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ÖZET 

DEN�ZLER EB�R� FN, Leptin ve Leptin Reseptör Antagonistinin Glioblastoma Temozolomid 
Direncindeki Rolü, Van Yüzüncü Yıl Üniversitesi, Sa�lık Bilimleri Enstitüsü, Tıbbi Biyoloji 
Anabilim Dalı, Yüksek Lisans Tezi, Van, 2019 Glioblastoma (GB) bilinen en malin beyin tümörüdür. 
GB,  radyoterapi ve kemoterapi uygulamalarına moleküler ve klinik özellikleri açısından sıklıkla 
dirençlidir. Kemoterapide kullanılan en yaygın ilaç Temozolomid (TMZ)’dir. Son yıllarda yapılan 
çalı�malarda, leptinin kanser tedavisinde geli�en kemoterapötik dirençte rol oynayabilece�i 
belirtilmektedir. Bu tez çalı�masında; Glioblastoma’da TMZ’ye kar�ı geli�en kemoterapötik dirençte, 
leptin ve/veya leptin antagonistinin (SHLA) olası rolünün ara�tırılması amaçlanmı�tır. Çalı�mada T98G, 
U373 MG ve LN-405 GB hücre serileri kullanılmı�tır. Bu hücrelerde TMZ, leptin ve SHLA’nın 
sitotoksisitesi MTT ile saptanmı�tır. TMZ, leptin ve SHLA’nın tekli kullanımlarının ve ikili, üçlü 
kombinasyonlarının TMZ direnç yola�ında yer alan MGMT, MLH1, MSH2, MSH6, PMS2 genlerinin 
ekspresyonları üzerine etkisi RT-PZR ile saptanmı�tır. Moleküllerin genomik DNA hasar etkisi COMET 
ve hücre döngüsüne olan etkileri ise akım sitometri ile belirlenmi�tir. TMZ, leptin ve SHLA’nın TMZ 
direnç yola�ındaki genlerin ekspresyonlarına olan etkileri birbirinden farklılık göstermektedir. Genomik 
DNA hasarı ve hücre döngüsü açısından hücre serileri arasında anlamlı farklılıklar saptanmı�tır. Elde 
edilen veriler TMZ, leptin ve SHLA’nın hücre tipine göre kemoterapötik dirence farklı düzeyde katkı 
sa�ladı�ı, leptinin özellikle MGMT ekspresyonunu arttırdı�ı, MMR genlerinde ise genel olarak 
de�i�ikli�e neden olmadı�ı tespit edilmi�tir. Leptin ve SHLA’nın tek ba�larına genomik DNA’da hasar 
olu�turabildi�i ve hücrelerin G1 fazında birikmesine neden oldu�u ancak kombinasyonlarda bu etkinin 
hücre tiplerine göre farklılık gösterdi�i saptanmı�tır. Sonuçlarımız, leptin ve SHLA’nın tek ve kombine 
kullanımlarının TMZ kemoterapötik direncinde rol alabilece�ini ve bu etkinin hücre tipine göre ve gen 
spesifik olarak de�i�ti�ini göstermektedir. Bu tez çalı�ması, leptin ve SHLA’nın TMZ direncindeki 
etkisinin ara�tırıldı�ı ilk çalı�madır. 

Anahtar Kelimeler: Kemoterapötik direnç, temozolomid, leptin, leptin reseptörü.  
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ABSTRACT 

DEN�ZLER EB�R� FN, The role of Leptin and Leptin Receptor Antagonist on Temozolomide 
Resistance in Glioblastoma, Universty of Van Yuzuncu Yil, Institute of Health Sciences, 
Department of Medical Biology, M.Sc. Thesis, Van, 2019 Glioblastoma (GB) is the most malignant 
brain tumor. GB is often resistant to radiotherapy and chemotherapy treatment in terms of molecular and 
clinical features. Temozolomide (TMZ) is the most common drug as chemotherapy. Recent studies have 
indicated that leptin may play a role in chemotherapeutic resistance to cancer treatment. In this thesis; We 
aimed to investigate the possible role of leptin and/or leptin antagonist (SHLA) in chemotherapeutic 
resistance to TMZ in GB. T98G, U373 MG and LN405 GB cell lines were used in this study. The 
cytotoxicity of TMZ, leptin, and SHLA was determined by MTT. The effect of single use of TMZ, leptin 
and SHLA and combinations of binary and triple on to the expressions of MGMT, MLH1, MSH2, MSH6, 
PMS2 genes in TMZ resistance pathway was determined by RT-PCR. Genomic DNA damage effect of 
molecules was determined by COMET and cell cycle effects was determined by flow cytometry. The 
effects of TMZ, leptin and SHLA on the expression of genes in the TMZ resistance pathway differ from 
each other. It determined that there were significant differences among cell lines in terms of the effects of 
genomic DNA damage and cell cycle. Data obtained show that TMZ, leptin, and SHLA contribute to 
chemotherapeutic resistance at different levels in each cell type, leptin especially increases MGMT 
expression and does not cause general changes in MMR genes. Our results suggest that leptin and SHLA 
alone can cause DNA damage and accumulation in the G1 phase, but these effects vary in the 
combination of leptin and SHLA according to cell types. Our results indicate that leptin and SHLA, alone 
and combined, may play a role in the chemotherapeutic resistance to TMZ, and these effects vary with 
cell type and gene-specific. This is the first study investigating the effects of leptin and SHLA on TMZ 
resistance. 

Keywords: Chemotherapeutic resistance, temozolomid, leptin, leptin receptor. �
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1. G�R�� 

Glioblastoma (GB), tedavisi güç kanserlerden biridir, yüksek morbidite ve 

mortalite özelliklerine sahiptir. GB’in küratif tedavisi yoktur (Rosell ve ark., 2008). 

Hastaların ya�am süresi, ortalama 14.6 aydır (Krakstad ve Chekenya, 2010). Güncel 

standart tedavi biçimleri cerrahi, radyoterapi ve kemoterapidir (Adamson ve ark., 2009; 

Omay ve Vogelbaum, 2009).  

GB’nin infiltratif yapısı nedeniyle cerrahiyle tümörün tamamının alınabilmesi 

hemen hemen imkânsızdır. Bu nedenle, primer GB olgularında, cerrahi sonrası sırasıyla 

veya aynı anda radyoterapi ve kemoterapi uygulaması standart tedavi modelidir (Kim ve 

Glantz, 2006). Kemoterapötik maddenin seçimi, dozu, uygulama süresi ve hastanın 

genetik yapısı kemoterapi sürecini do�rudan etkileyen unsurlardır (Hegi ve ark., 2008).  

GB tedavisinde en sık kullanılan kemoterapötikler alkilasyon ajanlarıdır. Son 

yıllarda GB tedavisinde en çok tercih edilen kemoterapötik ilaç TMZ’nin kullanımı 

sürecinde kar�ıla�ılan en büyük güçlük hastaların ilaca direnç göstermesidir (Marchesi 

ve ark., 2007; Kaina ve ark., 2010). TMZ direncinin olu�masında ve geli�mesinde DNA 

tamir yolaklarının rolü büyüktür. Çünkü, TMZ’nin etki mekanizmasında DNA’da baz 

modifikasyonları yoluyla kırık olu�turulması yatmaktadır. Hücrelerin� yanlı� e�le�me 

tamir yola�ı (MMR) fonksiyonu ile TMZ duyarlılı�ı arasında sıkı bir ili�ki vardır 

(Sarkaria ve ark., 2008). 

MGMT, monofonksiyonel alkilleyici ajanların sebep oldu�u DNA hasarını tamir 

ederek bu moleküllere kar�ı geli�en direnç mekanizmalarından birini olu�turur 

(Marchesi ve ark., 2007). 

Literatürde, glioblastoma da geli�en kemoterapötik direnç ile ili�kili birçok 

faktör gösterilmi�tir. Son yıllarda yapılan çalı�malarda leptin hormonunun gerek kanser 

geli�imi gerek kemoterapötik dirençte aktif rol oynadı�ı dü�ünülmektedir (Han ve ark., 

2017) . Bundan dolayı leptinin kanser patogenezindeki rolüne ili�kin ara�tırmalar önem 

kazanmaktadır. Ancak kanserin genotipik ve fenotipik heterojenitesi nedeniyle leptinin 
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kanserdeki önemine ili�kin verilerin daha çok ara�tırma ile do�rulanması gerekti�i 

vurgulanmaktadır. 

GB kemoterapi sürecinde direnç sıklıkla geli�mektedir. Bu nedenle, GB’de 

kemoterapötik direncin üstesinden gelinebilecek veya direncin azalmasına neden 

olabilecek tedavi yakla�ımlarına ihtiyaç vardır. Leptinin doza ba�lı olarak hücre 

proliferasyonunu inhibe veya tetikleyici özelli�e sahip oldu�unun bilinmesi ve immün 

sistem hücrelerinin leptin tarafından tetiklendi�ini bildirilmesi leptinin GB’de yeni 

güncel tedavi yakla�ımı olarak kullanılabilirli�inin sorgulanması gerekti�ini akla 

getirmektedir. Bu nedenle bu tez çalı�masında GB hücre serileri kullanılarak TMZ, 

leptin ve leptin antagonisti SHLA’nın kemoterapötik direncindeki olası rolünün 

ara�tırılması amaçlanmı�tır. Literatürde hem glioblastomada hem de di�er kanser 

türlerinde leptin, leptin inhibitörü (SHLA) ve TMZ’nin etkilerine ili�kin her hangi bir 

çalı�ma bulunmamaktadır. Bu çalı�mada , glioblastoma hücre serilerine kemoterapi ilacı 

ile leptin hormonu ve leptin reseptörü inhibitörü ilk kez birlikte verilecektir.  Tez 

çalı�masında TMZ duyarlılıklarının farklı oldu�u bilinen hücre serileri kullanılmı�tır. 

Tez çalı�ması, GB kemoterapisinde leptin temelli yeni tedavi yakla�ımlarının 

geli�tirilmesine ve kemoterapi protokollerinin biçimlendirilmesine katkı sunabilecek 

bilimsel potansiyele sahiptir. 
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2. GENEL B�LG�LER 

 2.1. Kanser 

2.1.1. Kanser nedir ve nasıl olu�ur 

Kanser, normal olmayan hücrelerin sınırlarının dı�ına çıkarak ço�alan ve daha 

sonra vücudun di�er kısımlarına hücum ederek organlara yayılabilen bir hastalık grubu 

için kullanılan genel bir terimdir (WHO, 2019). 

Kanser,  insan vücudunun neredeyse her yerinde ba�layabilir. Normal süreçte, 

hücreler büyür ve vücudun ihtiyaç duydu�u yeni hücreler olu�turmak için bölünürler. 

Hücreler ya�lanır veya hasar görürse ölüm yola�ına girerler ve ölürler. Daha sonra kalan 

hücreler bölünerek ölen hücrelerin yerini doldurur. Fakat kanser geli�ti�inde, bu düzenli 

süreç bozulur. Hücrelerin yapısı ve geneti�i de�i�ime u�rar. Ya�lı ya da hasarlı hücreler 

ölüm yola�ına girmeyip ya�amaya devam eder. �htiyaç olmamasına ra�men yeni 

hücreler olu�ur. Bu yeni hücreler durmaksızın bölünür ve tümör olu�ur (NIH, 2015). 

Kanser hücreleri, tümör mikroçevresini etkileyebilir. Çevresinde bulunan hücre 

ve dokulardan faydalanarak yeni kan damarları olu�turup bu damarlar vasıtası ile 

beslenmesini sa�layabilir (NIH, 2015).  

Kötü huylu yani maling tümörler, çevresinde bulunan dokulara yayılabilir. 

Ayrıca bu tümörler damar olu�turup büyüdükçe, kan ya da  lenf sistemi vasıtasıyla 

vücudun uzak kısımlarına ula�abilir ve orijinal tümörden uzakta yeni tümörler 

olu�turabilir (NIH, 2015). 

Kötü huylu tümörlerin aksine, iyi huylu tümörler yakındaki dokulara yayılmaz 

veya istila etmez. �yi huylu yani bening tümörler bazen çok büyük olabilir. Cerrahi 

yoluyla alındıklarında, genelde tekrar büyümezler, fakat kötü huylu tümörler 

üreyebilirler. Vücutta herhangi bir yerde ki bening tümörlerin aksine, iyi huylu beyin 

tümörleri alındıkları veya çok büyüdükleri zaman ya�amı tehdit edebilir (NIH, 2015). 
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Vücudun ilk ba�ladı�ı yerinden ba�ka bir yerde ço�alabilen kansere metastatik 

kanser denir. Kanser hücrelerinin vücudun di�er bölümlerine yayıldı�ı sürece metastaz 

denir (NIH, 2015). 

Metastatik kanser, orijinal veya birincil kanser ile aynı isimde ve aynı kanser 

hücrelerine sahiptir. Örne�in, akci�erde metastatik bir tümöre yayılan ve olu�turan 

meme kanseri, akci�er kanseri de�il, metastatik meme kanseridir (NIH, 2015). 

Kanser genetik bir hastalıktır. Hücrelerin i�leyi� �eklini, özellikle de nasıl 

büyüdüklerini ve bölündüklerini kontrol eden genlerdeki de�i�ikliklerden kaynaklanır. 

Kansere neden olan genetik de�i�iklikler ebeveynlerimizden kalıtsal olabilir. Hücre 

bölünürken meydana gelen hataların bir sonucu olarak veya belirli çevresel etkilere 

maruz kalarak DNA'nın zarar görmesi nedeniyle bir insanın ya�amı boyunca da ortaya 

çıkabilir. Kansere neden olan çevresel riskler arasında tütün dumanındaki kimyasallar 

gibi maddeler ve güne�ten gelen ultraviyole ı�ınları gibi radyasyon yer alır (NIH, 2015).  

Genel olarak, kanser hücreleri, DNA'daki mutasyonlar gibi normal hücrelere 

göre daha fazla genetik de�i�ikliklere sahiptir. Bu de�i�ikliklerin bazılarının kanserle 

ilgisi olmayabilir; sebebi yerine kanserin sonucu olabilirler (NIH, 2015). 

2.1.2. Kanser geneti�i 

Kansere katkıda bulunan genetik de�i�iklikler, üç ana gen tipi (proto-

onkogenler, tümör baskılayıcı genler ve DNA tamir genleri) ile ili�kilidir (NIH, 2015).  

Proto-onkogenler normal hücre büyümesi ve bölünmesinde rol oynarlar. 

Bununla birlikte, bu genler belirli �ekillerde de�i�tirildi�inde ya da normalden daha 

aktif olduklarında, hücrelerin büyümemeleri gerekti�inde büyümelerine ve hayatta 

kalmalarına izin vererek kansere neden olan genler (veya onkogenler) olabilirler (NIH, 

2015). 

Tümör baskılayıcı genler hücre büyümesini ve bölünmesini kontrol etmede rol 

oynarlar. Tümör baskılayıcı genlerde de�i�iklikler meydana gelirse hücreler kontrolsüz 

bir �ekilde bölünebilir (NIH, 2015). 
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DNA onarım genleri hasarlı DNA'nın tamir edilmesinde rol oynar. Bu genlerde 

mutasyon bulunan hücreler di�er genlerde ek mutasyonlar geli�tirme e�ilimindedir. Bu 

mutasyonlar hücrelerin kansere dönü�mesine neden olabilir. 

Son dönemlerde kansere yol açan moleküler de�i�iklikler göz önüne alınınca, 

bazı mutasyonların yaygın olarak birçok kanser türünde ortaya çıktı�ı görülmü�tür. Bu 

nedenle, kanserler sadece vücutta geli�tikleri yer ve kanser hücrelerinin mikroskop 

altında nasıl göründü�ü ile de�il, kanseri tetikledi�i belirlenmi� genetik markerler ile de 

karakterize edilebilir (NIH, 2015). 

2.1.3. Kanser olu�umunda doku de�i�im süreci 

Vücudun dokularındaki her de�i�iklik kanser de�ildir. Bununla birlikte, bazı 

doku de�i�iklikleri, tedavi edilmezse kansere dönü�ebilir (NIH, 2015). 

Hiperplazi, bir doku içindeki hücreler normalden daha hızlı bölündü�ünde ve 

ekstra hücreler birikti�inde veya ço�aldı�ında meydana gelir. Bununla birlikte, 

hücrelerin ve dokunun �ekli mikroskop altında normal görünür. Hiperplazi, kronik 

iritasyon da dahil olmak üzere birçok faktör veya durumdan kaynaklanabilir (NIH, 

2015). 

Displazi, hiperplaziden daha ciddi bir durumdur. Displazide, fazladan hücre 

birikimi de vardır. Bazı displazilerin izlenmesi veya tedavi edilmesi gerekebilir. 

Displazi örne�i ciltte olu�an anormal bir köstebek (displazik nevüs) �eklindedir. 

Displastik bir nevüs, ço�u olmasa da, melanomaya dönü�ebilir. Daha da ciddi bir durum 

in situ karsinomdur. Bazen kanser denmesine ra�men, in situ karsinoma kanser de�ildir, 

çünkü anormal hücreler orijinal dokunun dı�ına yayılmaz. Ancak, in situ bazı 

karsinomlar kanser olabilece�inden, genellikle tedavi edilir (NIH, 2015). 
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�ekil 1. Kanser olu�um sürecinde ki doku de�i�imi (NIH, 2015). 

2.1.4. Kanser yönetimi 

Mevcut kanıtlara göre, kanser ölümlerinin %30 ila %50'si, tütün ürünlerinden 

kaçınmak, alkol tüketimini azaltmak, sa�lıklı vücut a�ırlı�ını korumak, düzenli egzersiz 

yapmak ve enfeksiyonla ilgili risk faktörlerini ele almak dahil olmak üzere kilit risk 

faktörlerini de�i�tirerek veya önleyerek önlenebilir (WHO, 2019). 

Dünya genelinde kanserin yol açtı�ı sakatlıkları, acıyı ve ölümleri azaltmak için 

erken tanı, tarama, tedavi ve palyatif bakımda, etkili aynı zamanda uygun fiyatlı 

programlara ihtiyaç vardır. Tedavi seçenekleri arasında cerrahi, ilaçlar ve/veya 

radyoterapi bulunmaktadır. Tedavi planlaması ise tümör tipi ve evresi göz önüne 

alınarak mevcut kaynaklar tarafından yönlendirilmeli ve hastanın tercihi ile 

�ekillendirilmelidir (WHO, 2019). 

2.1.5. Kanserin mevcut istatistiksel durumu 

Kanser, dünya çapında ikinci önde gelen ölüm nedenidir ve 2018'de kanser 

sebebiyle 9.6 milyon ölüm oldu�u tahmin edilmektedir. Akci�er, prostat, kolorektal, 

mide ve karaci�er kanseri, erkeklerde en sık görülen kanser türleri iken; meme, 

kolorektal, akci�er, serviks ve tiroid kanseri kadınlarda en yaygın olanıdır (WHO, 

2019). 
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 Dünya Sa�lık Örgütü, 2035 yılında, dünyada  24 milyon yeni kanser vakası 

olaca�ını ve yılda 14,5 milyon kansere ba�lı ölüm görülebilece�ini öngörüyor (NIH, 

2016). 

2.2. Beyin Kanseri 

Beyin kanseri ilk olarak 1873 yılında bir Rus bilim adamı Gupta Longati 

tarafından ke�fedilmi�tir. Longati tarafından iyi huylu tümör bulundu�unu dü�ünülen 

bir hasta gözlemleniyordu fakat hasta öldükten sonra bu tümörün aslıda maling bir 

tümör oldu�unu anla�ılmı�tır (Shah ve Kochar, 2018). �lk ba�arılı beyin tümörü 

ameliyatı, 1879'da William Macewen tarafından gerçekle�tirilmi�tir. Bu ameliyatta dura 

materden fungöz tümörü çıkarılmı�tır. 1895'in sonlarında Fedor Krause tarafından, 

intrakraniyal tümörlerin lokalizasyonunda X-ı�ınları kullanılmı�dır (Preul, 2005). 

 

�ekil 2. Beynin anatomisi ve fizyolojisi (Shah ve Kochar, 2018). 

2.2.1. Beyin kanseri sınıflandırması 

Beyin kanseri, beyinde ba�layan ve burada kalan bir tümördür, örn.: Glioma. 

Ayrıca iyi huylu beyin kanseri veya kötü huylu beyin kanseri olarak sınıflandırılır. �yi 

huylu beyin kanseri, etrafındaki dokuları nadiren yayan ve istila eden, sınır tanımayan 

sınırlar gösteren ve çok yava� büyüyen hücrelere sahip bir kanserdir. �yi huylu bir beyin 
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tümörünün örnekleri arasında hipofiz tümörleri, meningiomlar ve astrositomlar bulunur. 

Kötü huylu beyin kanseri, beynin ve omurili�in di�er kısımlarına kolayca saldıran, 

farklı sınırları olmayan ve hızla büyüyen hücrelere sahip bir kanserdir. Kötü huylu 

beyin kanseri tipi incelemeleri arasında yüksek dereceli astrositomlar, 

oligodendrogliomalar vb. vardır (Shah ve Kochar, 2018). 

1. Beyin sapı gliomu: Genellikle üst beyin sapında (orta beyin veya tektum), orta 

beyin sapında (pons) ve alt beyin sapında (serviko-medüller) görülür. 5-40 ya� arasında 

de�i�en ya� grubundaki çocuklarda ve eri�kinlerde yaygındır . 

2. Craniopharyngioma: Hipofiz sapının yakınında bulunan küçük hücrelerden 

kaynaklanan bir tümördür. Yeti�kinlerde 45 ya�ından sonra olu�an tüm primer beyin 

kanserlerinin %2-5'ni olu�turur ve çocuklarda da görülür. Adamantinomatous ve 

papiller craniopharyngioma olmak üzere iki tür craniopharyngioma vardır. 

3. Germ hücre tümörleri: Beynin pineal veya suprasellar bölgelerinden 

kaynaklanan bir tür tümördür. Çocuk beyin tümörlerinin yakla�ık %1-3’ünü olu�turur 

ve ayrıca 11-30 ya� arasındaki genç eri�kinlerde de ortaya çıkabilir. Beyin omurilik 

sıvısı ve kan alfa-fetoproteininde (AFP) bulunan belirteçler kullanılarak te�his 

edilebilen primer beyin tümörüdür. Plazma Alkali Fosfataz (PAP) ve �nsan Koryonik 

Gonadotropin (HCG) belirteçleri, germ hücre tümörünün te�hisinde kullanılır. 

4.Glioblastoma: Esas olarak beynin beyin omurilik bölgesinde görülür ve primer 

beyin tümörü vakalarının yakla�ık %16’ sını olu�turur. Primer glioblastoma ve sekonder 

glioblastoma olarak sınıflandırılır.  

5. Glioma: Glial hücreler olarak adlandırılan beynin destekleyici veya tutkal 

benzeri dokularından kaynaklanan tümöre glioma denir. Üç tip glial hücre vardır; 

astrositler, oligodendrositler ve ependimal hücreler (Shah ve Kochar, 2018). 

6. Astrositom: Beyinde astrosit denilen yıldız �eklindeki hücrelerden 

kaynaklanan bir tümördür. Astrositom farklı derecelerde sınıflandırılır: 
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Derece I: Pilositik astrositom: Genellikle  iyi huylu olan ve ço�unlukla 20 ya� 

genç eri�kinlerde ve çocuklarda görülen gliomaların %5-6'sını olu�turur, yava� büyüyen 

bir tümördür.   

Derece II: Difüze astrositom / �nfiltratif astrositomlar / Dü�ük dereceli 

astrositom: Ço�unlukla beynin cerebrum bölgesinde ortaya çıkar. �nfiltratif 

astrositomun, bazal ganglionlarda, beyin sapında, beyincikte, omurilikte ve di�er MSS 

bölgelerinde meydana geldi�i de belirtilmektedir. 

Derece III: Anaplastik astrositom: “kötü huylu astrositom” olarak da adlandırılır, 

hücre karı�ımı içerir. 

Derece IV: Glioblastomalar: 'Glioblastoma-multiforme' olarak da adlandırılan, 

hızlı büyüyen bir tümördür ve genellikle 50-70 ya� grubundaki eri�kinlerde beynin 

frontal ve temporal loblarında görülür. 

7. Ependymoma: Beynin ventriküllerini ve merkezi omurilik bölgesini kaplayan 

ependimal hücrelerden kaynaklanan bir tümördür. Bu tip primer tümörün olu�umu 

yeti�kinlerde ve çocuklarda çok nadirdir. Ependymoma dört türe ayrılır: 

Subependimomlar, Miksopapiller ependimomlar, Ependimomlar ve Anaplastik 

ependimomlar. 

8. Oligodendroglioma: Oligodendrositlerden kaynaklanan bir tümör türüdür. 

Ayrıca tümörlerin üreme e�ilimine ba�lı olarak farklı derecelerde sınıflandırılır. 

Oligodendroglioma ço�unlukla genç ve orta ya�lı eri�kinlerde görülürken çocuklarda 

nadiren görülür . 

9. Karı�ık glioma: Farklı hücrelerin, yani astrositlerin, oligodendrositlerin ve 

ependimal hücrelerin karı�ımıyla ortaya çıkar. 

10. Medulloblastom: Beynin ço�unlukla beyincik kısmında  görülen bir 

tümördür. MSS'nin di�er bölgelerine yayılarak büyür. Çocuklarda beyin tümörü 

vakalarının %13'ünü, yeti�kinlerde % 3'ünü olu�turur (Shah ve Kochar, 2018).  
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11. Meningiom: Meninlerin ara�inoid maddesinden kaynaklanan bir tümör 

türüdür. Birincil beyin tümörünün %38'ini olu�turur. Orta ya�lı kadınlarda yaygındır. 

