.13. SDS-poliakrilamid jel elektroforezi (SDS-PAGE) ve Western Blot
Yontemi

Western blot ydénteminde kullanilan sollsyonlar ve hazirlaniglari asagida

Ozetlenmistir.

- Yiiriitme (Running) Tamponu (1X): 2.28 gr Tris-Base (25 mM), 10.7 gr Glisin (190
mM), 0.75 gr SDS (%0.1) tartildi ve 750 ml distile su ile ¢ézuldu. Bu tampon igin
pH ayari gerekmemektedir.

- Transfer Tamponu (1X): 3.028 gr Tris-Base (25 mM), 14.26 gr Glisin (190 mM),
0.5 gr SDS (%0.1) tartildi ve 1 It su ile ¢bzuldl. Karisim tamamen ¢ozuldukten

sonra Uzerine 250 ml metonol eklenerek 4°C’ye kaldirildi.
- TBS Tamponu (20X): 48.46 gr Tris-Base (20 mM), 175.32 gr NaCl (150 mM)

tartildi ve 750 ml distile suda ¢ozildi. HCI ile pH: 7.5 olarak ayarlandi ve son

hacim distile su ile 1 It'ye tamamlandi.
- TBS-T Tamponu (1X): 20X TBS tamponundan 50 ml alindi ve son hacim 1 It'ye

tamamlandi. Ardindan solisyona 1 ml Tween-20 (%0.1) eklendi.

- Ornek Yiikleme Tamponu: 4X Laemmli tamponundan (BioRad, ABD) 900 pl

alindi ve Uzerine 100 pl 2-merkaptoetanol eklendi.

- %10 Amonyum perstilfat (APS): 0.1 gr APS tartildi ve 1 ml distile su ile ¢ézuld.

Yapilacak her deneyden 6nce taze olarak hazirlandi ve 4°C’de saklandi.
- Akrilamid/Bisakrilamid (29/1) Soltisyonu: 29 gr Akrilamid ve 1 gr Bisakrilamid

tartildi ve 100 ml distile su ile ¢6zildi. Hazirlanan bu sollsyon filtreden

gegcirilerek, 151k gérmeyen bir siseye aktarildi ve 4°C’de muhafaza edildi.
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- 1.5 M Tris: 18.17 gr Tris-Base tartildi ve 100 ml distile su ile ¢ozlldi. HCl ile pH:

8.8’e ayarlandi.

- 0.5 M Tris: 3.02 gr Tris-Base tartildi ve 50 ml distile su ile ¢dzlldu. HCI ile pH:

6.8’e ayarlandi.

Western blot deneyi 6ncesi hazirlanan bu karigsimlardan sonra ilk olarak “Stacking

jel” ardindan “Seperating jel” hazirlandi. Deneylerimizde BioRad firmasinin western blot

sistemi kullanildi. Jel hazirlamadan 6nce jelin dokulecedi 1.5 mm’lik camlar temizlendi,

aparatina yerlestirildi ve standina yuklendi. Deneylerimiz i¢in hazirladigimiz “Stacking”

ve “Seperating jel” Tablo 3.9 ve 3.10°da belirtildigi gibi hazirlandi.

Tablo 3.9 %11’lik Seperating jel hazirlanisi.

Soliisyon Miktar
(2 Jel igin) (1.5 mm’lik cam igin)
dH20 5.55 ml
1.5 M Tris-HCI 3.75ml
%30 Akrilamid/Bisakrilamid 5.55 ml
%210 SDS 150 pl
%10 APS 75yl
TEMED 7.5 ul
Tablo 3.10 Stacking jel (%5) hazirlanigi.
Soliisyon Miktar
(2 Jel igin) (1.5 mm’lik cam igin)
dH20 3.05 ml
1.5 M Tris-HCI 1.25 ml
%30 Akrilamid/Bisakrilamid 750 pl
%10 SDS 50 pl
%10 APS 25 pl
TEMED 5l

Seperating jel karigimi hazirlandiktan sonra hizli bir sekilde 1.5 mm’lik camlar

arasindan dokuldu ve hava kabarcigi olusmamasina dikkat edildi. Seperating jelin Ust

kisminin gerek duz olmasi gerekse havayla temasini kesip, donmasini saglamak
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amaciyla camlarin en (st seviyesine kadar 2-propanol (izopropanol) eklendi. Yaklasik 1
saat icinde, seperating jelin polimerlestiinden emin olduktan sonra 2-propanol
dokilerek uzaklastinldi. Tablo 3.10°daki gibi stacking jel hazirlandi ve seperating jelin
Uzerine dokuldi. Camlarin son ¢izgisine kadar dokulen stacking jele, hizl bir sekilde 15

kuyucuklu tarak yerlestirildi ve jel polimerlesmeye birakildi (~30 dakika).

SDS-PAGE ile analiz edilecek o6rneklerin Bradford ile hesaplanan
konsantrasyonlarindan, mikrolitrede 75 ug protein olacak sekilde hesap yapildi ve steril
1.7 mllik mikrosantriflij tlplerine aktarildi. Hesaplanan miktarlarin 1/3'G kadar 4X
Laemmli Tamponu ornekler Gzerine eklendi. Protein denatlirasyonunu gergeklestirmek
amaciyla, érnekler kuru 1sitma blogunda 95°C’de 5 dk kaynatildi. Bu arada, polimerlesen
stacking jelden tarak cikartildi ve camlar western blot ylritme sistemi rezervuari
aparatina yerlestirildi. Rezervuar igine yerlestirilen aparatin Gzerine, sistemin belirttigi
seviyeye kadar yuritme tamponu eklendi. Kuyucuklar icerisinde hava kabarciklar
mikropipet yardimi ile pipetaj yaparak ortadan kaldirildi. Kaynatilan drnekler ve protein
ladder mikropipet yardimi ile, érnekler icin belirlenen kuyucuklara aktarildi. Ardindan
western blot sisteminin kablolari, gu¢ kaynagindaki ilgili yerlerine takildi ve érnekle 100
Voltta 90 dk boyunca yudrutildld. Boya cam tabanina ulastijinda gic kaynagi kapatildi
ve elektroforez islemine son verildi. Jeller camlar arasindan dikkatlice gikartildi ve fazlalik
kisimlari uzaklastirildi. Transfer kasetinin siyah kismi alta gelecek sekilde, 2 adet siinger
transfer tamponu ile islatilarak siyah yuzeye konuldu. Ardindan uygun buyuklUkte
kestigimiz filtre kagitlari transfer tamponu ile islatildi ve stingerin Uzerine yerlestirildi.
Fazlahgini aldigimiz jel filtre kagitlari Gzerine kondu ve jelin Gzeri uygun buyuklikte
kesilmis PVDF membran (Millipore, ABD) ile kapatildi. Membranin Ustu tekrar filtre kagidi
ve slnger ile kapatildi. Transfer kasetleri, transfer rezervuarina dogru bir sekilde
yerlestirildi. Ornekler transfer tamponu iginde 4°C’de, gi¢ kaynadi 90 mAmp’e
ayarlanarak 16 saat boyunca inkibasyona birakildi. Transfer igleminden sonra
membranlar dikkatlice kasetten ¢ikartildi ve %5’lik yagsiz sut tozu TBS-T ¢ozeltisi iginde,
oda sicakliginda 2 saat boyunca bloklanma yapildi. Bloklamanin ardindan membranlar
Uzerine, %5’lik yagsiz sut tozu igerisinde GAPDH (fare, 1/1000) (Santa Cruz, ABD), Bcl-
2 (fare, 1/1000) (Novus, ABD), Bax (fare, 1/1000) (Novus, ABD), kaspaz-3 (tavsan,
1/1000) (Novus, ABD), kaspaz-8 (fare, 1/1000) (BioVision, ABD) ve kaspaz-9 (tavsan,
1/1000) (BioVision, ABD)’un primer antikorlari kullanilarak, gece boyunca isaretlendi.
isaretlemenin ardindan membran, TBS-T ile 30 dk boyunca yikandi. Yikama isleminden
sonra, primer antikorlarin immunoglobilinlerine kargi gelistiriimis ve HRP-bagl sekonder

antikor, %5 yagsiz sut tozu igerisinde membran Uzerine aktadirldi. Sekonder antikorda
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da 1 saat saretleme yapildiktan sonra, membran 30 dk boyunca TBS-T ile yikandi.
Yikama isleminden sonra membranin Uzerini kaplayacak sekilde ECL kit uygulandi ve

kemiliminesan sinyali géruntuleme cihazinda (Li-cor, ABD) analiz edildi.

3.14. istatistiksel Analiz

Verilerin istatistiksel olarak degerlendiriimesinde Microsoft Excel 2016 (Microsoft,
ABD) ve GraphPad Prism, versiyon 5.0 (GraphPad, ABD) programlarindan yararlanildi.
HDACT/lerin tekli ve TRAIL ile kombine denemeleri, ger¢cek-zamanl PCR uygulamalari
U¢ kez tekrarlandi ve standart hatalari hesaplanarak grafiklerde belirtildi. HDAC/ lerin ICso
degerleri GraphPad Prism 5.0 programi kullanilarak belirlendi. Gergek-zamanli PCR
deneylerinde kontrol ve doz gruplarinin karsilastirimasinda 2-22°T metodu kullanildi ve
sonuclar Microsoft Excel 2016'da analiz edildi. Akim sitomteri verilerinin analizi “BD
Accuri C6 Plus Analysis” programi kullanilarak, western-blot deneylerinde ise sonuglar
“Image Studio™ Lite” (Li-Cor, ABD) programi ile analiz edildi.
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4. BULGULAR

4.1. Gahsmada Kullanilan Hiicrelere Ait Invert Mikroskop Goruintuleri

Arastirmamizda, kontrol grubu olarak BJ insan fibroblast hiicreleri, TRAIL’e duyarl
olan LN18, T98G, TRAIL a orta derecede direngli olan U87MG ve TRAIL’a direngli olan
U373 GBM hicre hatlar kullanildi (Senbabaoglu vd 2016). Bu hicreler DMEM
besiyerinde 37°C’de %5 CO; igeren inkiibatérde ¢ogaltildiktan sonra invert-mikroskop
altinda fotograflandi. Sekil 4.1°de hucrelerin “4X, 10X, 20X ve 40X” buyutmelerdeki

gorintileri gosterilmistir.
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Sekil 4.1 Calismamizda kullanilan hiicrelere ait invert-mikroskop goéruntuleri.

4.2. TRAIL’in GBM ve BJ Hiicre Hatlarinda Hiicre Canlihg: Uzerine Etkisi

BJ ve LN18, T98G, U87MG, U373 GBM hiicre hatlarina Tablo 3.2’de belirlenmis
dozlar uygulanmigtir. TRAIL’in yari dmrinin kisa olmasinda dolayi, TRAIL hicrelere 24
saat boyunca uygulanmigtir. CTG yOntemi ile 24. saatin sonunda TRAIL’in sitotoksik

etkisi hesaplanmistir.

LN18 ve T98G hucre hatlarinda, TRAIL’in dislk dozlarda (2, 5 ve 10 ng/ml) bile
hicre canhhgini azalttigi, 25-200 ng/ml konsantrasyon araliginda ise hicre canliligini
ciddi sekilde azalttig1 gorilmektedir (Sekil 4.2). Bu sonug, LN18 ve T98G hiicre hatlari



67

icin “TRAIL-duyarl’” kavramini dogrulamaktadir. BJ hicre hattina baktigimizda, sekil
4.2’de goruldugu gibi 200 ng/ml’lik TRAIL uygulamasi sonrasinda bile hiicre canhliginda
herhangi bir degisim olmamistir. 50 ng/ml’lik TRAIL konsantrasyonunda az da olsa hiicre
canhliginda meydana azalma, buylk olasilikla deney asamasindaki el hatasindan

kaynaklanmaktadir.

TRAIL, 24 saat

120,00
100,00 0 ng/ml
H 2 ng/ml
X 80,00 H 5 ng/ml
c_% 60,00 m 10 ng/ml
(@}
© M 25 ng/ml
% 40,00
50 ng/ml
20,00 100 ng/ml
200 ng/ml
0,00

Sekil 4.2 TRAIL'in LN18, T98G ve BJ hiicre hatlari tizerine sitotoksik etkisi.

U87MG hicre hatti igin uygulanan TRAIL’in konsantrasyonu arttikca hcre
canlihdinda ciddi bir azalma goérulmektedir. LN18 ve T98G hucre hatlarinda TRAIL 50
ng/ml ve Uzerindeki dozlari hiicre canlihgini ciddi sekilde azaltmisken, U87MG hicre
hattinda 50, 75 ve 100 ng/ml'lik konsantrasyonlarda bile hicre canhhidinin ancak %60
ve altina dustugu gorulmektedir (Sekil 4.3). Bu sonu¢ daha dnce belirttigimiz U87MG

hlcre hattinin TRAIL’e orta derecede duyarlihdi oldugu dislncesini desteklemektedir.

Sekil 4.4’de gosterildigi gibi, TRAIL'in U373 hicre hattinda 24 saatlik uygulamasi
sonucu 1000 ng/ml konsantrasyonda bile huicre canliigi Gzerine herhangi bir etkisinin
olmadigini, bu nedenle U373 hicre hattinin TRAIL’e ciddi sekilde dirence sahip oldugu

g6rilmektedir.
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TRAIL, 24h
120
100 m 0 ng/ml
M 50 ng/ml
x~ 80 &,
= m 75 ng/ml
S 60 -
o H 100 ng/ml
e |
40 m 200 ng/ml
|
20 4 250 ng/ml
= 500 ng/ml
0 -
U87MG
Sekil 4.3 TRAIL’in U87MG hicre hatti Gzerine olan sitotoksik etkisi.
TRAIL, 24 saat
120,00
H 0 ng/ml
100,00 -

M 25 ng/ml
= 80,00 1 m 50 ng/ml
‘_% 60,00 - m 100 ng/ml
o
® 4000 - M 200 ng/ml

m 250 ng/ml

20,00 - 500 ng/ml
0,00 - 1000 ng/ml
U373

Sekil 4.4 TRAIL'in U373 hiicre hatti tizerine olan sitotoksik etkisi.

Elde ettigimiz bu sonuglar 1s1ginda, TRAIL ve HDAC/ler igin gergeklestirilecek olan
kombine denemelerde kullaniimak Uzere TRAIL'in 3 dozunu belirledik. Kombine
denemeler icin; LN18 ve T98G hucre hatlarinda TRAIL'in hiicre canliigini daha az
etkiledigi dozlar olan 2, 5 ve 10 ng/ml’'lik dozlari segtik. U87MG igin 25, 50 ve 100 ng/ml,
U373 hiicre hatti icin ise 50, 100 ve 200 ng/ml’lik TRAIL konsantrasyonlarini belirledik.
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Ozetle; calismamizda kullandi§imiz 4 farkli GBM hiicre hattindan LN18 ve T98G
TRAIL-duyarh, U87MG hicre hatti TRAIL-orta derecede duyarli ve U373 hlicre hatti ise
TRAIL’e direnglidir. Bu hicre hatlarinin TRAIL’e farkli hassasiyet géstermesinin nedeni;
TRAIL’in reseptorleri olan DR4, DR5, DcR1 ve DcR2’in bu hicre hatlarinin hicre

yuzeylerinde farkl miktarlarda bulunmasindan dolayi olabilir.

4.3. HDAC:’lerin GBM Hiicre Hatlari Uzerine Sitotoksik Etkileri

4.3.1. Vorinostat’in GBM Hiicre Hatlari Uzerine Sitotoksik Etkisi

Vorinostat icin Dog. Dr. Tugba BAGCI-ONDER'in ve literatiir bilgileri baz alinarak 1
mM’lik ara stoktan 0.3125, 0.625, 1.25, 5 ve 10 uM’lik ¢alisma stoklari hazirlanmistir. Bu
konsantrasyonlar hiicrelere 24, 48 ve 72 saat boyunca uygulanarak, Vorinostat'in hiicre
canhligi Uzerine etkisi analiz edilmistir. Vorinostatin ara stogu DMSO ile
hazirlandidindan, kontrol grubu disinda hiicreler DMSO’da uygulanarak DMSO kaynakl
bir etkinin olup olmadigi da ayrica degerlendirilmistir. Uygulanan DMSO dozu, secilen
en yuksek calisma konsantrasyonu olan 10 yM’daki DMSO yulzdesi ile ayni olacak

sekilde uygulanmistir.

Vorinostat'in 24 saatlik uygulamasi sonucu; LN18, T98G ve LN18 hicre hatlarinda
hicre canliligina etkisinin oldugu fakat U373 hicre hattinda ise hicre canliidina belirgin
bir etkisinin olmadigi1 gorulmustur. Vorinostat'in 48. saatte artan konsantrasyon ile birlikte
LN18 ve U87MG hicre hatlarinda hicre canhhdini belirgin sekilde azalttigi, T98G ve
U373 hicre hatlarinda ise diger konsantrasyonlara oranla 5 ve 10 uM
konsantrasyonlarda hiicre canliigini azaltigi gérilmuistir. Uglincli gliniin sonunda,
LN18 ve U87MG hicre hatlarinda hicre canliiginin konsantrasyona bagh olarak ciddi
sekilde azaldidi hatta 10 pM’lik konsantrasyonda hucre canliliinin %20’lerin altina
distigu goéralmastar. T98G ve U373 hicre hatti igin 10 uM’lik konsantrasyonda hticre
canhhgi belirgin sekilde azalmistir (Sekil 4.5). TRAIL ile uygulanacak kombine
denemelerde kullaniimak Uzere Vorinostat icin TRAIL'de oldugu gibi 3 farkh doz
segcilmistir. Vorinostat icin 0.3125, 1.25 ve 5 uM’lik dozlar segilerek TRAIL ile yapilacak

kombine denemelere gegcilmigtir.
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Vorinostat, 24 saat

140,00
EOuM
120,00
® DMSO
100,00
X~ ®0,3125 uM
= 80,00
c 0,625 pM
O 60,00
3 ! m1,25uM
40,00 25 M
20,00 ®5uM
0,00 W10 um
US7MG U373 LN18 T98G
Vorinostat, 48 saat
140,00
120,00 =OouM
m DMSO
100,00
X~ ®0,3125 uM
= 80,00
g m 0,625 pM
(@]
< 60,00 ®1,25uM
40,00 ®2,5uM
20,00 =5uM
0,00 W10 um
US7MG U373 LN18 T98G
Vorinostat, 72 saat
120,00
EOuM
100,00
® DMSO
~ 80,00 20,3125 uM
S 60,00 W 0,625 pM
(@]
° m1,25uM
= 40,00
®2,5uM
20,00 ®5uM
0,00 =10 um

U87MG U373 LN18 T98G

Sekil 4.5 Vorinostat'in LN18, T98, U87MG ve U373 hiicre hatlari (izerine sitotoksik etkisi.
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4.3.2. MS-275’in GBM Hiicre Hatlan Uzerine Sitotoksik Etkisi

MS-275 igin de Vorinostat'da oldugu gibi, 1 mM’lik ara stoktan 0.3125, 0.625, 1.25,
2.5, 5 ve 10 uM’lik ara stoklar hazirlanmis ve GBM hicre hatlarina 24, 48 ve 72 saat
boyunca uygulanmistir. Kontrol grubu disinda DMSO etkisin gdrmek amaciyla en ylksek
konsantrasyon olan 10 uM’daki oran ile ayni olacak sekilde hiicrelere DMSO
uygulanmistir. Hem Vorinostat hem de MS-275 icin hicre hatlarina uygulanan DMSO
hucre canliliginda herhangi bir degisime neden olmamigtir. Bu sayede, DMSO’nun bu
hucre hatlari igin herhangi bir sitotoksik etkiye neden olmadigini ve hicre canliiinda

meydana gelecek bir degisimin sadece HDACi kaynaklh olabilecegini géstermis olduk.

