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OZET

DENIiZLER EBIRI FN, Leptin ve Leptin Reseptor Antagonistinin Glioblastoma Temozolomid
Direncindeki Rolii, Van Yiiziincii Y1l Universitesi, Saghk Bilimleri Enstitiisii, Tibbi Biyoloji
Anabilim Dal, Yiiksek Lisans Tezi, Van, 2019 Glioblastoma (GB) bilinen en malin beyin tiimoriidiir.
GB, radyoterapi ve kemoterapi uygulamalarina molekiiler ve klinik o6zellikleri acisindan siklikla
direnglidir. Kemoterapide kullanilan en yaygin ilag Temozolomid (TMZ)’dir. Son yillarda yapilan
calismalarda, leptinin kanser tedavisinde gelisen kemoterapotik direngte rol oynayabilecegi
belirtilmektedir. Bu tez calismasinda; Glioblastoma’da TMZ’ye kars1 gelisen kemoterapdtik direncte,
leptin ve/veya leptin antagonistinin (SHLA) olas1 roliiniin arastirtimas: amaglanmistir. Calismada T98G,
U373 MG ve LN-405 GB hiicre serileri kullamilmigtir. Bu hiicrelerde TMZ, leptin ve SHLA’nin
sitotoksisitesi MTT ile saptanmistir. TMZ, leptin ve SHLA’nin tekli kullammlarinin ve ikili, tiglii
kombinasyonlarinin TMZ diren¢ yolaginda yer alan MGMT, MLH1, MSH2, MSH6, PMS2 genlerinin
ekspresyonlar1 iizerine etkisi RT-PZR ile saptanmistir. Molekiillerin genomik DNA hasar etkisi COMET
ve hiicre dongiisiine olan etkileri ise akim sitometri ile belirlenmistir. TMZ, leptin ve SHLA’mn TMZ
diren¢ yolagindaki genlerin ekspresyonlarina olan etkileri birbirinden farklilik gostermektedir. Genomik
DNA hasar1 ve hiicre dongiisii agisindan hiicre serileri arasinda anlamli farkliliklar saptanmistir. Elde
edilen veriler TMZ, leptin ve SHLA’mn hiicre tipine gore kemoterapotik dirence farkli diizeyde katki
sagladigi, leptinin Ozellikle MGMT ekspresyonunu arttirdii, MMR genlerinde ise genel olarak
degisiklige neden olmadig tespit edilmistir. Leptin ve SHLA’nin tek baslarina genomik DNA’da hasar
olusturabildigi ve hiicrelerin G1 fazinda birikmesine neden oldugu ancak kombinasyonlarda bu etkinin
hiicre tiplerine gore farklilik gosterdigi saptanmustir. Sonuclarimiz, leptin ve SHLA nin tek ve kombine
kullanimlarinin TMZ kemoterapétik direncinde rol alabilecegini ve bu etkinin hiicre tipine gore ve gen
spesifik olarak degistigini gostermektedir. Bu tez caligmasi, leptin ve SHLA’min TMZ direncindeki
etkisinin arastirildigr ilk calismadir.

Anahtar Kelimeler: Kemoterapétik direng, temozolomid, leptin, leptin reseptori.



ABSTRACT

DENIiZLER EBIRI 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, MSHG6,
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 Gl 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. GIRIS

Glioblastoma (GB), tedavisi giic kanserlerden biridir, yiiksek morbidite ve
mortalite 6zelliklerine sahiptir. GB’in kiiratif tedavisi yoktur (Rosell ve ark., 2008).
Hastalarin yasam siiresi, ortalama 14.6 aydir (Krakstad ve Chekenya, 2010). Giincel
standart tedavi bicimleri cerrahi, radyoterapi ve kemoterapidir (Adamson ve ark., 2009;

Omay ve Vogelbaum, 2009).