Ayrıca üç sınıfa ayrılır: 

Derece I: Benign meningiom yava� büyüyen bir tümördür. 

Derece II: 1. Dereceden meningioma göre daha hızlı büyür ve tümörün 

tekrarlama e�ilimini vardır. 

Derece III: Anaplastik veya malign meningiom. Çevre beyin dokularında 

yayılma e�ilimi vardır. 

Yukarıda belirtilen beyin tümörü tipleri dı�ında, akustik nöroma, atipik 

teroidrhabdoid tümör (ATRT), kondroma, kondrosarkom, kordoma, koroid pleksis gibi 

tümör tipleri bulunmaktadır (Shah ve Kochar, 2018). 

 

�ekil 3. Beynin farklı bölgelerinde farklı beyin kanseri türleri (Shah ve Kochar, 2018). 
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          2.2.2. Beyin kanserine neden olan faktörler 

Beyin kanseri olu�umu ile ili�kili iki ana risk faktörü ya çevresel ya da 

genetiktir. 

Çevresel faktörler �unlardır: sigara içmek, a�ırı alkol tüketimi, zayıf beslenme, 

egzersiz eksikli�i, a�ırı güne� ı�ı�ına maruz kalma, belirli virüslere maruziyeti artıran 

cinsel davranı�, yüksek iyonla�tırıcı radyasyona maruz kalma, kurutulmu� gıda tüketme, 

önceki tıbbi geçmi� epilepsi, kafa travması, nöbetler, uyku hapları gibi ilaçların 

verilmesi, reçetesiz ilaçlar, anti-histaminik ilaçlar ve zararlı kimyasallara geni� ölçüde 

maruz kalma. Genetik faktörler ise �unları içerir: vücut hücrelerinde gen de�i�imleri, 

kan dola�ımındaki anormal hormon seviyeleri, zayıf ba�ı�ıklık sistemi ve 

kanserojenlere maruz kalma (ABTA, 2015). 

2.2.3. Beyin kanseri ile ili�kili belirtiler 

Beyin kanseri belirtileri, beyindeki tümör tipine, boyutuna ve konumuna ba�lı 

olarak ki�iden ki�iye de�i�ir. Beyin kanserinden �üphelenilen bir ki�i semptomlar, 

hafıza ile ilgili problemler, nöbetler, konu�ma de�i�iklikleri, i�itme veya görme 

problemleri, davranı� de�i�ikli�i, ba� a�rısına neden olan kafa içi basıncında artı�, mide 

bulantısı, kusma, uyku hali ya�ayabilir. Bunların yanı sıra, kafada tuhaf bir his , tuhaf 

kokular, bilinç kaybı ve genel sinirlilik, depresyon ya da ki�ilik de�i�iklikleri görülebilir 

(ASCO, 2019; MAYFIELD, 2018). 

 

�ekil 4.�Beyin kanseri ile ili�kili semptomların oranları (Shah ve Kochar, 2018). 



12�
�

2.2.4. Tedavi 

Kanser için kullanılan tedavi stratejileri, tümörün çıkarılması veya tümörün 

küçültülmesi ile kanser belirtilerinden kurtulma amaçlıdır. Tedavi stratejisinin 

seçiminde; tümörün tipi, büyüklü�ü ve yeri gibi parametrelerin yanında ya�, tıbbi öykü, 

genel sa�lık durumu, semptom tipleri ve hastada gözlenebilecek yan etkiler önemlidir. 

Beyin kanseri için kullanılan çe�itli tedavi stratejileri �unlardır: 

1. Cerrahi: �lk tümör evrelerinde, beynin nörolojik fonksiyonunu korurken 

bening tümörün cerrahi olarak çıkarılması birincil tedavi stratejisi olarak tercih edilir. 

Geleneksel olarak, cerrahi dü�ük dereceli tümör durumunda tam bir tedavi sa�lar. Beyin 

kanserini tedavi etmek için en az ve hiç yan etki göstermedi�inden en kolay ve en 

güvenli yakla�ımdır. Cerrahiyi tedavi yakla�ımı olarak kullanmanın sınırlılı�ı, 

cerrahinin ancak, tümörün önemli beyin fonksiyonlarına zarar vermeden ula�ılabilecek 

bir konumda olması durumunda mümkün olmasıdır. Ameliyattan sonra yan etkiler 

arasında ba� a�rısı, halsizlik, yorgunluk ve beyin hasarı ciddi bir problem olabilir. 

Cerrahi aynı zamanda dü�ünme, konu�ma ve görme konusunda nöbet ve problemin 

geli�mesine de yol açabilir (Friedman ve ark., 2012; Shahpar ve ark., 2016; Shah ve 

Kochar, 2018 ). 

2. Radyasyon Tedavisi: Radyasyon tedavisi, beyin kanserine neden olan kanserli 

hücreyi öldürmek veya yok etmek için x ı�ınlarının, gama ı�ınlarının, proton ı�ınlarının 

kullanılmasını içerir. Radyasyon tedavisi genellikle haftanın 5 günü 6 haftaya kadar 

verilir. Radyasyon tedavileri tek bir tedavide yüksek miktarda radyasyon sa�layan 

voltlar içeren Stereostatik Radyocerrahi (SRS) radyasyon tedavisi, her tedavide daha 

dü�ük bir radyasyon dozu veren Fraksiyonlu Stereostatik Radyoterapi (FSR) ve tüm 

beyne radyasyon dozu veren Tüm Beyin Radyoterapisi (WBR) olarak sıralanabilir. 

Dahili ı�ın tedavisi, implant tabanlı radyasyon tedavisi veya brakiterapi içerir. 

Radyasyon tedavisinden sonraki yan etkiler �i�me, yorgunluk, ba� a�rısı, bulantı, olası 

saç dökülmesi ve hisleriniz veya hareketlerinizdeki de�i�iklikleri içerir. 

3. Kemoterapi: Bu tedavi stratejisi, kanseri tedavi etmek için kemoterapötik 

ilaçların kullanılmasını içerir. Bu tedavi stratejisinin sınırlandırılmasının sebebi 

kemoterapi ilacının normal dokulara/hücrelere de zarar verebilir olmasıdır. 
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Kemoterapötik tedaviye ba�lı sık görülen yan etkiler, bulantı, zayıflık, yorgunluk, 

dehidratasyon içerir ve bu da enfeksiyon riskini arttırır (Friedman ve ark., 2012; 

Shahpar ve ark.,2016; Shah ve Kochar, 2018 ). 

2.2.5. Beyin kanseri tedavisinde uygulanan yenilikçi stratejiler 

1.Hedefli Terapi: Kanserli hücrelerin büyümesinde rol alan spesifik hücresel 

elementlere odaklanır ve bunları hedef olarak kullanır. Tirozin Kinaz �nhibitör (TKI) 

tedavisi ve anti-Vasküler Endotel Büyüme Faktörü (VEGF) tedavisi örnek olarak 

gösterilebilir. Ba�ı�ıklık sisteminin kanserle mücadelede önemli bir rol oynadı�ı 

‘Biyoterapi’ veya ‘�mmünoterapi’ olarak adlandırılan hedefli biyolojik tedavi, aynı 

zamanda kanser tedavisinde kullanılan yeni yakla�ımlardan biridir. 

2.Elektrik Alan Tedavileri : Bu terapi, saç derisine yerle�tirilen NovoTTF ™ 

(Novicure tarafından) adlı bir cihazın kullanılmasını içerir. Burada, normal hücrelere 

zarar vermeden tümör hücrelerinin öldürülmesinden elektrik akımı veya elektrotlar 

sorumludur (Shah ve Kochar, 2018). 

3.A�ı Terapisi: Bu tedavide hastanın ba�ı�ıklık sistemi önemli bir rol oynar. 

Burada, beyin dokularından türetilen maddeler (a�ılar), kanseri iyile�tirmek için 

vücudun do�al savunma sistemini geri yüklemekle sorumludur. 

4.Gen Tedavisi: Bu terapi, tasarlanmı� genlerin kanserli hücrelere öldürülmesi 

için sokulmasını içerir. Ayrıca, kansere kar�ı sava�mak için vücudun ba�ı�ıklık 

sistemini uyarır (Shah ve Kochar, 2018). 

2.3. Glioblastoma 

Glioblastoma (GB) ço�unlukla eri�kinlerde görülür (ortalama her yüzbinde 3,20 

olgu) ve en malin beyin tümörüdür ( Zacharia ve ark., 2017). Tüm primer beyin 

tümörlerinin %30’ unu olu�turmaktadır (Sander ve ark., 2017). GB her ya�ta görülebilir, 

fakat genellikle 55-60 ya� aralı�ındaki eri�kinlerde görülmektedir (Hanif ve ark., 2017). 

GB geli�imine neden olan risk faktörü veya faktörleri radyasyon haricinde tam olarak 

belli de�ildir. Genel olarak GB etkenleri �u �ekildedir: sigara, elektromanyetik dalgalar, 
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alerji, viral enfeksiyon (Krex ve ark., 2007) ve genetik yatkınlık (Blumenthal ve 

Schulman, 2005).  

GB primer (de novo) ve sekonder olarak iki gruba ayrılır. GB’lerin %90’ını 

primer GB grubu olu�tururken, %10’u sekonder GB grubu olu�turmaktadır. Primer 

GB’ler glial öncü hücrelerden direkt geli�en ve ilk histopatolojik incelemede 

glioblastoma tanısı konulan tümörlerdir. Sekonder GB ise dü�ük dereceli 

astrositomlardan geli�erek olu�ur (Durmaz ve Vural, 2007). Dü�ük dereceli 

astrositomların glioblastoma dönü�mesi için geçmesi gereken süre ortamla 4–5 yıldır 

(Krakstad ve Chekenya, 2010).  

GB’ de sa�kalım oranı yakla�ık 15 aydır (Balcom ve ark., 2017). Çünkü GB’nin 

hastalık prognozu çok zayıftır, tedaviyi reddeder.  GB tedavisinde cerrahi sonrasında 

radyoterapi ve kemoterapi uygulaması yer almaktadır. Güncel yakla�ımlarda, GB de en 

çok tercih edilen kemoterapötik ilaç TMZ’dir. Ancak, hastalarda, tedavi ba�langıcında 

ve/veya sırasında gerek primer gerekse sekonder kemoterapötik direnç ile 

kar�ıla�ılmaktadır (Han, 2013). Kemoterapötik direncin tanımlanması amacıyla Dünya 

Sa�lık Örgütü’nce (Louis ve ark., 2016) kabul edilen bir takım kriterler var olmasına 

ra�men  bu kriterler tüm hastalarda tanısal, prospectif ve prediktif açıdan etkili bir 

biçimde kullanılamamaktadır. Bu nedenlerden dolayı, GB’de kemoteraptik direncin 

altında yatan moleküler ve klinik mekanizmaları aydınlatılmaya yönelik çalı�malar 

devam etmektedir (Grek ve ark., 2018; Miyauchi ve Tsirka, 2018). 

Glioblastoma , genetik olarak kararsız, yüksek derecede infiltratif, anjiyojenik ve 

kemoterapiye dirençli olan heterojen bir hücre popülasyonu ile karakterize edilen, 

derece IV beyin tümörüdür (Wen ve Kesari, 2008). GB hücreleri, hipoksik bir ortamda 

hayatta kalma ve proliferasyonu destekleyen  mutasyonlar barındırır (Ligon ve ark., 

2007). Örne�in, GB tümörlerinin %30 ila %40'ı, MAPK ve PI3K sinyalini aktive eden 

bir tirozin kinaz reseptörü olan epidermal büyüme faktörü reseptörünün (EGFR) 

amplifikasyonuna sahiptir (Stommel ve ark., 2007). P53, p21, p16 ve PTEN gibi tümör 

baskılayıcı genler genellikle GB'lerde mutasyona u�rarlar (Chen ve ark., 2012). 

Mevcut tedavi  standardı, iyonla�tırıcı radyasyon (IR) ve kemoterapötik ajan 

temozolomid (Temodar®, Temodal®, TMZ) ile birlikte cerrahi rezeksiyondur. Bununla 
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birlikte, bu tedavi GB hastalarına sadece tanı sonrası 12-14 aylık sa�kalım süresi sa�lar 

(Stupp ve ark., 2009). Cerrahi rezeksiyon ve kemoterapiye ra�men, hemen hemen tüm 

GB hastaları tümör nüksüne u�ramaktadır. GB tümörlerinin yüzde doksanının primer 

bölgede nüks etti�i gösterilmi�tir (Wen ve Kesari, 2008). Bu, kısmen tümörün 

yayılabilir do�asına ba�lanabilir ve tam rezeksiyonun neredeyse imkansız olmasını 

sa�lar (Ramirez ve ark., 2013). 

2.4. Kemoterapik Ajan: Temozolomid 

TMZ, kan-beyin bariyeri (KBB)'ni geçen oral yoldan uygulanan bir alkile edici 

ilaçtır (Zhang ve ark., 2012). Yüksek alım ve da�ılım davranı�ına sahiptir ve do�rudan 

tümör lokalizasyonuna dair kanıtlar vardır (Spiro ve ark., 2001). TMZ bir ön ilaçtır ve 

sulu kimyası tipik olarak imidazotetrazin bile�ikleridir. Nötr veya alkalin pH'ta 

hidrolitik halka açılır ve ilk önemli ara madde açık zincirli triazen MTIC (Metil-

Triazen-�midazol-Karboksamid) olu�ur (Wheelhouse ve Stevens, 1993). Aktive edilmi� 

ara MTIC, malign melanom ve beyin kanserine kar�ı kullanılır. 

MTIC, AIC ve Metildiazonyum katyonunu olu�turur (�ekil 5). Bu maddenin 

DNA üzerindeki etkisi, DNA’da metil eklentilerinin olu�turulması esasına 

dayanmaktadır. Metil eklentileri özellikle N7-guanin ve O6-guaninde meydana gelir. 

�lacın gerçek sitotoksik mekanizması net de�ildir. TMZ, DNA iplikleri ile çapraz ba� 

olmadan DNA, RNA ve protein sentezini inhibe edebilir. TMZ’nin kristal yapısı ile 

ilgili çalı�malar, DNA-TMZ etkile�imine ili�kin moleküler bir model kurulmasına 

olanak sa�lar. Moleküler model, TMZ halkasının açılma oranının DNA dizisine özgü 

olabilece�ini gösterir. Ayrıca, TMZ’nin in vitro maling glioma modellerinde 

anjiyogenezi inhibe etti�i ve TMZ’nin anti tümör etkisinin kısmen antianjiogenik 

etkisinden dolayı olabilece�i bildirilmi� ancak bu durum tam olarak açıklanamamı�tır 

(Marchesi ve ark., 2007; Ramirez ve ark., 2013). DNA'ya aktarılan metil gruplarının 

ço�unlu�u (%70) N3-guanin bölgelerinde sadece %10'u N3-adeninde ve %5'i O6-

guanin'de görünmektedir (�ekil 6) (Spiro ve ark., 2001; Zhang ve ark., 2012). 
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�ekil 5. Temozolomid ön ilaç olu�umu (Ramirez ve ark., 2013). 

 

�ekil 6. Metildiazonyum iyonlarının biyolojik kaderi (Ramirez ve ark., 2013). 

2.5. DNA Tamir Yolakları  

Hücresel DNA, çe�itli DNA hasar indükleyicilere maruz kalır. Reaktif oksijen 

türleri (ROS), ultraviyole (UV) ı�ı�ı ve birçok tür kimyasal bunlardan bazılarıdır, 

örne�in sigarada bulunan karsinojenler in vivo olarak iyi bilinen DNA hasarı 

indükleyicileridir. DNA hasarına kar�ı sava�mak için normal hücrelerin, endojen ve 

eksojen DNA hasar indükleyicilerinden korunmalarını sa�layan iç DNA hasar tepkisi 

(DDR) sistemleri vardır (Harper ve Elledge, 2007; Jackson ve Bartek, 2009; Ciccia ve 

Elledge, 2010; Lord ve Ash, 2012). DDR sistemleri, DNA onarımı, hücre döngüsü 

durması, hücre ölümü ve hücre ya�lanması gibi hasarın türüne ve büyüklü�üne ba�lı 

olarak farklı biyolojik prosesler üretmektedir. Hücre döngüsü, DNA onarılabilir 

durumda ise DNA onarım i�lemi sırasında durdurulur. Bununla birlikte, normal onarım 
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i�lemi bozuldu�unda veya de�i�tirildi�inde, DNA hasarı onarılamaz, tümör 

hücrelerinde hücre ölümü meydana gelir. Sitotoksik anti-kanser ilaçları klinikte, DNA 

ço�almasının ardından do�rudan ve dolaylı olarak hücre ölümünü tetiklemek amacıyla 

hücrelerde DNA hasarını indüklemek için kullanılır. Bu nedenle, tümör hücrelerindeki 

DNA onarım özelli�i, anti-kanser ilacına verilen terapötik tepki ile ili�kilidir ve GB de 

dahil olmak üzere kanser tedavisi için umut verici hedefler olarak DNA onarım 

yolakları ele alınır. (Madhusudan ve Hickson, 2005; Ding ve ark., 2006; Helleday ve 

ark., 2008; Al-Ejeh ve ark., 2010; Kondo ve ark., 2010; Alexander ve ark., 2012; Aziz 

ve ark, 2012; Bouwman ve Jonkers, 2012). 

DNA hasarı, DNA hasarının türüne ba�lı olarak çe�itli DNA onarım yolakları ile 

onarılır. DNA onarım yolakları arasında do�rudan onarım (DR), baz eksizyon onarımı 

(BER), nükleotit onarımı (NER), yanlı� e�le�me onarımı (MMR) ve DNA iplik kopması 

onarım yolakları vardır (Harper and Elledge, 2007; Jackson and Bartek, 2009; Ciccia 

and Elledge, 2010). Fanconi anemi (FA) yola�ı, bölgeler arası çapraz ba�lantıları 

(ICL'ler) onarır. TMZ de dahil olmak üzere kemoterapötik ilaçlar do�rudan DNA çift 

sarmal kırılmalarını (DSB'ler) olu�turmasa bile, tamir edilmemi� hasarlı bazlar ve 

nükleotidler sonuçta DSB'lere neden olur. Bu nedenle, DNA çift zincir kopması tamir 

yola�ının kemoterapiye direnç mekanizmaları yönüyle dikkate alınması gerekmektedir 

(Moeller ve ark., 2009; Reinhardt ark., 2009; Chan and Giaccia, 2011). 

2.5.1. Metil guanin metil transferaz (MGMT) 

TMZ'ye kar�ı en iyi bilinen direnç mekanizmasıdır. DNA onarım proteini olan 

MGMT, O6-MeG lezyonlarından metil gruplarını çıkartarak TMZ tedavisini olu�turur 

(Park ve ark., 2012). Onarım i�lemi sırasında, modifiye edilmi� baz çift sarmal bacadan 

çevrilir, böylece MGMT aktif alanına girebilir. Enzimin DNA dupleksinde ki pozisyonu 

bir lizin aminoasidi tarafından sa�lanır (Pegg, 2000). Aktif bölgede, sistein 145'ten 

(insan formunda) reaktif bir tiyolat nükleofili üretir. Bu, O6-MeG'nin C-O ba�ını 

nükleofilik bir sübstitüsyon reaksiyonunda tiyoeter ürünü ile sonuçlanır (�ekil 7) 

(Daniels ve ark., 2000). Bu nedenle MGMT, onarım reaksiyonu sırasında enzim de�il 

stokiyometrik olarak tüketilen bir reaktiftir. TMZ antitümör aktivitesinde, MGMT ile 

DNA onarımı ilaç direncinin birincil mekanizmasıdır.  



18�
�

MGMT ekspresyonunun, glioma hücrelerinde ve glioma kök benzeri hücrelerde 

alkilleyici ajanlar olan TMZ ve karmustin'e duyarlılı�ı ters orantılıdır (Gerson, 2002; 

Hermisson ve ark., 2006; Sato ve ark., 2011) . Yüksek MGMT seviyelerine sahip 

farklıla�mı� hücre hatları, artmı� kemoterapi direnci göstermektedir (Van Nifterik ve 

ark., 2010; Villalva ve ark., 2012). Lösemi, glioma, yumurtalık ve meme hücre 

hatlarının tedavisinde , 9H-purin-2-amin (PaTrin-2) (Barvaux ve ark., 2004; Clemons ve 

ark., 2005; Turriziani ve ark., 2006) kullanılarak MGMT inhibe edilmi�tir ve bu durum 

TMZ tedavisine duyarlılı�ı arttırmı�tır. 

Yeni tanı konulan glioblastoma hastalarının yakla�ık %45'inde MGMT 

promotörü metile durumdadır, ve TMZ tedavisine yanıt için prognostiktir (Hegi ve ark., 

2004). MGMT promoter metilasyonu olan hastalara, TMZ ile radyoterapi kombine 

tedavi uygulandı�ında sa�kalımı arttırmı�lardır. MGMT pozitif tümörleri olan hastalar 

bu ikili tedaviden büyük ölçüde faydalanamamaktadır (Hermisson ve ark., 2006; Stupp 

ve ark., 2009). MGMT durumunu belirlemek için çe�itli yöntemler kullanılabilir 

(mRNA seviyeleri, immünohistokimya ile protein seviyeleri (IHC), promoter 

metilasyonu ve enzim aktivitesi). Klinik ortamda hangi tekni�in en prognostik de�ere 

sahip oldu�u belirsizli�ini koruyor. 

Yeni bir retrospektif çalı�mada, Lalezari ve ark. (2013) 410'u TMZ ile tedavi 

edilen yeni tanı konmu� GB'leri olan 418 hastaya odaklanmı�lardır. Tümörlerin MGMT 

protein ekspresyonu IHC yoluyla, promotor metilasyonu metilasyona spesifik PCR 

(MS-PCR) ile ve bireysel CpG bölgeleri, bisülfit sekansı (BiSEQ) ile analiz edilmi�tir. 

Dü�ük MGMT protein ekspresyonu (<%30 pozitif hücreler) ve yüksek promotör 

metilasyonu OS ve progresyonsuz sa�kalım (PFS) ile ili�kilendirilmi�tir. MGMT MS-

PCR ile MGMT IHC koreledir. Bu veriler, MGMT promotörünün diferansiyel olarak 

metillenmi� 2.bölgesi  (DMR2) içindeki 24 CpG bölgesinin BiSEQ analizi ile daha da 

do�rulanmı�tır. Protein seviyeleri, DMR2'deki metilasyon yo�unlu�u ile ters ili�ki 

göstermi�tir ve hipermetilasyonun (�3 CpG bölgeleri) yüksek OS ve PFS ile 

sonuçlandı�ını göstermi�tir. Bu bilgiler ı�ı�ında, protein ekspresyonu ve promotor 

metilasyon analizlerinin birlikte de�erlendirilmesi ayrı de�erlendirilmesinden daha 

faydalı oldu�u söylenebilir (Lalezari ve ark., 2013). 
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�ekil 7. MGMT'nin etki mekanizması ve klinik olarak test edilmi� iki MGMT 

inaktivatörünün yapıları (Ramirez ve ark., 2013). 
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            2.5.1.1. MGMT terapötik hedefleri 

O6-BG, bir benzil grubunu MGMT aktif alanı sistein 145 aminoasidine aktaran, 

böylece MGMT'yi etkisiz hale getiren ve metil gruplarının DNA'dan ayrılmasını 

önleyen küçük moleküllü bir psödosubstrattır (Pegg , 2000). Faz I klinik çalı�malar O6-

BG'nin GB tümörlerinde MGMT'yi etkili bir �ekilde inhibe etti�ini göstermi�tir, ancak 

O6-BG ile TMZ kombinasyon halinde tedavisi miyelosupresyon olu�umundan dolayı 

sınırlıdır (Quinn ve ark., 2005). 

O6-MeG DNA da en az görülen alkilasyondur fakat TMZ tedavisi ile indüklenen 

majör bir sitotoksik ajandır .Bu nedenle, metil eklentilerini kendi sistein aminoasitlerine 

aktararak TMZ tarafından üretilen O6-MeG'yi gideren MGMT'nin DR yola�ı, TMZ 

tedavisine tolerans gösterebilir. Bu teori, klinik öncesi çalı�an birçok ara�tırmacı 

tarafından onaylanmı�tır (Pegg, 1990; Gerson, 2004) ve MGMT metilasyonu klinik 

çalı�mada TMZ'ye verilen terapötik duyarlılıkla ili�kilendirilmi�tir (Hegi ve ark., 2005; 

Stupp ve ark., 2009). MGMT inaktivasyonunun, TMZ'ye iyi yanıt veren moleküler bir 

biyobelirteç oldu�u göz önüne alındı�ında, TMZ duyarlılı�ını arttırmak amacıyla 

MGMT aktivitesini azaltmak için çe�itli stratejiler ara�tırılmı�tır (Hegi ve ark., 2008). 

O6-benzilguaninin (O6-BG) MGMT aktivitesini inhibe etti�i ve TMZ'nin in vitro 

sitotoksisitesini arttırdı�ı bilinmektedir (Wedge ve Newlands, 1996). Bununla birlikte, 

son klinik çalı�maların sonucu, O6-BG'nin TMZ ile kombinasyonunun, tekrarlayan ve 

TMZ-dirençli malign glioma hastaları için klinik yarar göstermedi�ini göstermi�tir 

(Quinn ve ark., 2009).  