MS-275’in 24 saatlik uygulamasi sonucu tim hiicre hatlarinda hiicre canililyina
herhangi bir etkisi gdézlenmemistir. MS-275, 48. saatte LN18 hiicre hatti icin 10 uM’lik
konsantrasyonda, U87MG hucre hattinda 5 ve 10 uyM’lik konsantrasyonlarda hucre
canlihginda belirgin bir azalisa neden olmustur. T98G ve U373 hucre hattinda ise MS-
275'in hiicre canliligina belirgin bir etkisi gérilmemistir. Uglincti giiniin sonunda, MS-
275’in 72. Saatteki etkisinin, 48. saatteki sonuclariyla karsilagtirildiginda, belirgin bir
degisime neden olmadigi gbzlenmistir (Sekil 4.6). MS-275 icin de 0.3125, 1.25 ve %
MM’k dozlari segilmis ve kombine denemelere gecilmistir. Vorinostat ve MS-275
deneylerinin kurulma asamasinda, BJ fibroblast hicre hatti kultir asamasinda
oldugundan ve elimizde deneyleri gergeklestirmek icin yeterli sayida olmadidindan
dolayi, bu hicre hattinda HDAC/ lerin etkisi ¢alisilamamistir. Fakat bu deneyler sonucu
secilmis olan 3 farkh HDACi dozu da TRAIL ile kombine denemelerde, BJ hiicre hatti igin

denenmistir.
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MS-275, 24 saat

140,00
120,00 mouM
H DMSO
100,00 -
x 0,3125 uM
= 80,00 -
= 0,625 uM
o J
< 60,00 H1,25 uM
40,00 - =25 UM
20,00 - "5 UM
0,00 - 10 um
US7MG U373 LN18 T98G
MS-275, 48 saat
120,00
EOuM
100,00
m DMSO
~ 80,00 10,3125 uM
S 60,00 0,625 uM
(O]
o u1,25uM
= 40,00
m2,5uM
20,00 "5 UM
0,00 10 um
US7MG U373 LN18 T98G
MS-275, 72 saat
120,00
mOuM
100,00
u DMSO
~ 8000 0,3125 uM
S 60,00 0,625 uM
S u 1,25 uM
(=] ’
= 40,00
m25uM
20,00 "5 M
0,00 10 um

u87MG U373 LN18 T98G

Sekil 4.6 MS-275'in LN18, T98G, U87MG ve U373 hiicre hatlari lizerine sitotoksik etkisi.
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4.3.3. CBHA’nin GBM Hiicreleri Uzerine Sitotoksik Etkisi

CBHA’nin 0.3125, 0.625, 1.25, 2.5 ve 10 uM'lik dozlari GBM hicrelerinde 24, 48 ve
72 saat boyunca uygulanmistir. Vorinostat ve MS-275'de oldugu gibi DMSO 24. 48. ve
72. saatlerde hicre canliignda bir degisiklige neden olmamistir. CBHA'nin 24. Saat
sonunda tiim hicre hatlarinda en ytiksek doz olan 10 uM’da hicre canhligina etkisinin
oldugu, diger konsantrasyonlarda ise sinirh derecede etkisinin oldugu gézlenmistir.
CBHA'nin 48. saatte de tum hucre hatlarina en yuksek konsantrasyonda etki ettigi
gobrulmustur. 48. saatteki sonuglarla karsilastirildiginda, 72. saatte de hicre canlihgi
Uzerine belirgin bir degisim gézlenmemistir. BJ hiicre hatlarinda ise 48. ve 72. saatlerde

en yuksek konsantrasyonda etki gosterdigi gortlmustar (Sekil 4.7).

4.3.4. Belinostat (PXD-101)’in GBM Hiicreleri Uzerine Sitotoksik Etkisi

Belinostat'in GBM hicrelerinde 24. saatin sonunda konsantrasyonun artmasiyla
birlikte LN18, T98G, U87MG ve U373 hiicre hatlarinda hicre canliligina etkisinin oldugu,
BJ hdicrelerine ise belirgin bir etkisinin olmadigi gortlmektedir. Belinostat'in artan
konsantrasyonla birlikte 48. Saatte tim GBM hicre hatlarinda hucre canhhdini belirgin
sekilde azalttigi, BJ hucrelerinde ise 2.5, 5 ve 10 pM’lik konsantrasyonlarda hucre
canlihgini azalttigi belirlenmistir. 72 saatlik uygulama sonucunda ise tim GBM hiicre
hatlarinda konsantrasyona bagl olarak hicre canliigini ciddi sekilde azalttigi, 10 uM’hk
konsantrasyonda hucre canliigini %35 ve altina disUrdigu goérulmustur. BJ hucre
hattinda da en yuksek U¢ konsantrasyonda hicre canhhiginin azaldigi belirlenmigtir
(Sekil 4.8). Kontrol grubu diginda DMSO uygulanan hicrelerde de DMSO’nun hiicre
canhligina herhangi bir etkisine rastlanmamigstir. Bu nedenle meydana gelen sitotoksik

etki, sadece Belinostat araciligiyladir.
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CBHA, 24 saat
120,00
mOuM
100,00 - = DMSO
x 80,00 - ®0,3125 uM
S 60,00 - 0,625 M
o
X 40,00 - = 125uM
E2,5uM
20,00 -
m5uM
0,00 - =10 uM
LN18 T98G US7MG U373 BJ-1
CBHA, 48 saat
120,00
EOuM
100,00 = DMSO
x 80,00 - ®0,3125 uM
(_=U 60,00 - m 0,625 uM
o
[ |
X 40,00 - 1,25uM
E2,5uM
20,00 -
m5uM
0,00 - =10 uM
LN18 T98G US7MG U373 BJ-1
CBHA, 72 saat
140,00
120,00 =ouM
® DMSO
100,00 -
x ®0,3125 uM
= 80,00 -
= # 0,625 uM
U ,
< 60,00 m 1,25 pM
40,00 7 ] 2[5 IJ.M
20,00 - 5uM
0,00 - =10 uM

LN18 T98G U87MG U373 BJ-1

Sekil 4.7 CBHA'nin GBM ve BJ hiicre hatlarinda doza ve zamana bagli olarak sitotoksik
etkisi.
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PXD-101, 24 saat

LN18

T98G

U87MG

U373

BJ-1

120,00
EOuM
100,00 = DMSO
x 80,00 ®0,3125 uM
S 60,00 " 0,625 pM
(@]
m2,5uM
20,00
m5uM
0,00 =10 pM
LN18 T98G US7MG U373 BJ-1
PXD-101, 48 saat
120,00
EOuM
100,00  DMSO
x 80,00 ®0,3125 uM
S 60,00 " 0,625 pM
(@]
X 40,00 m125uM
m2,5uM
20,00
m5uM
0,00 #10 UM
LN18 T98G US7MG U373 BJ-1
PXD-101, 72 saat
120,00
mQOpuM
100,00
= DMSO
x 80,00 ™ 0,3125 pM
S 60,00 " 0,625 M
(@]
® 1,25 uM
X 40,00 "
m2,5uM
20,00 "5 UM
0,00 ©10uM

Sekil 4.8 Belinostat (PXD-101)in GBM ve BJ hicre hatlarinda doza ve zamana bagh

olarak sitotoksik etkisi.
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4.3.5. Romidepsin (FK-228)’in GBM Hiicreleri Uzerine Sitotoksik Etkisi

Romidepsin icin de diger HDACi'ler gibi 0.3125, 0.625, 1.25, 2.5, 5 ve 10 uyM
konsantrasyonlar 1 mM'lik ara stoktan seyreltilerek GBM ve BJ hiicre hatlarina 24, 48
ve 72 saat boyunca uygulanmistir. Diger HDAC/'lerle karsilastirildiginda 24. saatin
sonunda en belirgin sitotoksik etki Romidepsin tarafindan gerceklestirilmistir.
Konsantrasyona bagli olarak LN18, T98G ve U373 hiicre hatlarinda U87MG’ye goére
daha belirgin bir sitotoksik etki gézlenmistir. Romidepsin’in en yiuksek dozunda BJ hiicre
hattinda hdcre canlihginin azaldigi gézlenmigtir. Tum HDAC/ler arasinda 48. saatin
sonunda da en belirgin sitotoksik etkiye Romidepsin neden olmustur. LN18, T98G ve
U373 hicre hatlarinda U87MG’ye goére hicre canliidi daha fazla azalmistir. Romidepsin,
72. saatin sonunda artan konsantrasyon ile birlikte LN18 ve T98G hicre hatlarinin
canhligini %5’lerin altina daguriarken, U87MG ve U373 hicre hatlarinda en disuk
konsantrasyonlarda %20-40 arasinda gbézlenmistir. En ylksek konsantrasyona dogru ise
hicre canlihdl %5’lerin altina digmustir. Romidepsin’in BJ hicre hattinin canlihdini da
ciddi sekilde etkiledigi gozlenmektedir. 24, 48 ve 72. saatlerde DMSO uygulanan
hicrelerde, hicre canliiinda bir degisiklik olmamistir (Sekil 4.9).

GBM hdcrelerine uyguladigimiz 5 farkli HDAC/i'yi degerlendirdigimzde; 24, 48 ve 72
saatlik uygulamada en etkili HDACi’lerin Vorinostat, Belinostat ve Romidepsin oldugunu
g6rduk. Bununla birlikte kendi baglarina en iyi sitotoksik etki gésteren HDACi Belinostat
ve Romidepsin’dir. BJ hucre hattina uyguladigimiz HDAC/'lerin, hlcre canliliina etki
etmesinin nedeni; BJ hicrelerinin yaglanmasina veya strese girmis olabilmesine bagli

olabilir.
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FK-228, 24 saat

120,00
EOuM
100,00 ® DMSO
x 80,00 ®0,3125 uM
S 60,00 0,625 M
(@]
R 40,00 m 1,25 uM
m2,5uM
20,00
m5uM
0,00 =10 uM
LN18 T98G US7MG U373 BJ-1
FK-228, 48 saat
120,00
mOuM
100,00 - - DMSO
x 80,00 ®0,3125 pM
S 60,00 0,625 uM
o
R 4000 m 1,25 uM
m2,5uM
20,00
25uM
0,00 # 10 uM
LN18 T98G US7MG U373 BJ-1
FK-228, 72 saat
120,00
mOuM
100,00 T
® DMSO
x 80,00 - ®0,3125 pM
S 60,00 - " 0,625 uM
(O]
m1,25uM
R 40,00 - "
H25uM
20,00 - "5 uM
0,00 - =10 pM
LN18 T98G US7MG U373 BJ-1

Sekil 4.9 Romidepsin (FK-228)'in GBM ve BJ hicre hatlarinda doza ve zamana bagl

olarak sitotoksik etkisi.
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4.4, TRAIL ve HDACi’lerin GBM Hiicreleri Uzerine Kombine Denemeleri

4.4.1. TRAIL ve Vorinostat’in Kombine Uygulamasinin GBM Hiicreleri Uzerine
Etkisi

TRAIL ve Vorinostat'in kombine uygulamasi icin 2, 5 ve 10 ng/ml TRAIL dozu,
0.3125, 1.25 ve 5 yM Vorinostat dozu kendi aralarinda kombine edilerek 24 saat boyunca
uygulanmistir. Kombine uygulamanin 24 saat olarak yapiimasinin nedeni: hem TRAIL'in
yarl dmrunun az olmasindan dolayi, hem de amacimizin Vorinostat'in GBM hicre

hatlarinda TRAIL’in duyarlih@ini arttirip arttirmadigini saptamaktir.

Kontrol hicresi olarak kullandigimiz BJ hicre hattinda TRAIL ve Vorinostat'in
kombine uygulamasi hiicre canliiginda herhangi bir degisime neden olmamistir (Sekil
4.10). Sadece TRAIL uygulanmis LN18 hcre hatlarinda, hiicre canlihdi en yuksek
TRAIL dozunda %100°’den %15’lere dusmustur. Vorinostat'in tekli uygulamasinda en
yuksek dusis 5 pM’lik Vorinostat dozunda %69’dur. TRAIL ve Vorinostat kombine
uygulandiginda, Vorinostatin ve TRAIL’in tim kombine dozlarinda hicre canliligi kontrol
grubuna goére belirgin sekilde azalmistir. En ylksek Vorinostat ve TRAIL kombine
uygulamasinda (5 yM Vorinostat + 10 ng/ml TRAIL) hicre canlihgi %1’e dusmustur
(Sekil 4.11). Sonug olarak; Vorinostat LN18 hicre hatlarinin TRAIL’e olan duyarliligini

daha da arttirmis ve TRAIL-indukld 6lima tetiklemistir.

BlJ-1, TRAIL+VORINOSTAT, 24h
120,00
100,00 - - T = -
= 80,00 -
= = 0 ng/ml TRAIL
§ 60,00 = 2 ng/mL TRAIL
= 40,00 m S ng/mL TRAIL
20,00 m 10 rlgme TRAIL
0,00 - .
0 pm 0,3125 pM 1,25 p S5 UM
Vorinostat Vorinostat Vorinostat Vorinostat

Sekil 4.10 TRAIL ve Vorinostat'in kombine uygulamasinin BJ hicreleri Uzerine etkisi.



120,00
100,00
80,00

60,00

% Canlilik

40,00
20,00

0,00

LN18, TRAIL+VORINOSTAT, 24h

LLLL

OpM  0,3125 pM 1,25 pM S M
Vorinostat Vorinostat Vorinostat Vorinostat

= 0 ng/ml TRAIL
= 2 ng/mLTRAIL
m S ng/mL TRAIL

= 10 ng/mL TRAIL
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Sekil 4.11 TRAIL ve Vorinostat'in kombine uygulamasinin LN18 hicreleri Gzerine etkisi.

T98G hiicre hattinda, TRAIL en yiksek dozda tek basina hicre canhhgini %36,

Vorinostat en ylksek dozda hicre canlihgini %90’a dusurmustur. Birlikte kombine

denendiklerinde, hucre canhhdinin %2 seviyesine dustigu gorulmektedir.

ikinci

denemede, TRAIL en ylksek dozda tek basina hicre canliligini %22, Vorinostat en

yuksek dozda hicre canhliini %78’e disurmustir. Kombine uygulama sonucu, en

yuksek dozlarda hiicre canlihdinin %1’e dustagu goéralmustur (Sekil 4.12). Sonug olarak;

Vorinostat T98G hucrelerinin TRAIL’e olan duyarliigini saglayarak, T98G hucrelerinin

TRAIL-aracil 8limin0 arttirmistir.

120,00
100,00
80,00

60,00

% Canhhk

40,00
20,00

0,00

T98G, TRAIL+VORINOSTAT, 24h

LLLL

OpM  0,3125 pM 1,25 pM S pM
Vorinostat Vorinostat Vorinostat Vorinostat

= 0 ng/ml TRAIL
= 2 ng/mL TRAIL
M5 ng/mLTRAIL

m 10 ng/mL TRAIL

Sekil 4.12 TRAIL ve Vorinostat'in kombine uygulamasinin T98G hucreleri Gzerine etkisi.
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U87MG hicre hattinda, TRAIL 25, 50 ve 100 ng/ml dozlarinda hticre canliligini
%100’den sirasiyla %43, 27 ve 13’e azaltmigtir. Vorinostat ise 0.3125, 1.25 ve 5 yM’lik
dozlarda sirasiyla %100'den %95, 85 ve 70’e indirmigtir. Birlikte kombine
uygulandiklarinda érnegin; 25 ng/ml TRAIL + 5 uM Vorinostat konsantrasyonunda hicre
canlihgi %6’lara, hem TRAIL hem de Vorinostat’in en yuksek doz kombinasyonunda ise
hicre canhligl %2’lere dusmustur (Sekil 4.13). Sonug olarak; Vorinostat U87MG hicre
hattinda TRAIL’in tek basina yaptidi etkiyi arttirmig ve bu hucreleri TRAIL’e daha duyarli

hale getirerek, TRAIL-indukll hicre 6lumadnd arttirmistir.

U87MG, TRAIL+VORINOSTAT, 24h
120,00

100,00

80,00
= 0 ng/ml TRAIL
60,00 = 25 ng/mL TRAIL
40,00 50 ng/mL TRAIL
20,00 = ~ = 100 ng/mL TRAIL
0,00 =

OpM  0,3125pM 1,25pM 5 puM
Vorinostat Vorinostat Vorinostat Vorinostat

% Canliik

Sekil 4.13 TRAIL ve Vorinostat'in tekli ve kombine dozlarinin U87MG hicreleri lizerine
etkisi.

U373 hucre hatti ile yapilan kombine denemede, 200 ng/mllik TRAIL
konsantrasyonu hicre canhiligini kontrol grubuna goére %100°den 89a indirmistir.
Vorinostat'in 0.3125, 1.25 ve 5 uyM’lik konsantrasyonlarinin 200 ng/mllik TRAIL ile
kombinasyonu hicre canhligini sirasiyla %60, 58 ve 47’ye dusturmustir (Sekil 4.14).
ikinci denemede ilk denemeye goére Vorinostat ve TRAIL’in kombine uygulamasi, diger
hicre hatlari kadar olmasa da hiicre canliigini azaltmistir. Vorinostat'in U373 hicre

hattini TRAIL’e duyarh hale getirdigini sOyleyebiliriz.
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U373, TRAIL+VORINOSTAT, 24h

120,00

100,00
80,00
= 0 ng/ml TRAIL
e0.00 ® 50 ng/mL TRAIL
40,00 ® 100 ng/mL TRAIL
20,00 m 200 ng/mL TRAIL
0,00 : : . ,

O pmM 00,3125 M 1,25 pMm S5 M
Vorinostat Vorinostat Vorinostat Vorinostat

% Canlilik

Sekil 4.14 Vorinostat ve TRAIL'in kombine uygulamasinin U373 hicreleri Gzerine etkisi.

4.4.2. TRAIL ve MS-275’in Kombine Uygulamasinin GBM Hiicreleri Uzerine
Etkisi

TRAIL ve MS-275’in kombine uygulamasi sonucu BJ hucrelerinde kontrol grubuna
gbre herhangi bir degisim meydana gelmemistir (Sekil 4.15). LN18 hdicrelerinde,
TRAIL'in 2, 5 ve 10 ng/ml’lik dozlari tek basina hicre canliligini %100’den sirasiyla %35,
19 ve 11’e dusurmugtir. MS-275 ile kombine denendiginde, érnegin 5 yM MS-275 ve
TRAIL'in 2, 5 ve 10 ng/ml konsantrasyonlariyla yapilan kombine denemelerde hicre
canhliginin sirasiyla %27, 14 ve 6’ya dustigu goértlmastir (Sekil 4.16). MS-275, az da
olsa LN18 hucrelerini TRAIL’e duyarli hale getirmigtir fakat Vorinostat ile
karsilastirildiginda, Vorinostat'in MS-275’e gére LN18 hucre hatti icin TRAIL duyarlihgini
arttirmada daha etkili bir HDACi oldugu goérulmektedir.

BJ-1, TRAIL+MS-275, 24h

120,00

100,00 |
80,00 -
® 0 ng/ml TRAIL
60,00 B 2 ng/ml TRAIL
40,00 - = 5 ng/ml TRAIL
20,00 - B 10 ng/ml TRAIL
0,00 -+ . . :

0 pM MS-275  0,3125 pM MS- 1,25 pM MS-275 5 pM M5-275
275

% Canlilik

Sekil 4.15 TRAIL ve MS-275’in kombine uygulamasinin BJ hiicreleri (izerine etkisi.



140,00
120,00
100,00
80,00
60,00

% Canlillk

40,00
20,00
0,00

LN18, TRAIL+MS-275, 24h

LLLL

OpM MS- 0,3125 uM 1,25 uM 5 uM MS-
275 M5-275 M5-275 275

= 0 ng/ml TRAIL
m 2 ng/ml TRAIL
m 5 ng/ml TRAIL

= 10 ng/ml TRAIL
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Sekil 4.16 TRAIL ve MS-275'in kombine uygulamasinin LN18 hucreleri Gzerine etkisi.

T98G hucrelerinde, TRAIL hucre canlihigini ilgili dozlarinda sirasiyla %84, 44 ve

20’'ye dugUrmustar.

En belirgin dusus yine 5 pM MS-275, 10 ng/ml TRAIL

kombinasyonunda goézlenmistir ve hucre canliligi %12 olarak hesaplanmigtir (Sekil
4.17). LN18 hicre hattindaki sonuca benzer sekilde, MS-275 T98G hicre hatlarinin

TRAIL’a olan duyarhhgdini az da olsa etkilemistir fakat Vorinostat kadar belirgin bir etkiye

neden olmamigtir. Bulgularimiza goére, Vorinostat'in T98G hicre hattinda TRAIL

duyarlihgini arttirmada daha etkili bir HDACi oldugu distnulebilir.

120,00
100,00
80,00

60,00

% Canlilik

40,00
20,00

0,00

T98G, TRAIL+MS-275, 24h

[ = 0 ng/ml TRAIL
| = 2 ng/ml TRAIL
} = 5 ng/ml TRAIL
| = 10 ng/ml TRAIL

OpM MS- 00,3125 pM 1,25 pM 5 pM MS-
275 MS-275 MS-275 275

Sekil 4.17 TRAIL ve MS-275’in kombine uygulamasinin T98G hicreleri Gzerine etkisi.
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TRAIL, U87MG hucrelerinde, hucre canliligini tek basina sirasiyla %30, 15 ve Se
dusurmustir. Kombine uygulamalarda en belirgin azalis yine 5 yM MS-275 ve TRAIL
dozlariyla yapilan kombine denemelerde gézlenmistir. 5 yM MS-275 ve 25, 50 ve 100
ng/ml TRAIL kombinasyonu sirasiyla hicre canhhdini %13, 6 ve 2’e dugurmustar (Sekil
4.18). MS-275, U87MG hicrelerini kismen TRAIL’a duyarli hale getirmistir ama
Vorinostat ile karsilastirildiginda MS-275'in bu hiicre hatti icin TRAIL’a duyarliligi
arttirma potansiyeli daha azdir.

U87MG, TRAIL+MS-275, 24h

120,00

100,00 |

80,00

= 0 ng/ml TRAIL
60,00 = 25 ng/ml TRAIL
40,00 S0 ng/ml TRAIL
20,00 = 100 ng/ml TRAIL
= = B
0,00

OpM MS- 0,3125 pM 1,25 M 5 uM MS-
275 MS-275  MS-275 275

% Canlilhk

Sekil 4.18 TRAIL ve MS-275'in kombine uygulamasinin U87MG hicreleri GUzerine etkisi.

U373 hicre hatti igin yapilan TRAIL ve MS-275 kombine denemelerinde, MS-275’in
0.3125 ve 1.25 yM’lik dozu ve TRAIL'in Ug dozu ile yapilan kombine ¢alismada, hicre
canhliginda belirgin bir sekilde azalma g6zlenmemistir. Hiicre canhligindaki en belirgin
disus, 5 uM MS-275 ve 200 ng/ml TRAIL kombine denemesinde belirlenmistir ve hiicre
canlihgr %72’lere dusmaustar (Sekil 4.19). MS-275’in kismen de olsa U373 hucrelerinin
TRAIL’e olan duyarhhgdini arttirdigr gérulmustur.
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U373, TRAIL+MS-275, 24h

120,00

100,00 -
=l o T
20,00 - NE
m 0 ng/ml TRAIL
60,00 - = 50 ng/ml TRAIL
40,00 - = 100 ng/ml TRAIL
20,00 - = 200 ng/ml TRAIL
0,00 - . . .