GB’nin infiltratif yapis1 nedeniyle cerrahiyle tiimoriin tamaminin alinabilmesi
hemen hemen imkansizdir. Bu nedenle, primer GB olgularinda, cerrahi sonrasi sirasiyla
veya ayni anda radyoterapi ve kemoterapi uygulamasi standart tedavi modelidir (Kim ve
Glantz, 2006). Kemoterapotik maddenin se¢imi, dozu, uygulama siiresi ve hastanin

genetik yapis1 kemoterapi siirecini dogrudan etkileyen unsurlardir (Hegi ve ark., 2008).

GB tedavisinde en sik kullanilan kemoterapdotikler alkilasyon ajanlaridir. Son
yillarda GB tedavisinde en ¢ok tercih edilen kemoterapétik ilag TMZ’nin kullanimi
stirecinde karsilasilan en biiyiik giiclitk hastalarin ilaca direng gostermesidir (Marchesi
ve ark., 2007; Kaina ve ark., 2010). TMZ direncinin olusmasinda ve gelismesinde DNA
tamir yolaklarimin roli biiyiiktiir. Ciinkii, TMZ’nin etki mekanizmasinda DNA’da baz
modifikasyonlar1 yoluyla kirik olusturulmasi yatmaktadir. Hiicrelerin yanlis eslesme
tamir yolagi (MMR) fonksiyonu ile TMZ duyarliligi arasinda siki bir iligki vardir
(Sarkaria ve ark., 2008).

MGMT, monofonksiyonel alkilleyici ajanlarin sebep oldugu DNA hasarini tamir
ederek bu molekiillere kars1 gelisen diren¢ mekanizmalarindan birini olusturur

(Marchesi ve ark., 2007).

Literatiirde, glioblastoma da gelisen kemoterapotik direng ile iligkili bir¢ok
faktor gosterilmistir. Son yillarda yapilan calismalarda leptin hormonunun gerek kanser
gelisimi gerek kemoterapotik direngte aktif rol oynadig: diisiiniilmektedir (Han ve ark.,
2017) . Bundan dolay1 leptinin kanser patogenezindeki roliine iliskin arastirmalar 6nem

kazanmaktadir. Ancak kanserin genotipik ve fenotipik heterojenitesi nedeniyle leptinin



kanserdeki Onemine iliskin verilerin daha ¢ok arastirma ile dogrulanmasi gerektigi
vurgulanmaktadir.

GB kemoterapi siirecinde diren¢ siklikla gelismektedir. Bu nedenle, GB’de
kemoterapotik direncin {iistesinden gelinebilecek veya direncin azalmasina neden
olabilecek tedavi yaklasimlarina ihtiya¢ vardir. Leptinin doza bagli olarak hiicre
proliferasyonunu inhibe veya tetikleyici 6zellige sahip oldugunun bilinmesi ve immiin
sistem hiicrelerinin leptin tarafindan tetiklendigini bildirilmesi leptinin GB’de yeni
giincel tedavi yaklasimi olarak kullanilabilirliginin sorgulanmasi gerektigini akla
getirmektedir. Bu nedenle bu tez calismasinda GB hiicre serileri kullanilarak TMZ,
leptin ve leptin antagonisti SHLA’nin kemoterap6otik direncindeki olast roliiniin
arastirilmast amaglanmistir. Literatiirde hem glioblastomada hem de diger kanser
tiirlerinde leptin, leptin inhibitorii (SHLA) ve TMZ’nin etkilerine iliskin her hangi bir
calisma bulunmamaktadir. Bu ¢alismada , glioblastoma hiicre serilerine kemoterapi ilact
ile leptin hormonu ve leptin reseptorii inhibitorii ilk kez birlikte verilecektir. Tez
calismasinda TMZ duyarhliklarinin farkli oldugu bilinen hiicre serileri kullanilmistir.
Tez c¢alismasi, GB kemoterapisinde leptin temelli yeni tedavi yaklasimlarinin
gelistirilmesine ve kemoterapi protokollerinin bicimlendirilmesine katki sunabilecek

bilimsel potansiyele sahiptir.