Di�er bir yakla�ım olarak, MGMT protein ekspresyonuna do�rudan müdahale 

etmek için siRNA kullanılır. Bu yöntemle MGMT; glioma hücrelerinde, GB-kök 

benzeri hücrelerde ve in vivo glioma tümörlerinde etkili bir �ekilde azaltılmı�tır. 

Böylece hem in vitro hem de in vivo ortamda MGMT-siRNA, TMZ'ye duyarlılı�ı 

arttırmı�tır (Kato ve ark., 2010). 

Bir ba�ka RNAi yakla�ımı ise küçük saç tokası RNA ile MGMT'yi hedeflemek 

için lentiviral temelli bir teknoloji kullanmı�tır. MGMT, TMZ'ye dirençli glioma 

kültürlerinde ba�arıyla inhibe edilmi�tir ve bu tümörler farelere aktarıldı�ında TMZ'ye 

duyarlılı�ın arttı�ı gözlemlenmi�tir. MGMT vektörünün GB ksenogreftlerine in vivo 
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transdüksiyonu, MGMT ekspresyonunu azaltmı� ve TMZ tedavisinden sonra tümör 

büyümesini inhibe etmi�tir. Bu umut verici bir tedavi gibi görünse de, viral vektörlerin 

etkinli�i ve toksisitesi daha ileri de�erlendirmeler gerektirir (Viel ve ark., 2013). 

MGMT'nin translasyon sonrası düzenlenmesi 26S proteazomu tarafından 

gerçekle�tirilir ve bu da tedaviye aday olur. Bortezomib (BTZ, PS-341), proteazomu 

inhibe eden ve MGMT mRNA ve protein seviyelerini belirgin �ekilde azaltan bir 

boronik asit dipeptittir (Vlachostergios ve ark., 2013). 

 

�ekil 8. Temozolomid fonksiyonu ve DNA tamir yolaklarında aktivasyonu (Yoshimoto 

ve ark., 2012). 

 



22�
�

2.5.2. Yanlı� e�le�me tamir yola�ı 

DNA hasarını ve temel yanlı� e�le�meleri ve ayrıca DNA replikasyonundan 

kaynaklanan yanlı� eklemeleri / silmeleri giderir. MMR'da baz uyu�mazlıkları, MLH1 

ve PMS2'nin heterodoksik kompleksi ile etkile�ime geçerek MSH2 ve MSH6'nın 

heterodimerleri tarafından tanınır ve böylece onarım i�lemi düzenlenir (�ekil 9) (Stojic 

ve ark., 2004). TMZ'nin indükledi�i O6-MeG, MGMT tarafından tamir edilemedi�inde 

onarılmamı� O6-MeG, sitozin (C) veya timin (T) ile e�le�ebilir. O6-MeG/C veya O6-

MeG/T, MMR sistemi tarafından tanınır ve sadece yeni sentezlenen zincirlerde 

düzeltilebilir. O6-MeG bozulmadan kalır. Ba�ka bir zincir üretildi�inde, bu onarım 

döngüsü tekrarlanır. Bu “bo�una döngü” DNA sentezi sırasında replikasyon çatalı 

durmasına neden olur ve sitotoksisite DSB olu�umuna neden olur (Wang ve Edelmann, 

2006; Fu ve ark., 2012) (�ekil 1). Bu nedenle, MMR yolunun normal i�levi, O6-

MeG'nin neden oldu�u sitotoksisite için bir önko�uldur. MMR'nin inaktivasyonu, 

alkilasyon ajanlarının sitotoksik etkilerine tolerans ile ili�kilendirilmi�tir (Friedman ve 

ark., 1997; D’Atri ve ark., 1998; Fink ve ark., 1998; Kinsella, 2009).  

MSH2, MSH6, MLH1 ve PMS2 gibi MMR genlerinin sadece birkaç gen 

mutasyonunun ke�fedilmi� olmasına ra�men, son ara�tırmalar, MSH6 mutasyonlarının 

GB'lerde TMZ tedavisi sırasında ortaya çıktı�ını ve TMZ direncine aracılık etti�ini 

ortaya koymu�tur. Hunter ve ark. (2006), bir çalı�mada MSH6 geninde mutasyon 

olmadan alkilasyon ajanı verilerek yapılan tedaviden sonra tekrarlayan GB dokularında 

somatik MSH6 mutasyonları tanımlamı�tır, bu da MSH6 mutasyonlarının TMZ'ye 

klinik direnç gösterdi�ini göstermektedir. Ek olarak; Cahill ve arkada�ları (2007), tedavi 

öncesi GB örneklerinde MSH6 mutasyonlarının görülmemesine ra�men, tekrar 

nükseden vakaların 14'ünün 3’ ünde (% 21) somatik mutasyonlara sahip oldu�unu ve 

17'sinin  7'sinde (% 41) MSH6 ekspresyonunda azalma oldu�unu göstermi�tir. Bu 

durum, TMZ ve radyoterapiden sonra, MSH6 fonksiyon kaybının TMZ tedavisi 

sırasında tümör nüksüne katkıda bulundu�unu göstermektedir. Daha sonraki çalı�malar, 

tedavi sonrası TCGA örneklerinde MSH6 mutasyonlarını do�rularken tedavi öncesi  

mutasyonların bulunmadı�ını do�ruladı ve MSH6 mutasyonlarının in vitro tümör 

modelinde TMZ direncine aracılık etti�ini göstermi�tir (Yip ve ark., 2009). Dahası, 

Alman Glioma Grubu kısa süre önce MMR proteininin ekspresyonunun azalmasının, 
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TMZ tedavisinden sonra GB'nin nüksetmesi ile ili�kili oldu�unu bildirmi�tir (Felsberg 

ve ark., 2011).  

2.5.3. Baz ekleme-çıkarma tamir yola�ı 

Baz eksizyon tamiri, DNA'yı oksidasyon, alkilasyon, deaminasyon ve tek zincir 

kırıklarının (SSB'ler) zarar verici etkilerini ortadan kaldırır. TMZ kaynaklı N7-MeG ve 

N3-MeA, BER yolu tarafından algılanır ve onarım i�lemi ba�latılır (Fu ve ark., 2012). 

BER'in TMZ direncinin toleransında rol oynadı�ı bildirilmi�tir (Trivedi ve ark. 2005). 

DNA glikosilazlar hasarlı bazları tanınmasına ve çıkarılmasına ek olarak onarım 

sürecinin ba�latılmasında da rol oynar. 11 tane memeli DNA glikosilazı arasında, N-

metilpurin DNA glikosilaz (MPG) [veya alkilpürin-DNA-N-glikosilaz (APNG)], 

alkillenmi� bazları DNA'dan kesilmesini sa�layan bir DNA glikosilazdır (Jacobs ve 

Schar, 2012). Hasarlı bazlar DNA glikosilaz ile uzakla�tırıldıktan sonra, 

apurinik/apirimidinik endonükleaz 1 (APE1), abazik bölgeleri tanır ve DNA'nın 5 

ucundan ayırır. Daha sonra, XRCC1-Ligaz III (Lig III) kompleksi ile birlikte DNA 

polimeraz � (poli �) onarım i�lemini tamamlar (Fortini ve Dogliotti, 2007; Svilar ve 

ark., 2011)  (�ekil 2). 

DNA glikosilazlarının ekspresyonu, alkilasyon ajanlarına kar�ı duyarlılık 

göstermektedir. Agnihotri ve arkada�ları (2012) son zamanlarda APNG ekspresyonunun 

TMZ'nin neden oldu�u DNA hasarının onarımını modüle etti�ini ve APNG'nin in vitro 

ve in vivo ortamda GB modellerinde TMZ'ye direnç sa�ladı�ını göstermi�tir. Ayrıca, 

APNG'nin GB dokularında epigenetik olarak susturuldu�unda APNG'nin, GB 

hastalarında zayıf genel hayatta kalmayı sa�ladı�ını ve bu da APNG'nin TMZ 

direncinin üstesinden gelmek için moleküler bir hedef olabilece�ini göstermi�tir. 

Ayrıca, poli� inhibisyonunun, TMZ'nin neden oldu�u toksisiteye olan duyarlılı�ı 

arttırmı�tır. O halde BER yolunun da, artan TMZ duyarlılı�ı için terapötik bir hedef 

olabilece�ini göstermi�tir (Trivedi ve ark., 2005). 

2.5.4. Tek zincir kırı�ı tamir yola�ı 

Poli (ADP-riboz) polimeraz (PARP), SSB'leri tanır ve onarım i�lemini ba�latır. 

PARP, NAD+'ı, PAR polimerlerinin ve di�er tamir proteinlerinin kovalent ba� 
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yapmasını katalize eder ve DNA onarım proteinleri hasarlı bölgeye ba�lanarak onarım 

i�lemlerini kolayla�tırır (Kim ve ark., 2005; Schreiber ve ark., 2006; De Vos ve ark., 

2012; Luo ve Kraus, 2012). SSB'ler PARP tarafından tanındıktan sonra, onarım i�lemi 

BER yola�ı  ile ortakla�arak ba�latılabilir (Almeida ve Sobol, 2007) (�ekil 2).  

PARP, sadece SSB onarımı ile de�il aynı zamanda BER yola�ıyla da ili�kili 

oldu�undan  önemli bir terapötik hedef olmaktadır. PARP aktivitesini inhibe eden 

hedefe özgü ilaçlar geli�tirilmi�tir. PARP inhibitörlerinin GB 'yi tedavi etmek için 

kullanılanlar dahil olmak üzere geleneksel antikanser ilaçların sitotoksisitesini önemli 

ölçüde arttırdı�ı gösterilmi�tir (Malanga ve Althaus, 2005; Chalmers, 2010; Heitz ve 

ark., 2010;  Leonetti ve ark., 2012). Klinik öncesi çalı�malarda ki bu terapötik 

etkilerden dolayı, GB hastaları için PARP inhibitörleri kullanılarak birçok çalı�ma 

sürdürülmektedir (Leonetti ve ark., 2012).  

Bu çalı�malar PARP inhibitörleri kullanarak DNA'ya zarar veren maddelerin 

terapötik etkilerini güçlendirmeyi hedeflemektedir. Klinik öncesi çalı�malarda, TMZ ve 

PARP inhibitörlerinin kombinasyonunun, TMZ'nin GB de sitotoksik etkilerini arttırdı�ı 

gösterilmi�tir (Tentori ve ark., 2003). Ek olarak, PARP inhibisyonunun MMR eksikli�i 

olan hücrelerde TMZ direncinin üstesinden gelebilece�i gösterilmi�tir (Cheng ve ark., 

2005). Bu umut verici sonuçlara dayanarak, GB için PARP inhibitörlerinin birkaç klinik 

denemesi yapılmı� ve TMZ'nin terapötik etkisini arttırdı�ı görülmü�tür. (Yoshimoto ve 

ark., 2012). 

PARP inhibitör tedavisi için umut vaat eden bir di�er strateji, sentetik ölümcül 

kavramı altında monoterapidir (Mangerich ve Burkle, 2011). PARP inhibisyonunun, 

BRCA1 ve BRCA2 mutasyonuna sahip meme ve yumurtalık kanserleri için önemli bir 

sitotoksik etkiye sahip oldu�u gösterilmi�tir. (Farmer ve ark., 2005). BRCA mutasyonu 

olan tümörlerde, DSB onarım yolu olan homolog rekombinasyon (HR) prosesi ile 

bozulmaktadır. Bu nedenle, DNA onarım i�lemi PARP onarım yola�ına ba�lıdır ve 

PARP inhibisyonunun tümör hücreleri üzerinde zararlı etkilere sahip oldu�u 

bilinmektedir. Her ne kadar bu sentetik öldürücü yakla�ım umut verici bir tedavi gibi 

görünse de, BRCA mutasyonu GB'de nadiren bildirilmektedir (Parsons ve ark., 2008). 

Bununla birlikte, son zamanlarda, tümör baskılayıcı PTEN'in mutasyonunun, HR 
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onarım yola�ının bozulması ile ili�kili oldu�u gösterilmi�tir (Yoshimoto ve ark., 2012). 

PTEN mutasyonunun GB hastalarının yakla�ık üçte birinde tanımlandı�ı göz önüne 

alındı�ında  PARP inhibitör monoterapisinin PTEN mutasyonlu GB için etkili bir tedavi 

stratejisi olma potansiyeli vardır. Son zamanlarda, bazı klinik öncesi çalı�malar, HR 

yola�ının yukarı düzenlenmesinin, TMZ ve PARP inhibitörünün kombinasyonuna kar�ı 

duyarlılı�ı ile ili�kili oldu�unu göstermi�tir PTEN mutasyonlu GB'de HR'nin durumunu 

ve bir PARP inhibitörü ile kombinasyon halinde TMZ'ye cevabını de�erlendirmek için 

daha fazla ara�tırma yapılması gerekmektedir (Yoshimoto ve ark., 2012). 

2.5.5. Çift zincir kırı�ı tamir yola�ı 

Çift zincir kırıkları iki ana mekanizma ile onarılır: homolog olmayan birle�tirme 

(NHEJ) ve HR (�ekil 9). NHEJ, hücre döngüsü esnasında DNA’nın künt uçlarını onarır 

ve hücre döngüsünden ba�ımsız olarak rekombinasyon için kalıp olmasa bile DSB'yi 

onarır. Buna kar�ılık, HR yola�ı, kalıp olarak karde�-kromatid dizileri kullanarak 

homoloji aracılı rekombinasyon i�lemleriyle DSB'yi onarır. Bu nedenle, HR sadece 

hücre döngüsünün S ve G2 fazlarında çalı�ır, bu da HR'nin sadece ço�alan tümör 

hücrelerinde i�lev görebilece�ini gösterir. Topoizomeraz II inhibitörü ve radyoterapi 

hariç, alkilasyon ajanları ve replikasyon inhibitörleri gibi anti-kanser ilaçlarının ço�u 

do�rudan DSB'yi indükleyemez. Bununla birlikte, sitotoksik ilaçların zarar verdi�i 

bazlar, BER veya tek iplikçikli onarım yolu tarafından tamir edilmedi�inde, DNA 

replikasyon hataları, replikasyon stresine (replikasyon durakları veya replikasyon 

çatalının çökmesi) neden olur ve bunların sonucunda DSB olu�ur. Yapılan çalı�malar 

HR yola�ının, replikasyon stresinden sonra olu�abilen DSB’lerin onarımına aracılık 

etmede önemli bir rol oynayabilece�ini göstermektedir (Roy ve ark., 2012). Teorik 

olarak, TMZ dolaylı olarak DSB'yi tetikleyerek tümör hücresi ölümünü indükler. 

Birlikte ele alındı�ında, tümör hücresindeki DSB onarım aktivitesinin durumunun TMZ 

tedavisine klinik cevabı belirleme potansiyeline sahip olabilir. DSB onarım 

proteinlerinin klinik öncesi GB modellerinde TMZ'ye duyarlılı�ını belirlemede önemli 

rolünün oldu�u birkaç çalı�ma mevcuttur. 

Hasar olu�tuktan sonra birkaç dakika içerisinde; NHEJ yola�ı devreye girer. 

Ku70/80 proteinleri tarafından kırık tespit edilir. Olu�an bo�lu�u kapatmak için XRCC4 
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ve DNA ligaz IV (Lig IV) toplanır, protein kinaz DNA-PKcs ile ba�lanır. Böylece DSB 

körelir.  

Homolog rekombinasyon, iki uçlu DSB'de 5’-3’ rezeksiyonla ba�latılır ve tek 

iplikli DNA üretilir.  MRE-11-RAD50-NBS1 (MRN) kompleksi, DSB'nin bir sensörü 

olarak i�lev görür ve uçlarda ki kırılmaya ba�lanır. Ataxia telanjiektazi mutasyonlu 

(ATM) ve  fosforile edilmi� H2AX etti�i kırılma bölgelerine alınır. DNA hasarı kontrol 

noktası proteini 1 (MDC1) � H2AX'e ba�lanır ve bir rekombinasyon i�lemi ba�lar (�ekil 

9). �ki uçlu DSB'nin aksine, DNA replikasyon stresinin, tek iplikli DNA üreten tek uçlu 

DSB'ye neden oldu�u bilinmektedir . Bu durumlarda ATM ve Rad3 ile ili�kili (ATR) 

sinyalleri, HR tarafından bir uçlu DSB'yi onarmak için etkinle�tirilir. Tek iplikli DNA, 

kırık bölgereye ATR ve ATR ile etkile�ime giren proteini (ATRIP)  toplanmasıyla ,alan 

replikasyon proteini A (RPA) tarafından ba�lanır. Bu kompleksin hazırlı�ında, Rad17 

ve 9-1-1 sonradan eklenir. Sonunda ATR-ATRIP yola�ı, DNA topoizomeraz II 

ba�layıcı protein 1 (TOPBP1) yardımıyla aktive edilir. HR yola�ına, efektör proteinleri 

Rad51 ve Rad52 ile birlikte BRCA1, PALB2 ve BRCA2 proteinleri aracılık eder (�ekil 

9) (Yoshimoto ve ark., 2012). 

Daha önce açıklandı�ı gibi, TMZ indüklenmi� O6-MeG sonucu olu�an yanlı� 

e�le�me bo�una döngüye sebep olur ve sonucunda DSB olu�ur. Ek olarak, TMZ, 

do�rudan DSB olu�turamamasına ra�men, TMZ'nin, HR'yi bilinen bir DSB 

indükleyicisi olan iyonla�tırıcı radyasyondan 10 kat  daha fazla tetikleyebilece�i rapor 

edilmi�tir (Helleday, 2010). Bu sonuçlar, DSB yolunda yer alan sinyalizasyon 

moleküllerinin TMZ duyarlılı�ına aracılık etmede rol oynadı�ını göstermektedir. 

Aslında, DSB yola�ında yer alan tüm sinyal proteinlerinin NBS1 (MRN kompleksinin 

bir üyesi), Rad51 ve BRCA2'nin, in vitro tümör modelinde TMZ duyarlılı�ının 

modülatörleri oldu�u rapor edilmi�tir. Ayrıca, çe�itli ara�tırmalar, MMR yola�ında; 

ATM, ATR ve MRN proteinlerinin, TMZ'nin neden oldu�u G2 fazında durdurma ve 

sitotoksisiteye katkıda bulunabilece�ini göstermi�tir, bu moleküllerin TMZ direncinin 

üstesinden gelmek için potansiyel hedefler olabilece�ini dü�ündürmektedir (Caporali ve 

ark., 2004; Yoshimoto ve ark., 2012). 
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2.5.6. Fankoni anemi yola�ı 

Fankoni anemi, ana organ sistemlerindeki geli�imsel anormallikler, kemik ili�i 

yetmezli�i ve kansere yüksek yatkınlık ile karakterize edilen genomik kararsızlık 

sendromudur (D’Andrea ve Grompe, 2003). FA'nin �u anda bilinen 15 FA gen 

ailesinden en az birinin mutasyonundan kaynaklandı�ı bilinmektedir. FA yola�ının, 

sisplatin ve topoizomeraz inhibitörleri tarafından çapraz ba�lanan DNA'nın zincirlerinin 

onarımında ve bu ilaç türüne kar�ı direncin olu�masına aracılık etti�i dü�ünülmektedir. 

Bununla birlikte, son zamanlardaki çalı�malar FA yola�ının alkilasyon hasarlarının 

onarım sürecinde ve alkilasyon ajanlarının terapötik duyarlılı�ının belirlenmesinde rol 

oynayabilece�ini göstermi�tir (Chen ve ark., 2007). 

FA yola�ında, FANCM, DNA ICL'sini tanır ve hasarlı bölgeye sekiz FA 

çekirdek kompleksi (FANCA/B/C/E/F/G/L/M) alarak onarım yola�ını ba�latır. FA 

çekirdek protein kompleksi , monoubikitine FANCD2 ve FANCI ile birlikte, BRCA1, 

BRCA2 (FANCD1), PALB2 (FANCN) ve FANCJ (BACH1 / BRIP1) gibi DNA onarım 

proteinleri ile etkile�ime girerek, onarımı sa�lar (�ekil 9) (Kee ve D'Andrea, 2010). 

Chen ve ark. (2007), FANCD2 monoubikitinasyon inhibisyonunun glioma hücre 

hattını TMZ'nin sitotoksik etkilerine duyarlı hale getirdi�ini ve FA yola�ının TMZ 

direncinde bir rol oynayabilece�ini göstermi�tir. Ayrıca, son zamanlarda yapılan di�er 

çalı�malar, BRCA2'nin (FANCD1), TMZ tarafından indüklenen DNA hasarının 

onarımında baskın bir rol oynadı�ını ve BRCA2'nin inhibe edilmesinin, glioma hücre 

hatlarını TMZ tedavisine kar�ı duyarlı hale getirdi�ini göstermi�tir (Yoshimoto ve ark., 

2012). 

DNA onarım mekanizmaları dı�ında ba�ka faktörler de kemoterapötik dirence 

yol açabilmektedir (Xi ve ark., 2015; Murphy ve ark., 2016; Li ve ark., 2017) . Yapılan 

çalı�malar leptinin hücreleri genel olarak S fazına sürükledi�i ve hücre proliferasyonunu 

arttırdı�ını göstermi�tir (Saxena ve ark., 2007; Catalano ve ark., 2009; Lawrence ve 

ark., 2012; Han ve ark., 2017). Bundan dolayı, replikasyon a�amasında etki gösteren 

TMZ’nin leptin varlı�ında etkisinin artması beklenmektedir. Bu tez çalı�masında leptin 

molekülü kemoterapötik dirençte ki rolü belirlenmesi amacıyla seçilmi�tir. 
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�ekil 9. DNA tamir yolakları (Yoshimoto ve ark., 2012). 

2.6. Leptin Hormonu 

Zhang ve arkada�ları tarafından ilk kez 1994 yılında ke�fedilen leptin, adını 

Yunanca leptos (ince) kelimesinden alan, sitokinlere benzeyen ve 167 aminoasit içeren 

protein yapısında bir hormondur (Zhang ve ark., 1994; Pelleymounter ve ark., 1995). 

Leptin,  insanlarda 7. kromozomun uzun kolunda bulunan (7q31) ob/ob geni tarafından 

kodlanmaktadır. Leptin ob (obese) gen ürünü olup, ba�lıca adipositlerden kaynaklanan 

bir hormondur. Yapısal olarak uzun zincirli helikal sitokin yapısındadır. Leptin, 

Interleukin-2 (IL-2), IL-12 ve Growth Hormon (GH) ile benzer yapıdadır. Ayrıca, sınıf I  

(Class I) sitokin reseptör ailesi, leptin reseptörü (Ob-R) ile benzerlik göstermektedir.  

Yapılan son çalı�malarda, Ob-R’nin de bu ailenin bir üyesi oldu�u gösterilmi�tir 

(Tartaglia ve ark., 1995). 

Leptin, insanda, ba�lıca adipoz doku tarafından salınmakla birlikte mide 

fundusunda, iskelet kaslarında, karaci�erde, plasentada, kalpte, yumurtalıklarda, meme 

bezlerinde ve gastrik epitelyumda da ifade edildi�i gösterilmi�tir (Baratta M., 2002; 

Green ve ark.,1995; Cioffi ve ark., 1997; Smith-Kirwin ve ark.,1998).  
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Leptin, hücresel fonksiyonlarını hücre membranında bulunan reseptörlerine 

ba�lanarak göstermektedir. Leptinin vücuttaki ba�lıca rolü, beyin (özellikle 

hipotalamus) üzerine negatif “feedback” etki ile gıda alımını ve enerji metabolizmasını 

düzenlemek ve obezite geli�mesini engellemektir. Bunun yanı sıra, leptinin hem beyin 

hem de periferik dokularda yerle�ik reseptörlere sahip oldu�u ve bu reseptörler 

aracılı�ıyla organizmada birçok fonksiyonun düzenlenmesinde rol aldı�ı bilinmektedir. 

Bu fonksiyonları; beslenme, genel metabolizma düzenlenmesi, immun sistem 

düzenlenmesi, üreme sistemi geli�imi, kemik dansitesi, beyin geli�imi, hemodinami, 

solunum fonksiyonu, anjiyogenez, osteogenez, sempatik sinir aktivitesi ve karaci�erde 

insülin-ili�kili fonksiyonların düzenlenmesi �eklinde özetlenebilir (Schwartz ve ark., 

1996; Lin ve ark., 2018).   

Bilinen leptin reseptörlerinin tümü aynı genin varyantlarıdır. Buna göre leptin 

reseptörleri OB-Rb (uzun reseptörler) ve OB-Ra (kısa reseptörler) olmak üzere iki gruba 

ayrılmı�tır. OB-Rb reseptörleri sinyal transdüksiyonu kapasitesine sahiptirler ve en çok 

hipotalamusta (nükleus arkuatus) bulunmalarına ra�men vücudun di�er dokularında da 

(akci�er, böbrek, karaci�er, iskelet kası, kalp, testis, hematopoetik hücreler, ya� dokusu) 

daha az miktarlarda saptanmı�lardır. Kısa form reseptörler (OB-Ra) ise intrasellüler 

sinyal için gerekli olan segmentlerin tümünü ta�ımazlar ve bu nedenle sinyal iletiminde 

rolleri çok az veya yoktur. OB-Ra reseptörlerinin bulundu�u ba�lıca dokular ise böbrek, 

akci�er, pleksus koroideus ve beyin kapillerleridir. Beyin kapillerleri ve pleksus 

koroideus’da OB-Ra reseptörlerinin bol olarak bulunması, kısa form reseptörlerin 

leptinin merkezi sinir sistemine transportunda önemli görevleri oldu�unu 

dü�ündürmektedir (Tartaglia, 1997). Çünkü, yukarıda belirtilen leptin fonksiyonlarının 

büyük bir kısmı, merkezi sinir sistemi (MSS) aracılı�ıyla gerçekle�tirilir. Bu nedenle, 

leptinin merkezi sinir sisteminde ki etkileri çok daha yaygındır. Leptin eksikli�inde 

beyin a�ırlı�ında azalma ve nöronlarda yapısal bozuklukların ortaya çıktı�ı 

belirlenmi�tir (Schwartz ve ark., 1996). 