OpM MS- 0,3125 pM 1,25 uM 5 pM MS-
275 MS-275  MS-275 275

% Canlilik

Sekil 4.19 TRAIL ve MS-275'in kombine uygulamasinin U373 hucreleri Uzerine etkisi.

4.4.3. TRAIL ve CBHA’nin Kombine Uygulamasinin GBM Hiicreleri Uzerine
Olan Etkisi

TRAIL ve CBHA kombine uygulamasinda; TRAIL'in 2, 5§ ve 10 ng/mllik
konsantrasyonlari, CBHA icin 0,3125 — 1,25 ve 5 pM’lik konsantrasyonlari segilmistir.
Kombine uygulama sonrasinda; TRAIL tek bagina ve artan konsantrasyonlarda LN18
hicre canhhigr azaltmistir. CBHA HDACI'nin tek basina uygulamasi, en ylksek
konsantrasyonda hucre canliligini %84’lere dusurmustur. Kombine uygulama sonrasi
acikgca gorllmektedir ki; CBHA’nin tum segilmis dozlari TRAIL ile kombine
uygulandiginda, artan konsantrasyon ile birlikte hucre canhligi belirgin sekilde
azalmaktadir. CBHA, LN18 hdicrelerinin TRAIL-aracili hicre o6lumdnd arttirmig, en

belirgin etkinin 5 yM dozla olan kombine denemede oldugu goérulmustur (Sekil 4.20).

T98G icin yapilan kombine denemelerde, TRAIL tek basina ve artan
konsantrasyonlarda T98G hicre canliigini azaltmistir. CBHA’nin tek basina uygulamasi
hucre canhhgini %82’lere disurmustiur. Kombine uygulama sonuglari bize, CBHA'nin
T98G hucrelerinin TRAIL’e olan duyarliigini kismi derecede arttirdigini géstermektedir
(Sekil 4.21).
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LN18, TRAIL+CBHA, 24 saat

120,00
100,00
80,00
.
= m 0 ng/ml TRAIL
=
8 60,00 m 2 ng/ml TRAIL
® = 5 ng/ml TRAIL
40,00
= 10 ng/ml TRAIL
20,00
0,00

O pM CBHA 00,3125 pM 1,25 pM CBHA 5 uM CEHA
CBHA

Sekil 4.20 TRAIL ve CBHA’nin kombine uygulamasinin LN18 hucreleri Uzerine etkisi.

T98G, TRAIL+CBHA, 24 saat
120,00
100,00 - T
80,00
-y
= = 0 ng/ml TRAIL
E 60,00 - = 2 ng/ml TRAIL
= m5 I TRAIL
40,000 ng/m
= 10 ng/ml TRAIL
20,00 -
0,00 <
0 M CBHA 0,2125 puM 1,25 M CBHA S UM CBHA
CBHA

Sekil 4.21 TRAIL ve CBHA'nin kombine uygulamasinin T98G hucreleri Gzerine etkisi.

U87MG hiicre hattinda igin; TRAIL 25, 50 ve 100 ng/ml dozlarinda hiicre canliligini
%100°’den sirasiyla %61, 41 ve 35e azaltmistir. CBHA ise 0.3125, 1.25 ve 5 uyM’lik
dozlarda hucre canhhdini sirasiyla %100’den %103, 94 ve 81’e indirmistir. Birlikte
kombine uygulandiklarinda 6rnegin; 25 ng/ml TRAIL + 5 yM CBHA konsantrasyonunda
hicre canlihd1 %15’lere, hem TRAIL hem de CBHA’nin en yuksek doz kombinasyonunda
ise hicre canlihgi %9’lara digmustur (Sekil 4.22). Sonug olarak; CBHA U87MG hiicre

hattinda TRAIL'in tek basina yaptidi etkiye arttirmis ve bu hiicreleri TRAIL’e daha duyarh
hale getirerek, TRAIL-indUKkIl hicre 6limana arttirmigtir.
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U87MG, TRAIL+CBHA, 24 saat

120,00
100,00 -
80,00 -
= = 0 ng/ml TRAIL
E‘: 60,00 - m 25 ng/ml TRAIL
= = 50 ng/ml TRAIL
40,00 - ® 100 ng/mi TRAIL
20,00 +
0,00 -

OpM CBHA  0,3125 pM CBHA 1,25 puM CBHA 5 M CBHA

Sekil 4.22 TRAIL ve CBHA'nin kombine uygulamasinin U87MG hcreleri lzerine etkisi.

TRAIL-direngli U373 hucre hattinda; TRAIL 50, 100 ve 200 ng/ml konsantrasyonda
olacak sekilde uygulanmis ve hiicre canhligi sirasiyla %96, 98 ve 96 olarak belirlenmistir.
CBHA'nin 0,3125 —1.25 ve 5 uM’lik konsantrasyonlari ise hiicre canliigini sirasiyla %98,
96 ve 80’lere dusurmustir. Kombine uygulamada ise; CBHA ilk iki konsantrasyonda
TRAIL duyarliligini etkin sekilde arttirmamistir, en ylksek konsantrasyondaki kombine
uygulamasi ise U373 hicrelerinde TRAIL’e olan duyarlihdi kismi derecede arttirmistir
(Sekil 4.23).

U373, TRAIL+CBHA, 24 saat

120,00

100,00

80,00 -
0 ng/ml TRAIL

B 50 ng/ml TRAIL
B 100 ng/ml TRAIL

60,00 -

% Canhilik

40,00 200 ng/ml TRAIL

20,00 -

0,00 -

OpuM CBHA  0,3125 pM CBHA 1,25 pM CBHA 5 UM CBHA

Sekil 4.23 TRAIL ve CBHA'nin kombine uygulamasinin U373 hiicreleri tizerine etkisi.
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4.4.4. TRAIL ve Belinostat (PXD-101)in kombine uygulamasinin GBM
hucreleri Gzerine etkisi

LN18 ve T98G hucre hatti igin; TRAIL (2, 5 ve 10 ng/ml) ve Belinostat'in (0.3125,
1.25 ve 5 uM) belirlenen dozlari kombine olarak denenmistir. Kombine uygulama
sonrasinda, TRAIL tek basina ve artan konsantrasyonlarda LN18 hiicrelerinin canlihidini
azaltmigtir. Belinostat'in en ylUksek dozu hicre canhihdini %72’lere duslUrmustur.
Kombine uygulama sonrasi agik¢a gorilmektedir ki; Belinostat'in ti¢ dozu da TRAIL ile
kombine uygulandiginda, artan doz ile birlikte hicre canlihdi belirgin sekilde
azalmaktadir (Sekil 4.24). Kombine uygulama sonrasinda; TRAIL tek basina ve artan
konsantrasyonlarda T98G hicre canhli§i azaltmistir. Belinostat'in tek basina
uygulamasi, en yiksek konsantrasyonda hicre canhhdini %88’lere dusurmustur.
Kombine uygulama sonrasi agikga goérulmektedir ki; Belinostat ve TRAIL'in en duslk
konsantrasyonlarinin kombine uygulamasi bile T98G hicre canhligini belirgin sekilde
azaltmisgtir (Sekil 4.25). Sonu¢ olarak; Belinostat hem LN18 hem de T98G hicre

hatlarinin TRAIL’e olan duyarlihgini arttirmistir.

LN18, TRAIL+BELINOSTAT, 24 saat

120,00

100,00

80,00
-
= B 0 ngfml TRAIL
=
8 60,00 B 2 ng/ml TRAIL
s 5 ng/ml TRAIL

40,00 I e/

B 10 ngfml TRAIL
20,00
=
0,00 L = - -

O pma 0,3125 pi 1,25 pma 5 uha
BELINDSTAT  BELINOSTAT  BELINOSTAT  BELINOSTAT

Sekil 4.24 TRAIL ve Belinostat’'in kombine uygulamasinin LN18 hiicreleri Uzerine etkisi.
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T98G, TRAIL+BELINOSTAT, 24 saat

120,00

100,00 - T

80,00 -

m 0 ng/ml TRAIL
60,00

® 2 ng/ml TRAIL
40,00 1 = 5 ng/ml TRAIL
= 10 ng/ml TRAIL

% Canlihk

20,00

0,00 -

0 pha 0,3125 pM 1,25 pM 5 UM
BELINOSTAT BELINOSTAT BELINOSTAT BELINOSTAT

Sekil 4.25 TRAIL ve Belinostat'in kombine uygulamasinin T98G hicreleri Gzerine etkisi.

U87MG hiicre hattinda igin; TRAIL 25, 50 ve 100 ng/ml dozlarinda hticre canhligini
%100’den sirasiyla %63, 46 ve 38’e azaltmigtir. Belinostat ise 0.3125, 1.25 ve 5 yM’lik
dozlarda hucre canlligini sirasiyla %100'den %92, 78 ve 68'e indirmigtir. Birlikte
kombine uygulandiklarinda 6rnegin; 25 ng/ml TRAIL + 0,3125 pM Belinostat
konsantrasyonunda hucre canhhgdi %20’lere, hem TRAIL hem de Belinostat'in en yliksek
doz kombinasyonunda ise hlcre canlihdl %3’lere dismustir (Sekil 4.26). Sonug¢ olarak;
Belinostat U87MG hucre hattinda TRAIL'in tek basina yaptid etkiye arttirmis ve bu

hlcreleri TRAIL’e daha duyarli hale getirerek, TRAIL-indUkll hicre élumanad arttirmigtir.

U87MG, TRAIL+BELINOSTAT, 24 saat

120,00

100,00

20,00

m O ng/ml TRAIL
m 25 ng/ml TRAIL

60,00

% Canlihk

= 50 ng/mil TRAIL
m 100 ng/ml TRAIL

40,00

20,00

0,00 -

0 pha 0,3125 pM 1,25 pM 5 P
BELINOSTAT BELINOSTAT BELINOSTAT BELINOSTAT

Sekil 4.26 TRAIL ve Belinostat'in kombine uygulamasinin U87MG hicreleri Gzerine
etkisi.
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U373 hicre hattinda icin; TRAIL 50, 100 ve 200 ng/ml konsantrasyonda olacak
sekilde uygulanmig ve hicre canliigi sirasiyla %93, 88 ve 86 olarak belirlenmistir.
Belinostat'in 0.3125, 1.25 ve 5 uyM’'lik konsantrasyonlari ise hicre canlihiini sirasiyla
%97, 89 ve 72’lere digurmustur. Kombine uygulamada ise; hiicre canliliginda en belirgin
azalisin, Belinostat'in en ylksek konsantrasyonuyla TRAIL dozlarinin kombine
edilmesinde gozlenmistir (Sekil 4.27). Bu sonuclara bakarak, Belinostat'in 5 uM’lik dozu,

U373 GBM hicre hattini TRAIL aracili hiicre d6limune duyarli hale getirmistir.

U373, TRAIL+BELINOSTAT, 24 saat

120,00

100,00

20,00

=0 ng/ml TRAIL
80,00 -

% Canlilik

| 50 ng/mi TRAIL
= 100 ng/ml TRAIL
40,00

= 200 ng/ml TRAIL

20,00

O pM 0,3125 pM 1,25 pm 5 pM
BELINOSTAT BELINOSTAT BELNOSTAT BELINOSTAT

Sekil 4.27 TRAIL ve Belinostat'in kombine uygulamasinin U373 hicre hatti Gzerine
etkisi.

4.45. TRAIL ve Romidepsin (FK-228)’in kombine uygulamasinin U373
hicreleri Gizerine etkisi

LN18 ve T98G hucre hatti igin; TRAIL’in 2, 5 ve 10 ng/ml'lik konsantrasyonlari,
Romidepsin i¢cin 0.3125, 1.25 ve 5 pMlik konsantrasyonlari secilerek kombine
denemeler vyapimistir. TRAIL tek basina her iki hicre hattinda da artan
konsantrasyonlarda hucre canhhdini azaltmistir. Romidepsin’in tek bagina uygulanmasi,
en yuksek konsantrasyonda LN18 ve T98G hucre hatlarinin canliligini sirasiyla %49 ve
%48’e dustrmistir. Kombine uygulamasi sonrasi agik¢a gortlmektedir ki; Belinostat ve
TRAIL’in en disiuk konsantrasyonlarinin kombine edilmesi bile her iki hiicre hattinin
OlumUna ciddi sekilde arttirmistir (Sekil 4.28 ve 4.29). Bu nedenle, Romidepsin LN18 ve
T98G hucre hatlarini TRAIL-aracili 8lime duyarli hale getirmigtir.
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LN18, TRAIL+ROMIDEPSIN, 24 saat

| 0 ng/ml TRAIL
1 m 2 ng/ml TRAIL

® 5 ng/ml TRAIL
1 I = 10 ng/ml TRAIL

Opm 0,3125 pM 1,25 pM 5puM
ROMIDEPSIN ROMIDEPSIN ROMIDEPSIN ROMIDEPSIM

120,00

100,00

80,00

&0,00

% Canlihk

40,00

20,00

0,00

Sekil 4.28 TRAIL ve Romidepsin’in kombine uygulamasinin LN18 hucreleri Gzerine
etkisi.

T98G, TRAIL+ROMIDEPSIN, 24 saat
120,00
100,00
80,00
% m 0 ng/ml TRAIL
E 60,00 - = 2 ng/ml TRAIL
ES # 5 ng/ml TRAIL
40,00 4
B 10 ng/ml TRAIL
20,00 4
0,00 -
0 pm 0,3125 puMm 1,25 pM 5 M
ROMIDEPSIN ROMIDEPSIN ROMIDEPSIN ROMIDEPSIN

Sekil 4.29 TRAIL ve Romidepsin’in kombine uygulamasinin T98G hicreleri Gzerine
etkisi.

U87MG hicre hattinda i¢in; TRAIL 25, 50 ve 100 ng/ml dozlarinda hiicre canliligini
%100’den sirasiyla %63, 51 ve 43’e azaltmistir. Romidepsin ise 0.3125, 1.25 ve 5 uyM’lik
dozlarda huacre canhliligini sirasiyla %100'den %67, 65 ve 52’e indirmigtir. Birlikte
kombine uygulandiklarinda &rnegin; 25 ng/ml TRAIL + 0,3125 pM Romidepsin
konsantrasyonunda hucre canlligi %9%’lere, hem TRAIL hem de Romidepsin’in en

yuksek doz kombinasyonunda ise hicre canlihigi %1’lere dusmustur (Sekil 4.30). Sonug



olarak; Romidepsin, TRAIL ile birlikte sinerjistik etki gostererek, U87MG hiicre

TRAIL’e daha duyarli hale getirerek, TRAIL-indUklG htcre 6lumand arttirmigtir.
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hattini

120,00

100,00

80,00

60,00

% Canlilik

40,00

20,00

0,00

U87MG, TRAIL+ROMIDEPSIN, 24 saat

O pm
ROMIDEPSIN

0,3125 pM
ROMIDEPSIN

1,25 ph
ROMIDEPSIN

5 pm
ROMIDEPSIN

= 0 ng/ml TRAIL

W 25 ng/ml TRAIL
= 50 ng/ml TRAIL
= 100 ng/ml TRAIL

Sekil 4.30 TRAIL ve Romidepsin’in kombine uygulamasinin U87MG hucreleri Uzerine

etkisi.

U373 hicre hatti igin; TRAIL 50, 100 ve 200 ng/ml konsantrasyonda olacak sekilde

uygulanmis ve hicre canhligi sirasiyla %97, 96 ve 93 olarak belirlenmistir. Romidepsin’in

0.3125, 1.25 ve 5 pM’lik konsantrasyonlari ise hucre canhhdini sirasiyla %76, 69 ve

24’lere dUsurmustir. Kombine uygulamada ise; Romidepsin’in U373 hiicrelerinin

Olimund daha da arttirarak, TRAIL-aracilh hicre olimind indikledigi gértlmektedir

(Sekil 4.31). Bundan dolayi, Romidepsin, U373 hicrelerinin TRAIL'a olan duyarliligini
ciddi sekilde arttirmaktadir.

120,00

% Canlihk

U373, TRAIL+ROMIDEPSIN, 24 saat

O pmM
ROMIDEPSIN

0,2125 uM

ROMIDEPSIN

1,25 pM

ROMIDEPSIM

S

ROMIDEPSIN

=m0 ng/ml TRAIL
= 50 ng/ml TRAIL
= 100 ng/ml TRAIL

m 200 ng/ml TRAIL

Sekil 4.31 TRAIL ve Romidepsin’in kombine uygulamasinin U373 hicreleri lzerine

etkisi.
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4.5. GBM Hiicre Hatlarinda HDACi’lerin ICs; Degerlerinin GraphPad Prism,
5.0 ile Analizi

GraphPad Prism programi, sitotoksik etkinin degerlendirildigi ve ICso degerinin
logaritmik taban baz alinarak hesaplandigi bilgisayar temelli bir programdir. Bu programi
kullanarak, Vorinostat, MS-275, Belinostat, CBHA ve Romidpesin HDAC/’lerin doza ve
zamana bagl sitotoksik etkilerini degerlendirdik. Sonuglar sekil 4.32, 4.33, 4.34, 4.35,
4.36 ve 4.37°da ve tablo 4.1, 4.2, 4.3, 4.4, ve 4.5'de 6zetlenmistir.

Yapilan analiz sonucu, ICsy grafiklerinden de anlasilacagi Gzere, GBM hicreleri
Uzerine en iyi etki gosteren HDACi'nin Romidepsin ve Belinostat oldugunu goérdik. Bu
nedenle bundan sonra gercgeklestirilecek olan deneylere bu iki HDACI ile devam etme
karari aldik. Ayrica, hiicre hatlarini da kendi arasinda karsilastirdigimizda, deneylerimiz
boyunca gerek kiltiir asamalarinda gerekse sonug¢ alma yéninden T98G, U87MG ve
U373 hacreleri ile daha etkili galisilmistir. Bu nedenle, LN18 hucrelerinin kulttr
asamalarindaki problemlerden dolayi, bundan sonraki calismalardan c¢ikariimistir.
Bundan sonraki calismalara T98G, U87MG ve U373 GBM hicre hatlari ile devam

edilmistir.

Belinostat ve Romidepsin igin GrapPad Prism ICso sonuglari ve TRAIL ile
gerceklestirilen kombine denemelerindeki dozlar baz alinarak, bundan sonraki deneyler
icin ICso dozunun altinda bulunan, diger bir ifadeyle toksik etkinin altinda bulunan doz
secilmigtir. Belinostat icin T98G ve U87MG hiicre hatlarinda 1.25 uM’lik konsantrasyon,
U373 hucre hatti igcin 5 yM’lik doz uygun goérulmustir. Romidepsin igin her Gg¢ hicre

hattinda 0.3125 uM’lik konsantrasyon uygun doz olarak belirlenmistir.
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Normalize of Row Stats of T 98G Vorinostat
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Sekil 4.32 Vorinostat'in GBM hicre hatlarinda 24, 48 ve 72 saat boyuncu sitotoksik

etkisi.

Tablo 4.1 Vorinostat'in GBM hicreleri Gzerindeki ICso (uM) degerleri.

VORINOSTAT - ICs

24 saat 48 saat 72 saat
LN18 15.66 4,123 4.068
T98G 12.43 10.30 7.230
U87MG 20.99 3.341 2.298
U373 -* 9.807 8.525

*GraphPad Prism programi tarafindan belirlenememistir (Hlcre canliligi degisimine baglh olarak).
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Sekil 4.33 MS-275'in GBM hiicre hatlarinda 24, 48 ve 72 saat boyunca sitotoksik etkisi

Tablo 4.2 MS-275’in GBM hucreleri Uzerindeki ICso (WM) degerleri.

MS-275 — ICso
24 saat 48 saat 72 saat
LN18 -* 11.87 11.35
T98G -* 36.40 75.25
U87MG 849.3 3.789 3.520
U373 0,0004677 67.42 76.05
*GraphPad Prism programi tarafindan belilenememistir (Hicre canhihdi degisimine bagli olarak).



Normalize of Row Stats of LN18 CBHA

150 - 72h
== 43h
= g - 2&h
=
(]
= 5
145 40 05 00 05 10 15

log[Agonist], uM

Normalize of Row Stats of UBYMG CBHA

1501
- 72h
== 48h
= g - 24h
£ W
i
E
I L) L) L] L] 1
45 10 05 00 05 10 15

log[Agonigt], uM

95

Normalize of Row Stats of T98G CBHA
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Sekil 4.34 CBHA'nin GBM hiicre hatlarinda 24, 48 ve 72 saat boyunca sitotoksik etkisi.

Tablo 4.3 CBHA’nin GBM hicreleri Gzerindeki ICso (WM) degerleri.

CBHA - ICso
24 saat 48 saat 72 saat
LN18 25.23 13.77 10.22
T98G 17.91 15.86 12.10
U87MG 64.34 27.66 17.73
U373 41.56 17.25

13.45




96
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Sekil 4.35 Belinostat'in GBM hiicre hatlarinda 24, 48 ve 72 saat boyunca sitotoksik
etkisi.

Tablo 4.4 Belinostat'in GBM hucreleri Gzerindeki ICso (WM) degerleri.