2.6.1. Leptin hormonunun kanser ile ili�kisi 

Son yıllarda, leptin kanser ili�kisinin ara�tırıldı�ı çalı�malarda, leptinin 

tümörijenez ve geli�me ile ili�kili oldu�u bildirilmektedir (Han ve ark., 2017; Khabaz 
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ve ark., 2017; Lin ve ark., 2018). Adipositlerden kaynaklanan obezite geninin bir ürünü 

olarak leptin, tümörigenezis, anjiogenezis ve metastaz ile ilgili güçlü bir anjiyojenik 

faktör olarak tanımlanır ve maling karsinomada ki leptin reseptörünün (ObR) 

ekspresyonunun tümör neoanjiyogenezi ile anlamlı bir �ekilde uyumlu oldu�u teyit 

edilmi�tir  (Han ve ark., 2017; Khabaz ve ark., 2017). 

Iwaniec ve ark. (1998)’nın yaptı�ı bir çalı�mada, insan endotelyal hücrelerinde 

leptin reseptörlerinin oldu�u ve leptinin anjiyogenezisi hem in vitro hem de in vivo 

indükledi�i saptanmı�tır (Iwaniec ve ark., 1998).  

Zheng ve ark.(2011)’tarafından yapılan çalı�mada, leptinin lepRB (leptin 

reseptör) ifade eden kanser hücrelerinin kök hücre özelli�i gösterebilece�i ve tümör 

hücrelerinin canlılı�ını tetikledi�i bildirilmi�tir (Zheng ve ark., 2011).  

Leptinin normal ve tümör hücre büyümesini uyarması, hücrenin yayılım ve 

invazyonuna katkıda bulunması ve angiogenezisteki artırıcı rolü nedeniyle östrojen 

ba�ımsız meme kanseri geli�iminde rolü olabilece�i bildirilmi�tir (Topal , 2004). 

Beyin tümörünün evresinin, invazyonun ve farklıla�manın leptin ekspresyonuyla 

ili�kili oldu�u belirtilmektedir (Ribatti ve ark., 2008; Hui ve ark., 2011).  

�nsan glioblastoma hücrelerinde normal sa�lıklı beyin hücrelerine göre daha 

fazla leptin ve leptin eksprese edildi�i ve otokrin etki ile leptinin hücre proliferasyonunu 

tetikledi�i bildirilmi�tir (Lawrence ve ark., 2012). 

Hücre kültürü ortamında insan GB hücrelerinin, endotel hücrelerinde büyüme ve 

pro-anjiyojenik etkilere neden olan biyolojik olarak aktif leptin üretti�ini gösterilmi�tir 

(Han ve ark., 2017). 

Leptin, birçok hücre tipinde metabolik ve neoplastik aktiviteleri düzenleyen çok 

i�levli bir sitokin oldu�u,  leptin ve reseptörünün (ObR) farklı insan beyin tümörlerinde 

a�ırı eksprese edildi�i ve bunların GB'de  malignite derecesi ile ili�kili oldu�u 

gösterilmi�tir (Zhang ve ark., 2005; Riolfi ve ark., 2010; Scolaro ve ark., 2010).  Ayrıca, 

leptinin, LN229 ve LN18 glioma hücrelerinde, mitojenik ve anjiyojenik faktör olarak 

hücre göçünü indükledi�i bildirilmektedir (Ferla ve ark., 2012). 
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Leptinin U87-MG tümör hücrelerinin büyümesini zamana ve doza ba�ımlı 

olarak önemli ölçüde arttırdı�ı gösterilmi�tir. Leptinin, hücrelerin G0/G1 fazından S faz 

geçi�ini ve DNA sentezini arttırdı�ı ancak apoptoz üzerinde herhangi bir etki yapmadı�ı 

belirlenmi�tir. Ayrıca, leptinin Jak/STAT3 sinyal yola�ını kullanarak U87-MG 

glioblastoma hücrelerinin büyümesini arttırdı�ı ve bu nedenle leptin yola�ının 

glioblastom için yeni bir kemoterapötik hedef olabilece�i belirtilmektedir. (Han ve ark., 

2012). 

Leptin reseptörü (ObR) pozitif (+) kanser hücrelerinde leptinin hücre 

proliferasyonuna, göçüne ve invazyonuna do�rudan katkı sa�ladı�ı ve TMZ dirençli 

hücrelerde ObR ekspresyonunun yüksek oldu�u bildirilmi�tir (Han ve ark., 2013).  

Sistemik leptin kanserli büyüme üzerinde etkili olabilirken, leptin ayrıca çe�itli 

tümör tipleri tarafından salgılanan bir parakrin faktörü olarak lokal olarak hareket eder 

ve biti�ik kanserli hücrelerde sistemik leptinden ba�ımsız olan leptin reseptörlerine 

ba�lanmaktadır. Leptin veya reseptörünün a�ırı ekspresyonu  yumurtalık, kolorektal ve 

meme kanseri dahil birçok kanserde meydana gelir ancak leptin, tümörü çevreleyen 

dokuda bulunmamaktadır (Choi ve ark., 2005; Koda ve ark., 2007; Pi-Sunyer, 2009).  

Leptinin, onkomodülatör oldu�u, kolon kanseri, prostat kanseri, neuroblastoma 

ve glioblastoma' da invazifli�i ve agresifli�i arttırdı�ı gösterilmi�tir. Beyin tümörlerinde 

leptin ve leptin reseptörü a�ırı eksprese edilir ancak normal beyin dokusunda ve dü�ük 

dereceli tümörlerde eksprese edilmez. GB ve anaplastik astrositomda Riolfi'nin 

çalı�masından elde edilen 87 örne�in% 80.5'i leptin ve reseptörü için pozitif oldu�u, 

dü�ük dereceli beyin tümörleri (gangliogliomalar ve 1. ve 2. astrositomlar) daha dü�ük 

leptin ve reseptörü ekspresyon düzeylerine sahip oldu�u tespit edilmi�tir. Bu çalı�ma 

ile, leptin ve leptin reseptörü arasında beyin tümörü malignitesi ile anlamlı bir ili�ki 

oldu�unu bildirilmi�tir (O’Brien ve ark.; 1999; Deo ve ark., 2008; Ratke ve ark., 2010). 

Leptinin anti-apoptotik yolların aktivasyonunda rol aldı�ı belirtilmi�tir. SiRNA 

kullanılarak leptin ekspresyonunun %50 azaltılmasının, in vitro ortamda sıçan C6 GB 

hücrelerinin apoptozisini arttırdı�ı gösterilmi�tir. MAPK ve JAK/STAT yolunun 

proliferasyona aracılık etmek için leptin tarafından aktive edildi�i bilinmektedir (�ekil 

10). Leptin apoptozise kar�ı korumak için PI3K yolunu aktive etmektedir. Leptinin 
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GB'deki insanlardaki rolü hakkında çok az �ey bilinmektedir. GB'deki leptinin do�rudan 

etkileri belirsiz olsa da, siRNA tarafından inhibe edildi�inde leptin reseptörünün 

(STAT3) akı� a�a�ı sinyal yollarından biri insan GB hücrelerinde hücre ço�almasını 

önemli ölçüde azalttı�ı gösterilmi�tir (Cross ve Claesson-Welsh, 2001; Russo ve ark., 

2004; Brown ve ark., 2005; Pérez-Pérez ve ark., 2008; Gao ve ark., 2009). 

Leptinin ayrıca PI3K ve MAPK yolakları üzerinden anjiyojenik faktör olarak 

etki etti�i, ayrıca vasküler endotel büyüme faktörü (VEGF)'nün ekspresyonunu 

arttırmak için sinerjistik olarak davrandı�ı gösterilmi�tir. Hem VEGF hem de leptin, 

hipoksi sırasında artı� gösterir. GB'nin mikro-ortamı, %0.1 kadar az oksijenle a�ırı 

derecede hipoksik olabilece�inden dolayı önem ta�ır.  Artmı� hipoksi, tümörün 

agresifle�mesi ile ili�kilendirilmi�tir (Evans ve ark., 2004). Anjiyogenez, hipoksi ile 

indüklenebilir faktörler (HIF) 1 ve 2'deki artı�lara aracılık eder. HIF'in bu iki alt 

familyasından, HIF 2 kronik hipoksi sırasında artmakta ve HIF 1, akut hipoksi sırasında 

artmaktadır, anjiyogenezde daha büyük bir rol oynamaktadır. Anjiyogenez, hipoksi ile 

indüklenebilir faktörler (HIF) 1 ve 2'deki artı�lara aracılık eder. HIF'in bu iki alt 

familyasından, HIF 2 kronik hipoksi sırasında artmakta ve HIF 1, akut hipoksi sırasında 

artmaktadır ve anjiyogenezde daha büyük bir rol oynamaktadır. Hipoksi kaynaklı leptin 

ekspresyonu, kolorektal kanserde ve ayrıca adipoz dokuda tanımlanmı�tır (O’Brien ve 

ark.; 1999). 
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�ekil 10. Leptin reseptörü (ObR) aktivasyonu ile kanser tarafından ortak hücre sinyal 

yolları. Yollar, Janus Kinase (JAK), Sinyal Transdüseri ve Transkripsiyon 3'ün 

Aktivatörü (STAT) ve Mitogen Aktive Protein Kinaz (MAPK) sinyal kaskadını içerir, 

bunların ikisi de hücre ço�almasına neden olur. MAPK ve Fosfoinositid 3-kinaz (PI3K) 

sinyal yolu, her ikisinin de göçü ve anjiyogenez veya vaskülarizasyonunu artırarak 

invazivli�e yol açar. Ayrıca PI3K ve JAK-STAT yolu apoptoz direnci sa�lar. Leptinin 

inhibisyonu, leptinin reseptörüne ba�lanmasını inhibe eden Süper insan leptin 

antagonisti ve HIF 1 boyunca hipoksi ile leptin gen ekspresyonunu arttırırken, leptin ve 

leptin reseptörü gen ekspresyonunu a�a�ı indiren regüle agonisti içerir (Cook, 2014). 
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2.6.2. Leptin hormonunun çe�itli ilaçlar ile ili�kisi 

Leptin, onkomodülatör rolüne ba�lı olarak çe�itli kanser tedavilerine direnç 

sa�lamada rol oynadı�ı dü�ünülmektedir. 

 Leptinin, muhtemelen JAK-STAT yola�ının aktivasyonu ile meme kanserinde 

anti-östrojen  ICI 182,780'in etkinli�ini inhibe etti�i bulunmu�tur. Bu etkiler obezitenin 

(dola�ımdaki leptinin artması) anti-östrojen tedavisine direnci arttırdı�ını gösteren 

klinik verileri desteklemektedir (Cook, 2004). 

Leptinin, kolon kanserinde 5’floroürasil (5-FU) sitotoksisitesini azalttı�ı 

gösterilmi�tir. Bu durum leptinin apoptotik dirençte rol aldı�ını dü�ündürmektedir 

(Mełe	-Mucha ve Lawnicka, 2007). 

 Bevacizumab, kolon kanserinde kullanılan bir anti-VEGF ajanıdır. GB'de 

Bevacizumab, sa�kalımda 6 ayda %32'den %42'ye kadar de�i�iklik sa�lar. VEGF 

inhibisyonundan dolayı olu�abilecek yüksek akut hipoksi, ba�ımsız olarak bir 

anjiyojenik faktör olarak i�lev görebilen leptin ekspresyonunu tetikleyebilir ve tümör 

vaskülerize olur (Guiu ve ark., 2010; Renehan, 2010). 

 Leptin birçok kanserde bir oncomodulator rolü oynadı�ından ve mevcut 

tedavilere direnç sa�layan GB'de oldukça yaygın oldu�u için, leptinin GB'deki rolünü 

ara�tırmak çok önemlidir (Chamberlain, 2011). 

GB'de yeni bir tedavi diyabetik ilaç metformindir. Klinik çalı�malarda 

metformin, genel sa�kalımda 14.6-12.1 ay arasında orta düzeyde artı�lar sunmu� ve GB 

hastalarında 2 yıllık sa�kalımı %16 artırmı�tır (Soritau, 2011). Metformin, insanlarda 

serum leptin seviyesini azaltır (Kim, 2006). Ayrıca, metforminin GB hücre hatlarında 

leptin uyarımı ile ili�kili büyüme ve göçü azalttı�ı gösterilmi�tir. Metforminin GB 

üzerindeki etkilerinin son bir bulgusu, tümör ba�latan hücrelerin veya kanser kök 

hücrelerinin (CSC) inhibisyonudur (Ferla, 2012). Metformin ile tedavi edildi�inde CSC 

proliferasyonunun azaldı�ı gösterilmi�tir (Würth ve ark., 2013). Bu gözlemlenen etkiler, 

metforminin leptin üzerindeki etkilerinden de kaynaklanıyor olabilir. Tüm bu veriler 
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anti-leptin tedavisinin daha fazla ara�tırılması gerekti�ini dü�ündürmektedir (Cook, 

2014).  

2.6.3. Leptin hormonunun kanser kök hücresi ile ili�kisi 

Kanser kök hücresi (CSC), GB'de nüks nedeni olan mevcut tedavilere dirençli 

küçük bir hücre popülasyonudur. Farklıla�tırılmı� tümör hücreleri bir tümör 

olu�turamazken, CSC'ler, farelere az sayıda hücre (<100) enjekte edildi�inde tümörü 

tekrar sa�layabilir (Galli ve ark., 2004). Son zamanlarda yapılan bir çalı�mada GB'de; 

leptin reseptörünün, CSC'de, farklıla�tırılmı� tümör hücrelerine kıyasla  daha yüksek bir 

dereceye kadar eksprese etti�i gösterilmi�tir (Han ve ark., 2014). Ayrıca  Meme CSC'si 

farklıla�mı� tümör hücrelerine kıyasla daha yüksek leptin reseptörü seviyelerine 

sahiptir. Meme tümörlerinde, kök hücre ço�alması ve yenilenmesi için leptine ihtiyaç 

vardır (Guo ve ark., 2012). Transgenik farelerden türetilen ve daha sonra leptin eksikli�i 

bulunan farelere (ob/ob fareler) ortotopik olarak enjekte edilen meme kanseri hücreleri, 

yabanıl tip fareler kadar etkili bir tümör olu�turmamı�tır (Zheng ve ark., 2011). Ayrıca 

db/db farelerde (yüksek leptinli, ancak fonksiyonel olmayan leptin reseptörlerine sahip 

obez fareler), yabanıl tip obez farelere kıyasla kanser kök hücrelerinin ortotopik 

enjeksiyonları yapıldı�ında tümör olu�umununun arttı�ı göstermi�tir. GB CSC'de, 

Stat3'ü inhibisyonu aracılı�ıyla proliferasyonun inhibe edildi�i ve CSC, Stat3 

inhibisyonundan sonra kendi kendini yenileme yetene�ini geri kazanamadı�ı tespit 

edilmi�tir (Sherry ve ark., 2009). 

Son dönemlerde GB tedavisinde ortaya çıkan kemoterapötik direnci önlemek 

amacıyla TMZ ve TMZ benzeri kemoterapötik ilaçların etkisini arttırmak amacıyla, 

ba�ka bir molekül veya moleküller ile beraber kullanımı ön plana çıkmaktadır (Kardosh 

ve ark., 2008; Friedman ve ark., 2009; Stupp ve ark., 2014).Yukarıda sözü edilen 

çalı�malar göz önüne alındı�ında leptin, GB gibi agresif tekrarlayan kanserlerin tedavisi 

için önemli bir ara�tırma alanı olmaya adaydır. Bu tez çalı�masında leptinin etkisini 

ara�tırmak için mevcut leptin antagonistleri içerisinde en etkili çalı�an antagonist olan 

SHLA seçilmi�tir (Shpilman ve ark., 2011; Candelaria ve ark., 2017).  
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2.7. Süperaktif �nsan Leptin Antagonisti 

Son dönemlerde yapılan çalı�malar leptinin kanser ile ili�kili oldu�unu ortaya 

koymu�tur. Bu durum leptin antagonistlerinin geli�tirilmesi ve bunların kanser 

tedavisininde kullanılarak yeni bir tedavi yakla�ımının ortaya çıkmasına yol açmı�tır. 

Laboratuvar ortamında çe�itli leptin antagonistleri üretilmi�tir. 

Leptinin mutant proteinleri, leptin dizisinin rastgele mutasyona u�ratılarak 

üretilmi�tir ve mayalarda yüksek afiniliteli leptin varyantları kullanılarak gösterilmi�tir. 

Süperaktif fare leptin antagonisti (SMLA) ve süperaktif insan leptin antagonisti (SHLA) 

adlı iki mutant antagonisti, 23. pozisyonda aspartat amino asidi yerine lösin amino asidi 

getirilerek elde edilmektedir yani bir Asp23 mutasyonunun eklenmesiyle yapılmı�tır. 4 

aminoasit mutasyonu (D23L/L39A/D40A/F41A) içeren bu antagonistlerin, Ob-R için 

60 kat arttırılmı� afiniteye sahip oldu�u gösterilmi�tir ve 3 aminoasit mutasyonu 

(L39A/D40A/F41A) gösteren orijinal leptin antagonistine kıyasla 14 kat daha büyük 

antagonistik etki gösterir (Shpilman ve ark., 2011; Candelaria ve ark., 2017).  

Bu tez çalı�masında insan kökenli GB hücre serileri kullanıldı�ı için leptin 

antagonisti olarak SHLA seçilmi�tir.  Leptin antagonistlerin kemoterapötik yanıta olan 

cevabına ili�kin hiçbir çalı�ma bulunmamaktadır. 
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3. GEREÇ VE YÖNTEM 

Bu tez çalı�masının deneyleri Yüzüncü Yıl Üniversitesi Tıbbi Biyoloji Anabilim 

Dalı ve Veteriner Fakültesi Biyokimya Anabilim Dalı Laboratuvarları’nda 

gerçekle�tirilmi�tir. 

3.1. Gereç 

3.1.1. Kullanılan hücre serileri 

Tez çalı�masında 3 adet glioblastoma hücre serisi kullanılmı�tır (Tablo 1). 

Tablo 1.Tez çalı�ması kapsamında kullanılan hücre serileri. 

 LN405 T98G U373 MG 

Organizma �nsan �nsan �nsan 

Cinsiyet, ya� Kadın, 62 Erkek, 61  

Doku Beyin Beyin Beyin 

Morfoloji Fibroblast Fibroblast Astrosit 

Yüzey 
tutunumu 

Yapı�an 

Hücreler 

Yapı�an 

Hücreler 

Yapı�an 

Hücreler 

Tümörijenik Hayır Hayır  

Karyotip 
Hipertetraploid ve 

polipliod (%37) 
Hiperpentaploid  

Besi yeri 
DMEM (High 

glukoz)-%10 FBS 

RPMI-1640, 

%10 FBS 

DMEM (dü�ük 

glukoz)-,%10FBS 

Besi yeri 
yenileme süresi 

Haftada 2 kez 
Haftada 

2-3 kez 

Haftada 

2-3 kez 

Pasaj metodu 
%0,25 Tripsin 

+ %0,1 EDTA 

%0,25 Tripsin + 

%0,1 EDTA 

%0,25 Tripsin + 

%0,1 EDTA 

Ayırma oranı 1:2-1:3 1:3- 1:10 1:2- 1:5 

Biyogüvenlik 

düzeyi 
1 1 1 

3.1.2. Hücre kültürü 

Hücre kültürün uygulamalarında kullanılan molekül ve gereçler Tablo 2’de 

verilmi�tir.  
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Tablo 2. Hücre kültürü uygulamalarında kullanılan molekül ve gereçler. 

�sim Marka   Özellik/Katalog Numarası 

Temozolomid Sigma  T2577 (25mg), HPLC 

Leptin Sigma  Leptin insan, L4146 

SHLA MyBiosource 
 

 

MBS400098, SHLA rekombinant  

protein 

Besi yeri 
Capricorn 

Scientific 

 

 

 

DMEM-HA (DMEM High Glucose 

(4.5 g/l), with L-Glutamine) Lot No: 

CP18-2472 

Fötal Bovine Serum 
Biological 
Insdustries 

 
 

European grade, 0.1µM filtre edilmi�  
(Lot No: 1407738) 

Penisilin-Streptomisin 
Capricorn 

Scientific 

 

 

100X, PS-B, Lot No: CP14-1209 (100  

ml) 

L-Glutamine 
Capricorn 
Scientific 

 200 mM, GLN-B (100 ml) 

Trypsin-EDTA 
Capricorn 

Scientific 

 

 
DBPS içinde, Lot No: C17-1635  

Flask (25cm2) Biologix  Polystrene, 07-8025 

Flask (75cm2) Biologix  Polystrene, 07-8075 

15  ve 50 ml Tüp Biologix  10-9151 (15 ml), 10-0502 (50 ml) 

96 kuyuklu plak Costar  CLS3599 

12 kuyucuklu plak Sunub  TCP-12 

6 kuyucuklu plak Sunub  TCP-6  

Dondurma tüpleri Corning  430659 

Transfer pipeti  Biologix  30-135A1 (3ml) 

Hücre sayım lamı 

Neubauer 

Haemocytom
etry 

 68052-14, 68052-15 

Dimetilsülfoksit (DMSO)  Applichem   A3672,0100 

Fosfat Tuz Tamponu (PBS)  

 
Sigma 

 

 

 P4417, Tablet, (pH: 7,4) (Ca++ ve 

Mg++  içermeyen) 

Ethylenediaminetetraacetic acid 
(EDTA) : Applichem marka, No: 6381-

92-6 

Vivantis  PC0706 

Serolojik Pipet : Greiner bio-one, 5 ve 

10 ml’lik Sterilizasyon amaçlı Etil 
Alkol (%75’lik)  Riedel-de Haen, No: 

64-17-5 : 

Greiner  
Cellstar 

  P7615 (5 ml) ve  P7740 (10 ml) 

Steril Tüpler Biologix 
 

 

Farklı büyüklüklerde (0,2;0,5;1,5;2 ml  

tüpler, Polietilen mikrosantrifüj tüp 
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3.1.3. 3-(4,5-dimethyldiazol-2-yl)-2,5 diphenyl Tetrazolium Bromid] 

(MTT) sitotoksisite testi 

MTT testi için gerekli malzemeler Tablo 3’te verilmi�tir. 

Tablo 3. MTT testinde kullanılan gereçler. 

�sim Marka  Özellik/Katalog Numarası 

Thiazoly Blue Tetrazolium 

Bromide (MTT) 
Sigma M5655-1g 

MTT stok solüsyonu  
5 mg toz MTT 1 ml steril PBS içerisinde çözüldü 

ve filtre  edilerek (0,20 µm’lik) kullanıldı 

MTT çalı�ma solüsyonu (96 
kuyucuklu plakta bir kuyucuk 

için) 

 
10 µl MTT solüsyonu (5 mg/1 ml) 
90 µl besi yeri karı�tırılır ve her bir kuyucu�a 

eklenir 

DMSO  Applichem  A3672,0100 

96 kuyuklu plak Costar CLS3599 

MTT lizis solüsyonu 

Triton-X 
(Sigma) 

HCl (0,1 N 

Fischer 
Scientific) 

�sopropanol 

(Merck) 

Her bir kuyucu�a hazırlanan solüsyondan 100 ml 

eklenir. 100 ml lizis solüsyonu hazılranması: 

Triton X (T8787) (1 ml)  
HCl (AC 12420-0010 ) 0,1 N (10 ml)  

�sopropanol (109634) (89 ml)  

Filtre  
Sartorius 
Minisart 

16532; 0,22 µm’lik 

Steril Tüpler Biologix 
Farklı büyüklüklerde (0,2; 0,5; 1,5; 2 ml’lik), 

Polietilen mikrosantrifüj tüpler 

Pipet ve pipet uçları Biologix Farklı büyüklüklerde mikropipet ve uçları 
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3.1.4. Total RNA izolasyonu 

Total RNA izolasyonu için gerekli malzemeler Tablo 4’te verilmi�tir. 

Tablo 4. Total RNA izolasyonu için gerekli malzemeler.  

�sim Marka Özellik/Katalog Numarası 

Trizol 
Thermo-
Scientific,  

1029608 

Kloroform Sigma 24216 

�sopropanol 

(=Propanaol-2) 
Merck 109634 

Etil Alkol  Sigma 
3221 
 

Steril Su BioShop WAT222.100 

Steril Tüpler Biologix 
Farklı büyüklüklerde (0,2; 0,5; 1,5; 2 ml’lik) 

tüpler, Polietilen mikrosantrifüj tüpler 

Diethyl pyrocarbonate 

(DEPC) 
Sigma 

D5758-50 ml 
%0,1 konsantrasyonda 100 ml steril distile su 

(dH2O)’ya 0,1 ml DEPC eklendi. Bu solüsyon oda 

sıcaklı�ında 1 saat bekletildi, ardından otoklanıp 

(15 dakika, 100°C) 

so�utularak kullanıldı 

Pipet ve pipet uçları Biologix Farklı büyüklüklerde mikropipet ve uçları 

 

3.1.5. cDNA sentezi 

cDNA eldesi için gerekli malzemeler Tablo 5’te verilmi�tir. 