Belinostat — ICsg

24 saat 48 saat 72 saat
LN18 251.0 11.65 2.561
T98G 9.850 4.990 3.964
U87MG 27.86 6.257 3.686
U373 19.46 5.571 6.036
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Normalize of Row Stats of T98G Romidepsin
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Sekil 4.36 Romidepsin'in GBM hucre hatlarinda 24, 48 ve 72 saat boyunca sitotoksik

etkisi.

Tablo 4.5 Romidepsin’in GBM hucreleri Gzerindeki ICso (uM) degerleri.

Romidepsin — ICsg

24 saat 48 saat 72 saat

LN18 1.608 0.2189 0.2163

T98G 1.174 0.2180 0.2134

U87MG 11.65 0.4469 0.2288
U373 1.854

0.3128 0.2147
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4.6. Akim-sitometri Deneyleri

Belinostat ve Romidepsin’in TRAIL ile kombinasyonlarinin T98G, U87MG ve U373

hucre hatlarindaki etkisini dogrulamak amaciyla akim-sitometri deneyleri uygulanmistir.

Sekil 4.37°da géruldigu Gzere, T98G hicrelerinin kontrol grubunda canli hiicre sayisi
%81.6’dir (Sekil 4.37-A). Sadece Belinostat uygulanan grupta apoptotik hicre ylzdesi
anlaml sekilde degismezken (Sekil 4.37-B), sadece TRAIL uygulanan T98G hiicre
hattinda %39.1 oraninda apoptotik hicre bulunmaktadir (Sekil 4.37-C). Belinostat ve
TRAIL’'in kombine uygulamasi sonucu, %84.6 oraninda apoptotik hlicre meydana
gelmistir. Bu oranin %48'’i ge¢ apoptoz iken, %36.6’s1 erken apoptozdur (Sekil 4.37-D).
Sonug olarak, Belinostat T98G hticre hatini TRAIL aracili 6lime duyarli hale getirerek,
apoptozun indiklenmesine neden olmakta ve bu hicre hatti icin sinerjistik etki
goOstermektedir. Elde ettiimiz akim-sitometri sonucu, daha énce T98G hicrelerinde

sitotoksik olarak belirledigimiz kombine deneme sonucunu desteklemektedir.

Sekil 4.38'de, U87MG hicrelerinin kontrol grubunda canl hicre sayisi %92.7°dir
(Sekil 4.38-A). Sadece Belinostat uygulanan grupta apoptotik hicre ylzdesi %?24.4
olarak belirlenmigtir (Sekil 4.38-B). Sadece TRAIL uygulanan U87MG hicre hattinda
%46 oraninda apoptotik hucre bulunmaktadir (Sekil 4.38-C). Belinostat ve TRAIL’in
kombine uygulamasi sonucu, %93.9 oraninda apoptotik hlicre meydana gelmistir. Bu
oranin %22.5’i ge¢ apoptoz iken, % 71.4°G erken apoptozdur (Sekil 4.38-D). Sonug
olarak, Belinostat U87MG hucre hattini TRAIL aracili 6lime duyarh hale getirerek,
apoptozun indiklenmesine neden olmakta ve bu hicre hatti igin sinerjistik etki
go6stermektedir. Elde ettigimiz akim-sitometri sonucu, daha énce U87MG hiicrelerinde

sitotoksik olarak belirledigimiz kombine deneme sonucunu desteklemektedir.

Sekil 4.39’a bakildiginda, U373 hucrelerinin kontrol grubunda canli hicre sayisi
%93.4’dlr (Sekil 4.39-A). Sadece Belinostat uygulanan grupta canl hiicre yizdesi
%88.3 iken (Sekil 4.39-B), sadece TRAIL uygulanan U373 hicre hattinda canli huicre
yuzdesi % 92.7°dir (Sekil 4.39-C). Belinostat ve TRAIL’in tek olarak uygulanmasi U373
hicre hatlarinda herhangi bir sekilde hucre 6lumine neden olmamistir. Belinostat ve
TRAIL’in kombine uygulamasi sonucu %37.8 oraninda apoptotik hicre meydana

gelmistir. Bu oranin %6.7’si ge¢ apoptoz iken, % 31.7’si erken apoptozdur (Sekil 4.39-
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D). Sonug olarak, Belinostat U373 hlicre hatini TRAIL aracih 6lime duyarli hale
getirerek, apoptozun indiklenmesine neden olmakta ve bu hiicre hatti i¢in sinerjistik etki
goOstermektedir. Elde ettigimiz akim-sitometri sonucu, daha énce U373 hicrelerinde

belirledigimiz TRAIL ve Belinostat kombine deneme sonucunu desteklemektedir.
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Sekil 4.37 Belinostat ve TRAIL’in tekli ve kombine dozlarinin T98G hiicre hatti Gizerine

apoptoza olan etkisi. A. Kontrol grubu, B. Belinostat (1.25 uM), C. TRAIL (2 ng/ml), D.
Belinostat (1.25 yM) + TRAIL (2 ng/ml)
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Sekil 4.38 Belinostat ve TRAIL’in tekli ve kombine dozlarinin U87MG hucre hatti Uzerine
apoptoza olan etkisi. A. Kontrol grubu, B. Belinostat (1.25 uyM), C. TRAIL (25 ng/ml), D.

Belinostat (1.25 pM) + TRAIL (25 ng/ml)



101

A B02 U373-Bel-AV+PI B C01 U373-Bel+AV+PI+5uM
~ Gate: P2 o Gate: P2
3 do2-ULF op-URH 3 JJO2-UL Q2-UR]
2 4% 2. B% - 1.4% 3.3%
3
< <
3 3a
s |
"3
C C02 U373-Trall+AV+PI D D01 U373-Bel+Trail+AV+PI
~ Gate: P2 ~ Gate: P2
2 Jdaz-uL 02-UR "2 doz-UL Q2-UR]
< 1.1% 2.1% < 1.0% 6.7%
3 3
’8 ?3

Sekil 4.39 Belinostat ve TRAIL'in tekli ve kombine dozlarinin U373 hicre hatti Uzerine
apoptoza olan etkisi. A. Kontrol grubu, B. Belinostat (5 uM), C. TRAIL (50 ng/ml), D.
Belinostat (5 uM) + TRAIL (50 ng/ml)

Sekil 4.40 incelendiginde, T98G hucrelerinin kontrol grubunda canli hiicre sayisi
%83.1’dir (Sekil 4.40-A). Sadece Romidepsin uygulanan grupta, apoptotik hiicre ylzdesi
%32.2 iken (Sekil 4.40-B), sadece TRAIL uygulanan T98G hicre hattinda apoptotik
hiicre yuzdesi %41.7°dir (Sekil 4.40-C). Romidepsin ve TRAIL'in kombine uygulamasi
sonucu %86.1 oraninda apoptotik hiicre meydana gelmistir. Bu oranin %39.2’si geg
apoptoz iken, % 46.9'u erken apoptozdur (Sekil 4.40-D). Sonug¢ olarak, Romidepsin
T98G hucre hatini TRAIL aracili 6lume duyarli hale getirerek, apoptozun indiklenmesine
neden olmakta ve bu hicre hatti i¢in sinerjistik etki gdstermektedir. Elde ettigimiz akim-
sitometri sonucu, daha énce T98G hiicrelerinde sitotoksik olarak belirledigimiz kombine

deneme sonucunu desteklemektedir.
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Sekil 4.40 Romidepsin ve TRAIL'in tekli ve kombine dozlarinin T98G hicre hatti Gzerine
apoptoza olan etkisi. A. Kontrol grubu, B. Romidepsin (0.3125 uM), C. TRAIL (2 ng/ml),
D. Romidepsin (0.3125 yM) + TRAIL (2 ng/ml)

Sekil 4.41°de, U87MG hucrelerinin kontrol grubundaki canli hiicre sayisi %88.8'dir
(Sekil 4.41-A). Sadece Romidepsin uygulanan grupta apoptotik hiicre ylzdesi %27 iken
(Sekil 4.41-B), sadece TRAIL uygulanan U87MG hucre hattinda apoptotik hiicre ylizdesi
%50.8'dir (Sekil 4.41-C). Romidepsin ve TRAIL'in kombine uygulamasi sonucu %96.6
oraninda apoptotik hiucre meydana gelmistir. Bu oranin %10.9’u gec¢ apoptoz iken,
%85.7’si erken apoptozdur (Sekil 4.41-D). Sonug olarak, Romidepsin U87MG hicre

hattini TRAIL aracili 6lume duyarli hale getirerek, apoptozun indiklenmesine neden
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olmakta ve bu hiicre hatti igin sinerjistik etki géstermektedir. Elde ettigimiz akim-sitometri
sonucu, daha 6nce U87MG hicrelerinde sitotoksik olarak belirledigimiz kombine
deneme sonucunu desteklemektedir.
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% S
Y b |
3
q q N -
- © 3 28 7%
b | b |
A ¥ SRR SRS RRY RERE X R o) L e e
FLT.A FLLA

Sekil 4.41 Romidepsin ve TRAIL'in tekli ve kombine dozlarinin U87MG hcre hatti
Uzerine apoptoza olan etkisi. A. Kontrol grubu, B. Romidepsin (0.3125 yM), C. TRAIL
(25 ng/ml), D. Romidepsin (0.3125 uM) + TRAIL (25 ng/ml)
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Sekil 4.42’de goéruldigu tzere, U373 hicrelerinin kontrol grubunda canli hiicre sayisi
%90.4’dUr (Sekil 4.42-A). Sadece Romidepsin uygulanan grupta apoptotik hiicre ylzdesi
%36.1 iken (Sekil 4.42-B), sadece TRAIL uygulanan U373 hiicre hattinda apoptotik
hicre ylzdesi % 29.5'dir (Sekil 4.42-C). Romidepsin ve TRAIL’in kombine uygulamasi
sonucu %76 oraninda apoptotik hicre meydana gelmistir. Bu oranin %20.7’si ge¢
apoptoz iken, %55.3’U erken apoptozdur (Sekil 4.42-D). Sonug olarak, Romidepsin U373
hicre hatini TRAIL aracili 6lume duyarli hale getirerek, apoptozun indiklenmesine
neden olmakta ve bu hucre hatti i¢in sinerjistik etki gostermektedir. Elde ettigimiz akim-
sitometri sonucu, daha 6nce U373 hucrelerinde sitotoksik olarak belirledigimiz kombine
deneme sonucunu desteklemektedir.

A B02 U373-AV+PI B CO01 U373-Rom+AV+PI
~ Gate: P2 ~ Gate: P2
S Jdoz-uL 02-UR 2 Jdo2-uL 02-UR
0 1% 29% 0 6% 65 9%
b ! <
- %
a
< <
a o
3
‘u‘.—?J..-‘..!r..&J) w W2 B A S S J2
Annexin VA Annexin V-A
c C02 U373-Trall+AV+PI D D01 U373-Rom+Trall+AVePl
~ Gate: P2 ~ Gate: P2
"1 2.“;'-' | | 321 h‘
%
|
™
-«
ana
3
y -, - ’ y y
w W2 B W S S 2 ol W B A S P J2
Annexin V-A Annexan VA

Sekil 4.42 Romidepsin ve TRAIL'in tekli ve kombine dozlarinin U373 hticre hatti zerine
apoptoza olan etkisinin akim-sitometri sonuglari. A. Kontrol grubu, B. Romidepsin
(0.3125 yM), C. TRAIL (50 ng/ml), D. Romidepsin (0.3125 yM) + TRAIL (50 ng/ml)
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4.7. Gergek-zamanli PCR Deneyleri

Belinostat ve Romidepsin’in T98G, U87MG ve U373 hicrelerinde apoptozla iligkili
genlerin ekspresyonuna olan etkisi kantitatif gercek-zamanlh PCR (gRT-PCR) yontemi
ile analiz edilmigtir. Hem kontrol gruplarindan hem de Belinostat ve Romidepsin
uygulanmis gruplardan, 24 saat sonunda RNA izolasyonu yapilarak cDNA sentezi
gerceklestirilmistir. ilgili hiicre hatlarinda Tablo 3.7’de belirtiimis olan apoptoz ile iligkili
genlerin mMRNA duzeyindeki ekspresyonlari arastiriimistir. GAPDH housekeeping geni

sonuglarin normalizasyonunda kullaniimistir.

Belinostat'in T98G hilicre hattinda pro-apoptotik genler tzerine etkisi incelendiginde;
Belinostat uygulanmis T98G hucrelerinde Hrk, Noxa, Bak, Bik ve kaspaz-9 genlerinin
ekspresyonunun kontrol grubuna goére artti§i gortlmustir. Anti-apoptotik genler
agisindan bakildiginda; Mcl-1, XIAP, Bcl-W, Birc 5 ve Birc 8 genlerinde doz grubunda
kontrol grubuna gore ekspresyonun azaldigi gozlenmigtir (Sekil 4.43 ve 4.44). Bu
sonugclar, T98G hicrelerinde TRAIL-duyarliigini arttiran Belinostat’in hem pro-apoptotik
hem de anti-apoptotik Bcl-2 ailesi Uyeleri Uzerine etkisinin oldugunu géstermektedir.
Ayrica, Belinostat’in intrinsik yolakta gérev alan kaspaz-9 ve kaspaz inhibitoru olan clAP
Uyesi Birc'lere de etkisinin oldugu gértlmektedir. Bu nedenle, Belinostat'in TRAIL ile
kombine uygulamasinda apoptozu tetiklemesinde yukarida belirtilen apoptotik ve anti-

apoptotik genler Uzerinden iglev gordugunu soyleyebiliriz.

U87MG hicrelerinde Belinostat, T98G hiicreleriyle benzer sekilde HRK, Noxa ve
Kaspaz-9 genlerinin ekspresyonunu, ayni zamanda pro-apoptotik Bcl-2 ailesi Uyesi Bik,
Bim ve Bcl-2 modifiye edici faktér Bmf'nin ekspresyonunu anlamli sekilde arttirdigi
belirlenmigtir (Sekil 4.45 ve 4.46). Anti-apoptotik genler agisindan bakildiginda; Mcl-1,
XIAP, Bcl-2, Bel-XL, Bcl-W, Birc 2 ve Birc 5 genlerinin ekspresyonunu da anlaml sekilde
azalttig1 goéralmustir (Sekil 4.47). Bu sonug bize, Belinostat'in U87MG hiicrelerinde
TRAIL ile apoptozu indiklerken, ekstrinsik yolak tzerinden MOMP’un tetiklenmesine ve
kaspazlarin inhibisyonuna neden olacak genlerin aktivasyonuna neden olabilecegini

cagristirabilmektedir.
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Sekil 4.43 Belinostat'in T98G hucrelerinde pro-apoptotik genlerin ekspresyonu Uzerine
etkisi.
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Sekil 4.44 Belinostat'in T98G hucrelerinde anti-apoptotik genlerin ekspresyonu lzerine
etkisi.



107

U87MG-BELINOSTAT
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Sekil 4.45 Belinostat'in U87MG hicrelerinde pro-apoptotik genlerin ekspresyonu
Uzerine etkisi.
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Sekil 4.46 Belinostat'in U87MG hicrelerinde Bik gen ekspresyonu uzerine olan etkisi.
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U87MG-BELINOSTAT
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Sekil 4.47 Belinostat'in U87MG hucrelerinde anti-apoptotik genlerin ekspresyonlari
Uzerine etkisi.

TRAIL-direngli U373 hicre hattinda Belinostat'in pro-apoptotik genlerden Noxa, Bim,
Bmf, kaspaz-9 ve kaspaz-10’un ekspresyonlarini kontrol grubuna gére anlaml sekilde
artirmistir  (Sekil 4.48). Anti-apoptotik genlerin  ekspresyonuna bakildiginda;
Belinostat'in Mcl-1, XIAP, Bcl-2, BCL2L10, Bcl-W, Birc 2 ve Birc 8 ekspresyonlarini
kontrol grubuna gére azaltmistir (Sekil 4.49). Bu sonuglarla, Belinostat’in TRAIL-indUkld
apoptozu arttirirken, pro-apoptotik ve anti-apoptotik Bcl-2 ailesi Gyeleriyle birlikte kaspaz-

9, -10 ve Birc genleri Gzerine etki ettigini disunebiliriz.

T98G, U87MG ve U373 hicre hatlar icin tim sonuclar degerlendirildiginde,
Belinostat'in GBM hicre hatlarini TRAIL’a duyarli hale getirmede ve TRAIlL-aracili
apoptozu arttirmada, pro-apoptotik ve anti-apoptotik Bcl-2 ailesi Uyeleri, kaspaz-9, -10
ve clAP Uyeleri Uzerinden rol oynadigini sdyleyebiliriz. Bu sonuglar, Belinostat igin
hipotezimizde belirtilen; HDACi lerin apoptotik yolaktaki genler Gzerine etki edebilecegi

dusuncesini dogrulamaktadir.
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Sekil 4.48 Belinostat'in U373 huicrelerinde pro-apoptotik genlerin ekspresyonu Uizerine
etkisi.
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Sekil 4.49 Belinostat'in U87MG hiicrelerinde anti-apoptotik genlerin ekspresyonlari
Uzerine etKkisi.
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Romidepsin’in T98G hlicre hatlarindaki gen ekspresyon degisimlerine bakildiginda,
kontrol grubuna gére DR5, HRK, Puma, Noxa ve kaspaz-9’un ekspresyonlarini anlamli
sekilde arttirdi§i gézlenmistir. Bununla birlikte en belirgin artisin kontrole gére, 111 kat
ile Bik ve 12 kat ile HRK’da meydana geldigi gorilmektedir (Sekil 4.50 ve 4.51). Anti-
apoptotik genlere bakildiginda, Mcl-1, XIAP, Bcl-XL, Bcl-W, Birc 2, Birc 5, Birc 6 ve Birc
8'de kontrol grubuna goére ekspresyonun anlamli sekilde azaldigi bulunmustur (Sekil
4.52). Sonuglar Dbirlikte degerlendirildiginde, Romidepsin’in  6lim  reseptor
ekspresyonunu arttirarak ve hem ekstrinsik hem de intrinsik yolakta rol oynayan Bcl-2
ailesi Uyeleri Uzerine etki ederek T98G hucrelerinde TRAIL-aracili 6lume yardim ettigi

sonucu ¢ikarilabilir.
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Sekil 4.50 Romidepsin’in T98G hiicrelerinde pro-apoptotik genlerin ekspresyonu tzerine
etkisi.
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BIK GEN EKSPRESYONU

120
100
80
60

40

Ekspresyon Degisimi

20

KONTROL ROMIDEPSIN
Grup

Sekil 4.51 Romidepsin’in T98G hicrelerinde Bik gen ekspresyonu lizerine olan etkisi.
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Sekil 4.52 Romidepsin’in T98G hucrelerinde anti-apoptotik genlerin ekspresyonlari
Uzerine etkisi.
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Romidepsin’in U87MG hicrelerinde 24 saatlik uygulamasi sonucu, pro-apoptotik
genlerden DR5, HRK, Puma, Noxa, Bim, Bik, Bmf ve kaspaz-9'un ekspresyonlarini
kontrol grubuna goére anlamli sekilde arttirmistir (Sekil 4.53). U87MG hiicrelerinde
Romidepsin uygulamasi sonucu anti-apoptotik genlerin ekspresyon durumuna
bakildiginda; XIAP, Bcl-2, Bel-XL, BCL2L10, Birc 2 ve Birc 5 genlerinin ekspresyonlarinin
kontrol grubuna goére anlamli sekilde azaldi§i gortlmastir (Sekil 4.54). Bu genlerdeki
ekspresyon degdisimlerine bakarak, Romidepsin’in U87MG hicrelerinin  TRAIL’e
duyarhhgini 6lum reseptér DRS ‘in ekspresyonunu arttirarak, ozellikle pro-apoptotik ve
anti-apoptotik Bcl-2 ailesi Uyeleri Uzerinden gerceklestirdigini, ayni zamanda MOMP

uzerinde de Bcl-2 ve Bcl-XL genlerinin ekspresyonunu azaltarak gorev aldigini

soyleyebiliriz.
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Sekil 4.53 Romidepsin'in U87MG hiicrelerinde pro-apoptotik genlerin ekspresyonu
Uzerine etkisi.
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Sekil 4.54 Romidepsin’in U87MG hucrelerinde anti-apoptotik genlerin ekspresyonlari
Uzerine etkisi.

TRAIL-duyarli U373 hucrelerindeki duruma baktigimizda, Romidepsin’in DR5, HRK,
Puma, Noxa, Bak, Bim, Bik, Bmf ve kaspaz-9 genlerinin ekspresyonlarini kontrol
grubuyla kargilastirildiginda anlaml sekilde arttirmigtir (Sekil 4.55). Anti-apoptotik genler
acisindan incelendiginde ise, kontrol grubuna gére Mcl-1, XIAP, Bcl-2, BCL2L10, Bcl-W,
Birc 2, Birc 5 ve Birc 6 gen ekspresyonlarinin Romidepsin uygulanan grupta anlamli
sekilde azaldigr goérulmustur (Sekil 4.56). Bu sonuglar 1s1dinda, Romidepsin’in U373
hicrelerinin TRAIL’'e olan direncini kirmada 6lim reseptdri DR5, kaspaz-9 ve pro-
apoptotik Bcl-2 ailesi Uyelerinin ekspresyonlarini arttirarak, ayni zamanda anti-apoptotik

genlerin ekspreyonlarini azaltarak gorev aldigi sGylenebilir.

Ug GBM hiicre hatti igin tiim sonuglar degerlendirildiginde, Romidepsin’in GBM hiicre
hatlarini TRAIL’a duyarli hale getirmede ve TRAIL-aracili apoptozu arttirmada, pro-
apoptotik ve anti-apoptotik Bcl-2 ailesi Uyeleri, kaspaz-9 ve clAP Uyeleri Uzerinden rol
oynadigini sOyleyebiliriz. Bu sonuglar, Romidepsin igin; hipotezimizde belirtilen;
HDAC/lerin apoptotik yolaktaki genler Uzerine etki edebilecegi dusuncesini

dogrulamaktadir.
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Sekil 4.55 Romidepsin’in U373 hucrelerinde pro-apoptotik genlerin ekspresyonu Uzerine
etkisi.
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Sekil 4.56 Romidepsin’in U373 hicrelerinde anti-apoptotik genlerin ekspresyonlari
Uzerine etkisi.
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4.8. Western Blot Deneyleri

Calismamizda Belinostat ve Romidepsin’in T98G, U87MG ve U373 GBM hicre
hatlarinda apoptoz ile iligkili proteinlerin ekspresyonuna olan etkisi western blot yontemi
ile gerceklestirilmistir. Belinostat ve Romidepsin’in belirlenen dozlarda g hiicre hattina
24 saat boyunca uygulanmasinin ardindan, kontrol ve doz gruplarindan RIPA tamponu
ile protein lizati elde edilmis ve Bradford yontemiyle her bir gruptaki protein
konsantrasyonu hesaplanmigtir (Sekil 4.57) (Tablo 4.6). Western blot caligmasi icin her
bir gruptaki 6rnekten 75 ug protein hesabi yapilmis ve SDS-PAGE’de yurutiimastir.

Projemizin bultgesi western blot calismalarinin sadece sarf malzeme kismina
yettiginden, primer ve sekonder antikor temin edecek butgemiz olmamistir. Bu nedenle,
gRT-PCR deney sonucu, ekspresyon degisimi anlamli bulunan genlerin protein
dizeyindeki ekspresyonlarina bakilamamigtir. Calismamizin bu ayaginda, Dog. Dr.
Tugba BAGCI-ONDER ve Dog. Dr. Yavuz DODURGA tarafindan sagdlanan, apoptoz ile
iliskili Bcl-2, Bax, kaspaz-3, kaspaz-8, kaspaz-9 ve GAPDH proteinlerinin ekspresyon
dizeylerine bakilabilmistir. Bu proteinlere ait primer antikorlardan Bcl-2 ve Bax fare
kokenli ve monoklonal 6zellikte, kaspaz-3, -8 ve -9 icin kullanilan primer antikorlar tavsan

kokenli olup poliklonal karakterdedir.

Western blot sonugclarini inceledigimizde, her iki HDACi'nin de T98G, U87MG ve
U373 hicre hattinda yukarida belirtilen proteinlerin ekspresyon dizeyinde anlamli bir
degisiklige neden olmamistir (Sekil 4.58). Kaspaz-3 antikorunun deneyimizde
¢alismamasindan dolayi, sonug¢ verilememistir. Sonucumuzun anlamli ¢ikmama
nedenini, Belinostat ve Romidepsin’in hicreler Uzerine uyguladigimiz dozlarinin ve
surelerinin yeterli gelmemis olma olasiligina baglayabiliriz. Diger bir faktor de,
kullandigimiz HDACi’lerin GBM hucrelerinde sadece mRNA ekspresyon duzeyine etki
etmesi, mMRNA’dan proteine giden yolda meydana gelen farkli bir epigenetik mekanizma

sonucu protein ekspresyonuna etki etmemesi olabilir.
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Abso

BRADFORD-KALIBRASYON EGRISi

y =0,0196x - 0,0021
R?=0,9946

Konsanf trasyon

Sekil 4.57 Bradforda yontemi sonucu standartlara yonelik cizilen kalibrasyon egrisi

grafigi.

Tablo 4.6 Bradford yontemi sonucu ¢ hlicre hattinda kontrol, Belinostat ve Romidepsin
gruplarina ait protein konsantrasyonlari.

GRUP

PROTEIN KONSANTRASYONU (ug/ml)

T98G-KONTROL
T98G-BELINOSTAT
T98G-ROMIDEPSIN

U87MG-KONTROL
U87MG-BELINOSTAT
U87MG-ROMIDEPSIN

U373-KONTROL
U373-BELINOSTAT
U373-ROMIDEPSIN

6,087099725
4,707639646
5,286672272
4,060485535
4,179698134
4,298910734
4,963095216
4,877943359
4,622487789
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Sekil 4.58 Belinostat ve Romidepsin’in T98G, U87MG ve U373 huicre hatlarinda kaspaz-
9, kaspaz-8, Bax, Bcl-2 proteinlerin ekspresyonuna olan etkisi.
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5. TARTISMA

Kanser, mutasyonlarla birlikte onkogenlerin surekli aktivasyonu veya tumor
baskilayici genlerin fonksiyonel inaktivasyonuyla sonuglanan genetik bir hastaliktir.
Tumoérogenez sureci, tumor hucrelerinin  apoptozdan kactidi, kendilerine yetecek
blylime sinyallerini elde ettigi, surekli bolinme potansiyeli kazandiklari, anjiyogenezi
surdurdukleri ve normal dokulara invazyon ve metaztaz yetenedi kazandiklari ¢ok
basamakl bir sirectir (Hanahan ve Weinberg 2000). Genetik bilimi alanindaki gincel
bulgular, epigenetik regllasyonun, kanser hucreleri icin yeni terapotik hedeflerin
aydinlatiimasinin yanisira, kanserin patogenezi ve molekiler siniflandiriimasina olanak
sagladigini ortaya ¢ikarmaktadir (Zhang vd 2017). Kanser ya da herhangi bir metabolik
hastalik, bir veya daha fazla epigenetik mekanizmaya karisma egilimine girerek,
fenotipinde adaptif degisiklikleri tetiklemek suretiyle hiicresel gevresini degistirir. DNA ve
histonlardaki epigenetik modifikasyonlarda degisiklikler ve de miRNA ekspresyonundaki
degisiklikler, bir hastaligin sonucu olarak meydana gelebilecegi gibi bir hastaligin nedeni
de olabilmektedirler (Zhang vd 2017).

Glioblastoma multiforme (GBM) son derece agresif, yuksek oranda invaziv ve
damarlanmig beyin timdrtudur. Kemoterapi, radyoterapi ve kemoterapiyi iceren tedavi
uygulamalarina ragmen, hastaligin prognozu maalesef ki ¢ok zayiftir ve hastalarin
%5’inden daha azi, teshisin ardindan 5 yil kadar yasayabilmektedir. Hastaligin ortalama
sagkalim slresi ise yaklasik 15 ay kadardir. Standart tedavi yontemi olarak, timorin
maksimum duzeyde guvenli bicimde cerrahi olarak c¢ikarildiktan sonra, kemoterapi ve
radyoterapinin birlikte uygulanmasidir (Rasmussen vd 2016, Lee vd 2017). Genetik,
epigenetik, bakteriyal enfeksiyon ve diger bir¢cok faktor GBM onkogenizini etkilemektedir,
fakat gliomagenezin altinda yatan molekller mekanizmalar yeterince anlasilamamistir.

Konvansiyonel kemoterapi GBM'de belirli bir yere kadar etkili olmaktadir, bunun nedeni
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kan-beyin bariyeri penetrasyonu, timor igi heterojenite, GBM'in intrinsik direnci ve non-
spesifik toksisite olarak siralanabilir (Ellis vd 2015). Birgok klinik deneme yeni tedavi
yaklasimlarinin etkinligini test etmektedir, fakat son birka¢ on yilda GBM hastalarinin
sagkalimindaki artis sinirli seviyededir (Rasmussen vd 2016). Bundan dolayi,
glinimizde GBM tedavisi icin yeni terapoétik hedeflerin kesfedilmesi ve daha etkili

kombine uygulama stratejilerinin gelistiriimesi acilen gerekmektedir.

Epigenetik degisiklikler, mutasyonlar gibi DNA’da herhangi bir degisiklige neden
olmaksizin, gen ekspresyonunun kromatin yapidaki post-translasyonel modifikasyonlar
yoluyla regulasyonu olarak tanimlanmaktadir. Epigenetik degisiklikler farkh fizyolojik ve
patolojik hicresel sureglerde dnemli rol oynamaktadir. Epigenetikte en sik meydana
gelen degisikliklerden birisi histonlarin asetilasyonudur. Asetilasyon, kromatin yapinin ve
gen ekspresyon degisimlerinde anahtar rol oynayan regulator bir mekanizmadir (Zhang
ve Zhong 2014). Asetilasyon, HAT ve HDAC gibi iki genis enzim ailesi tarafindan kontrol
edilmektedir. Histon kuyruklarinin N-terminalinin HAT’lar tarafindan hiperasetilasyonu,
kromatinin agilmasina neden olarak gen aktivasyonuyla iligkili iken, bu kuyruklarin
HDAC'lar tarafindan deasetilasyonu kapali kromatin yapisi ve transkripsiyonel
baskilanma ile iligkilidir (Bezecny 2014). Bu iki antagonistik mekanizma arasindaki
denge bir¢ok gelisimsel sireci yonetmekte ve aralarindaki dengenin bozulmasi, kanser
gibi hastaliklarin ortaya gikisina neden olabilmektedir. Kolorektal, meme, prostat, gastrik
ve ovaryum kanserlerinde HAT proteinlerin mutasyonlari siklikla tanimlanmistir. Bu
nedenle, HDAC'lerin inhibisiyonu yeni kanser terapilerinin gelistiriimesi igin akilci bir
hedeftir (Laksmaiah vd 2014).

HDAC'lar fonksiyonlarina ve maya proteinleriyle olan homolog durumlarina gore
“Sinif | (HDAC 1, 2, 3 ve 8)”, “Sinif lla (HDAC 4, 5, 7, 9) sinif lIb (HDAC 6, 10)”, “Sinif Il
(Sirt 1-7)” ve “Sinif IV (HDAC 11)” olmak uzere 4 gruba ayriimaktadirlar (Eckshlager vd
2017). Sinif I, 1l ve IV HDAC'ler Zn?*-bagimli enzimlerdir ve klasik HDAC'lar olarak
adlandiriimaktadir. Sinf IV HDAC'lar ise NAD-bagiml enzimlerdir (Lee vd 2017).
Histonlar, HDAC’larin en ¢ok ¢alisiimis subtratlari olmalarina ragmen, yapilan galismalar
HDAC’larin histon-olmayan proteinleri de deasetile edebilecedini 6énermektedir. Bu
nedenle, HDAC’larin substratlari olarak histon-olmayan proteinler de arastirma
konusudur. Ornegin; HDAC1 ve sinif [l HDAC Sirt1, histon-olmayan protein olarak timor
baskilayici gen p53’u deasetilleyerek, p53-induklu transkripsiyonun inhibisyonuna neden

olmaktadir. HDAC’larin hedefi olan histon-olmayan proteinlerin, dogrudan ya da dolayl
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olarak gen ekspresyonuna, hilcre proliferasyonunun regilasyonuna, farklilasmaya,
migrasyon ve hticre 6lumu gibi énemli hiicresel olaylara katildidi bildirilmistir (Zhang ve
Zhong 2014).

HDAC'larin cesitli solid ve hematolojik malignansilerde overeksprese ya da
mutasyona ugramis durumdadir (Lee vd 2017). HDAC'larin birbirinden ayri olarak
ekspresyonlari, sagkalim oranlari ile ters iliskide oldugu belirtilmistir. HDAC’larin anormal
ekspresyonu zayif prognoz ile iliskilendirilmistir (West ve Johnstone 214). GBM'de
HDAC'larin ekspresyon paternleri ve fonksiyonlari iyi karakterize edilmemistir. Glncel
calismalarda, GBM’deki HDAC’larin ekspresyon profilleri (izerine arastirmalar
yogunlagsmistir. ~ GBM  dokularinin, neoplastik-olmayan beyin  dokulariyla
karsilastiriidiginda, hem mRNA hem de protein seviyesinde, kismen ve degisik oranda
artmis HDAC 1, 3 ve 6 ekspresyon seviyelerine sahip oldugu belirtilmistir (Staberg vd
2017). Ozellikle, HDAC 1 ve 3 ekspresyon seviyelerinin DSO timér evrelemesi ile
korelasyon gésterdigi bulunmustur. GBM hastalarinda yapilan Kaplan-Meier sagkalim
analizlerinde, HDAC 3’Un zayif prognozla iligkili oldugu gdsterilmisti. HDAC 9'un
overekspresyonunun da prognostik olarak zayif olan GBM hastalarinda gozlendigine
rastlaniimistir (Yang vd 2015). Sinif [l HDAC Sirt 2’nin GBM progresyonuyla pozitif
olarak iligkili oldugu ve GBM hastalarinin sagkalim zamani ile ters olarak iliski gosterdigi
belirtiimektedir. Sirt’lerin timdr baskilayici ya da onkogen olarak davranmalari nedeniyle,
GBM'deki roll su an tartismali durumdadir. Ayrica Sirt'lerin GBM’deki roll klinik olarak
henuz test edilmemigtir (Lee vd 2017).

Histon deasetilaz inhibitdrleri (HDACI), histon kuyruklarindaki pozitif yikleri notrolize
eden histon asetilasyonunu tesvik etmektedir ve histonlarin negatif yikli DNA’ya
afinitesini  azaltmaktadir. Kromatinlerin bu sekilde gevsemesi transkripsiyonel
mekanizmanin DNA’ya ulasmasina ve gen transkripsiyonunun artmasina olanak saglar.
HDAC/ lerin bir diger etkisi, DNA-baglanma proteinleri, transkripsiyon faktorleri, sinyal-
iletim molekdlleri, DNA-tamir proteinleri ve saperon proteinleri gibi histon olmayan
proteinlerin asetilasyonunu tesvik etmektir (Lakshmaiah vd 2014). HDACi’lerinin hicre
doéngusundn durdurulmasinin, intrinsik ve ekstrinsik apoptoz mekanizmalarinin, mitotik
hucre 6lumundn, otofajik hucre élumindn, reaktif oksijen tirleri (ROS) olusumunun
induklenmesi, anjiyogenez ve dogal 6ldirticu (NK) hudcre-aracih timoér immanitesini
inhibe etmesi gibi ¢oklu mekanizmalar aracihdiyla efektif anti-kanser ilaci olarak

kullanilabilecekleri dusinulmektedir. HDACI terapisinin ndrolojik kanserlerde, 6zellikle
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de GBM'de, kullaniimasi icin artan ilgi, HDACi’lerin kan-beyin bariyerine (BBB) penetre
olma yeteneklerinden dolayidir (Lee vd 2015). HDAC: ler kimyasal yapilarina bagli olarak
hidroksimatlar, siklik peptidler, alifatik asitler ve benzamidler olarak
siniflandiriimaktadirlar. HDACi’ler ayni oélgctide tim HDAC'leri inhibe edemezler, bu
nedenle birgok HDAC'yi hedef alan “pan” (¢coklu) ya da belirli HDAC’leri hedef alan “sinif

I” spesifik inhibitorler olarak gruplandirilabilirler.

Kanser hicreleri devamli olarak, apoptotik yolakta bir veya daha fazla anormallige
sahiptir. Bu 06zellik onlara, normal yapidaki hilcrelere goére sagkalim avantaj
saglamaktadir (Hanahan ve Weinberg 2011). Buna ek olarak, apoptotik yanittaki
anormallikler malign hicreler tarafindan ilag direnci gelistirmede major rol oynamaktadir.
ilaglarin timi olmasa da, codunlugu kanser hiicrelerininin apoptozunu indikleme
yoluyla etki gdstermektedirler, fakat birgok timaor hiicresi kendi apoptotik mekanizmasini
devam ettirmektedir (Davis ve Letai 2012). Apoptotik yolaklardaki defektler bu nedenle
terap6tik yaklasim igin ideal bir hedeftir. Molekiler diizeyde apoptoz kaspaz aktivasyonu
yoluyla gergeklesmekte ve “intrinsik” veya “ekstrinsik” yolak tarafindan aktive olmaktadir.
Olim reseptdr yolag! da denilen ekstrinsik yolak, TNF siiperailesi reseptorleri tarafindan
baslatilir. Ekstrinsik yolak TRAIL, TNF ve Fas gibi ligandlarin reseptérleri ile etkilesmesi
sonucu gerceklesmektedir. intrinsik yolak ise meydana gelen gesitli hiicresel stresler
sonucu tetiklenmekte ve MOMP’un olugmasina bagh olarak, mitokondriden salinan

faktorler tarafindan indiklenmektedir (Bose vd 2012).

Apo2L olarak adlandirilan TRAIL'in kesfedilmesi ve yapilan g¢alismalarla birlikte
normal hicrelerde herhangi bir sitotoksik etki gdstermeden, segici olarak kanser
hicrelerini hedef almasi, anti-kanser hedefli terapilerin gelistirilmesi i¢cin umut verici bir
durum ortaya koymustur (de Miguel vd 2016). GBM’in de iginde bulundugu bir¢cok kanser
tipinin  TRAIL-indUklG apoptoza direng gdstermesi, kanser hucrelerinde TRAIL’in
monoterapi olarak uygulanmasini kisittamistir. Bu nedenle, kanser hucrelerinde TRAIL-
indUkli bu direng mekanizmasinin ortadan kaldiriimasi i¢cin TRAIL ile birlikte
uygulanacak efektif kombine tedavilere ihtiya¢ vardir (Bangert vd 2012). Gunimuzde
kanser hicreleri Gzerine birtakim inhibitorler kullanilarak TRAIL ile kombine denemeler
gerceklestiriimekte ve Ozellikle HDACilerin TRAIL ile kombine uygulanarak, kanser

hicrelerinde TRAIL-indUkll apoptozun uyarilmasi hedeflenmektedir.
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Bu calismada, TRAIL’e direng gosterdigini disiindigimuiz LN18, T98G, U87MG ve
U373 GBM hicre hatlarinda Vorinostat, MS-275, CBHA, Belinostat ve Romidepsin gibi
HDACT ’lerin etkilerinin denenmesi, bu hlicre hatlarinda TRAIL-aracili olimdun arttiriimasi
ve GBM tedavisi icin bu HDAC/'lerin terapétik etkinliginin belirlemesi amaclanmistir. Bu
kapsamda, ilk olarak sectigimiz bu hlcre hatlarinin TRAIL’a olan duyarhliklari, TRAIL'in
farkli dozlarda uygulanmasiyla ATP-tabanli CellTiter-Glo yontemiyle test edilmistir.
CellTiter-Glo analizi sonucunda LN18 ve T98G hicresinin TRAIL-duyarli, U87MG
hicresinin TRAIL-orta derecede direngli, U373 hcresinin ise TRAIL-direngli hicreler
oldugunu desteklemistir. Ardindan yukarida bahsettiimiz HDACTilerin bu hicrelerdeki
sitotoksik etkisinin belilenmesi amaciyla, hicrelere 24, 48 ve 72 saat boyunca 0,3125 —
10 uM araliginda her bir HDACi’den uygulanmis ve sitotoksik etki CellTiter-Glo analiziyle
belirlenmistir. Sitotoksisite analizleri sonucunda, HDACi’lerden 3 doz, TRAIL’den da 3
doz secilerek 24 saat boyunca kombine denemeler yapilmis, bu sayede HDAC/lerin
GBM hucrelerinin TRAIL’a olan duyarliigini nasil etkiledigi arastirilmistir. Elde edilen
sonugclar i1s1ginda, kullanilan bu 5 HDACi’den hem hicrelere sitotoksisite gostermede
hem de hcrelerin TRAIL’a olan duyarlihdini arttirmada Belinostat ve Romidepsin’in en
etkili 2 HDACIi oldugu sonucuna varilmistir. Romidepsin ve Belinostat'in TRAIL ile
kombine uygulamasinin T98G, U87MG ve U373 hicre hatlarinda apoptozu
indUkleyerek, TRAIL’a olan duyarlihgi arttirdigi Anneksin V/PI yéntemi ile akim-sitometri
cihazinda dogrulanmistir. Belinostat ve Romidepsin’in T98G, U87MG ve U373 hucre
hatlarinda pro-apoptotik ve anti-apoptotik genlerin ekspresyon degisimlerine olan etkisi
kantitatif ger¢cek-zamanli PCR cihazinda SYBR Green metoduna gére belirlenmistir.
Belinostat ve Romidepsin’in T98G, U87MG ve U373 hiicre hatlarinda kaspaz-8, kaspaz-
9, Bax ve Bcl-2 proteinlerinin ekspresyonlarina olan etkisi western blot yontemi ile analiz

edilmigtir.