Tablo 5. cDNA eldesi için için gerekli malzemeler. 

�sim  Marka Özellik/Katalog Numarası 

cDNA izolasyon kiti GeneAll HyperScriptFirst Strand Sythesis Kit/601-005 

Steril Tüpler Biologix 0,2ml’lik tüpler, Polietilen mikrosantrifüj tüpler 

Steril Su BioShop WAT222.100 

PZR cihazı Rotor Gene  
Gerçek zamanlı PZR aleti cDNA  sentezinde 

kullanılmı�tır. 

Pipet ve pipet uçları 
Biologix 

 
Farklı büyüklüklerde mikropipet ve uçları 
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3.1.6. Agaroz jel elektroforezi 

Agaroz jel elektroforezi için gerekli malzemeler Tablo 6’da verilmi�tir. 

Tablo 6. Agaroz jel elektroforezi için gerekli malzemeler. 

�sim Marka Özellik/Katalog Numarası 

Tris baz Vivantis PR 0612 

Borik asit Vivantis PR 0607 

EDTA Vivantis PC 0706 

10XTBE solüsyon 

(pH:7,5) 
 

Tris baz (54 gr ), borik asit (27,5) ve 20 ml EDTA 
(0,5 M) steril distile suda çözülerek 1 litreye 

tamamlanmı�tır. 

Agaroz Vivantis PC 0701 

% 1’lik agaroz  

1 g agaroz, 100 ml 1XTBE içerisinde mikro dalga 

fırın yardımıyla eritilerek hazırlandı. �çerisine 2,5 

µl Etidyum bromür (10 mg/ml) karılı�tırıldı. 

Etidyum Bromür Vivantis PC 0707 

Brom fenol mavisi Ambresco 115-39-9 

Pipet ve pipet uçları 
Biologix 
 

Farklı büyüklüklerde mikropipet ve uçları 

 

            3.1.7. Gerçek zamanlı PZR (RT-PZR) 

RT-PZR için gerekli malzemeler Tablo 7’de verilmi�tir. 

Tablo 7. RT-PZR için gerekli malzemeler. 

�sim Marka Özellik/Katalog Numarası 

GeneAll® RealAmp 

SYBR qPCR Master 

mix 

GeneAll 
801-020 

 

Steril Tüpler Biologix 0,2ml’lik tüpler, Polietilen mikrosantrifüj tüpler 

Steril Su BioShop WAT222.100 

Pipet ve pipet uçları 
Biologix 

 
Farklı büyüklüklerde mikropipet ve uçları 

 

            3.1.8. Tek hücre jel elektroforezi (COMET) 

COMET testi için gerekli malzemeler Tablo 8’de verilmi�tir. 
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Tablo 8. COMET  için gerekli malzemeler. 

�sim Marka Özellik/Katalog Numarası 

Lam Isotherm 25,4*76,2 mm (1.0mm-2mm kalınlık) 

Lamel Laborant  24 *60 mm (0,13-0,16 mm kalınlık) 

Normal Melting Agaroz 
(NMA) 

Vivantis PC 0701 

Low Melting Agaroz 

(LMA) 
Sigma A9414 

Tris baz Vivantis PR 0612 

Borik asit Vivantis PR 0607 

EDTA Vivantis PC 0706 

TBE Solüsyonu   

NaCl Merck 106404 

NaOH Sigma 06203 

Triton-X 100 Sigma T8787 

Na Lauril Sarkozinat Sigma Y0001772 

DL-Dithiothreitol (DTT) Vivantis PC0705 

Cam malzemeler  
100, 200, 500 ve 100 ml’lik erlen ve mezürler 
Dikey �aleler 

Pipet uçları Biologix 10, 100, 1000µl büyüklükte 

TBE Solüsyonu  

Tris baz      :  54 gr 

Borik asit :  27,5 

EDTA (0,5M) :  20ml  
(0,5M EDTA  :  18,61gr EDTA+ 2gr NaOH + 80 

ml dH2O) 

Steril distile suda çözülerek 1 litreye 
tamamlanmı�tır. 

Lizing stok solüsyon  

NaCl    :   146.1 gr 

EDTA  :   37.2 gr   

Tris      :   1.2 gr  

Lizing çalı�ma solüsyon  

Lizing stok solüsyon    :   99    ml 

Triton X                     :   1     ml 

Na lauril sarkosinat :   1     gr 

DTT ( 65 ml için )           :   0,09   gr 

Solüsyon + çalı�ma öncesi taze hazırlmı�  ve 
so�uması için 4°C’de saklanı�tır. 

Lamların Hazırlanması   

Lamlar %1’lik normal erime sıcaklı�ına sahip 

agaroz ile oda sıcaklı�ında kaplanmı�tır. 100 ml 

PBS içerisinde hazırlanmı� %1’lik normal erime 
sıcaklı�ına sahip agaroz bir �ale içerisine 

aktarılmı�tır. Temiz lamlar, �ale içerisinde ortalama 

55-65°de tutulan NMA’ya yakla�ık 4 saniye 

batırılmı� ve 24 saat oda sıcaklı�ında kurumaya 
bırakılmı�tır. 

         Tablo 8’in devamı sonraki sayfada 
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Etidyum bromür (8 

µg/ml) 
Vivantis 

Hazırlanan COMET preparatlarının 

görüntülenmesinde 10 mg/ml kosatrasyondan (8 

µg/ml) olarak hazırlanan Etidyum Bromür 
kullanılmı�tır. 

So�utucu Bloklar (Akü)   

Alimünyum Folyo  Koroplast veya di�er muhtelif markalar 

3.1.9. Akım (Flow) sitometri  

Akım sitometri için gerekli malzemeler Tablo 9’da verilmi�tir. 

Tablo 9. Akım sitometri için gerekli malzemeler. 

�sim Marka Özellik/Katalog Numarası 

Etil Alkol  Sigma 3221 

RNase Sigma R6513 
Propidium Iodide Sigma 81845 

Pipet ve pipet uçları 
Biologix 

 
Farklı büyüklüklerde mikropipet ve uçları 
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3.1.10. Çalı�mada Kullanılan Alet/Makineler 

Tez kapsamında yapılan deneylerde kullanılan alet/makineler Tablo 10’da 

verilmi�tir. 

Tablo 10.Tez kapsamında kullanılan alet/makineler. 

�sim Marka Özellik/Katalog Numarası 

Laminar Kabin Metisafe  Clas II 

CO2’li inkübatör Memmert  UNB 200 

�nverted Mikroskop Olympus  CKX31 

So�utmalı  Santrifüj  Universal 320R   (mikro ve 15ml’lik falkon rotorlarıyla) 

Vortex MRC SI-100 

Hassas Terazi Dikoman FGH 

Hassas terazi  Radwag  220.R2 

Isıtmalı plak MRC HSD-135 

Mikrofüj INOVIA MINO-10K 

Translimünatör MRC UV-26 

Elektorforez Tankı SCIE-PLAS 
SVG-SYS Vari-gel 

 

Güç Kayna�ı Consort EV231 

Mikrodalga Fırın Arçelik MD 574 

Su banyosu MRC WBO-100 

Biodrop   

Distile su cihazı  Merck Millipore Direct-Q 3 UV 

Spektrofotometre   

RT-PZR Rotor Gene  

Azot tankı 
International 

Cryogenics 
35 ve20 lt’lik 

Derin dondurucu (-80 

°C) 
Sanyo Sanyo 

Akım Sitometri Beckman Coulter EPICS XL MCL, 

 

3.2. Yöntem 

3.2.1. Hücre kültürü 

LN-405, T98G ve U373 MG hücre serileri 37°C’de, CO2’li inkübatörde, steril 

kültür ortamında, standart kültür �artlarında ço�altılmı�tır. Tez çalı�ması kapsamında 

yapılan tüm deneyler 20’nin altında olan dü�ük pasaj sayısına sahip hücreler ile 
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gerçekle�tirilmi�tir. Standart kültür i�lemleri a�a�ıda beliritlen süreçler takip edilmi�tir. 

Hücreler yukarıda belirtilen besi yeri kullanılarak kültür flaskları içerisinde 

ekilmi� ve ço�altılmı�tır. Flask içerisinde hücre yo�unlukları  %70-80 oranına 

ula�tı�ında, hücrelerin üzerindeki besi yeri atılarak flasklar 1-2ml PBS (Ca++ ve Mg++ 

içermeyen) ile yıkanmı�tır. Yıkama i�lemi sonrasında 25 cm2’lik flaska 0.4 ml, 75 

cm’lik flaska 1 ml Tripsin/EDTA eklenmi�, böylece yapı�mı� olan hücrelerin 

tripsinasyon i�lemi ile birbirlerinden ve flask yüzeyinden ayrılmaları sa�lanmı�tır. Bu 

i�lem sonrasında hücreler steril serolojik pipet yardımıyla 15 ml’lik falkon tüplerine 

toplanmı�tır. Tüpler 1500 rpm (revolutions per minute, dakikadaki devir sayısı)’de 5 

dakika santrifüj edilmi�tir. Santrifüj i�lemi sonrasında tüpün üst kısmı atılmı� ve hücre 

peletinin yo�unlu�u da dikkate alınarak ortalama 2ml besi yeri eklenmi�tir. Mikropipet 

yardımıyla (1000 µl’lik) hücrelerin besi yeri ile karı�ması sa�lanmı�tır.  Bu i�lem 

sonrasında hücreler Thoma lamı kullanılarak sayılmı� ve ardından pasaj ve di�er test 

süreçlerine geçilmi�tir. Hücrelerin dondurularak stoklama yapılması sürecinde ise 

uygun sayıdaki hücre populasyonunun üzerine dondurma solüsyonu eklenerek 

karı�tırılmı� ve sonrasında özel dondurma tüplerine (cryovial) aktarılmı�tır. Bu tüpler, 

buz içerisinde -20°C’de 1 saat ve -80°C’de 24 saat tutulduktan sonra likit nitrojen 

bulunan tanklara aktarılmı�tır. 

3.2.2. Sitotoksisite testi 

Tez çalı�masında kemoterapötik etkileri ara�tırılan TMZ, leptin ve 

SHLA’nın olası sitotoksik etkilerinin belirlenmesinde ve inhibitör dozlarının  (IC50) 

saptanmasında MTT yöntemi kullanılmı�tır. MTT yönteminde a�a�ıda yer alan 

prokol izlenmi�tir. MTT yöntemi her bir madde için 3 kez ve her bir deneyde  4 

tekrarlı olacak biçimde yapılmı�tır.  

�lgili moleküllerin uygun konsantrasyonlarının hazırlanması için öncelikle 

uygun çözücüler kullanılarak ana ve arastoklar hazırlanmı�tır. TMZ için DMSO 

kullanılarak 200.000 µM, leptin için DMSO kullanılarak 3000 µM ve SHLA için 

steril dH2O kullanılarak 500.000 ng olacak biçimde ana stoklar hazırlanmı�tır. 

Çözücü olarak DMSO kullanılan TMZ ve leptinin hücrelere uygulanacak en yüksek 
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konsantrasyonunda DMSO oranının  %5’in altında tutulması sa�lanmı�tır.  

Ço�altılan hücreler tripsinasyon ve sayım i�lemleri sonucunda 96’lık pla�ın 

her bir kuyucu�una 8x103 olacak biçimde ekilmi�tir. Ekim sonrası hücrelerin plak 

tabanına yapı�ması ve uyum süreci için hücreler bir gece 37°C’de CO2’li etüvde 

inkübasyona bırakılmı�tır.  

�nkübasyon sonunda her bir hücre tipinin yer aldı�ı plaklar hücrelerin hücre 

döngülerinin e�itlenmesi amacıyla 8 saatlik serum açlı�ına bırakılmı�tır. Bu i�lem 

sayesinde hücreler senesens sürecine girmeden hücre döngülerinin e�itlenmesi 

sa�lanmı�tır. Serum açlık süresinin 8 saat olarak seçilmesinin nedeni, çalı�ılan 

hücrelerin serum açlık sürelerinin 8 saati a�tı�ı durumlarda hücre morfolojilerinin 

de�i�ti�inin ve ölüm süreçlerini ba�lattıklarının tespit edilmesinden dolayıdır. 

Serum açlı�ı süreci sonunda, farklı konsantrasyonları hazırlanmı� olan TMZ, 

leptin ve SHLA molekülleri hücrelere uygulanmı�tır. Yukarıda belirtilen ana 

stoklardan TMZ için büyüme besi yeri içerisinde 25, 50, 100, 150, 250, 350, 500 ve 

1000 µM konsantrasyonları; leptin için, 0.01, 0.1, 0.2 ve 1 µM konsantrasyonları, 

SHLA için 10, 100, 500, 1000 µM konsantrasyonları hazırlanmı�tır. 

Hazırlanan konsantrasyonlar farklı hücre tiplerinin ekildi�i 96 kuyucuklu pla�ın 

her bir kuyucu�una 100 µl büyüme besi yeri içerisinde olacak biçimde verilmi�tir. 

Madde uygulanmasından 72 saat sonra MTT süreci ba�latılmı�tır. 24 ve 48. 

saat morfolojik de�erlendirme sonunda inhibitor konsantrasyonun tespit edilece�i 

sürenin 72. saat oldu�una karar verilmi�tir. Bu nedenle toplam inkübasyon süresi 72 

saat olarak seçilmi�tir. 72 saat sonunda hücrelerin üzerindeki medyum atılmı� ve 

her bir kuyucu�a MTT çalı�ma solüsyonunda 100µl (10 µl MTT (5 mg/ml) +90 µl 

besi yeri) eklenmi�tir. 

MTT çalı�ma solüsyonunun eklenmesinden sonra hücreler 37°C’de, CO2 

inkübatörde 3 saat inkübe edilmi�tir. 

Üç saatlik inkübasyon sonunda hücrelerin üzerindeki besi yeri atılmı� ve her 

bir kuyucu�a 100 µl lizing solüsyonu eklenerek ya�ayan hücrelerce olu�turulan 
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formazan kristallerinin çözünmesi sa�lanmı�tır. 

Formazan kristallerinin çözünmesinden sonra plak okuyucu 

spektroforometrede plakların her bir kuyucu�unun 570 nm’deki absorbans de�erleri 

tespit edilmi�tir. 

Elde edilen absorbans de�erleri excel ve Graphad Prism programları 

kullanılarak IC50 de�erleri saptanmı�tır. 

3.2.3. RNA izolasyonu 

IC50 de�erleri saptananan TMZ, leptin ve SHLA moleküllerinin, hücrelerde, 

TMZ kemoterapi direncinde rol alan genler ile hücre ölüm yolaklarında rol alan 

genlerin ekspresyonları üzerinde meydan getirece�i olası de�i�ikliklerinin saptanması 

amacıyla gen ekspsresyon analizi yapılmı�tır. Bu amaçla ilgili moleküller IC50 

de�erlerinde tek tek , ikili ve üçlü kombinasyonları hücrelere uygulanmı� ve IC50 

de�eri saptanan sürede inkübe edildikten sonra total RNA izolasyonu yapılmı�tır.  Total 

RNA izolasyonu için izlenilen Trizol temelli izolasyon protokolü a�a�ıda yer 

almaktadır. 

Moleküller yukarıda belirtilen IC50 de�erlerinde hücrelere uygulanmı�tır. Bu 

uygulama için olu�turulan gruplar sırasıyla hiçbir molekül uygulanmayan kontrol 

grubu, TMZ, Leptin, SHLA, TMZ+Leptin, TMZ+SHLA, Leptin+SHLA, 

TMZ+Leptin+SHLA olmak üzere 8 farklı grup olu�turulmu�tur. 

25cm2’lik flasklara ortalama 1x106 yo�unlukta ekilen hücreler bir gece (16/24 

saat) flask tabanına tutunması ve uyum için bir gece inkübe edildikten sonra 8 saat 

serum açlı�ına bırakılmı�tır. Serum açlı�ı sonrasında IC50 de�erlerinde tek ve kombine 

edilen moleküller hücreler verilmi� ve  72 saat inkübasyona bırakılmı�tır. 

72. saatin sonunda hücreler tripsine edilerek, toplandı ve hücreler 1500 rpm’de 5 

dakika +4°C’de santrifüj edilmi�tir.  

Santrifüj sonrası supernatant kısmı atılarak üzerine 2 ml steril so�uk PBS (Ca++ 

ve Mg++ içermeyen) eklenerek, 1000µl’lik pipet yardımıyla pipetaj yapılarak karı�ması 
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sa�lanmı�tır. Bu basamaktan sonraki i�lemler aksi belirtilmedikçe buz üzerinde devam 

edilmi�tir. 

PBS içeren 15ml’lik falkon tüpler 1500 rpm’de 5 dakika +4°C’de tekrar santrifüj 

edilmi�tir. Santrifüj sonrası üst kısım atılarak tüpün içerisinde bulunan hücrelere 1000 

µl so�uk Trizol eklendi ve mikropipet yardımıyla homojenize edilmi�tir. Bu karı�ım 

1,5ml’lik  steril tüpe alınmı�tır. 

Trizol hücre karı�ımı 5 dk oda sıcaklı�ında nükleoproteinlerin kompleksinin 

tamamen parçalanması için bekletilmi�tir. Bekleme sonrası örnekler +4°C’de, 3500 

rpm’de, 10 dk santrifüj edilmi�tir. Santrifüj sonrası üste kalan süpernatant kısmı pellet 

kısma yakla�madan yalnızca üst kısım alınarak steril 1.5 ml’lik yeni steril bir tüpe 

aktarılmı�tır. Pellet kısmı ise atılmı�tır.  

Yeni tüpe aktarılan süpernatant üzerine 200 µl so�uk kloroform ilave edilmi� ve 

tüpler 15 saniye (sn) �iddetli bir �ekilde vortekslenmi�tir.  

Vorteks sonrası tüpler 2-3 dk oda sıcaklı�ında inkübe edilmi�tir. �nkübasyondan 

a�amasından sonra örnekler 12000 x g’de +4°C’de, 15dk santrifüj edilmi�tir. 

 Santrifüj a�aması sonrasında karı�ım üç fazlı bir yapı halini almı�tır; alta 

kloroformlu faz, ortada hafif beyazımsı interfaz ve en üste RNA’nın bulundu�u �effaf 

fazdır. Üste kalan �effaf faz mikropipet yardımıyla dikkatlice alınarak temiz steril bir 

1,5 ml’lik ependorf tüpe aktarılmı�tır. 

Yeni steril tüpe aktarılan bu supernatant kısma 500 µl izopropil alkol eklenmi� 

ve pipet yardımıyla iyice karı�tırılmı�tır. 

Bu karı�ım 15-30°C’de 10 dk inkübe edilmi� ve inkübasyonun ardından 

+4°C’de, 12000 g’de, 10 dk santrifüj edilmi�tir.  

Santrifüj sonrası tüpün üstü tamamen atıldıktan sonra tüpün alt kısmında beliren 

beyazımsı jel benzeri pellet üzerine 1 ml %75’lik etil alkol eklenmi� ve ardından vortex 

yardımıyla ile hafifçe  vortekslenerek pelletin kalkması ve yıkanması sa�lanmı�tır. 

  



Pellet kalktıktan sonra tüpler +4°C’de, 7500 

Santrifüj sonrası bu basamak iki defa tekrarlan

�kinci santrifüj sonrasında tüpün üst kısmı atılarak

kabinde 12-15 dk tüpün a�zı açık bırakılarak

Tüplerin kurutulması sonrası RNA 30

elde edilen total RNA’nın görüntülenmesi için 3

ve tüm RNA’lar cDNA sentezi yapılana kadar 

3.2.3.1. RNA’nın kalitatif de

Total RNA’ların kalitatif de

anla�ılması gibi) amacıyla total RNA’lardan ortalama 3

elektroforezinde yürütülmü�

5S RNA  net bir �ekilde saptanmı

 �ekil 11. Total RNA %1’lik agarozdaki görüntüsü.

3.2.3.2. RNA’nın kantitasyon de

Total RNA’nın kantitatif de

kullanılmı�tır. Ortalama 1,5

de�erleri saptanmı�tır. Bu de

1 optik dansite (OD) RNA için 40 µg/ml dir.
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et kalktıktan sonra tüpler +4°C’de, 7500 x g’de, 5dk santrifüj edil

sı bu basamak iki defa tekrarlanmı�tır. 

kinci santrifüj sonrasında tüpün üst kısmı atılarak tüpler hücre kültürü laminer 

�zı açık bırakılarak kurumaya alınmı�tır.  

Tüplerin kurutulması sonrası RNA 30-50 µl DEPC’li su ile çözülmü

elde edilen total RNA’nın görüntülenmesi için 3-5 µl RNA ba�ka bir steril tüpe alın

ve tüm RNA’lar cDNA sentezi yapılana kadar -80°C’ye kaldırılmı�tır. 

.2.3.1. RNA’nın kalitatif de�erlendirilmesi 

Total RNA’ların kalitatif de�erlendirilmesi (parçalanma olup olmadı

ılması gibi) amacıyla total RNA’lardan ortalama 3-5 µl RNA agaroz jel  (%1’lik) 

elektroforezinde yürütülmü�tür. Yürtme sonrası elde edilen görüntülerde 28S, 18S ve 

ekilde saptanmı�tır (�ekil 11).  

 

Total RNA %1’lik agarozdaki görüntüsü. 

3.2.3.2. RNA’nın kantitasyon de�erlendirilmesi 

Total RNA’nın kantitatif de�erlendirilmesinde BioDrop marka cihaz 

lama 1,5-2 µl total RNA’nın 260 ve 280 nm’de ki absorbans 

tır. Bu de�erlerle RNA’nın hem miktarı hem de saflı�ı saptanmı

1 optik dansite (OD) RNA için 40 µg/ml dir. 

28s 

18s 

5s 

x g’de, 5dk santrifüj edilmi�tir. 

cre kültürü laminer 

mü�tür. Ayrıca 

ka bir steril tüpe alınmı� 

erlendirilmesi (parçalanma olup olmadı�ının 

5 µl RNA agaroz jel  (%1’lik) 

ilen görüntülerde 28S, 18S ve 

erlendirilmesinde BioDrop marka cihaz 

2 µl total RNA’nın 260 ve 280 nm’de ki absorbans 

erlerle RNA’nın hem miktarı hem de saflı�ı saptanmı�tır. 
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3.2.4. cDNA (Complementer DNA) sentezi 

Hücrelerden elde edilen total RNA’dan ekspresyon analizi yapmak için öncelikle 

bu RNA’lardan cDNA elde edilmesi gerekmektedir. cDNA sentezi için GeneAll 

HyperScriptFirst Strand Synthesis Kit (Katalog: 601-005) kullanılmı�tır.  Bu kitin 

önerdi�i protokol uygulanarak her bir gruba ait örneklerin 1µg RNA’sından cDNA elde 

edilmi�tir. cDNA sentezi için izlenilen protokol a�a�ıda yer almaktadır. 

Tablo 11. cDNA sentez protokolüne göre reaksiyon içerikleri. 

Primer  (50 µM) 1 µl 

dNTP (10 mM) 1 µl 

Total RNA (1µg) ---(miktar örne�e göre de�i�ir) 

dH2O 15’ye tamamlanmı�tır 

 

0.2ml’lik steril tüp içerisinde hazırlanan reaksiyon içeri�i 65oC 5 dk ısıtıcı blokta 

inkübe edilmi� ve bu sürecin hemen ardından örnekler 1 dakika buz üzerinde 

bekletilmi�tir. 

Bu tüp içerisine 2 µl 10x revers transkriptaz (RTaz) buffer, 0.1 M, 2 µl DTT, 1 

µl ters transkriptaz enzimi ve 1 µl Rnaz eklenerek  5 sn santrifüj edilmi�tir. 

Santrifüj sonrası tüpler PZR aletine ait bloklara yerle�tirilmi� ve  55 0C 60 

dakika ve 85°C 5 dk inkübe edilmi�tir. 

�nkübasyon sonunda elde edilen cDNA’lar RT-PZR’da kullanılana kadar -

20°C’de saklanmı�tır. 

3.2.5. Gerçek zamanlı polimeraz zincir reaksiyonu (Real time-PZR; RT-

PZR) 

Elde edilen cDNA’larda tez çalı�masında ara�tırılması planlanan genlerin 

ekspresyonlarının saptanması amacıyla RT-PZR yapılmı�tır. Bu amaçla GeneAll® 

RealAmp SYBR qPCR Master mix kullanılmı�tır (Tablo 12). Hedef genlere kar�ı 

kontrol geni olarak ACTB Beta Aktin geni üç hücre serisi içinde kullanılmı�tır. 

Ekspresyonu ara�tırılan genlerin RT-PZR’da kullanılan primer dizileri Tablo 13’te 

verilmi�tir. Her örnek için 3 ba�ımsız tekrar yapılmı�tır. Ekspresyonlar arası rölatif 
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farklılı�ın saptanmasında 2-

Ct formülasyonu kullanılmı� buradan ekspresyonlar arası 

kat de�i�imleri saptanmı�tır. RT-PZR’ın etkinlik de�eri genel olarak 0.98-0.99’dur. 

Reaksiyon içerikleri hem hedef hem de kontrol geni (housekeeping) için aynıdır.  

Tablo 12. RT-PZR için reaksiyon içeri�i. 

Reaksiyon içeri�i Bir örnek için Reaksiyon Döngüsü 

Tampon (2X) SYBR qPCR 
master miks 

10 µl 
1-95°C 5' denatürasyon (1 döngü) 
2-95°C 15'' 

3-55°C (54-61°C, gene göre de�i�kenlik 

gösterdi) 50''  

4-72°C 30'' 
40 döngü  

(2’den 4’e) 

Meting Curve (erime e�risi) Analizi  
Ramp: 50-99 (0.5°C artı�, her basamakta 

3 saniye ) 

90 ºC 5 saniye 

Primer  

(DPD, hENT1, TP, TS MDR1 ve 

MRP5, ACTB) 

Forward  : 0.5 µl 

(10pmol/µl) 

Reverse   : 0,5µl 
(10pmol/µl) 

dH2O 7 µl 

cDNA 2 µl 

Toplam 20 µl 

 

Tablo 13. RT-PZR ile ekpsresyonu ara�tırılan genlerin primer dizileri. 

GEN SENSE ANTISENSE 

MLH1 F: 5'- TTA TCC AGC GGC CAG CTA ATG R: 5'- GCC TCC CTC TTT AAC AAT CAC TT 

MSH2 F: 5'- GGA GGA GAG ACT GCT GGA GA R: 5'- TCC CTT TTT GCC TTT CAA CA 

MSH6 F:5'-  CAG TGA ACT GGG GCT GGT AT R: 5'- CTG CAC CAG GGA ATC TGA AT 

PMS-2 F:5'-  AGC AGT TGC AAA GCC TCA TT R:5'-  TAT GCA GAG CAT CCG AAC AG 

MGMT F: 5'- GGG TCT GCA CGA AAT AAA GC R: 5�-�CTC CGG ACC TCC GAG AAC 

GAPDH F: 5'- AGG GCT GCT TTT AAC TCT GGT R: 5�- CCC CAC TTG ATT TTG GAG GGA 

�

3.2.6.�Agaroz Jel Elektroforezi 

Tez çalı�ması sırasında izole edilen total RNA ve elde edilen cDNA’ların 

kalitatif de�erlendirilmesinde %1’lik agaroz jel hazırlanarak elektroforetik yürütme 

yapılmı�tır. 
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3.2.7. Tek Hücre Jel Elektroforezi (COMET) 

TMZ, leptin ve SHLA moleküllerinin hücrelerde meydana getirece�i genomik 

DNA hasarının tespitinde tek hücre elektroforezi testi (COMET) gerçekle�tirilmi�tir.  

Bu test için izlenilen protokol a�a�ıda yer almaktadır. Bu testin hücre kültürü kısmından 

sonraki a�amaları ilgili laboratuvar ortamı karartılarak (lo� sayılan bir görünüm) 

gerçekle�tirilmi�tir. COMET testi için izlenilen protokol a�a�ıda yer almaktadır. 

Hücrelerimiz 25cm2’lik flasklara  1x106 konsantrasyonda ekildikten ve yukarıda 

MTT ba�lı�ı altında belirtilen serum açlı�ı uygulaması yapıldıktan sonra  TMZ, leptin 

ve SHLA molekülleri IC50 de�erlerinde tek tek ve kombine halinde hücrelere 

verilmi�tir. Hücreler 37°C’de, CO2’li inkübatörde 72 saat inkübe edilmi�tir. 

�nkübasyon sonunda hücreler tripsine edilip, 15ml’lik tüplere standart hücre 

kültürü teknikleri kullanılarak toplanmı�tır.  

Bu tüpler 1500 rpm’de 5 dk santrifüj edildikten sonra süpernatan atılmı� ve 

hücrelerin üzerine transfer pipeti ile 2 ml PBS eklenmi�tir. 

PBS ile karı�an hücrelerin 18 µl’si (ortalama 100.000 hücre) 36 µl %0.75’lik 

dü�ük erime sıcaklı�ına sahip agaroz (LMA) ile karı�tırılıp oda ısısında bekleyen ve 

normal erime sıcaklı�ına sahip agaroz ile kaplı lamların üzerine yayılarak üzerleri ince 

lameller (tüm lamı kaplayan) ile kaplanmı�tır. Bu a�amadaki i�lemde, hücreler, 

alındıkları hacmin 2 katı kadar LMA ile karı�tırılıp lam üzerine yayılarak i�lem 

yapılmalıdır. Lam üzerine toplamda 100 µl hacimden daha fazla bir hücre LMA 

karı�ımının aktarılmamasına dikkat edilmi�tir. 

Üzeri hücre ve agaroz kar�ımıyla kaplanan lamlar buz üzerine alınarak 20 dakika 

donmaları beklenmi�tir. Agaroz lam üzerinde donduktan lam ve lamel arasında su 

buharı benzeri olu�umlar meydana gelir ve bu a�amadan sonra lameller dikkatlice 

kaldırılmı� ve lamlar daha önce hazırlanmı� olan ve +4°C’de �ale içerisinde bekleyen 

so�uk lizing solüsyonunda 1 saat bekletilmi�tir.  

Bekleme sonunda bu solüsyona 14 µl (20 µg/ml) Proteinaz K eklenerek örnekler 

�ale içerisinde 37°C’ lik etüve kaldırılmı� ve 2 saat inkübe edilmi�tir. 



�ki saat sonunda lamlar so

ardından 25V’ta 20 dakika yürütül

tankının üstüne so�uk aküler ve buz parçaları konarak TBE solüsyonunun

engellenmi�tir. 

Yürütme i�lemi sonunda elektroforez tankından alınan lamlar k

ısısında kurutulduktan sonra her bir lamel 50 µl et

boyanmı�tır. Boyanan preparatlar floresan mikroskopta (Euro

AE3199) ilgili filtrede incelenmi

kafa bölgesine göre de�erlendirilmi

2 (orta hasarlı), 3 (hasarlı), 4 (çok hasarlı) olar

bir preparat için 300 hücre sayılmı

�ekil 12. COMET testinde kullanılan skor
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ki saat sonunda lamlar so�uk TBE nötral solüsyonunda 20 dakika bekletilmi

ardından 25V’ta 20 dakika yürütülmü�tür. Yürütme i�lemi süresince elektoroforez 

uk aküler ve buz parçaları konarak TBE solüsyonunun

lemi sonunda elektroforez tankından alınan lamlar karanlıkta, oda 

ısısında kurutulduktan sonra her bir lamel 50 µl etidyum bromid (8µg/ml) ile 

tır. Boyanan preparatlar floresan mikroskopta (Euromexx, Onion, OX Range, 

AE3199) ilgili filtrede incelenmi�tir. Her bir hücre DNA görüntüsü kuyruk uzunlu

�erlendirilmi� ve hasar miktarına göre 0 (hasarsız ), 1 (az hasar

2 (orta hasarlı), 3 (hasarlı), 4 (çok hasarlı) olarak kategorize edilmi�tir (�

bir preparat için 300 hücre sayılmı�tır. 

COMET testinde kullanılan skorlama ve skorlamaya ait örnek gö

olüsyonunda 20 dakika bekletilmi� ve 

lemi süresince elektoroforez 

uk aküler ve buz parçaları konarak TBE solüsyonunun ısınması 

lemi sonunda elektroforez tankından alınan lamlar karanlıkta, oda 

idyum bromid (8µg/ml) ile 

mexx, Onion, OX Range, 

tir. Her bir hücre DNA görüntüsü kuyruk uzunlu�u ve 

 ve hasar miktarına göre 0 (hasarsız ), 1 (az hasarlı), 

�ekil 12). Her 

 

örüntüler. 
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3.2.8. Akım (Flow) sitometri  

TMZ, leptin ve SHLA moleküllerinin hücrelerin hücre döngüsü üzerindeki 

etkilerinin saptanması amacıyla akım sitometri testi uygulanmı�tır. Bu amaçla izlenilen 

protokol a�a�ıda yer almaktadır.  

Hücrelerimiz 25cm2’lik flasklara  1x106 konsantrasyonda ekildikten ve yukarıda 

MTT ba�lı�ı altında belirtilen serum açlı�ı uygulamsı yapıldıktan sonra  TMZ, leptin ve 

SHLA molekülleri IC50 de�erlerinde tek ve kombine halinde hücrelere verilmi�tir. 

Hücreler 37°C’de, CO2’li inkübatörde 72 saat inkübe edilmi�tir. 

�nkübasyon sonunda hücreler tripsine edilip, 15ml’lik tüplere standart hücre 

kültürü teknikleri kullanılarak toplanmı�tır.  

Bu tüpler 1500 rpm’de 5 dakika santrifüj edildikten sonra supernatant kısım 

atılmı� ve hücrelerin üzerine transfer pipeti ile 3 ml steril PBS (Ca++ ve Mg++ içermeyen) 

eklenerek tekrar 1500 rpm’de 5 dakika santrifüj edilmi�tir. 

Santrifüj sonrası üst kısım tekrar atılmı� ve hücrelerin üzerine bir önceki 

a�amada oldu�u gibi 3 ml PBS (Ca++ ve Mg++ içermeyen)  eklenerek pipetle hafifçe 

karı�tırılarak yıkama i�lemi yapılmı�tır. Ardından tekrar 1500 rpm’de 5 dakika santrifüj 

yapılmı�tır. 

          Santrifüj sonrası üst süpernatant kısım atılmı� ve hücrelerin üzerine 2 ml steril 

PBS (Ca++ ve Mg++ içermeyen) eklenmi�tir. 

Fiksasyon için vorteks üzerinde alınan tüplerin üzerine toplamda 2-3 ml so�uk 

%99’luk alkol hafif vorteks altında damla damla bırakılarak hücrelerin fiksasyonu 

sa�lanmı�tır. Fiksasyon i�lemi sonrasında hücre akım sitometrisi süreci ba�latılana 

kadar +4°C’de saklanmı�tır. 

Akım sitmotrisi ölçüm süreci ba�ladı�ında öncelikle ortamdaki alkolü 

uzakla�tırmak için 2 ml daha PBS ilave edilmi� ve 1500 rpm’de 5 dk santrifüj 

edilmi�tir. 
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Santrifüj sonrası süpernatan atıldıktan sonra hücrelerin üzerine 70 µl RNase 

ve 50 µl Propidium Iodide eklenerek mikropipet yardımıyla karı�ması sa�lanmı�tır. Bu 

i�lem sonunda örnekler 20 dakika oda ısısında karanlıkta inkübe edilmi�tir. 

�nkübasyon sonunda hücreler 37 µm’lik nylon mesh’den süzülmü� ve akım 

sitometri cihazında (EPICS XL MCL, Beckman Coulter) 10000 hücre sayılarak hücre 

döngüsü ve DNA analizi yapılmı�tır. 

G0/G1, sentez ve G2/M fazındaki hücrelerin oranı ile apoptotik hücre oranı iki 

de�i�kenli DNA histogramları MCYCLE (Phonex Sys) programı kullanılarak 

analiz edilmi�tir. 

3.2.9. �statistiksel Analiz  

Tez çalı�masında elde edilen verilerin de�erlendirilmesinde SPSS 15.0 paket 

programı kullanılmı�tır. Tanımlayıcı tipte bir ara�tırma olan ara�tırmada de�i�kenlere 

ili�kin frekanslar ve yüzdelikler verilmi� ve bu veriler çe�itli grafikler yardımıyla görsel 

olarak da özetlenmi�tir. Kategorik de�i�kenlerin gruplardaki da�ılımlarının test 

edilmesinde ki-kare ya da Fisher’in exact testi kullanılmı�, sonuçlar frekans da�ılımları 

ve yüzdeliklerin tanımlayıcı istatistik olarak kullanıldı�ı tablolarla ifade edilmi�tir. 

Çalı�mada istatistiksel anlamlılık sınırı olarak p<0.05 alınmı�tır.  
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4. BULGULAR 

Tez kapsamında çalı�ılan TMZ, leptin ve SHLA moleküllerinin LN-405, T98G 

ve U373 MG hücre hatları üzerindeki sitotoksik etkileri MTT yöntemi ile saptanmı�tır. 

4.1. TMZ Sitotoksisitesi 

Sitotoksisite testi sonucu her 3 hücre serisinde de 72. saatte yalnızca TMZ’nin 

IC50 de�eri saptanmı�tır (Tablo 14). TMZ’nin dozlarına göre hücre serileri üzerindeki 

sitotoksik etkileri �ekil 13, 14 ve 15’te verilmi�tir. Aynı inkübasyon süresinde leptin ve 

SHLA moleküllerinin IC50 de�erinin saptanabilece�i bir sitotoksisiteleri 

bulunmamaktadır. Bu test her bir hücre serisi için 3 kez ve her bir testte 4 tekrarlı olacak 

biçimde yapılmı�tır. 

Tablo 14. TMZ’nin glioblastoma hücre serilerinde IC50 de�erleri 

 

 

 

 

 

 

 

Hücre Serisi  IC50 de�eri (µM) 

LN-405  1541.85 

T98G  2352.96 

U373 MG  800 

 



�ekil 13. TMZ ’nin LN-405

�ekil 14. TMZ’nin T98G hücre serisinde
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405 hücre serisinde ki sitotoksisitesi.  

hücre serisinde ki sitotoksisitesi. 

 

 



�ekil 15. TMZ’nin U373 MG

4.2. Leptin Sitotoksisitesi 

Leptin molekülünün hücre serileri üzerindeki sitoto

verilmi�tir. Bu sitotoksisite 

leptin’in uygulama dozu 0.1 µM olarak belirlenmi
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U373 MG hücre serisinde ki sitotoksisitesi. 

4.2. Leptin Sitotoksisitesi  

Leptin molekülünün hücre serileri üzerindeki sitotoksik etkisi �

tir. Bu sitotoksisite sonucuna göre, tez kapsamında yapılacak di�

eptin’in uygulama dozu 0.1 µM olarak belirlenmi�tir.  

 

ksik etkisi �ekil 16’ da 

ında yapılacak di�er testlerde 



�ekil 16. Leptin molekülünün LN

sitotoksik etkisi.  
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Leptin molekülünün LN-405, T98G ve U373 MG hücre serilerindeki 

 

405, T98G ve U373 MG hücre serilerindeki 



4.3. SHLA Sitotoksisitesi

SHLA molekülünün hücre serileri üzerindeki sitotoksik et

verilmi�tir. Bu sitotoksisite sonucuna göre, tez kapsamında

SHLA’in uygulama dozu 1000 ng olarak belirlenmi

�ekil 17. SHLA molekülünün LN

sitotoksik etkisi. 

4.4. Gen Ekspresyon Analizi

IC50 de�eri belirlenen TMZ molekülü ile 

(0.1 µM) ve SHLA  (1000 ng) moleküllerinin tek tek 

kombinasyonları hücrelere

direncinde rol alan MGMT, MLH1, PMS2, MSH2, MSH6 ge

GAPDH geninin ekspresyon de

“Kontrol, TMZ (1541.85 

(1541 µM+0.1 µM), TMZ + SHLA (1541 µM +1000 ng), Le

1000 ng) ve son olarak 3’lü kombinasyon TMZ+

µM + 1000 ng) olarak  toplam 8 grup belirlenmi
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4.3. SHLA Sitotoksisitesi 

molekülünün hücre serileri üzerindeki sitotoksik etkisi 

tir. Bu sitotoksisite sonucuna göre, tez kapsamında yapılacak di�

SHLA’in uygulama dozu 1000 ng olarak belirlenmi�tir 

SHLA molekülünün LN-405, T98G ve U373 MG hücre serilerindeki 

4.4. Gen Ekspresyon Analizi 

eri belirlenen TMZ molekülü ile sitotoksik etkileri bulunmayan l

(0.1 µM) ve SHLA  (1000 ng) moleküllerinin tek tek ve kendi aralar

kombinasyonları hücrelere sunulduktan sonra hücrelerdeki TMZ kemoterapötik 

direncinde rol alan MGMT, MLH1, PMS2, MSH2, MSH6 genlerinin ve kontrol için 

GAPDH geninin ekspresyon de�i�iklikleri RT-PZR ile saptanmı�tır. 

 µM) , Leptin (0.1 µM), SHLA (1000 ng), TMZ + Leptin

(1541 µM+0.1 µM), TMZ + SHLA (1541 µM +1000 ng), Leptin + SHLA (0.1 µM + 

1000 ng) ve son olarak 3’lü kombinasyon TMZ+ Leptin + SHLA (1541.85

µM + 1000 ng) olarak  toplam 8 grup belirlenmi�tir.  T98G ve U373 MG hücre serileri 

kisi �ekil 17’de 

 yapılacak di�er testlerde 

 

405, T98G ve U373 MG hücre serilerindeki 

sitotoksik etkileri bulunmayan leptin 

ve kendi aralarındaki 

sunulduktan sonra hücrelerdeki TMZ kemoterapötik 

nlerinin ve kontrol için 

�tır. LN-405 için  

µM) , Leptin (0.1 µM), SHLA (1000 ng), TMZ + Leptin 

ptin + SHLA (0.1 µM + 

.85 µM  + 0.1 

.  T98G ve U373 MG hücre serileri 



için de  yalnızca TMZ de�

IC50= 800 µM) gösteren benzer gruplar olu

4.4.1. MGMT geni ekspresyon de

Glioblastoma hücrelerinde olu

uygulandıktan sonra MGMT geninde meydana gelen eksp

göre farklılık gösterdi�i için bu de

verilmi�tir. U373 MG hücre hattında ekspresyon gözlemlenmemi

�ekil 18. LN-405 hücre serisinde 
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için de  yalnızca TMZ de�erleri de�i�kenlik (T98G IC50 = 2352.96 µM ve U373 MG 

= 800 µM) gösteren benzer gruplar olu�turulmu�tur. 

.1. MGMT geni ekspresyon de�i�imi 

Glioblastoma hücrelerinde olu�turulan çalı�ma gruplarında, moleküller 

uygulandıktan sonra MGMT geninde meydana gelen ekspresyon de�i�imi hücre tipine 

�i için bu de�i�iklikler LN-405 için �ekil 18’de, T98G

U373 MG hücre hattında ekspresyon gözlemlenmemi�tir.  

hücre serisinde MGMT geni ekspresyon de�i�imi. 

µM ve U373 MG 

gruplarında, moleküller 

� �imi hücre tipine 

T98G için 19’da 

 



�ekil 19. T98G hücre serisinde

4.4.2. MLH1 geni ekspresyon de

Glioblastoma hücrelerinde olu

uygulandıktan sonra MLH1 geninde meydana gelen eksp

verilmi�tir. 
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sinde MGMT geni ekspresyon de�i�imi. 

.2. MLH1 geni ekspresyon de�i�imi 

Glioblastoma hücrelerinde olu�turulan çalı�ma gruplarında, moleküller 

uygulandıktan sonra MLH1 geninde meydana gelen ekspresyon de�i�imi 

 

ma gruplarında, moleküller 

� �imi �ekil 20’de 



�ekil 20. MLH1 geni ekspresyon de

4.4.3. PMS2 geni ekspresyon de

Glioblastoma hücrelerinde olu

uygulandıktan sonra PMS2

göre farklılık gösterdi�i için bu de

22’de ve U373 MG �ekil 23’de
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MLH1 geni ekspresyon de�i�imi. 

geni ekspresyon de�i�imi 

Glioblastoma hücrelerinde olu�turulan çalı�ma gruplarında, moleküller 

PMS2 geninde meydana gelen ekspresyon de�i�imi hücre tipine 

�i için bu de�i�iklikler LN-405 için �ekil 21’de, T98G

23’de verilmi�tir.  

 

ma gruplarında, moleküller 

� �imi hücre tipine 

T98G için �ekil 



�ekil 21. LN-405 hücre serisinde 

�ekil 22. T98G hücre serisinde 
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hücre serisinde PMS2 geni ekspresyon de�i�imi. 

hücre serisinde PMS2 geni ekspresyon de�i�imi. 

 

 



�ekil 23. U-373 MG hücre serisinde 

4.4.4. MSH2 geni ekspresyon 

Glioblastoma hücrelerinde olu

uygulandıktan sonra MSH2 geninde meydana gelen eksp

verilmi�tir. 

�ekil 24. MSH2 geni ekspresyon de
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hücre serisinde PMS2 geni ekspresyon de�i�imi. 

MSH2 geni ekspresyon de�i�imi  

Glioblastoma hücrelerinde olu�turulan çalı�ma gruplarında, moleküller 

uygulandıktan sonra MSH2 geninde meydana gelen ekspresyon de�i�imi 

geni ekspresyon de�i�imi. 

 

ma gruplarında, moleküller 

� �imi �ekil 24’te 

 



4.4.5. MSH6 geni ekspresyon de

 Glioblastoma hücrelerinde olu

uygulandıktan sonra MSH6 geninde meydana ge

verilmi�tir. 

�ekil 25. MSH6 geni ekspresyon de

4.3. COMET Analizi

Her bir hücre serisinde, TMZ (IC

moleküllerin tek tek ve kendi aralarındaki kombinas

hücrelerdeki olası genomik DNA hasarı COMET yöntemi

grupta saptanan DNA hasarı oranı ve DNA ha

kar�ıla�tırmaları sırasıyla Tablo 15

hücre serisinde de gruplar arasında DNA hasarı açıs

bulunmaktadır (�0.001). 
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MSH6 geni ekspresyon de�i�imi 

Glioblastoma hücrelerinde olu�turulan çalı�ma gruplarında, moleküller 

uygulandıktan sonra MSH6 geninde meydana gelen ekspresyon de�i�imi 

geni ekspresyon de�i�imi. 

4.3. COMET Analizi 

Her bir hücre serisinde, TMZ (IC50 de�eri), leptin (0.1 µM) ve SHLA  (1000 ng) 

moleküllerin tek tek ve kendi aralarındaki kombinasyonları hücrelere sunulduktan sonra 

hücrelerdeki olası genomik DNA hasarı COMET yöntemi ile belirlenmi�

grupta saptanan DNA hasarı oranı ve DNA hasarı açısından grupların birbirlerine göre 

tırmaları sırasıyla Tablo 15’te ve Tablo 16’da verilmi�tir. Her 3 glioblastoma 

hücre serisinde de gruplar arasında DNA hasarı açısından anlamlı bir fark 

ma gruplarında, moleküller 

� �imi �ekil 25’te 

�

eptin (0.1 µM) ve SHLA  (1000 ng) 

yonları hücrelere sunulduktan sonra 

 ile belirlenmi�tir. Her bir 

sarı açısından grupların birbirlerine göre 

tir. Her 3 glioblastoma 

amlı bir fark 
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Tablo 15. LN-405, T98G ve U373 MG hücre serilerinde saptanan DNA hasarı. 

Hücre serisi LN-405 T98G U373 MG   
Gruplar Hasar oranı (%) Hasar oranı 

(%) 

Hasar oranı (%)  p 

Kontrol  19.6 5.0 1.9  �0.001 

TMZ 60.3 37.4 5.2  �0.001 

Leptin 25.3 11.7 6.9  �0.001 

SHLA 14.1 9.7 6.5  �0.001 

TMZ + Leptin 26.2 42.9 10.1  �0.001 

TMZ + SHLA 8.7 32.6 10.9  �0.001 

Leptin + SHLA 28.4 24,1 3.8  �0.001 

TMZ + Leptin+ 
SHLA 

40.4 36.7 11.4 
 
�0.001 
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Tablo 16. LN-405, T98G ve U373 MG hücre serilerinde grupların birbirlerine göre 

DNA hasarı açısından kar�ıla�tırmaları. 

Grup Kar�ıla�tırma Grubu  LN405 

P 

 
 

T98G 

p 

 
 

U373 MG 

p 

Kontrol  TMZ  <0.001  <0.001  0.143 

 Leptin  0.388  0.042  0.070 

 SHLA  0.319  0.142  0.076 

 TMZ + Leptin  0.398  <0.001  0.008 

 TMZ + SHLA  0.048  <0.001  0.006 

 Leptin + SHLA  0.252  <0.001  0.362 

 TMZ+ Leptin + SHLA  0.021  <0.001  0.004 

TMZ Leptin  <0.001  <0.001  0.509 

 SHLA  <0.001  <0.001  0.564 

 TMZ + Leptin  <0.001    0.511  0.035 

 TMZ + SHLA  <0.001    0.558  0.034 

 Leptin + SHLA  <0.001    0.019  0.463 

 TMZ + Leptin + SHLA  0.034    0.937   0.019 

Leptin SHLA  0.008    0.538  0.897 

 TMZ + Leptin  0.882    <0.001  0.327 

 TMZ + SHLA  0.001    0.001  0.279 

 Leptin + SHLA  0.609    0.005  0.227 

 TMZ + Leptin + SHLA  0.040   <0.001  0.216 

SHLA TMZ + Leptin  0.031  <0.001  0.209 

 TMZ + SHLA  0,183   <0.001  0.180 

 Leptin + SHLA  0.008    0.001  0.244 

 TMZ + Leptin + SHLA  <0.001  <0.001  0.127 

TMZ + Leptin TMZ + SHLA  0.003    0.327  0.836 

 Leptin + SHLA  0.781    0.023  0.015 

 TMZ + Leptin + SHLA  0.118    0.552  0.704 

TMZ + SHLA Leptin + SHLA  0.001    0.286  0.014 

 TMZ + Leptin + SHLA  <0.001    0.675  0.881 

Leptin + SHLA TMZ + Leptin + SHLA  0.170    0.100  0.008 

4.4. Akım Sitometri Analizi 

Her bir hücre serisinde, TMZ (IC50 de�eri), leptin (0.1 µM) ve SHLA  (1000 ng) 

moleküllerinin tek tek ve kendi aralarındaki kombinasyonları hücrelere sunulduktan 

sonra moleküllerin hücre döngüsüne olan etkileri Tablo 17’de ve Tablo 18’de 

verilmi�tir. Moleküllerin hücre döngülerine etkileri açısından hücre serilerinde ki 

gruplar arasında istatistiksel olarak anlamlı farklılık saptanmı�tır (�0.001). 
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Tablo 17. LN-405, T98G ve U373 MG hücre serileride moleküllerin hücre döngüsüne 

olan etkileri. 