Calisma sonuglarimiza gére, GBM hucrelerine TRAIL uygulamasi sonucu LN18 ve
T98G hducrelerinin TRAIL-duyarli hicreler oldugu, U87MG hucrelerinin TRAIL’e orta
derecede direngli oldugu, U373 hicrelerinin ise TRAIL-direngli hicreler olduklar
CellTiter-Glo yontemiyle buldugumuz sonuglarimizla desteklenmigtir. Fibroblast hicresi
olan BJ'ye ise TRAIL herhangi bir sitotoksik etki gdstermemistir. Bu hicrelere
HDACT/'lerin 24, 48 ve 72 saat slreyle 0.3125-10 uM arasindaki dozlarda uygulanmasi
sonucu Vorinostat, Belinostat ve Romidepsin’in belirgin derecede sitotoksisiteye sahip
olduklari, MS-275 ve CBHA’'nin ise GBM hicrelerinde tam olarak sitotoksik etkiye sahip
olmadiklari belirlenmistir. Her HDACi icin segilen 3 doz ile TRAIL igin segilen 3 dozun

kombine olarak uygulanmasi, HDACi'lerin GBM hucrelerinin hepsinde TRAIL’e olan
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duyarlihklarini arttirmistir. Bu sonug, CBHA ve MS-275'in tek baslarina GBM hicrelerine
sitotoksik etki géstermezken, TRAIL ile kombine olarak uygulanmasi sonucu hiicre
Oliumuinun tetiklenmesi, bu HDAC/lerin TRAIL ile kombine verilmesinin onemini
vurgulamaktadir. HDAC/i'lerin GraphPad Prism ICso sonuglarina bakilarak, GBM
hicrelerinde en etkili HDACi'nin Belinostat ve Romidepsin olduguna karar verilmigtir.
Akim-sitometri deneyleri ile, Belinostat ve Romidepsin’in TRAIL ile kombine olarak
uygulanmasinin T98G, U87MG ve U373 hicre hatlarinda apoptozu ciddi sekilde
arttirdigi ve bu hicreleri TRAIL-aracili 6lime duyarli hale getirdigi dogrulanmigtir. TUm
gercek-zamanh PCR analizlerinde, Belinostat ve Romidepsin’in hlcrelere 24 saat
boyunca uygulanmasinin nedeni, TRAIL ile yapilan kombine denemelerde, TRAIL’in yari
omrindn az olmasindan dolayi olup, TRAIL ve HDAC/ler hiicrelere ayni anda verilmistir.
Belinostat ve Romidepsin’in toksik olmayan dozlarinin GBM hucrelerine uygulanmasi
sonucu gercgeklestirilen kantitatif gercek zamanli PCR analizlerine gore; Belinostat’in
1.25 pM’lik dozunun 24 saatlik uygulanmasi, T98G hucrelerinde; pro-apoptotik Hrk,
Noxa, Bak, Bik ve kaspaz-9 gen ekspresyonlarini arttirmig, anti-apopotik Mcl-1, XIAP,
Bcl-W, Birc5 ve Birc8 genlerinin ekspresyonunu azaltmistir. Belinostat'in 1.25 uM’lik
dozunun 24 saatlik uygulanmasi, U87MG hucrelerinde pro-apoptotik Hrk, Noxa, kaspaz-
9, Bik, Bim ve Bmf genlerinin ekspresyonunu arttirmis, Mcl-1, XIAP, Bcl-2, Bcl-XL, Bcl-
W, Birc2 ve Birc5 anti-apoptotik genlerin ekspresyonlarini azaltmistir. Belinostat'in 5
MM’k dozunun U373 hicrelerine 24 saatlik uygulanmasi sonucu, pro-apoptotik
genlerden Noxa, Bim, Bmf, kaspaz-9 ve kaspaz-10 gen ekspresyonlarinin artmig, Mcl-
1, XIAP, Bcl-2, BCL2L10, Birc2 ve Birc8 anti-apoptotik genlerin ekspresyonlarinin
azaltmis oldugu belirlenmistir. Romidepsin’in 0.3125 uM’lik dozunun 24 saat boyunca
T98G hiucrelerine uygulanmasi, DR5, Hrk, Puma, Noxa, kaspaz-9 ve Bik gibi pro-
apoptotik genlerin ekspresyonlarini arttirmig, anti-apoptotik Mcl-1, XIAP, Bcl-XL, Bcl-W,
Birc 2, Birc 5, Birc 6 ve Birc 8 genlerinin ekspresyonlarini azaltmistir. U87MG
hicrelerinde 24 saat boyunca uygulanan 0.3125 pyM Romidepsin dozu, DR5, HRK,
Puma, Noxa, Bim, Bik, Bmf ve kaspaz-9 ekspresyonlarini arttirmis, bununla birlikte XIAP,
Bcl-2, Bcl-XL, BCL2L10, Birc2 ve Birc5 anti-apoptotik genlerin ekspresyonlarini
baskilamigtir. 0.3125 pM Romidepsin’in 24 saat boyunca uygulanmasi, U373
hicrelerinde DR5, HRK, Puma, Noxa Bak, Bim, Bik, Bmf ve kaspaz-9 genlerinin
ekspresyonlarini arttirmis, Mcl-1, XIAP, Bcl-2, BCL2L10, Bcl-w, Birc2, Birc 5 ve Birc 6
genlerinin ekspresyonlarini azaltmistir. Bu sonugclar bize, Belinostat ve Romidepsin’nin
DRS5 o6lum reseptorine, pro- ve anti-apoptotik Bcl-2 ailesi Uyelerine, clAP uyelerine ve
kaspazlara etki ederek, hem intrinsik hem de ekstrinsik yolak Gzerinden TRAIL-aracili
Olime yardim ettigini desteklemektedir. Western blot sonuglar ise Belinostat ve

Romidepsin’in Bcl-2, Bax, kaspaz-8, kaspaz-9 proteinlerinin ekspresyonlarinda bir etki
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meydana getirmedigini géstermektedir. Bunun nedeni olarak, Belinostat ve Romidepsin
konsantrasyonlarinin protein seviyelerine etki edecek kadar yiksek olmamasi,
uygulanan 24 saatlik slirenin yine protein seviyesini degistirmede yetersiz kalmasi ya da
mRNA’dan proteine giden vyolda meydana gelebilecek farkli bir epigenetik

mekanizmanin, bu proteinlerin ekspresyonlarina etki etmis olabilme ihtimali sayilabilir.

Literatirde HDACI lerin pro-apoptotik proteinleri up-regile ve anti-apoptotik
proteinleri down-regule ederek hem ekstrinsik hem de intrinsik yolakta etkili olabilecekleri
rapor edilmistir (Bose vd 2014). Multiple miyelom hcrelerinde Vorinostat'in kaspaz
inhibitorlerini down-reglle ettigi belirlenmistir (Mitsiades vd 2004). HDACi’lerin hem solid
hem de malign hematopoietik hiicrelerde Bcl-XL, Mcl-1 ve XIAP’yi down-reglile ettigi
gosterilmistir (Gillespie vd 2006, Rosato vd 2006, Rosato vd 2007, Jona vd 2011).
Glioma hucrelerinde yapilan calismada, HDACilerin survivin ve XIAP’yi down-regule
ederek etki gosterdigi bildiriimistir (Kim vd 2005). Kronik lenfositik [6semi hicrelerinde,
Romidepsin’in cFLIP down-regulasyonu yoluyla ekstrinsik yolagi aktive ettigi
bulunmustur (Aron vd 2003). HDAC/i’lerin apoptozun ana medyatéri olan ASK1?’in
induklenmesi yoluyla E2F1-bagimh Bim upregulasyonuna neden oldugu saptanmigtir
(Zhao vd 2005, Tan vd 2006). insan Iésemi ve miyelom hiicrelerinde HDACTiler
tarafindan Bim proteininin up-regllasyonun, bu hicreleri BH3-mimetik ABT-737’ye
duyarhlagtirmada kritik bir role sahip oldugu bulunmustur (Chen vd 2009). Epigenetik
olarak susturulan Bim'in HDAC/'ler tarafindan aktivasyonu, pediatrik akut lenfoblastik
I6semide glukortikoidlere olan direncin (Bachmann vd 2010) ve Burkitt lenfomada
kemoterapiye olan direncin Ustesinden gelebilecegi bildiriimistir (Richter-Larrea vd
2010). Bim digindaki Bmf ve Noxa gibi diger pro-apoptotik proteinlerin HDACi-indukli
apoptozla induklendigi ve ABT-737 ile sinerjistik etki gosterdigi belirtiimistir (Inoue vd
2007, Wiegmans vd 2011). Mantle hucreli lenfomada, Vorinostat'in Bim, Bmf ve Noxa’'nin
promotor bdlgelerini hiperasetile ederek, transkripsiyonlarini aktive ettigi ve ABT-263 ile
sinerjistik olarak hareket ettigi gosterilmistir (Tse vd 2008). HDACi’ler, apoptoz olayini
gerceklestirmede Mcl-1, Bcl-XL, XIAP, c-FLIP gibi anti-apoptotik proteinleri down-regule
ederek, Bim, Bmf ve Noxa gibi pro-apoptotik proteinleri up-regule ederek hem
mitokondriyal hem de 6lum reseptor yolaklarinin indiklenmesine neden olmaktadirlar.
Bizim calismamizdan elde edilen sonuglar, diger kanserlerde yapilan bu ¢alismalarla
uyumluluk goéstermektedir. Calismamizda kullandigimiz Belinostat ve Romidepsin’de

pro- ve anti-apoptotik genlerden bazilarinin ekspresyonlarini arttirmaktadir.
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GBM hicrelerinde, calismamizda kullandigimiz HDAC lerle ilgili yapilan ¢alismalara
kronolojik bir sirayla bakildiginda; Yin ve ark. (2007) Vorinostat'in in vitro ve in vivo alarak
GBM hicrelerinin ¢codalmasi ve gen ekspresyonuna etkisini arastirmiglar ve T98G,
U87MG hiicre hatlarinin proliferasyonun inhibe ederek, hicrelerin G2-M fazinda
toplandiklarini bulmuslardir. Vorinostat'in 2.5x10® mol/L’lik konsantrasyonunun 24 saat
uygulanmasi sonucunda DR5, TNFa, p21"A™ genlerinin ekspresyonunu arttirdigini,
CDK2 ve CDK4 genlerinin ekspresyonlarini azalttigini, protein seviyesinde de p21WAF,
p27<"Yin ekspresyonlarinin arttigini, CDK2, CDK4, siklin D2 ve siklin D1 protein
ekspresyonlarinin azaldigini belirlemislerdir. In vivo olarak da SAHA’nin C57BL/6
farelerinin vucut agirligi, goérunds ve davraniginda herhangi bir yan etkiye neden
olmadan kan-beyin bariyerini astigini gostermislerdir (Yin vd 2007). 2010 yilinda yapilan
bir calismada, Vorinostat'in U87MG ve U373 hiicre hatlarinda, topoizomeraz | inhibitori
SN38’in sitotoksik etkisini arttirdigi, Vorinostat'in tek basina DNA’da cift zincir kirgi
meydana getirmezken, SN38 ile kombine uygulanmasiyla birlikte DNA’da cift zincir
kiriklarinin ciddi sekilde arttigi gérdimustar (Sarcar vd 2010). GBM hasta drneklerinden
elde edilen primer glioma kok hicre benzeri hucrelerde yapilan arastirmada,
Vorinostat'in policomb baskilayici kompleks 2 (PRC2)nin hedefi olan genlerin
upregulasyonuna, glioma kok hticre benzeri hiicrelerin 6limiine ve histon metiltransferaz
olan Zeste 2 enhansirin (EZH2) ve kok hiicre belirteci CD133’ln ekspresyonunun
azalmasina neden oldugu bulunmustur (Orzan vd 2011). 2011 yilinda LN18, U87MG,
SNB-19 ve U251 GBM hicreleri Uzerinde yapilan baska bir calismada, gen
baskilanmasindan sorumlu olan lizin-spesifik demetilaz 1 (LSD1)'in shRNA ile knock-
down ya da inhibitdér yoluyla baskilanmasi LN18 ve U87MG hucrelerinde DNA
fragmentasyonunu ve kaspaz-3 aktivasyonunu uyarmazken, susturulma ya da
baskilanmayla birlikte 5 yM Vorinostat uygulamasi kaspaz-3 aktivitesini 2 kat, LSD1
inhibitord ile birlikte uygulanmasiyla kaspaz-3 aktivitesinin 6 kat arttigi bulunmustur.
Bunun birlikte, bu g¢alismada kontrol olarak kullanilan immortalize edilmis astrosit
hucrelerinde, Vorinostat tek bagina ya da inhibitérle kombine uygulandiginda herhangi
bir etki gdstermemistir (Singh vd 2011). Asklund ve ark. (2012) R11 ve TB101 GBM kok
hicrelerinde, 5 yM proteozom inhibitéri Bortezomib ile 2.5 yM Vorinostat’'t kombine
olarak uygulamiglar, bunun sonucunda; GBM kdk hucrelerinde kontrole gére hiicre
canhliginin %80-90 oraninda azaldigini ve bu hiicrelerin koloni olusturma kapasitelerinin
ciddi oranda azaldigini belirlemiglerdir (Asklund vd 2012). Vorinostat'in otofajik faktor
LC3’Un ekspresyonu arttirdigi ve memeli rapamisin hedefini (mTOR) inhibe ettidi, bu
sayede otofajik protein kinaz ULK1in aktivasyonuyla otofaji mekanizmasinin
induklendigi bulunmustur. Ayni galigmada, otofaji iligkini protein ATG7’nin susturuldugu
T98G hdicrelerinde otofajinin inhibe edildigi fakat 20 yM Vorinostat'in 48 saatlik
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uygulanmasi sonucu, T98G hiicrelerinde kaspaz-3 aktivitesinde anlamli bir artisin ortaya
cikarak hdcre canlihginin %20’lerin altina dustigu goézlenmistir. ATG7 susturulmus
hicrelere kaspaz-3 inhibitéri zZVAD ile birlikte Vorinostat'in uygulanmasi sonucu, hicre
canhliginin ve koloni olusumunda da anlamli bir distisiin meydana geldigi belirlenmistir.
Bu sonug; Vorinostat'in otofaji ve apotozun baskilanmasina ragmen apoptotik olmayan
bir hiicre 6limine neden oldugunu énermektedir (Gammoh vd 2012). Vorinostat'in
GBM5 ve GBM12 hiicrelerinde ¢oklu kinaz inhibitdéri Sorafenib’in toksisitesini arttirarak
hicre o6liminu tetikledigi, ayrica PDGFRa reseptdrinin knock-down edilmesi,
vorinostatin GBM hdicrelerinde doza-bagdmli olarak toksisitesini arttirmistir (Tang vd
2012). Sferoid, farklilasmamis adherent yapida ve farklilasmis GBM kok hiicreleri (GSC)
ile yapilan bir calisamada Vorinostatin 5 yM'lik dozunun 1 ile 7 gin arasinda
uygulanmasi, 7. gundn sonuna dogru adherent yapidaki hlcrelerin canliigini
farkhlasmig GSC’lere gore ciddi sekilde azaltigi, Vorinostat'in 5 ve 10 uM’lik dozunun da
sferoid yapidaki GSC’lerin koloni olusturma kapasitesini ciddi sekilde azalltigi
bulunmustur. Ayni zamanda, 5 uyMlik Vorinostat dozunun 5. ve 7. glnlerde aktive
kaspaz-3 ve PARP protein konsantrasyonlarinin ekspresyonunu anlamli sekilde
arttirmistir. GSC hicrelerinin canhligini azaltan en etkili dozun 48. saatteki 20 uM’lik doz
oldugu belirtilmistir. Bu calismada ayni zamanda, Vorinostat'in ksenograft modelde
otofajiyi de indukledigi, bunu da AKT aktivasyonunun inhibisyonu yoluyla mTOR’un
inhibe edilmesine bagh olarak gergeklestigi kanitlanmigtir (Chiao vd 2013). Premkumar
ve ark. (2013) yaptigi calismada, 0-20 uM’lik uygulanan Vorinostat, doz bagimh olarak
T98G hicre hatlarinin koloni olusumunu azalttigi ve bu hucrelerin G2-M fazinda
durmasini sagladigi, T98G hucrelerinde sitotoksik etkisi olmasina ragmen, kontrol olarak
kullanilan astrosit hicrelerinde herhangi bir etkiye neden olmadigi bildirilmigtir. Bu
¢alismada ayni zamanda, Vorinostatin Bortezomib ile kombine uygulamasi,
mitokondriyal membran potensiyelinin kaybina ve ROS’un salinimina, Bak/Bax
konformasyonel degisikliginin indiklenerek sitokrom-c salinimina, Bim, Noxa’nin
ekspreyon artigina ve Mcl-1’in inaktivasyonuna, DNA hasarinin indiklenmesini arttirdigi
bulunmustur (Premkumar vd 2013). U87MG, LN229 ve U251 GBM hducreleri ile yapilan
bir calismada, Vorinostat'in artan konsantrasyonuyla birlikte hiicre canliigini azalttigi ve
ICso degerlerinin sirasiyla 5 yM, 7 uM ve 14.5 pM oldugu belirlenmistir. Vorinostat'in 10
MM’k dozunun Ki67 pozitif hicrelerin sayisini %70-90'dan %20’lerin altina ¢ektigi,
bdylelikle hucrelerin proliferasyonunu dusurdugu, 48 saatlik uygulama sonucunda da
hicrelerin  koloni olusturma kapasitesinin ciddi oranda azaldigi bulunmustur.
Vorinostat'in 10 yM’hk dozunun kaspaz-3 ve kaspaz-9 protein ekspresyonunu arttirdigi
ve mitokondriyal yolagi aktive ettigi gorulmastir. Ayni zamanda, Vorinostat'in

kaspas/CAD yolaginin aktivasyonu yoluyla DNA fragmentasyon arttigi, ROS uretimini
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arttirarak DNA hasarini tetikledigi, Wee1 ve Chk1 gibi G2 kontrol noktasindaki kinazlarin,
Survivin ve TPX2 genlerinin ekspresyonlarini azalttigi ve mitotik katastrofa neden oldugu
bildirilmistir (Cornago vd 2014). PTEN ve p53 bakimindan yaban-tip olan D54 ve her iki
gen bakimindan mutant olan U118 hicrelerindeki c¢alismada, Vorinostat'in D54
hicrelerinde 0.25 Gy'lik diistik radyasyon dozunda hiperradyosensitiviteyi arttirdi§i fakat
U118 hicrelerinde degisiklige neden olmadigi gosterilmistir. D54 hiicrelerinde etkili
sekilde 6limin meydana gelmesinde kaspaz-3 aktivasyon artisi, H2AX
fosforilasyonunun olmamasi ve hucrelerin G2 fazinda durdurulmasinin etkili oldugu
belirtilmistir (Diss vd 2014). Hasta biyopsi érneklerinden elde edilen 22 adet primer GBM
hicrelerinde, Vorinostat'in ICsg degerinin 0.7-6.1 uM arasinda degistigi ve kaspaz-3/-7
aktivitesini arttirdigi, Bcl-2 protein seviyesini ise %46 oraninda dusiurdigi bulunmustur
(Pont vd 2015). 2015 yilinda Singh ve ark. yaptigi galismada, LN18 hicrelerinde KDM1A
(histon demetilaz 1/LSD1)’nin knock-down edildikten sonra 5 uM Vorinostat uygulanmis
ve RNA sekanslama yontemine goére Vorinostat'in sadece kendi basina 4065 geni up-
reglle ettigi, 3518 geni ise down-regile ettigi bulunmustur. Bu sonuglar qRT-PCR
apoptoz panel sonuglariyla karsilastirildiginda, Vorinostat'in 5 uM’lik dozu HRK, BIRC,
CRADD, TNFRSF9, CD40, TNFRSF10B, BCL10, BCL2L11, CD70, KASPAZ-9,
GADDA45A genlerinin ekspresyonunu 2 kat Gzerinde arttirirken, TNFRSF25, CFLAR,
CARDG6, BCLAF1, XIAP, CASP4, TNFSF10, BID, KASPAZ-1, LTBR, NOD1, TP73,
NOL3, TNFRSF1A, CARDS8, TNFRSF11B ve TP53’ln ekspresyonlarini 2 kat lzerinde
down-regule ettigi bulunmustur. Ayni zamanda, Vorinostat'in LN18 hucrelerinde p53
proteininin ekspresyonunu baskiladigi gérulmastur (Singh vd 2015). LN18, SNB19,
U87MG ve U251 GBM hiicrelerinde, Vorinostat'in 5 uM’lik dozunun proteozom inhibitori
bortezomib ve marizomib ile kombine denenmesinde, GBM hicrelerinde mitokondriyal
membran potansiyelinin bozulmasinin indukledigi ve kaspaz-9'un kesilerek aktif hale
gegmesini arttirdigi bulunmustur. Marizomib ve Bortezomib’in vorinostatla birlikte in vivo
olarak farelerde uygulanmasi, kaspaz substrati olan lamin A’nin kesilmis halinin anlaml
sekilde artmasina yol acitg bildirilmistir (Manton vd 2016). 2016 yilinda Hsu ve ark.
gerceklestirdigi baska bir calismada, U87MG ve U373 GBM hiicrelerinden sferoid yapida
hicrelerin  ve glioblastom kok-hiicre benzeri hicrelerin  (GSC) olusturulmasi
saglanmistir. Vorinostat'in 1, 2.5, 5, 10 ve 25 uM’lik dozu bu hiicrelere uygulanmis ve
MTT analizine gdre artan doza bagimli olarak hucre canliliginin azaldidi, koloni
olusturma kapasitelerini kaybettikleri, ayrica kdk hicre belirtegleri olan CD133 ve Bmi1
proteinlerinin  ekspresyonlarinin  azaldigi  bulunmustur. Yapilan akim-sitometri
analizlerine gore, Vorinostat'in belirtilen dozlarda uygulanmasi hucrelerin sub-G1
fazinda durduklarini, Anneksin V/PI testine gore de hicrelerin hem erken hem geg evre

apoptoza ugradiklar belirtilmigtir. Arastiricilar Vorinostat'in disik dozlarda hucre
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dongusine etki ettigini fakat ylksek konsantrasyonlarda apoptozu indikledigini
onermiglerdir. Artan dozla birlikte aktif kaspaz-3, -8 ve -9 protein ekspresyonlarinin
DMSO uygulanmis kontrol grubuna gére anlaml sekilde arttigi goértlmastir. Ayrica bu
calismada, 0.1, 0.5, 1 ve 2.5 yM gibi disuk konsantrasyondaki Vorinostat'in GSC
hicrelerinde p53 proteinin aktivasyonuna neden olarak, p38 proteininin fosforilasyonu
Uzerinden senesens-iliskili B-galaktosidaz (SA-B-gal) pozitif hiicrelerin arttigini, boylelikle
hucre senesensinin induklendigini bulmuslardir (Hsu vd 2016). Zhang ve ark. 2017
yilinda yaptigi caligmada, U87MG hucrelerinde 0.5 pM Vorinostat uygulamasinin,
hipoksi uyarici faktor 1 alfa (HIF1a)'nin protein ekspresyonunun azalmasina neden
olarak iligkili oldugu saperon olan 1si sok proteini 90 (Hsp90) asetilasyonu yoluyla nikleer
translokasyonunu inhibe ettigini kanitlamiglardir. Boylelikle Vorinostat'in  hipoksi
durumunu baskiladigi bulunmustur (Zhang vd 2017). Yukarida 6zetledigimiz bilgilere
bakilarak, GBM tedavisi i¢in Vorinostat HDACI ile ilgili arastirmalar artarak devam
etmektedir. Vorinostat GBM ve GSC hucrelerinde farkh hicresel olaylara etki
edebilmektedir. Biz de ¢alismamizda, Vorinostat'in LN18, T98G, U87MG ve U373 GBM
hicrelerinde doza ve zamana bagl olarak sitotoksik etkisini arastirdik. Vorinostat'in
Ozellikle 48. ve 72 saatlerde tim hicre hatlarinda hicre canhihdini azalttgr, T98G ve
U373 hicre hatti igin 10 yM’ik dozun, U87MG igin 2.5, 5 ve 10 uM’lhik dozun, LN18
hicresi icin ise 5 ve 10 yM’lik dozun etkili oldugu gorilmustir. Hicrelerde etki gosteren
bu dozlar literatirde uygulanan dozlarla paralellik gériimektedir. ICso degerleri; 48 ve 72.
saat igin LN18 hucresinde sirasiyla 4.123 ve 4.068, T98G hucresi igin sirasiyla 10.30 ve
7.230, U87MG hiicresi igin sirasiyla 3.341 ve 2.298, U373 hiicresi igin sirasiyla 9.807 ve
8.525 olarak hesaplanmistir. Calismamizda, Vorinostat'in GBM hiicrelerine sitotoksik
olarak Belinostat ve Romidepsin’den daha az etki gbstermesinden dolayi, kisitli bltge

nedeniyle arastirmanin diger basamaklarinda kullaniimamistir.

Calismamizda kullandigimiz diger bir inhibitér olan MS-275 ile ilgili olarak da, Chen
ve ark. 2005 yihinda yaptid1 calismada, U87MG hcrelerinde trichostation A, HDAC42,
Vorinostat ve MS-275'in etkisini denemislerdir. Yapilan galismada, MS-275'in 5 uM’hk
dozu 48 saat boyunca U87MG hucrelerine uygulanmis ve MS-275’in hicre canhhigini
azalttig1 gézlenmistir. MS-275 igin ICso degeri 48. saatte 4.8 uM olarak hesaplanmistir.
MS-275'in 0.5, 2.5 ve 5 pM'lik konsantrasyonlari p21WAFCIF genini up-regile ettigi
belirlenmigtir. Ayrica, kullanilan diger HDACi'lere gére MS-275’in 5 uyM ve altindaki
dozlari Akt fosforilasyonunu baskilamada diuslk etki gdéstermis, bu nedenle Akt
aktivasyonunu baskilamada etkisiz oldugu belirtiimistir. Bununla birlikte, MS-275'’in

U87MG hiicrelerinde terapdtik olarak uygulanabilir dozlari ( <5 uM), bu hicrelerin GO/G1
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fazinda durdurulmasina neden olmaktadir (Chen vd 2005). GBM-kékenli nérosfer HSR-
GBM1A (20193) ve HSR-GBM1B (10627) hlicrelerinde 2009 yilinda yapilan baska bir
calismada, MS-275’in doz- ve zamana-bagl olarak nérosfer hlicre blyimesini inhibe
ettigi belirlenmistir. MS-275’in artan konsantrasyonlarda 72 saat boyunca nérosfer
hicrelere uygulanmasi sonucunda, kolorimetrik MTS yontemine goére 1Cso degeri ~3.5
MM olarak hesaplanmistir. Norosfer hicrelere 1Cso dozunun 144 saat uygulanmasi, bu
hicrelerin  canlligini  %82-86 oraninda inhibe etmistir. Yapilan koloni analizi
¢alismalarinda, MS-275’in ard arda 14 guin boyunca ya da 3 gin boyunca uygulandiktan
sonra uzaklastirilip yerine 11 gun boyunca besiyeri uygulamasi, ndrosfer hicrelerinin
koloni olusumunu anlaml sekilde baskilamigtir. MS-275 uygulamasi sonucu, kok hicre
fenotip belirteci ALDH'In kantitatif akim-sitometrisi analizi, htcrelerdeki ALDH
ekspresyonunun 10 kat azaldigini gdstermistir. Astrosit hicre belirtecleri GFAP ve
ndronal belirte¢ B-tabdlin 1l (Tud1)’in ekspresyonlarinin, 72 saatlik MS-275 uygulamasi
sonucu dnemli dlgtide arttigi belirlenmistir. Bu ¢alismada énemli bir bulgu da, MS-275
ve TSA’nin, norosfer olusumunu inhibe eden ve norosfer hlcre farklilagsmasini
indikleyen DNER reseptorinu upregule ettikleri ortaya cikariimistir (Sun vd 2009). MS-
275'in GBM hdcrelerini kemoterapi-indukli apoptoza duyarli hale getirdigi ilk kez 2011
yihinda tanimlanmigtir. MS-275’in U87MG ve A172 hiicrelerine sirasiyla 8 yM ve 5 uM
olarak uygulanmasi H3 histon asetilasyonunu arttirdigi belirlenmistir. MS-275’in GBM
hicrelerine 24 saat boyunca, toksik dozun altinda uygulanmasindan sonra artan
dozlarda doksorubisin uygulanmasi, doz- ve zamana-bagli olarak doksorubisin-induklu
apoptozu ciddi sekilde arttirdigini gostermigtir. Ayni durum, MS-275’in temozolomid-
araclili apoptozun induklendiginde de gorulmustir. Kanserin tedavisinde kullanilan diger
ilaglardan etoposid ve cisplatinin, MS-275 uygulanmasindan sonra hucrelere verilmesi,
bu ilaglarin U87MG ve A172 hicrelerindeki apoptoz indiikleme kapasitesini arttirmistir.
Bu calismada sadece, MS-275’in vincristine veya taxol gibi mikrotlbll inhibitoriyle
birlikte uygulanmasi, apoptozu arttirmak yerine azaltmistir. Bunun nedeni olarak, MS-
275 bu galismada U87MG ve A172 hiicrelerini G1 fazinda durdurmus, S ve G2 fazindaki
bulunan hucreleri azaltmistir. Bu nedenle, G1 fazindaki hicrelerin mitotik inhibisyona
daha az duyarli olmalarindan dolayr, MS-275 bu inhibitérlerin apoptozu indiukleme
kapasitesini arttiramamigtir (Bangert vd 2011). Gli35-Evlll, U251 ve LN229 GBM hicre
hatlari ile yapilan ¢alismada, MS-275'in 5 uM’lhik dozunun her U¢ hicre hattinda da
kaspaz-3, -7 aktivitesinde bir degisiklie neden olmadidi, ayni sekilde kaspaz-8 ve PARP
protein seviyelerini degistirmedigi ve tek basina apoptozu indiklemedigi bulunmustur.
Bununla birlikte, MS-275'in 2.5 yM’lik dozunun U251 hiicrelerinde DR4 ve DR5’in protein
ekspresyonlarini arttirdid1 fakat akim sitometri deneyinde sadece DR&'in hicre ylzey

seviyesinin arttigi belirlenmistir (Bagci-Onder vd 2013). Literatir bilgilerine bakilarak,
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GBM hicrelerinde MS-275 ile ilgili galismalar sinirli sayidadir. Biz de ¢galismamizda, MS-
275'in sitotoksik etkisini 24, 48 ve 72. saatte 0.3125, 0.625, 1.25, 2.5, 5 ve 10 uyM
konsantrasyonlarda test ettik. Analizlerimiz sonucunda, MS-275'in T98G ve U373 hlcre
hatlarinin canliiginda etkili bir degisime neden olmadigi, LN18 hicrelerinde 48 ve 72.
saatlerde kismi bir azalisa neden oldugu, en belirgin etkinin de 48. ve 72. saatlerde
U87MG hdicrelerinde 5 ve 10 uMlik doz uygulamasi sonucu meydana geldigi
belirlenmigtir. U87MG hicresi igin MS-275’in ICso degeri 48. Saat igin 3.789, 72. saat i¢in
3.520 olarak hesaplanmistir. Bu sonug, Chen ve ark. (2005)nin U87MG igin bulmus
oldugu ICsp degerinden daha dusuktir.

Depsipeptid veya FK-228 olarak da bilinen Romidepsin, Chromobacterium
violaceum’dan izole edilmistir ve HDAC/lerin siklik peptid sinifinda yer almaktadir.
Romidepsin, glig¢la bir tersine déndurebilir HDAC inhibe edici aktiviteye sahiptir (Bezecny
2014). Literatirde, GBM Uzerine Romidepsin ile ilgili yapilmis sinirh sayida calisma
bulunmaktadir. Sawa ve ark. (2004)nin T98G, U251 ve U87MG hdicreleri Uzerine
yaptiklari galismada, Romidepsin’in 1 ng/ml dozunun GBM hucrelerinin proliferasyonunu
azalttig, aktif kaspaz-3’ln protein seviyesinde artisa neden olarak apoptozu indiikledigi,
Histon 4 asetilasyonun artigsini saglayarak p21WAF71’'in ekspresyonunu arttirdigi
bulunmustur. Romidepsin’in 24 ve 48 saat boyunca uygulanmasinin GBM hicrelerinde
Bad ekspresyonunu arttirdigi, anti-apoptotik protein Bcl-XL'nin ise protein
ekspresyonunu azalttigi belirlenmistir. Sadece U87MG hicrelerinde Romidepsin
uygulanmasi sonucu anti-apoptotik Bcl-2’nin inhibe edildigi géralmastir. Bununla birlikte
Bax ve Fas proteinlerinin ekspresyonunda herhangi bir degisiklige rastlaniimamistir. Bu
calismada ayrica, Romidepsin’in MMP-2'nin aktivitesi disurerek U251 hicrelerinde
invazyonu inhibe ettigi belirtiimistir. Yapilan in vivo galismada da, Romidepsin’in timor
bayumesini baskiladigi ve Tunel ydntemi sonucu apoptoz miktarinin indiklendigi
bulunmustur (Sawa vd 2004). 2016 yilinda U251, AM38, LN382, U138MG, A172, KMG4
GBM hucreleri Uzerinde yapilan galismada, Romidepsin’in 10 nM’lik dozunun 50 yM
Temozolomid ile birlikte kombine uygulanmasinin, GBM hucrelerinin canlihidini ciddi
sekilde azalttigi bulunmustur. Anneksin V/Pl yontemine gére yapilan akim-sitometrisi
analizinde, Romidepsin ve TMZ’nin belirtilen dozlarda kombine uygulamasinin, kontrole
ve tek bagslarina uygulanmasina goére, LN382 ve U251 hiicrelerinin apoptozunu anlamli
sekilde arttirdidi, her iki hicre hattinda da aktif kaspaz-3, Bax ve PARP’In protein
ekspresyon duzeylerinin artararak Bcl-2 protein ekspresyonunun azaldigi bulunmustur.
Romidepsin’in GBM hucrelerinde TMZ aracili apoptozu arttirma mekanizmasini

aydinlatmaya calisan arastiricilar, kombine uygulama ile birlikte LN382 hiicrelerinde
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histon H3 asetilasyonunun arttigi, EGFR, Akt, mTOR, p70S6K’nin protein
ekspresyonlarinda azalma meydana geldigi ve mTOR’u inhibe eden 4EBP1 proteininin
ekspresyonun arttigini bulmuslardir. Yaptiklari in vivo deneyde de PI3K/AKT/mTOR
yolak Uyelerinin ekspresyonlarinin azaldigini belirlemislerdir. Ayrica Romidepsin ve
TMZ'nin kombine olarak uygulanmasi, in vivoda timoér boyutu ve agirliginda azalma
meydana getirmistir. Tim bu sonuglar, Romidepsin'in GBM hicrelerini TMZ-aracili
O0lume duyarl hale getirmede, PIBK/AKT/mTOR yolagini baskiladigini gostermektedir
(Wu vd 2016). Sundugumuz aragtirmamizda, Romidepsin’in LN18, T98G, U87MG ve
U373 GBM hducrelerinde 24, 48 ve 72 saat boyunca meydana getirecegi sitotoksik etki
ilk kez ATP-tabanli bir sitotoksisite yontemiyle gdsterilmistir. Romidepsin’in 0.3125,
0.625, 1.25, 2.5, 5 ve 10 uM’lik dozlari 24. saatte hucrelerin hepsinin canliigina etki
ettigi, 72. saatin sonunda artan konsantrasyonla birlikte LN18 ve T98G hicre hatlarinin
canhligi  %5’lerin altina, U87MG ve U373 hicre hatlarinda 0.3125 upM’lIik
konsantrasyonda hucre canlihginin %20-40 arasinda oldugu gdézlenmistir. Tum hucre
hatlarinda, 1Cso degerlerinin, 48. ve 72. saatte 0.5 pM’larin altinda oldugu hesaplanmistir.
Calismamizda kullanilan Vorinostat, MS-275 ve CBHA HDACi’lere gore Romidepsin’in

GBM hucrelerine daha etkili sitotoksik etki gosterdigi belirlenmistir.

PXD-101 olarak da bilinen Belinostat, yeni bir hidroksimat grubundan bir HDACi'dir
ve sinif | ve sinif Il HDAC’leri hedeflemektedir. GBM'de Belinostat ile ilgili calismalar
tarandiginda sadece 2016 yilinda gergeklestiriimis 1 adet ¢alisma bulunmaktadir. Bu
calismada, Belinostat LN18 ve LN229 hicrelerine 0.1-10 yM araliginda uygulanmis ve
sitotoksik etki kolorimetrik bir ydntem olan MTT ile analiz edilmistir. Belinostat'in belirtilen
dozlarda 24 ve 48 saatlik uygulanmasi sonucu, ICso degerleri GraphPad Prism
programiyla LN229 hucresi igin 0.6 pM, LN18 hicresi igin 1.3 yM olarak hesaplanmistir.
Belinostat'in Anneksin V/Pl yontemi kullanilarak akim sitometri cihazinda GBM
hicrelerinde apoptoza olan etkisi bakiimis, 0.5 ve 2 uM’lik dozun 48 saat boyunca
uygulanmasi sonucu, LN229 hicrelerinde sirasiyla %52,4 ve %69 oraninda apoptotik
hucre saptanmigtir. LN18 hicreleri ise ayni doz ve slrelerde sirasiyla %16.1 ve %28
oraninda apoptotik hiicre saptanmis ve LN18 hicrelerinin apoptoza daha direncli oldugu
go6rulmustir. Meydana gelen apoptotik hicrelerin erken faz apoptotik hticreler oldugu
belirlenmigtir. Akim sitometri yontemiyle hiicre déngusi analizlerine bakildiginda, hiicre
dongusu evreleri bakiminda her iki hiicre hattinda ¢ok ufak bir degisiklik gézlenmistir ve
Belinostat'in her iki hiicre hattinda da G1 veya G2/M-bagimh hicre doéngusu
susturulmasini indiiklemede yetersiz oldugu goériimustir. Belinostat'in 0.5 ve 2 pM’lik

dozlarinin 24 saat boyunca uygulanmasinin her iki hicrede de pro-apoptotik ve anti-



132

apoptotik genlerin ekspresyonlarini degistirmedigdi, bunun nedeni olarak da Belinostat’in
GBM hicrelerinde 24 saatlik olarak uygulanan surenin, gen ekspresyon paternlerini
degistirecek kadar yeterli olmadigi énerilmistir. Belinostat'in LN229 hiicrelerinde 48 saat
olarak uygulanmasi Puma, Bim ve Chop genlerinin ekspresyonlarini up-reglle ettigi, p21
ekspresyonunun ise her iki hicre hattinda overeksprese oldugu, GRP78 ve GRP90
saperonlarinin protein ekspreyonlarinin sadece LN229 hicrelerinde baskilandigi
bulunmustur. Bax, Bcl-XL, Bax, Noxa ve DR5 ekspresyonlari bakimindan her iki hicre
hattinda da anlamh bir degigiklik gozlenmemigtir (Kusaczuk vd 2016). Bizim
¢alismamizda, bu galismaya paralel olarak LN18, T98G, U87MG ve U373 hicrelerinde
Belinostat’'in 1Cso degeri mikromalar seviyelerinde bulunmus, bu ¢alismadan farkli olarak
LN18 hicrelerinde 72. saatte 2.561 uM olarak hesaplanmistir. LN18 hiicresi deney
asamasinda kontaminasyona maruz kaldigindan c¢alisma digi birakilimis ve gen
ekspresyon analizleri gerceklestirilememistir. Arastirmamizda, Belinostat'in T98G ve
U87MG hicrelerine 1.25 uM, U373 hcrelerine ise 5 uM olarak uygulanmasi sonucu;
Hrk, Noxa, Bak, Bik, Bim, Bmf pro-apoptotik genlerin ekspresyon artisi, Mcl-1, XIAP, Bcl-
W, Bcl-XL, Bcl-2, BCL2L10, Birc2, Birc5 ve Birc8 anti-apoptotik genlerin ekspresyon
azalisi meydana gelmistir. Bu sonuglar bize, Belinostat GBM hiicrelerindeki sitotoksik
etki gostermede ve apoptozu indiklemede hucre tipine bagh olarak etki gosterdigi

sonucunu gostermistir.

HDAC/lerin  konvansiyonel kemoterapétikler, radyoterapi, transkripsiyonel
modulatorler gibi farkli farmakolojik ve biyolojik anti-kanser ilaglarla caligabildigi
bilindiginden, son 15 yilda HDACi’lerin kanser hicrelerinin TRAIL-indUkIG
oldurdlmesinde kombine olarak kullaniimasi fikri giderek artmigtir. Literatirde HDACi ve
TRAIL'in kombine uygulamalarina ait yayinlar degisik kanser turlerinde giderek artan ve
ilgi ceken bir konudur. Multiple myelomda (MM) yapilan bir ¢alismada, HDACi olan
panobinostat’in doza ve hicre tipine bagl olarak, DR5 reseptoérunu upregule ederek ve
c-FLIP ekspresyonunu baskilayarak, MM hucrelerini TRAIL-indUklU apopotoza duyarh
hale getirdigi bulunmustur (Matthew vd 2013). Prostat kanseri LNCaP hucrelerinde
yapilan ¢alismada, TRAIL gen terapisi ile birlikte Romidepsin ve MS-275 uygulamasinin,
LNCaP hucrelerinin apoptozunu PARP ve kaspaz-3 aktiflestirmek suretiyle
gerceklestirerek, bu hicreleri TRAIL-aracili 6lime duyarh hale getirmistir (Kasman ve
Johnson 2007). Kronik lenfositik l16semide yapilan g¢alismada, Romidepsin’in CLL
hicrelerinin TRAIL-R2 reseptdr seviyesini arttirarak ve DISC kompleksi olusumunu
indukleyerek hizl bir sekilde kaspaz-8 aktivasyonu aktiflestirir ve CLL hucrelerini TRAIL-

aracili 6lime duyarl hale getirmektedir (Inoue vd 2005). Renal hicre karsinomunda da
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benzer sekilde Trichostatin A'nin ve sodyum biutiratin TRAIL-R2 ekspresyonunu
arttirarak, bu hicreleri TRAIL-aracili apoptoza duyarli hale getirmektedir (VanOosten vd
2005). CLL'de yapilan bagka bir calismada, Romidepsin’in FADD proteinlerinin TRAIL-
R1’e cekerek kaspaz-8 aktivasyonuna neden olarak hucreleri TRAIL'a duyarli hale
getirmistir (Inoue vd 2009). Vorinostat, MS-275, CBHA ve Trichostatin’in 16semi
hicrelerinde TRAIL ile birlikte denenmesi, DR4, DR5, Bak, Bax, Bim, Noxa ve Puma’nin
upregulasyonuna, IAP, Mcl-1, Bcl-2, Bcl-XL'nin down-regllasyonuna neden olarak
TRAIL-aracili apoptozu indikledigi bulunmustur (Shankar vd 2005). HepatosellUler
karsinomda yapilan ¢alismada, vorinostat, MS-275 ve sodyum butratin TRAIL reseptdor
ekspresyonlarini  arttirmayip, TRAIL-indUklG Bid aktivasyonuna neden olarak
hepatoseluler karsinom hucrelerinin TRAIL’a duyarli hale getirmektedir (Dzieran vd
2008). Vorinostat, valproik asit, sodyum butrat ve MS-275’in I6semi hlcrelerinde TRAIL-
R2, c-FLIP ve Apaf-1 ekspresyonlarini reglle ederek, TSA’nin ise sadece Apaf-1
ekspresyonunu dizenleyerek TRAIL-aracili 8lumu tetikledigi belirtiimistir (Morales vd
2010). Melanom hicrelerinde yapilan ¢alismada, MS-275’in TRAIL-direncini c-FLIP
ekspreyonunu down-regule etmek suretiyle gerceklestirdigi gosterilmistir (Venza vd
2014). TRAIL’e direngli MDA-MB-231 hiicrelerinde yapilan ¢alismada, Vorinostat'in bu
hicreleri TRAIL’e duyarli hale getirdigi gosterilmistir. Vorinostat'in bu etkiyi kaspaz-8, -9
ve -3'Un, Bid ve PARP’In aktivasyonu, Bax ve DR5 ekspresyon artisi yoluyla
gerceklestirdigi belirlenmistir (Butler vd 2006).