Hücre serisi LN-405 T98G U373 MG  

        Döngü 

Gruplar 

G0/G

1 (%) 

G2/M 

(%) 

S  

(%) 

G0/G1 

(%) 

G2/M 

(%) 

S  

(%) 

G0/G1 

(%) 

G2/M 

(%) 

S  

(%) 

p 

Kontrol  82 0 18 90                  0 10 75 13 12 �0.001 

TMZ *-                     - - 99 0 1 - - - �0.001 

Leptin 83 0 17 100  0 0 73 9 18 �0.001 

SHLA 89 0 11 87 0 13 78 9 13 �0.001 

TMZ + 

Leptin 
- - - 80 0 20 20  6 74 �0.001 

TMZ + 
SHLA 

- - - 84 0 16 3 0 97 �0.001 

Leptin + 

SHLA 
85 0 15 88 0 12 70 12 18 �0.001 

TMZ + 

Leptin+ 
SHLA 

- - - 84 0 16 19 0 81 �0.001 

* Hücreler parçalandı�ınından dolayı veri alınamamı�tır. 
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Tablo 18. LN-405, T98G ve U373 MG hücre serilerinde grupların birbirlerine göre 

hücre döngüsüne olan etkileri. 

Grup Kar�ıla�tırma Grubu LN-405 

P 

T98G 

p 

U373 MG 

p 

Kontrol  TMZ - 0.005 - 

 Leptin 0.852 0.001 0.376 

 SHLA 0.160 0.506 0.662 

 TMZ + Leptin - 0.048 �0.001 

 TMZ + SHLA - 0.207 �0.001 

 Leptin + SHLA 0.568 0.651 0.494 

 TMZ + Leptin + SHLA - 0.207 �0.001 

TMZ  Leptin - 0.316 - 

 SHLA - 0.001 - 

 TMZ + SHLA - �0.001 - 

 Leptin + SHLA - 0.002 - 

 TMZ + Leptin + SHLA - �0.001 - 

Leptin SHLA 0.221 �0.001 0.615 

 TMZ + Leptin - �0.001 �0.001 

 TMZ + SHLA - �0.001 �0.001 

 Leptin + SHLA 0.700 �0.001 0.782 

 TMZ + Leptin + SHLA - �0.001 �0.001 

SHLA TMZ + Leptin �0.001 0.182 �0.001 

 TMZ + SHLA - 0.547 �0.001 

 Leptin + SHLA 0.400 0.831 0.434 

 TMZ + Leptin + SHLA - 0.547 �0.001 

TMZ + Leptin TMZ + SHLA - 0.462 �0.001 

 Leptin + SHLA �0.001 0.123 �0.001 

 TMZ + Leptin + SHLA - 0.462 0.042 

TMZ + SHLA Leptin + SHLA �0.001 0.415 �0.001 

 TMZ + Leptin + SHLA - 0.1000 �0.001 

Leptin + SHLA TMZ + Leptin + SHLA �0.001 0.415 �0.001 
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5. TARTI�MA VE SONUÇ 

Bu tez çalı�masında;  leptin ve SHLA moleküllerinin TMZ kemoterapötik 

direncine olan etkileri glioblastoma hücre serilerinde ara�tırılmı�tır. TMZ, leptin ve 

SHLA molekülleri tek ve kombine formlarıyla GB hücre serilerine uygulandıktan sonra 

TMZ kemoterapötik direncinde rol aldı�ı bilinen MGMT, MLH1, MSH2, MSH6 ve 

PMS2 genlerinin ekspresyonları RT-PZR, genomik DNA hasar etkileri COMET ve 

hücre döngüsüne olan etkileri de akım sitometrisi ile saptanmı�tır.   

5.1. TMZ, Leptin ve SHLA Sitotoksisitesi 

GB hücre serilerinin TMZ duyarlılı�ına ili�kin yapılan çalı�malarda, hücrelerin 

birbirinden farklı düzeyde TMZ duyarlılı�ına sahip oldu�u belirtilmektedir (Kamzawa 

ve ark., 2003; Torres ve ark., 2011; Lan ve ark., 2016; Lee , 2016; Urdiciain ve ark., 

2018)    

Lan ve ark. (2016) tarafından yapılan çalı�mada T98G ve U373 MG hücre 

serilerinin TMZ duyarlılı�ını (IC50) 48.saat için sırasıyla 3457.8 µM ve 483.5 µM 

olarak saptadıkları belirtilmektedir. Guo ve ark. (2019) tarafında yapılan çalı�mada da 

T98G hücre serisi için TMZ IC50 de�eri 3468.8 µM ve U373 MG için ise 529.8 µM 

olarak saptandı�ı bildirilmektedir. Ayrıca, Zhang ve ark. (2015) tarafından yapılan 

çalı�mada U373 MG için TMZ IC50 de�eri 759 µM, T98G için 1274 µM olarak 

bildirilmi�tir. Bu çalı�malarda belirtildi�i gibi TMZ duyarlılı�ı çalı�malar arası farklılık 

göstermektedir. Web kaynaklı veri bankaları aracılı�ıyla yapılan ara�tırmada 

https://www.cancerrxgene.org/translation/Drug/1375#t_IC50 uzantılı web adresinden 

GB hücre serilerinde TMZ IC50 de�erinin 37-926 µM arasında de�i�ti�i belirtilmi�tir. 

Çalı�malarda, TMZ duyarlılı�ının birbirlerinden farklı çıkmasının birçok nedeni vardır. 

Bunları, kullanılan hücrelerin tümör derecesi ve pasaj sayısı, kullanılan medyum ve 

içeri�i, flaskların yüzey içeri�i, laboratuvar �artları (Damiani ve ark., 2019), test tipi 

(MTT, XTT, WST1, vb), moleküllerin çözündü�ü solüsyon, moleküllerin inkübasyon 

süresi ve verilerin analiz edildi�i programlar (He ve ark., 2016) �eklinde özetleyebiliriz. 
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Bu tez çalı�masında TMZ’ye dirençli oldu�u bilinen (Lee ve ark., 2016) T98G 

hücre serisinin IC50 de�erini 2352.96 µM ve TMZ’ye duyarlı (Lee ve ark., 2016) oldu�u 

bilinen U373 MG hücre serisinin ise 800 µM olarak saptanmı�tır. LN-405 hücre 

serisinin 1541.85 µM oldu�u belirlenmi�tir. Bu tez çalı�masında da T98G’nin TMZ 

duyarlılı�ı beklenildi�i gibi di�er iki hücre serisinden daha yüksek bulunmu�tur. Bu 

yönüyle TMZ duyarlılı�ı açısından tez çalı�masından elde edilen veriler bir takım 

çalı�malara göre (Kanzawa ve ark., 2003; Torres ve ark., 2011; Lo dico ve ark., 2018) 

yüksek olsa da   yukarıda belirtilen (Zhang ve ark., 2015; Lan ve ark. 2016; Guo ve ark. 

2019) çalı�malarla uyumludur. 

Tez çalı�ması kapsamında leptinin de GB hücreleri üzerindeki sitotoksik etkileri 

ara�tırılmı�tır. Buna göre leptinin 0.01, 0.1, 0.2 ve 1 µM dozlarıyla yapılan sitotoksiste 

ara�tırmasında leptinin tüm hücre serilerimiz için sitotoksik olmadı�ı saptanmı�tır. Bu 

nedenle, IC50 de�eri belirlenmemi�tir. 

Normal sa�lıklı insandaki leptin düzeyinin in vitro ortamda e�de�erinin 10 ng/ml 

oldu�u saptanmı�tır. Obezler için ise bu de�er 100 ng/ml’ye kadar çıkabilmektedir 

(Dubois ve ark., 2013). 

Bu tez çalı�masında 0.01, 0.1, 0.2 ve 1µM konsantrasyonlarda leptin molekülü 

hücrelere verilerek 72 saat sonra sitotoksisite analizi yapılmı�tır. LN-405, T98G ve 

U373 MG hücre serilerinde en yüksek dozda bile hücre ya�am oranı %80‘nin üzerinde 

saptanmı�tır. Hücre hatları içerisinde leptine en hassas cevap veren hücre serisi 0.01, 0.1 

ve 1’lik dozlarda %80‘e yakın ya�am oranı ise U373 MG olarak saptanmı�tır. T98G 

hücre hattında leptinin tüm dozlarında hücre ya�am oranı kontrole yani %100’e yakın 

saptanmı�tır. LN-405 hücre serisinde ise 0.01 µM’lık dozda hücre ya�am oranı %90’ın 

altına dü�mü� olsa bile doz arttıkça kontrol grubuna yakın bir canlılık saptanmı�tır. Tez 

çalı�masındaki amaçlarımızdan biri de leptinin TMZ duyarlılı�ındaki rolünün 

açıklanması oldu�undan çalı�mada kullanılacak leptin miktarı 0.1 µM olarak seçilmi�tir. 

Çünkü, obez kabul edilen bir insanın periferik kanında bulunan ortalama leptin 

düzeyinin in vitro kar�ılı�ı 0,1 µM olarak belirtilmektedir.  

SHLA molekülünün barındırdı�ı mutasyonlar D23L/L39A/D40A/F41A �eklinde 

saptanmı�tır. OB-R’ye ba�lanmak için SHLA molekülünün leptin molekülüne göre 60 
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kat daha yüksek afiniteye sahip oldu�u belirlenmi�tir (Candelaria ve ark., 2017). Bu 

sebepten ötürü tez çalı�masında leptin reseptörü olarak SHLA seçilmi�tir. 

Bu tez çalı�masında 10, 100, 500 ve 1000 ng’lık konsantrasyonlarda SHLA 

molekülü hücrelere verilerek 72 saat sonra sitotoksisite analizi yapılmı�tır. LN-405 ve 

T98G hücre hatların SHLA’nın hücre ya�am oranı genel olarak %85‘in üzerinde 

saptanmı�tır. U373 MG hücre hattında ise doz arttıkça hücre ya�am oranı dü�mü�tür 

fakat en yüksek dozda (1000 ng) bile hücre ya�am oranı %70‘in üzerine çıkmı�tır. 

Bundan dolayı SHLA için her 3 GB hücre serisinde de sitotoksik bir doza 

ula�ılamamı�tır.   Fiedor ve ark. (2016) yaptıkları bir çalı�ma sonucunda SHLA’nın 

hücresel etkilerinin hücre tipine göre de�i�ebilece�i bildirilmi�tir. Bu sonuçlar bizim tez 

çalı�masında elde etti�imiz bulgularla uyumludur. 

Yapılan literatür taramasında, SHLA’nın GB dahil di�er kanserler üzerindeki 

etkisine ili�kin herhangi bir veri ve yayın bulunamamı�tır. Bu tez çalı�ması SHLA’nın 

GB hücre serileri üzerindeki sitotoksik, genotoksik etkisini ara�tıran ilk çalı�madır. 

 Hücre serisi çalı�malarında elde edilen IC50 de�erlerinin birbirlerinden farklı 

olmasının birçok nedeni bulunmaktadır. Bunları, kullanılan hücre serilerinin genomik 

yapısı, pasaj sayısı, kullanılan medyum, sitotoksisite testinin tipi ve genel laboratuvar 

�artları olarak özetleyebiliriz (Damiani ve ark., 2019) . Bu nedenle elde edilen veriler 

çalı�maya özgüdür. Burada önemli olan aynı testin tekrarında aynı sonuçların 

saptanabilmesidir. Bu tez çalı�masında da veriler her biri 4 tekrarlı 2 ba�ımsız testle ve 

morfolojik de�erlendirmeler e�li�inde elde edilmi�tir. Bu nedenle sonuçlarımızın 

güvenilirli�i yüksektir. 

5.2. TMZ, Leptin ve SHLA’nın TMZ Direncinde Rol Alan Genlerin 

Ekspresyonuna Etkisi 

5.2.1. MGMT geninin ekpresyona etkisi 

Genel olarak, MGMT ekspresyonunun azalmasının hücrenin TMZ duyarlılı�ını 

arttırdı�ı bilinmektedir. MGMT ekpsresyonunun metilasyon aracılı�ı inhibisyonunun 
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GB’de TMZ direncinin tespit edilmesinde prognostik bir faktör olabilece�i rapor 

edilmi�tir (Esteller ve ark., 1999; Paz ve ark., 2004; Hegi ve ark., 2008) 

Bu tez çalı�ması kapsamında yapılan çalı�mada, U373 MG hücre hattında 

MGMT ekspresyonu saptanmadı�ı için TMZ, leptin  ve SHLA’nın etkisi 

saptanamamı�tır.  

LN-405 hücre serisinde ise TMZ’nin leptin ve SHLA ile kombinasyonlarında 

MGMT ekspresyonunu kontrole göre sırasıyla 3.5 ve 2. kat arttırdı�ı TMZ’nin ise tek 

ba�ına kontrole göre 1.3 kat arttı�ı saptanmı�tır. LN-405 hücre serisinde, leptin ve 

SHLA kullanımının MGMT ekspresyonu üzerinden TMZ direncine katkı sunma 

potansiyelinin dü�ük oldu�u sonucuna ula�ılmı�tır. 

Tez kapsamında de�erlendirilen ve TMZ dirençli olarak rapor edilen (Lee ve 

ark., 2016) di�er hücre serisi T98G’de, TMZ’nin MGMT ekspresyonunu 2.2 kat 

arttıdı�ı ve bu artı�ın TMZ+Leptin kombinasyonunda TMZ’ye göre yakla�ık 6 kat 

arttı�ı  saptanmı�tır. Ancak hem TMZ hem de leptinden saptanan MGMT ekspresyon 

artı�ı SHLA’nın da yer aldı�ı üçlü kombinasyonda 1,59 kata kadar azalmı�tır. Çünkü 

SHLA’nın MGMT ekspresyonu üzerindeki etkisi kontrolle neredeyse aynı düzeyde 

saptanmı�tır. Bu nedenle, sonuçlarımız, SHLA’nın TMZ ve leptinden kaynaklanan 

MGMT ekspresyon artı�ının azaltmada aday bir molekül olabilece�ini göstermektedir. 

Obez sınırdaki hastalarda, TMZ uygulaması ile artabilme potansiyeline sahip MGMT 

ekspresyonun SHLA ile azaltılarak TMZ yanıtı güçlendirilebilir. Bu tez çalı�ması ile 

SHLA’nın bu potansiyel terapötik etkisi ilk kez gösterilmi�tir. 

Kitange ve ark. (2009) tarafından yapılan çalı�mada, TMZ’nin ksenograft 

orthotopik tümör dokusu üzerindeki MGMT ekspresyonuna olan etkisi ara�tırılmı�tır. 

GBM43 isimli hücre ile olu�turulan tümörde, TMZ uygulamasının 7 gün sonunda 

MGMT ekspresyonunu kontrole göre 2.4 kat arttırdı�ı ancak GBM14 isimli hücre 

serisinde ise MGMT ekspresyonunda de�i�ikli�e yol açmadı�ı bildirilmi�tir. Bu tez 

çalı�ması kapsamında yapılan TMZ uygulamasında, TMZ’nin T98G hücre serisinde 

2.28, LN-405 hücre serisinde de 1.35 kat artı�a neden oldu�u saptanmı�tır. Tez 

çalı�ması sonucumuz, TMZ’nin MGMT ekspresyonu üzerindeki etkisinin hücre tipine 
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göre farklılık gösterebilece�ini i�aret etmesi açısından Kitange ve ark. (2009) çalı�ması 

ile uyumludur. 

Taspinar ve ark. (2013) tarafından yapılan çalı�mada, TMZ uygulanan primer 

GB kültür hücrelerinde ve GB hücre serilerinde, TMZ’nin MGMT ekspresyonu 

üzerinde hücre tipine göre farklı etki gösterdi�i do�rudan MGMT ekspresyonunu arttıcı 

veya azaltıcı bir etkisinden söz edilemeyece�i belirtilmi� ve bu farklılı�ın GB hücre 

genetik heterojenitesinden kaynaklanabilece�i bildirilmi�tir. Bu tez çalı�masında da 

TMZ uygulamasının MGMT ekspresyonu üzerindeki etkisinin Taspinar ve ark (2013) 

çalı�masıyla uyumlu oldu�u ve TMZ’nin MGMT ekspresyonunu de�i�tirebilece�i 

ancak net bir etkiden söz edilemeyece�i sonucuna ula�ılmı�tır. 

Hegi ve ark. (2005) tarafından yapılan çalı�mada, MGMT geni metile (MGMT 

gen ekspresyonu dü�ük veya olmayan) olan hastalarda ya�am süresinin,  MGMT geni 

eksprese olan hastalara göre yüksek oldu�u ve TMZ uygulamasının radyoterapi ile 

sa�lanan sa�kalım süresini (sırasıyla 21.7, 15.3 ay) arttırdı�ı bildirilmi�tir. Bu çalı�mada 

(Hegi ve ark. 2005) kemoterapinin mutlaka kullanılması gerekti�i vurgulanmı� ancak 

TMZ’nin MGMT ekspresyonuna olan etkisi ara�tırılmamı�tır. 

McCormack ve ark. (2009) tarafından, hipofiz tümörleri üzerine yapılan 

çalı�mada, tümörün TMZ’ye olan yanıtında MGMT ekspresyonunun etkili olup 

olmadı�ı immünohistokimya tekni�inden faydalanılarak ara�tırılmı�tır. TMZ tedavisine 

duyarlı olan hastadan alınan tümör dokularında dü�ük MGMT ekspresyon seviyesi 

saptandı�ı, TMZ tedavisine direnç gösteren hastaların dokularında ise MGMT 

ekspresyon seviyesinin yüksek oldu�u bildirilmi�tir. 

 Perazzoli ve ark. (2015)’nca, dü�ük (A172 ve LN229) ve yüksek (SF268 ve SK-

N-SH) MGMT ekspresyonu saptanan GB hücre hatlarında yapılan TMZ sitotoksisite 

çalı�masında, dü�ük MGMT ekspresyonu içeren hücrelerin TMZ’ye kar�ı daha duyarlı 

oldukları (TMZ için dü�ük IC50 de�eri) buna kar�ın yine bu hücre serilerinde MMR 

kompleksi üyelerinin ekspresyon seviyelerinin yüksek oldu�u bildirilmektedir.  

Guo ve ark. (2019), GB hücre hatlarında MGMT ekspresyon seviyelerinin 

birbirinden farklı oldu�unu ve MGMT ekspresyon yüksekli�inin TMZ direnci ile ili�kili 
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oldu�u belirtilmektedir. Bu çalı�amada, TMZ’nin MGMT ekspresyonu üzerindeki etkisi 

de�il, TMZ duyarlılı�ın MGMT ile ili�kili oldu�u rapor edildi�inden tez çalı�ması 

sonuçlarımızla uyumlulu�u tartı�ılamamaktadır.  Çünkü, tez çalı�ması kapsamından 

TMZ yanıtının MGMT ekspresyonu ile ili�kisi de�il TMZ’nin MGMT ekpsresyonu 

üzerindeki etkisi ara�tırılmı�tır. Bu nedenle bu tez çalı�ması sonunda  elde edilen 

verilerin  literatürde yer alan birçok TMZ-MGMT ili�kisi yayınları (Hegi ve ark., 2005; 

McCormack ve ark., 2009; Perazzoli ve ark., 2015; Guo ve ark., 2019) ile tartı�ması 

yapılamamı�tır.  

Literatürde hem leptin hem de SHLA’nın MGMT ekspresyonuna ili�kin her 

hangi bir yayın tespit edilmemi�tir. Bu nedenle, leptin ve SHLA’nın MGMT 

ekspresyonu üzerindeki etkisi tartı�ılamamı�tır. Bu tez çalı�ması, hem GB hem de di�er 

kanser türleri dâhil, leptin ve SHLA’nın tek ve kombine uygulamasında MGMT 

ekspresyonu üzerindeki etkisinin ara�tırıldı�ı ilk çalı�madır. 

Bu tez çalı�masının sonuçlarına göre, MGMT ekspresyonu saptanan hücre 

serilerinde, TMZ uygulamasının MGMT ekspesyonunu hücre tipine ba�lı olarak farklı 

düzeylerde de�i�tirebildi�i, TMZ ve leptin kaynaklı MGMT ekspresyon artı�ının SHLA 

kullanımı ile azaltılabilece�i ilk kez gösterilmi�tir. Buna göre, klinik yakla�ımda, leptin 

varlı�ında TMZ kullanımı ile olu�an dirençte SHLA’nın terapötik etkisi dikkate 

alınabilir. Ancak, bu sonuçlar, primer kültür kaynakları kullanılarak (özellikle GB 

kanser kök hücreleri) 3 boyutlu ve organoid modellerde do�rulanması, genom ebadında 

genetik ve epigenetik çalı�malarla klinik çalı�ma düzeylerine çıkarılmasına gereksinim 

duymaktadır. 

5.2.2. MMR genlerinin ekpresyona etkisi 

Hücrelerin MMR fonksiyonu ile TMZ duyarlılı�ı arasında sıkı bir ili�ki vardır 

(Sarkaria ve ark., 2008; Felsberg ve ark., 2011). TMZ gibi metilleyici ajanlara kar�ı 

geli�en direnç sıklıkla yanlı� e�le�me tamirinde görevli proteinlerin ekspresyonlarında 

meydana gelen de�i�ikliklerle ili�kili oldu�u belirtilmektedir. Ayrıca, MMR 

fonksiyonuyla MGMT fonksiyonu arasında da zıt bir ili�ki vardır (Kaina ve ark., 2010). 

MMR fonksiyon kaybı DNA’da mutasyon artı�ına neden olacak ve hücre TMZ kökenli 

sonuçsuz döngü modeline giremeyecektir. Sonuçsuz döngü modeline giremeyen hücre 
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mutasyon varlı�ında ya�amına devam edecek ve yeni mutasyonlar varlı�ında 

kemoterapötik yanıta direnç gösterebilecektir.  Bu nedenle genel olarak MMR gen 

fonskiyonlarının artı�ının TMZ duyarlılı�ına katkı sunması beklenmektedir. 

Be tez çalı�ması kapsamında yapılan MMR ekspresyon çalı�masında, TMZ, 

leptin ve SHLA’nın ayrı ayrı, ikili ve üçlü kombinasyonlarının MMR genlerinin 

ekspresyonlarına hücre tipine ba�lı olarak farklı etki gösterdi�i saptanmı�tır. 

Dolayısıyla, TMZ kemoterapötik yanıtında, leptin ve SHLA’nın kemoterapötik 

duyarlılı�ı artırabilen veya azaltabilen tanımlanabilir ve net bir katkısının oldu�unun 

belirtilemeyece�i ve olası katkının hücrenin genomik ve epigenetik yapısı ba�lamında 

farklı unsurlarca kontrol edilebilece�i anla�ılmaktadır. 

Tez kapsamındaki MMR ekspresyon çalı�masında,  TMZ’nin her 3 hücre 

serisinde de MLH1 ekspresyonunu arttırdı�ı ve TMZ’nin SHLA ile kullanımının TMZ 

yanıtını güçlendirebilece�i saptanmı�tır. Ancak leptinin tek ve SHLA ile olan 

kullanımında TMZ’ye göre MLH1 ekspresyonunu azaltabilece�i ve leptin varlı�ının 

TMZ yanıtını azaltabilece�i saptanmı�tır. 

PMS2 ekspresyonu açısından sonuçlarımız genel olarak de�erlendirildi�inde, 

TMZ’nin tek ba�ına PMS2 gen ekspresyonunu arttırdı�ı ve leptinin TMZ ile 

kullanımının U373 MG ve T98G’de PMS2 gen ekspresyonunu dramatik biçimde 

arttırdı�ı, SHLA’nın ise her üç hücre serisinde de PMS2 gen ekspresyonunu arttırarak 

TMZ yanıtının güçlendirilmesinde rol alabilece�i saptanmı�tır. PMS2 gen ekspresyon 

sonucu hem leptinin hem de SHLA’nın TMZ yanıtını güçlendirebilece�ini ve bu etkide 

SHLA’nın daha etkin olabilece�ini göstermi�tir. 

MSH2 ekspresyonu açısından sonuçlarımız genel olarak de�erlendirildi�inde, 

TMZ’nin tek ba�ına MSH2 gen ekspresyonunu arttırdı�ı, leptin ve SHLA’nın tek ve 

kombine kullanımlarında her üç hücre serisinde de farklı etki gösterdi�i tespit 

edilmi�tir. TMZ dirençli oldu�u bilinen (Lee ve ark., 2016) T98G’de ise leptinin TMZ 

ile birlikte MSH2 ekspresyonunu kontrole göre 9 yalnız TMZ kullanımına göre 2.3 kat 

arttırdı�ı saptandı�ından leptin MSH2 gen ekspresyonunu dirençli hücre serisinde 

arttırabilece�i sonucuna ula�ılmı�tır. Leptinin MSH2 gen ekspresyonu üzerindeki etkisi, 

benzer bir biçimde T98G hücre serisinde de PMS2 gen ekspresyonunda da saptanmı�tır. 
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Yine SHLA’nın da yalnızca T98G hücre serisinde ekspresyona olumlu katkı sa�ladı�ı 

saptanmı�tır. 

MSH6 ekspresyonu açısından sonuçlarımız genel olarak de�erlendirildi�inde, 

yine TMZ’nin tek ba�ına kullanımının MSH6 gen ekspresyonunu arttırdı�ı, U373 ve 

LN-405 hücre serilerinde leptin ve SHLA’nın TMZ ile olan ikili kombinasyonlarındaki 

MSH6 gen ekspresyon artı�ının TMZ’nin tek ba�ına gösterdi�i ekpsresyon artı�ı ile 

benzer oldu�u, T98G’de leptinin TMZ ile birlikte TMZ’nin tek ba�ına olan etkisine 

göre kısmi bir ekspresyon artı�ına neden oldu�u, üçlü kombinasyonunda ise yalnızca 

LN-405’te ekspresyon artı�ına neden oldu�u saptanmı�tır. MSH6 gen ekspresyon 

sonuçları, TMZ’nin tek ba�ına sa�ladı�ı ekspresyon artı�ının leptin ve SHLA ile elde 

edilemedi�i, leptin ve SHLA’nın MSH6 gen ekspresyonuna etkisinin hücre tipine göre 

farklılık gösterdi�i sonucunu do�urmu�tur.  

Ma ve ark. (2002)’larının, TMZ duyarlı ve TMZ dirençli insan glioma SF188 

hücre serilerinde yaptı�ı çalı�mada, hMLH1 ve PMS proteinlerinin ekspresyonlarının 

duyarlı ve dirençli hücre serilerinde de�i�medi�i  ve SF188 hücrelerinin TMZ 

direncinin yanlı� e�le�me tamiri enzimleriyle ilgili olmasının muhtemel olmadı�ını 

belirtmi�lerdir (Ma ve ark., 2002). Bu çalı�mada TMZ’nin MLH1 ve PMS genlerinin 

ekspresyon de�i�imine etkisi ara�tırılmamı�tır.  

Mirzoeva ve ark. (2006), U87, U251, SF188 ve T98G insan glioblastoma hücre 

hatlarında yaptıkları çalı�mada, U87 hücrelerinde MLH1’i siRNA aracılı 

susturduklarında, TMZ-indüklü tek ve çift-iplik DNA kırıklarınının anlamlı �ekilde 

azalttı�ı COMET yöntemi ile gösterilmi�tir. Bununla birlikte, glioblastomada TMZ 

uygulanmasıyla birlikte MLH1’in Mre11/Rad50/Nbs1’den olu�an MRN kompleksleri 

ile birlikte etkile�ime girerek, TMZ ile indüklenen G2 faz inhibisyonunun ve TMZ 

sitotoksisitesinin arttı�ı bildirilmi�tir (Mirzoeva ve ark., 2006). Ancak bu çalı�mada 

TMZ uygulaması sonrası MLH1ekspresyonu ara�tırılmamı�tır. Bu tez çalı�masında ise 

TMZ’nin MLH1 ekspresyonunu arttırdı�ı saptanmı�tır. MLH1 ekspresyon artı�ı, 

hücrede sonuçsuz döngünün ba�lamasına ve DNA kırıklarını artı�ına neden olabilir. Bu 

açıdan sonuçlarımız Mirzoeva ve ark., (2006) çalı�masını dolaylı olarak destekler 

niteliktedir.  
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Stark ve ark. (2010) tarafından yapılan ve 42 GB tanılı hastada 

immunohistokimya ile MLH1, MSH2 ve MSH6 proteinlerinin ekspresyonlarının 

ara�tırıldı�ı çalı�mada, MLH1 proteinin tekrarlamı� GB olgularında, primer tanı almı� 

hastalarda göre anlamlı bir biçimde azaldı�ı bildirilmi�tir. Bu tez çalı�masında, MLH1 

ekspresyonunun leptin ve SHLA ile azaltılabilece�i gösterilmi�tir. Stark ve ark. (2010) 

tarafından yapılan çalı�ma sonuçlarına göre MLH1 ve MSH6 ekspresyon azlı�ı uzun 

süreli sa� kalıma katkı sunuyorsa, leptin ve SHLA kullanımı GB’de ya�am süresine 

katkı sunabilir. Ancak bu sonucun büyük klinik çalı�malar ile do�rulanması 

gerekmektedir. Çünkü Cahill ve ark. (2007) tarafından yapılan çalı�mada, TMZ tedavisi 

alan GB hastalarınında MSH6 protein kaybının tümör progresyonu ile ili�kili oldu�u 

bildirilmi�tir. Dolayısıyla sonuçlar arasında da uyumsuzluklar bulunmaktadır. Bunun 

temel nedeni çalı�ma dizaynı ve ara�tırma tekniklerinin birbirlerinden farklı olmasından 

kaynaklanmaktadır. 

Felsberg ve ark. (2011)’de 80 glioblastoma tanısı almı� hastalar (58 erkek, 22 

kadın) üzerinde yaptıkları çalı�mada, tekrar eden GB’ler MMR genlerinin 

ekspresyonunun azaldı�ını bildirmektedir. MMR genlerinin en az birinin mutasyon 

sonucu protein düzeyinde ekspresyon azlı�ı hücrelerin sonuçsuz döngüye girmesini 

engelleyerek hücrenin ya�amını devam ettirecektir. Bu tez çalı�masında leptin ve 

özellikle SHLA’nın TMZ ile MMR genlerininden PMS2 ve MSH2 ekspresyonunu 

de�i�tirerek hücrenin sonuçsuz döngüye girmesini tetikleyebilece�i böylece TMZ 

yanıtını güçlendirebilece�ini i�aret etmeketedir. Bu açıdan de�erlendirildi�inde TMZ 

yanıtında leptin ve/veya SHLA potansiyel bir etkiye sahip olabilir. 

Shinsato ve ark. (2013)’larının TMZ’ye duyarlı ve dirençli hale getirdikleri 

U251 insan glioblastoma hücrelerinde, MLH1 mRNA ve protein ekspresyonunun U251 

hücrelerine göre, TMZ-dirençli hücrelerde daha dü�ük oldu�u, MLH1 mRNA 

ekspresyonunun zamana ba�lı olarak U251 hücrelerinde anlamlı olarak arttı�ı fakat 

TMZ-dirençli hücrelerde çok az bir indüklenmenin oldu�u görüldü�ü belirtilmektedir. 

PMS2 protein ekspresyonu ise MLH1 protein ekspresyonu ile korelasyon göstermi� 

fakat mRNA ekspresyonu bakımından bir uyumluluk göstermemi�tir. Ayrıca, TMZ 

uygulamasından sonra MLH1’deki gibi PMS2 proteininin ve mRNA’sının artı�ı U251 

hücresine göre daha dü�ük olarak saptanmı�tır. Bu nedenle, ara�tırıcılar, MLH1 ve/veya 
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PMS2’deki azalı�ın TMZ direncinde rol oynadı�ını önermi�lerdir. TMZ direncinde bu 

genlerin ekspresyonunun azalması beklenen bir durumdur. Bu tez çalı�masında da TMZ 

uygulaması sonucunda MLH1 ve PMS2 gen ekspresyonunda artı� saptanmı�tır.  Aynı 

çalı�mada (Shinsato ve ark., 2013), TMZ uygulanmı� 11 GBM hastasının ilk te�histeki 

ve hastalı�ın tekrar etti�i dönemdeki dokularından, immünohistokimya yöntemine göre 

MLH1 ve PMS2 protein ekspresyonlarını incelediklerinde, her iki protein için hastalı�ın 

tekrar etti�i dönemdeki ekspresyonlarının ilk te�histeki ekspresyonlara göre azaldı�ı 

bulunmu�tur (Shinsato ve ark., 2013). Bu tez çalı�masında leptinin MLH1 

ekspresyonunu azaltarak TMZ duyarlılı�ını azaltabilece�i ancak SHLA ile PMS2 

ekspresyonu üzerinden ise TMZ yanıtının arttırılabilece�i sonucuna ula�ılmı�tır. Elde 

edilen bu sonuç, leptin düzeyinin azaltılarak (MLH1 etkisinin azaltılmasıyla) PMS2 

üzerinden TMZ yanıtınını güçlendirilebilece�ini dü�ündürmektedir. 

Castro ve ark., (2015) yapılan çalı�mada, Gli36, U87 ve DBRTG insan 

glioblastoma hücrelerinde yapılan bir çalı�mada, 25 µM TMZ uygulamsının her üç 

hücre hattında da MLH1 ve MSH2 ekspresyonunun arttı�ı bildirilmektedir. Bu tez 

çalı�masında da TMZ’nin MLH1 ve MSH2 ekspresyonlarını arttırdı�ı saptanmı�tır. Bu 

bakımdan tez çalı�ması sonucumuz  Castro ve ark., (2015) tarafından yapılan çalı�ma 

sonuçlarıyla uyumludur. 

Sun ve ark. (2018)’larının tekrarlamı� GB hastalarında ve LN18, RG GB hücre 

hatlarında yaptıkları çalı�mada, western blot analizleri sonucu TMZ-tedavi alan 

hastalarda MSH6 protein ekpresyonunun hastalı�ın ilk te�his edildi�i dönemdekine göre 

anlamlı �ekilde arttı�ı bulunmu�tur. Gerçekle�tirilen immünohistokimya analizinde de 

MSH6 protein ekspresyonunun anlamlı �ekilde upregüle oldu�u saptanmı�tır. Aynı 

çalı�mada, TMZ’ye dirençli hale getirilen LN18 ve RG hücre hatlarında dirençsiz 

durumdaki hallerine göre MSH6 protein ekspresyonunun arttı�ı western blot analizleri 

sonucu belirlenmi�tir. Bu tez çalı�masında da IC50 de�erindeki TMZ uygulamasının GB 

hücre serilerinde MSH6 gen ekspresyonunu arttırdı�ı ve bu nedenle TMZ uygulamsı 

sonucu elde edilen MSH6 gen ekspresyon sonuçlarımız Sun ve ark. (2018) çalı�ması ile 

uyumludur.  
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Tez çalı�ması kapsamında elde edilen TMZ, leptin ve SHLA uygulaması MMR 

gen ekspresyon çalı�ma sonuçlarımız genel olarak de�erlendirildi�inde, TMZ’nin  tek 

ba�ına MMR genlerinin ekspresyonlarını arttırdı�ı ve MMR genlerinin ekspresyonunu 

arttırdı�ı için SHLA’nın tek veya TMZ ile kombine kullanılabilece�i, SHLA’nın 

kendisinin terapötik ajan olarak etki gösterebilece�i ve leptin miktarının dikkate 

alınarak üçlü kombine uygulamaların terapötik etki açısından potansiyelinin oldu�u 

ancak verilerin do�rulanması gerekti�i sonucuna ula�ılmı�tır. 

 5.3. TMZ, Leptin ve SHLA’nın DNA Hasarına Etkisi 

Bu tez çalı�masında, LN-405, T98G ve U373 MG hücre serilerinde, TMZ, leptin 

ve SHLA moleküllerinin tek ba�ına ve kombine uygulamalarının DNA hasarına olan 

etkisi COMET tekni�i kullanılarak ara�tırılmı�tır.  

Ara�tırmalar, TMZ uygulamasının GB hücrelerinde doza ba�lı DNA hasarının 

arttı�ını bildirmektedir (Marchesi ve ark., 2007; Annovazzi ve ark., 2015; Taspinar ve 

ark., 2013; Yanxin ve ark., 2017). TMZ gibi kemeterapötik ajanların hepsi DNA 

hasarını indükleme özelli�ine sahiptir. Bu nedenle TMZ uygulaması sonucunda DNA 

hasarı artı�ı beklenen bilimsel bir durumdur. Bu tez çalı�masında da TMZ uygulanan 

hücre gruplarında genomik DNA hasarı kontrol grubuna göre yüksek saptanmı�tır. 

Ayrıca leptin ve SHLA’nın tek ba�larına uygulandı�ı hücre gruplarında da DNA 

hasarının herbir grubunun kontrole göre arttı�ı saptanmı�tır. Literatürde leptin ve 

SHLA’nı genomik DNA hasarına olan etkilerine ili�kin herhangi bir çalı�ma tespit 

edilmemi�tir.  

Hücre tipine göre gruplar arası DNA hasar ili�kisi incelendi�inde, LN-405 hücre 

serisinde TMZ  ve leptinin DNA hasarını tetikledi�i, SHLA’nın ise TMZ ve leptin 

gruplarında saptanan DNA hasar oranını azaltıcı etkiye sahip oldu�u tespit edilmi�tir. 

Ayrıca üçlü kombinasyon ile di�er gruplar ka�ıla�tırıldı�ında, TMZ+Leptin+SHLA ve 

TMZ+Leptin ili�kisi hariç üçlü kombinasyonda saptanan DNA hasar oranını kontrol, 

tekli ve ikili kombinasyonlara göre istatistiksel olarak anlamlı derecede (p<0.05) yüksek 

saptanmı�tır. 
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T98G hücre serisinde DNA hasarı istatistiksel olarak incelendi�inde, TMZ, 

leptin  uygulaması kontrole göre DNA hasarını anlamlı biçimde arttırırken, SHLA’nın 

tek ba�ına uygulanmasınında saptanan DNA hasarı artı�ı istatistiksel olarak anlamlı 

bulunmamı�tır. Genel olarak tüm ikili ve üçlü gruplar incelendi�inde, TMZ, leptin ve 

SHLA’dan ba�ımsız  DNA hasarını arttırmaktadır. Ayrıca, leptin , TMZ varlı�ında 

DNA hasarını arttırmakta ancak ikili kombinasyonlarında SHLA varlı�ında, TMZ ve 

leptin ikili kombinasyonlarına göre DNA hasarı azalmaktadır. Bu sonuçlar leptinin 

DNA hasarını arttırabilece�i ancak SHLA’nın TMZ ve leptine göre DNA hasarını 

kombinasyonlarda azaltıcı etkiye sahip oldu�unu göstermektedir. �lginç olan bir di�er 

durum ise leptinin SHLA ile olan kombinasyonunda saptanmı�tır. SHLA, TMZ ile olan 

kombinasyonlarda DNA hasarını azaltıcı etki gösterirken leptin ile birlikte 

kullanıldı�ında ise DNA hasarını leptinin ve SHLA’nın tekli kullanımına göre anlamlı 

bir biçimde arttırmı�tır.  

U373 MG hücre serisinde ise, TMZ, leptin ve SHLA tekli kullanımda 

istatistiksel olarak anlamlı olmasa da DNA hasarını arttırmakta, leptin ve SHLA TMZ 

ile ikili kombine uygulandı�ında TMZ’nin hasar etkisini istatistiksel olarak anlamlı bir 

biçimde (sırasıyla p=0.035, p=0.034) arttırdı�ı saptanmı�tır. Bu sonuç, leptin ve 

SHLA’nın TMZ’nin hasar etkisini arttırdı�ını göstermektedir. Ayrıca, leptin ve 

SHLA’nın tekli uygulanmasında saptanan DNA hasarı bu moleküller birlikte 

kullanıldı�ında azalmı�tır. Bu veri TMZ dirençli olarak bilinen T98G hücre serisinde ise 

tam tersi bir biçimde saptanmı�tır. Bu durum, yine leptin ve SHLA’nın literatürde 

tanımlanan fonksiyonlardan ba�ımsız farklı fonksiyonlarda rol alabileceklerini ancak bu 

özelliklerin hücre tipine göre farklılık gösterdi�ini i�aret etmektedir.   

Yukarıdaki veriler bir bütün olarak ele alındı�ıda, TMZ, leptin ve SHLA 

genomik DNA hasarını arttırmakta, bu etkileri ikili ve üçlü kombinasyonlarda farklılık 

göstermektedir. DNA hasar etkisi verileri, leptin ve SHLA’nın tanımlanan fonksiyonları 

dı�ından fonskiyonları olabilece�ini göstermektedir. Bu tez çalı�ması leptin ve 

SHLA’nın genomik DNA hasarına neden olabilece�ini gösteren ilk çalı�madır. 
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5.4. TMZ, Leptin ve SHLA’nın Hücre Döngüsüne Etkisi 

TMZ, leptin ve SHLA’nın tek ba�ına, ikili ve üçlü kombinasyon 

uygulamalarının GB hücrelerinin hücre döngüsü üzerindeki etkisi akım sitometri 

yöntemi ile saptanmı�tır. Bu tez çalı�masında, TMZ, leptin ve SHLA’nın hücre döngüsü 

üzerine olan etkilerine ili�kin veriler literatüre göre farklılık ta�ımaktadır.  

LN-405 hücre serisinde TMZ içeren gruplarda yer alan hücreler deney 

a�amasında parçalandı�ından, TMZ içeren gruplar ile leptin ve SHLA içeren grupların 

hücre döngüsüne olan etkileri kar�ıla�tırılamamı�tır. Leptin ve SHLA’nın tek ba�larına 

uygulanmasında ise kontrole göre hücre döngüsü açısından herhangi bir fark 

saptanmamı�tır (p>0.05). Genel olarak tekli kullanımda kontrolde oldu�u gibi 

hücrelerin G0/G1 faz birikimi saptanmı�tır.   

T98G hücre serisinde tüm gruplara ait veriler bir bütün olarak 

de�erlendirildi�inde, TMZ’nin G2/M ve S fazı birikmesine neden olmadı�ı aksine, 

leptin gibi G1’de hücre birikmesine neden oldu�u, TMZ’nin leptin ve SHLA varlı�ında 

S fazına geçi�i indükledi�i ve SHLA’nın TMZ ve leptine göre S fazına geçi�i 

indükleyici etkisi oldu�u saptanmı�tır.  

U373 MG hücre serisinin hücre döngüsü sonuçları incelendi�inde, TMZ’nin tek 

uygulanmasında hücre parçalandı�ından TMZ’nin tek ba�ına olan hücre döngüsü etkisi 

saptanamamı�tır. Ancak di�er gruplara ait veriler bir bütün olarak de�erlendirildi�inde, 

leptin ve SHLA’nın tek uygulandı�ında G0/G1’de hücre birikmesine neden oldu�u 

ancak TMZ ile olan ikili kombinasyonlarda ise hücrelerin istatistiksel olarak anlamlı bir 

biçimde S fazına girdi�i ve S fazına yı�ılma etkisi bakımından SHLA’nın leptine göre 

daha tetikleyici oldu�u saptanmı�tır. 

TMZ’nin alkilasyon ajanı olarak hücrelerde G2/M ve S faz birikmesine neden 

oldu�u bilinmektedir. Bu özelli�ini gösteren birçok çalı�ma bulunmaktadır (Perazzoli 

ve ark., 2015; Wang ve ark., 2017; Alexiou ve ark. 2019; Li ve ark., 2019). TMZ’nin 

geç S fazı ve G2/M birikmesine neden olan etkisinde hücre tipi, TMZ’nin dozu ve 

inkübasyon süresi etkilidir. Li ve ark. (2019) tarafından yapılan çalı�mada, U251 hücre 

serisinde uygulanan TMZ’nin (>500 µM) 72 saatlik inkübasyonunda hücrelerde G2/M 
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fazında hücre birikmesine neden oldu�u,  Perazzoli ve ark. (2015) tarafından yapılan 

çalı�mada ise IC50 de�erinde TMZ uygulanan ve ardından 120.saat inkübe edilen GB 

hücre serilerinde G2/M fazında hücre birikimi oldu�u bildirilmi�tir.   

Wang ve ark. (2017) yaptıkları çalı�mada ise 12.5;25;50;100 
g/ml dozlarda 

TMZ uygulanan U87 MG hücrelerinde 96.saatin sonunda kontrol hariç tüm gruplarda 

G2/M ve S fazında hücre artı�ı oldu�u, 25
g/ml lik olan hücre grubunda ise S fazındaki 

hücre artı�ının di�erlerine göre daha fazla oldu�u belirtilmektedir. 

Bu tez çalı�masında TMZ’nin tekli uygulamasının hücre döngüsüne olan etkisi 

yalnızca T98G hücre serisinde tespit edilmi�tir. Di�er iki hücre serisinde (LN-405 ve 

U373 MG) TMZ grubunda yer alan hücreler parçalanmı�tır. Ancak T98G hücre 

serisinde elde edilen verilerde TMZ’in G0/G1 fazında hücre birikmesine neden oldu�u 

ancak TMZ’nin leptin ve SHLA ile kombine uygulamasında ise hücrelerin anlamlı bir 

biçimde S fazına geçi� gösterdi�i saptanmı�tır. TMZ’nin literatürde verilen G2/M, S faz 

birikme etkisi (Perazzoli ve ark., 2015; Wang ve ark., 2017; Alexiou ve ark., 2019; Li 

ve ark., 2019) bu tez çalı�masında leptin ve SHLA varlı�ında saptanmı�tır.  

Verilerimizin literatürle uyumlu olmamasının akım sitometri çalı�masının 

protokolünden kaynaklanan birçok nedeni olabilir. Hücre tipi, hücrenin pasaj sayısı, 

moleküllerin çözündü�ü solüsyon, inkübasyon süresi ve akım sitometri yakla�ımındaki 

farklılıklar hücre döngüsü sonuçlarının farklı çıkmasına neden olabilir. Belirtilen bu 

faktörler sonuçlarımızın farklı çıkmasına neden olmu� olabilir. 

 Leptinin hücre döngüsü üzerindeki etkileri incelendi�inde farklı dozlarda ve 

farklı hücre serilerinde uygulan leptinin genel olarak S fazı geçi�i tetikledi�i 

bildirilmi�tir (Saxena ve ark., 2007; Catalano ve ark., 2009; Chen ve ark., 2009; Han ve 

ark., 2012; Harbuzariu ve ark., 2017). 

Bu tez çalımasında, leptinin genel olarak 72 saat inkübasyonda G0/G1’de hücre 

birikmesine neden oldu�u saptanmı�tır. Tez çalı�ması verilerimizin literatürle uyumlu 

olmamasının temel nedeni uygulana hücre tipi ile leptin inkübasyon süresi (Catalano ve 

ark., 2009; Chen ve ark., 2009) ve uygulanan leptin miktarından kaynaklanabilir.  

Literatürde genel olarak 40-1000 ng/ml konsatrasyonda leptin kullanıldı�ı 

bildirilmektedir (Saxena ve ark., 2007; Catalano ve ark., 2009; Chen ve ark., 2009; Ptak 
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ve ark., 2013). Bu tez çalı�masında ise leptin miktarı 35 ng/ml ve inkübasyon süresi de 

72 saat olarak seçilmi�tir. Akım sitometri sonucumuzdaki farklılık uygulamalardaki bu 

faktörlerin farklılı�ından kaynaklanabilir.   

Yukarıda özetlenen TMZ ve leptin akım sitometri sonuçlarımızın literatürle 

uyumlu olmamasının temel nedeni moleküllerin inkübasyon süresinden kaynaklanabilir. 

Bu tez çalı�masında, TMZ ve leptin hücrelerde 72 saat inkübe edilmi�tir. Hücrelerin iki 

katına çıkma zamanları (doubling time) dikkate alınarak inkübasyon süresi uzatılabilir. 

Çünkü, TMZ etki mekanizması açısından hücrelerin G2/M ve geç S fazı birikmesine 

neden oldu�u ve leptinin de TMZ gibi hücrelerde S faz birikmesine neden olabilece�i 

bildirilmektedir. Leptinin S faz birikmesine neden olması ile TMZ daha iyi bir 

sitotoksik etki gösterebilir. Tez çalı�mamızda, leptin TMZ komninasyonlarında 

saptanan DNA hasarı artı�ı bu etkiden kaynaklanmı� olabilir. Ancak bu etkinin akım 

sitometride saptanması için 72 saatten daha fazla inkübasyon süresine ihtiyaç 

duyulabilir. Çünkü T98G ve U373 MG hücre serilerin leptin ve SHLA varlı�ı S faz 

geçi�ini tetikledi�i saptanmı�tır. 

SHLA’nın kanser hücre serilerinin hücre döngüsü üzerine olan etkilerine ili�kin 

literatürde herhangi bir veri bulunamamı�tır. Bu tez çalı�masıyla, SHLA’nın tekli 

uygulamasının yanı sıra leptin ve TMZ ile olan ikili ve üçlü kombinasyonlarının kanser 

hücrelerinin hücre döngüsü üzerine olan etkileri ilk kez ara�tırılmı�tır.   

Bu tez çalı�masıyla; 

- Leptin ve SHLA’nın tek ve TMZ ile kombinasyon halinde GB TMZ 

kemoterapötik direncindeki etkisi ilk kez ara�tırılmı�tır. 

- TMZ’nin, leptin ve SHLA ile ikili ve üçlü kombinasyonlarının yanı sıra 

leptin ve SHLA’nın tek ba�larına MGMT, MLH1, PMS2, MSH2 ve MSH6 

gen ekspresyonları üzerindeki etkisi ilk kez ara�tırılmı�tır. 

- SHLA’nın tek ba�ına ve TMZ ve leptin ile kombinasyonlarının DNA hasarı 

ve hücre döngüsü üzerine etkisi ilk kez ara�tırılmı�tır. 
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Bu tez çalı�ması, leptin ve SHLA’nın TMZ kemoterapötik direncinde rol alabilece�ini 

gösteren ilk çalı�madır.  
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