GBM’de, HDAC/ leri ve TRAIL ile birlikte gerceklestirilen ¢caligmalar sinirli sayidadir.
HDACIi-aracili TRAIL'e duyarhlik birgok solid ve hematolojik kanser hicre hatlarinda
daha 6nce tanimlanmig olmasina ragmen, GBM'de 2012 yilina kadar sadece bir yayin
mevcuttur. 2005 yilinda U87MG, U251MG, A172 ve T98 insan glioblastom hicre
hatlarinda yapilan ¢alismada, sodyum butratin TRAIL ile kombine halde uygulandiginda
bu hiacre hatlarint TRAIL-indUkIU  6lime duyarlilagtirdigr  fakat normal astrosit
hicrelerinde herhangi bir degisime neden olmadigi bulunmustur. Ayrica, sodyum batrat
ve TRAIL’'in kombine halde uygulanmasi sonucu kaspaz-3, -7, -8, -9 aktivasyonunun
arttigi, survivin ve XIAP’nin baskilandigi gorulmustur. Ayrica arastiricilar bu ¢aligmada
TSA ve SAHA histon deasetilaz inhibitérlerinin de glioma hucrelerini, Cdc2
aktivasyonunun inhibisyonu ve survivinin, XIAP’nin downregulasyonu yoluyla TRAIL-
indUklu apoptoza duyarlilastirildigi belirtiimistir (Kim vd 2005). 2012 yilinda Bangert ve
ark. tarafindan, MS-275, SAHA ve valproik asit ile U87MG, U138MG, Al172, T98G ve
LN18 GBM hucre hatlari ile yapilan galismada, HDAC/lerin inhibitorlerin bu hucre
hatlarinda TRAIL-indUklU apoptozu arttirdigi bulunmustur. Ayrica ayni arastiricilar, MS-
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275'in, cFLIPL ve cFLIPs'in ekspresyonunu azaltarak, kaspaz-8, -9 ve -3’ln
aktivasyonuna neden oldugunu, Bid’in tBid olarak islenmesine, Bax aktivasyonuna,
mitokondriyal membran potansiyelinin kaybina ve sitokrom ¢ salinimina neden oldugunu
goOstermislerdir. Ayni zamanda, MS-275, c-myc'in cFLIP promoter bdlgesine
baglanmasini arttirarak cFLIP promoter aktivitesinin kaybina neden oldugu da
saptanmistir (Bangert vd 2012). 2013 yilinda Bagci-Onder ve ark. tarafindan yapilan bir
baska calismada, MS-275in GIi36-Evlll, U251 ve LN229 hicrelerinin apoptozunu
induklemede tek bagina yeterli olmadigi, in vitro ve in vivoda TRAIL-direncli GBM
hucrelerini kok hucre-aracili TRAIL’e duyarli hale getirdigini rapor etmiglerdir. Her g
hicre hattinda da kombine uygulama sonucu doz-badimli olarak kaspaz-3/-7
aktivitesinin arttigi, aktif kaspaz-8 ve PARP’In protein ekspresyonlarinin ciddi sekilde
arttig1 gézlenmigtir. Literatlirden elde edilen bu veriler, HDACi'lerin hem solid hem de
hematolojik malignansilerin yaninda GBM’in de TRAIL-duyarhligini arttirdigi, boylelikle
kanser hedefli terapétikler i¢in uygun bir hedef oldugu sonucu ortaya ¢ikmaktadir. Biz de
gerceklestirdigimiz calismada, Vorinostat, MS-275, CBHA, Romidepsin ve Belinostat
HDACT/'lerin TRAIL ile birlikte kombine uygulamasi sonucu tim htcrelerde TRAIL-aracil
olumun induklendigi, en belirgin etkinin Belinostat ve Romidepsin araciliyiyla meydana
geldigi bulunmustur. Belinostat ve Romidepsin’in TRAIL-aracili hicre o6liminu
gerceklestirmede pro-apoptotik Bcl-2 ailesi Uyelerinin ekspresyonu artirarak, anti-
apoptotik Bcl-2 ailesi Uyelerinin  ekspresyonu azaltarak gergeklestirebilecegi
dusundlebilir. Arastirmamiz literatlr bilgilerini destekler nitelikte, HDACiler GBM

hicrelerinde TRAIL-aracili hticre 6limunu desteklemektedir.

Calismamizda, Belinostat'in T98G hilicre hattinda Puma, Bid, Bclaf, kaspaz-3,
kaspaz-7 gibi pro-apoptotik genlerde ekpresyon azaligina, Bcl-XL, Birc 3 anti-apoptotik
genlerin ekspresyonunda artisa, U87MG hicre hattinda Bid, Bclaf, kaspaz-3, kaspaz-7,
kaspaz-8, kaspaz-10 genlerinde ekpresyon azalisina, BCL2L10, Birc 3, Birc 8 gibi anti-
apoptotik genlerin ekspresyonunda artisa, U373 hucre hattinda ise Bid, Bclaf, kaspaz-3,
kaspaz-8 gibi pro-apoptotik genlerde ekspresyon azaligina, Bcl-XL, Birc 3 gibi anti-
apoptotik genlerin ekspresyonunda artis meydana getirdigi gozlenmigtir. Romidepsin’in
ise T98G hlicre hattinda FADD, Bad, Bid, BCLAF, Bmf, kaspaz-3, kaspaz-7, kaspaz-8,
U87MG hiicre hattinda FADD, Bad, Bid, BCLAF, kaspaz-3, kaspaz-7, kaspaz-8, kaspaz-
10, U373 hicre hattinda FADD, Bad, Bid, BCLAF, kaspaz-3, kaspaz-7, kaspaz-8 pro-
apoptotik genlerin ekspresyonunu azalttigi; T98G hiicre hattinda BCL2L10, Birc 3,
U87MG hucre hattinda Mcl-1, Birc 6, U373 hucre hattinda Birc 3 anti-apoptotik genlerin

ekspresyonlarini arttirdigi belirlenmistir. Belinostat ve Romidepsin 3 hiicre hattinda
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yukarida belirtilen genlerde meydana gelen beklenmeyen bu artis ya da azalislarin, bu
genlerle iligkili olan transkripsiyon faktorlerinden kaynaklandigi dusundlebilir. Bu iki
HDACi’'nin  pro-apoptotik genlerin iligkili oldugu transkripsiyon faktorlerinin
ekspresyonlarini azaltmak suretiyle bu genlerin ekspresyonlarinda azalis meydana
getirdigi, anti-apoptotik genlerin ilgili transkripsiyon faktérlerinin ekspresyonlarini
arttirarak bu genlerin ekspresyon artisina neden olabilecedi onerilebilir. Elde edilen
veriler sadece mRNA diizeyinde oldugundan protein dizeyinde de iligskilendirilmelidir. Bu
nedenle Belinostat ve Romidepsin’in glioblastoma Uzerine olan molekdler etkilerinin
daha detayli arastirimasi gerekmektedir. Calismamizda ayrica Belinostat ve
Romidepsin’in tum hicre hatlarinda Hrk, Noxa, Bmf, Bik gibi pro-apoptotik genlerin
ekspresyonunu anlamli bir sekilde arttirmasi, bu genler Gzerinde fonksiyon calismasi
yapilmasini isaret etmektedir. ilgili genlerin overekspresyonu ve baskilanmasi
saglanarak, bu HDACT/lerin glioblastoma Uzerindeki olasi molekller mekanizmasi

aydinlatilabilir.

Tamor baskilayici gen TP53 mutasyonlari, glioblastomalarin %30-50’sinde meydana
gelmektedir. TP53 geninde mutasyon meydana gelmesi, yabanil-tip TP53’lUn
transkripsiyon fonksiyonunun kaybiyla sonuglanmasi nedeniyle yiksek malignansi ve
tumorogenez ile iligkilidir. Yabanil-tip TP53 fonksiyon kaybi tUmoér progresyonunu
arttirmada yeterli olmasina ragmen, mutant TP53, hucre canhligini ve hucre buyumesini
arttirma, apoptozu azaltma ve ilag direnci gibi yeni fonksiyonlar kazanabilmektedir.
Mutant TP53 olan hucrelerde ¢oklu ilag direnci geni 1 (MDR1)'in artan ekspresyonuyla
iligkilidir. Mutant TP53’4n ovaryum, akciger, osteosarkoma, prostat ve kolon
kanserlerinde kemoterapi ve radyoterapiye direnci arttirdiyi belirtiimektedir.
Glioblastomalarda mutant TP53’Un fonksiyonu yeterince aydinlatiimamistir (Wang vd
2013).

Calismamiza dahil ettigimiz T98G, U87MG ve U373 hicre hatlarinin genetik
analizleri, T98G ve U373 hicrelerinin p53 geni bakimindan mutant, U87MG hicresinin
ise p53 geni bakimindan yaban tipte oldugunu géstermistir (Premkumar vd 2013). Yaban
tip p53’Un Puma ve Noxa gibi pro-apoptotik proteinlerin regulasyonunu dizenleyerek
apoptoz surecine katki saglamaktadir. Kantitatif gercek zamanli PCR sonuglarindan elde
ettigimiz verilere gore, Belinostatin T98G ve U373 hicre hatlarinda Noxa
ekspresyonunu anlamh sekilde arttirmakta, ek olarak Romidepsin de ayni hicre

hatlarinda Puma ve Noxa'nin ekspresyonunu arttirmaktadir. p53 bakimindan mutant
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olan hicrelerde bdyle bir durumun olusmasi, HDACi lerin apoptoz yolagindaki genleri
p53-bagimsiz olarak reglle ettigi sonucunu ortaya c¢ikarmaktadir. p53-bagimsiz
gerceklesen Noxa aktivasyonu anti-apoptotik protein Mcl-1’e baglanarak, pro-apoptotik
Bak’'in Mcl-1°"den ayriimasina bdylelikle mitokondriyal membran potansiyelinin
degistirmesine ve apoptozu uyarmasina neden olmaktadir. Calismamizda kullanmis
oldugumuz Belinostat ve Romidepsin’in p53 mutant hicrelerde apoptozu indikleme
yetenegine sahip oldugu ve apoptotik etki mekanizmasinin Noxa Uzerinden
gerceklestigini dusundurmektedir. Bu nedenle, yaban tip ve mutant p53 GBM
hucrelerinde Belinostat ve Romidepsin’in etki mekanizmasinin daha ayrintili olarak ileri

galismalarla aydinlatilmaya ihtiya¢ vardir.

Literatur verileri tim olarak dikkate alindiginda, GBM hicreleri Gzerinde HDACi’lerin
sitotoksik etkilerinin belilenmesi genellikle kolorimetrik sitotoksisite yontemleriyle
saptanmisken, arastirmamizda diger yontemlerle kiyaslandiginda, ¢ok daha guverilir
olan ATP d&l¢cimine dayali l[iminometrik bir metod olan CellTiter-Glo kullaniimasi,
sitotoksisite sonuglarimizin guvenilirligini arttirmaktadir. Ayrica, doktora tez projesi olan
30.000 TL'lik butgenin yaninda, Kog Universitesi'nden aldi§imiz desteklerle ayni anda 5
farkh inhibitérin, 4 farkli hicre hattinda genis bir doz araliginda yuritilmis olmasi
¢alismamizin genis kapsamli olmasina ve kiyaslanabilir sonuglar elde etmemize neden

olarak 6zgun bir arastirmanin ortaya gikmasi gerceklesmigtir.

Bu alanda yapilacak GBM ve diger kanser arastirmalari igin, bu arastirma sonuglari
temel alinarak, basta Romidepsin ve Belinostat olmak zere diger HDAC/ lerle, ilk 6nce
hicre dongusli basamaklarina, sagkalimi etkileyen PI3K/AKYmTOR gibi sinyal
yolaklarina ve otofaji gibi diger hicre o6limi mekanizmalarina olan etkilerinin

arastiriimasi dnerilmektedir.
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6. SONUG

Primer beyin tdmdrlerinin en agresifi olan GBM, cerrahi midahale, radyoterapi ve
kemoterapi gibi tedavi yaklasimlarina kisa sureli yanit vermesi nedeniyle oldukg¢a zor bir
hastaliktir. GBM'in kompleks bir hastalik olmasi yapisindaki genetik ve epigenetik
degisimlerin oldukca karmasik olmasindan kaynaklanmaktadir. GBM’e yoénelik
glinimuizde tam efektif bir tedavi stratejisi olmamasina karsin, bilim camiasi bu
hastaligin tedavisi icin kombine denemeler gibi yeni stratejiler gelistirme cabasindadir.
Bu stratejilerden biri de, sadece kanser hiicrelerine segici 6zellikte davranan TRAIL ile
apoptoz, vb. hiicresel olaylara etki eden HDAC/lerin kombine uygulanmasidir.
GUnUmuzde birgok kanser igin in vitro ve in vivo olarak TRAIL+HDACi uygulamasi

arastirilmaktadir ve GBM ile ilgili calismalar sinirli olsa da, giin gegtikge artmaktadir.

Gercgeklestirdigimiz bu doktora tez c¢alismamizda; FDA-onayli Vorinostat,
Romidepsin ve Belinostat'in, FDA-onayi olmayan MS-275 ve CBHA HDAC:i’lerin GBM
hicrelerinde TRAIL-aracili 6lumua indUkleyip induklemedigi ve TRAIL-aracili hicre
O0lumlnad en iyi tetikleyen iki HDACi’'nin apoptotik yolaktaki genlerin seviyelerini nasil
etkiledigini arastirdik. Amaglarimiz dogrultusunda, bu c¢alismanin sonuglari agsagidaki

gibi 6zetlenebilir:

- LN18 ve T98G hicrelerinin TRAIL’a duyarli hiicreler olduklari,

- U87MG hdcrelerinin TRAIL'a orta derecede direngli hiicreler olduklari,

- U373 hucrelerinin TRAIL-direncli hticreler olduklari,

- BJ fibroblast hicrelerinde ise TRAIL’in herhangi bir sitotoksik etki gdstermedidi,

- Vorinostat'in 0.3125 — 10 uM arasindaki konsantrasyonlarda LN18, T98G,
U87MG ve U373 hlcrelerinde sitotoksik etkiye sahip oldugu,
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Vorinostat'in LN18, T98G ve U87MG hiicrelerinde TRAIL ile kombine olarak
denenmesi bu hiicrelerde TRAIL-aracili 6limu indikledigi, U373 hicrelerinde de
diger hicreler kadar olmasada hicre canlihgini azalttigi,

MS-275’in 24, 48 ve 72’lik uygulamasinin sadece LN18 ve U87MG hiicrelerinde
sitotoksisiteye neden oldugu, T98G ve U373 hicrelerinde belirgin bir sitotoksik
etkiye neden olmadigi,

MS-275’in tek bagina GBM hiicrelerinde ciddi sitotoksik etkiye sahip olmasa da,
LN18, T98G ve U87MG hcrelerinin TRAIL’e olan duyarlihgini arttirdigini, fakat
U373 hucrelerinde bu etkinin kismi oldugu,

CBHA'nin 24, 48 ve 72 saatlik uygulamasinin hucrelerde belirgin bir sitotoksik
etkiye neden olmadig,

CBHA'In TRAIL ile kombine uygulamasinin MS-275’in kombine uygulamasina
benzer olarak LN18, T98G ve U87MG hucrelerinin TRAIL-aracili 8limunu
indUkledigi, U373 hicrelerinde bu etkinin distk seviyede oldugu,

Belinostat'in 24, 48 ve 72 saatlik uygulamasinin doz- ve zamana-bagl olarak tim
GBM hiicrelerinde hiicre canlihgini azalttigi,

Belinostat'in TRAIL ile 24 saatlik kombine uygulamasinin tim GBM hcrelerinde
olimu ciddi sekilde arttirdigi, bu nedenle Belinostat'in GBM hiicrelerini TRAIL-
aracil 6lume duyarli hale getirdigi,

Romidepsin’in 24, 48 saatlik ve 72 saatlik uygulamasinin doz- ve zamana-bagh
olarak tim GBM hucrelerinde ciddi derecede sitotoksik etkiye neden oldugu,
GBM hdcrelerinde TRAIL-aracili 6limu en etkin Romidepsin’in gergeklestirdigi,
Akim sitometri deneyleri ile Belinostat+TRAIL ve Romidepsin+TRAIL
uygulamasinin T98G, U87MG ve U373 hicrelerinin 6lumunu ciddi sekilde
arttirarak ve bu iki HDACi’'nin tm GBM hucrelerini TRAIL’a duyarli hale
getirdiginin konfirme edilmesinin saglandigi,

gRT-PCR deneyleri sonucunda, Belinostat’in 1.25 pM’lik dozunun 24 saatlik
uygulanmasi, T98G hicrelerinde; pro-apoptotik Hrk, Noxa, Bak, Bik ve kaspaz-9
gen ekspresyonlarini arttirdidi, anti-apopotik Mcl-1, XIAP, Bcl-W, Birc5 ve Birc8
genlerinin ekspresyonunu azalttigi,

Ayni deneyde Belinostat'in 1.25 yM’lik dozunun 24 saatlik uygulanmasi, U87MG
hicrelerinde pro-apoptotik Hrk, Noxa, kaspaz-9, Bik, Bim ve Bmf genlerinin
ekspresyonunu arttirdigi, Mcl-1, XIAP, Bcl-2, Bcl-XL, Bcl-W, Birc2 ve Birc5 anti-
apoptotik genlerin ekspresyonlarini azalttigi,

Belinostat'in 5 uM’lik dozunun U373 hucrelerine 24 saatlik uygulanmasi sonucu,

pro-apoptotik genlerden Noxa, Bim, Bmf, kaspaz-9 ve kaspaz-10 gen
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ekspresyonlarinin arttigi, Mcl-1, XIAP, Bcl-2, BCL2L10, Birc2 ve Birc8 anti-
apoptotik genlerin ekspresyonlarinin azaldigi,

- Romidepsin’in 0.3125 pM’lik dozunun 24 saat boyunca T98G hicrelerine
uygulanmasi, DR5, Hrk, Puma, Noxa, kaspaz-9 ve Bik'in pro-apoptotik genlerin
ekspresyonlarini arttirdigi, anti-apoptotik Mcl-1, XIAP, Bcl-XL, Bcl-W, Birc 2, Birc
5, Birc 6 ve Birc 8 genlerinin ekspresyonlarini azalttigi,

- U87MG hucrelerinde 24 saat boyunca 0.3125 pM Romidepsin dozunun, DR5,
HRK, Puma, Noxa, Bim, Bik, Bmf ve kaspaz-9 ekspresyonlarini arttirdigi,
bununla birlikte XIAP, Bcl-2, Bcl-XL, BCL2L10, Birc2 ve Birc5 anti-apoptotik
genlerin ekspresyonlarini baskiladigi,

- 0.3125 yM Romidepsin’in 24 saat boyunca uygulanmasi, U373 hicrelerinde
DR5, HRK, Puma, Noxa Bak, Bim, Bik, Bmf ve kaspaz-9 genlerinin
ekspresyonlarini arttirdigi, Mcl-1, XIAP, Bcl-2, BCL2L10, Bcl-w, Birc2, Birc 5 ve
Birc 6 genlerinin ekspresyonlarini azalttigi,

- Western blot deneylerinde qRT-PCR deneylerinde T98G, U87MG ve U373
hicreleri icin uygulanan dozlarin kaspaz-8, kaspaz-9, Bcl-2 ve Bax proteinlerinin

ekspresyonunda anlamli bir dedisiklige neden olmadigi bulunmustur.

Arastirmamizin sonuglari, Belinostat ve Romidepsin’in GBM tedavisi i¢in alternatif bir
potansiyel ajan olabilecegini, hem TRAIL ile birlikte hem de kemoterapdtik ajanlarla
birlikte tedavi yaklasimi olarak arastirilabilecedi fikrini desteklemektedir. Belinostat ve
Romidepsin’in 24 saat ya da daha fazla surelerde ve daha farkli dozlarda uygulanarak,
GBM hicrelerindeki iliskili molekiiler mekanizmanin aydinlatiimasina ihtiya¢ vardir.
Ayrica in vitro etkinin yaninda, bu iki HDACi’'nin de in vivo olarak denenmesi de, hem
kan-beyin bariyerini agsmalari noktasinda hem de biyolojik olarak meydana getirecekleri

molekdler etkinin aydinlatiimasinda oldukga 6nem arzetmektedir.

Belinostat ve Romidepsin’in  GBM hicrelerinde TRAIL ile kombine olarak
uygulanmasi ve apoptotik yolaktaki etkileri ilk kez doktora tez arastirmamizla
gOsterilmistir. Bu nedenle, elde ettigimiz veriler 6zgin olup, literatire onemli katki

saglayacak ve bu alanda yapilacak ileri galismalara zemin olusturacaktir.
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