2. GENEL BIiLGILER
2.1. Kanser

2.1.1. Kanser nedir ve nasil olusur

Kanser, normal olmayan hiicrelerin sinirlarinin disina ¢ikarak ¢ogalan ve daha
sonra viicudun diger kisimlarina hiicum ederek organlara yayilabilen bir hastalik grubu

icin kullanilan genel bir terimdir (WHO, 2019).

Kanser, insan viicudunun neredeyse her yerinde baslayabilir. Normal siiregte,
hiicreler biiyiir ve viicudun ihtiya¢ duydugu yeni hiicreler olusturmak icin boliiniirler.
Hiicreler yaslanir veya hasar goriirse 6liim yolagina girerler ve oOliirler. Daha sonra kalan
hiicreler boliinerek olen hiicrelerin yerini doldurur. Fakat kanser gelistiginde, bu diizenli
stire¢ bozulur. Hiicrelerin yapisi ve genetigi degisime ugrar. Yash ya da hasarl hiicreler
oliim yolagma girmeyip yasamaya devam eder. Ihtiya¢ olmamasina ragmen yeni

hiicreler olusur. Bu yeni hiicreler durmaksizin boliiniir ve tiimor olusur (NIH, 2015).

Kanser hiicreleri, tiimor mikrocevresini etkileyebilir. Cevresinde bulunan hiicre
ve dokulardan faydalanarak yeni kan damarlart olusturup bu damarlar vasitasi ile

beslenmesini saglayabilir (NIH, 2015).

Koti huylu yani maling tiimorler, cevresinde bulunan dokulara yayilabilir.
Ayrica bu tiimérler damar olusturup biiyiidiikge, kan ya da lenf sistemi vasitasiyla
viicudun uzak kisimlarma ulasabilir ve orijinal tiimorden uzakta yeni tlimorler

olusturabilir (NIH, 2015).

Kotii huylu tiimérlerin aksine, iyi huylu tiimorler yakindaki dokulara yayilmaz
veya istila etmez. Iyi huylu yani bening tiimorler bazen ¢ok biiyiik olabilir. Cerrahi
yoluyla alindiklarinda, genelde tekrar biiyiimezler, fakat kot huylu tiimorler
iireyebilirler. Viicutta herhangi bir yerde ki bening tiimorlerin aksine, iyi huylu beyin

tiimorleri alindiklar veya ¢ok biiyiidiikleri zaman yasami tehdit edebilir (NIH, 2015).



Viicudun ilk basladigi yerinden baska bir yerde ¢ogalabilen kansere metastatik
kanser denir. Kanser hiicrelerinin viicudun diger boliimlerine yayildig: siirece metastaz

denir (NIH, 2015).

Metastatik kanser, orijinal veya birincil kanser ile aym isimde ve aymi kanser
hiicrelerine sahiptir. Ornegin, akcigerde metastatik bir tiimore yayilan ve olusturan

meme kanseri, akciger kanseri degil, metastatik meme kanseridir (NIH, 2015).

Kanser genetik bir hastaliktir. Hiicrelerin isleyis seklini, 6zellikle de nasil
biiytidiiklerini ve bdliindiiklerini kontrol eden genlerdeki degisikliklerden kaynaklanir.
Kansere neden olan genetik degisiklikler ebeveynlerimizden kalitsal olabilir. Hiicre
boliiniirken meydana gelen hatalar bir sonucu olarak veya belirli ¢evresel etkilere
maruz kalarak DNA'nin zarar gérmesi nedeniyle bir insanin yasami boyunca da ortaya
cikabilir. Kansere neden olan cevresel riskler arasinda tiitiin dumanindaki kimyasallar

gibi maddeler ve giinesten gelen ultraviyole 1ginlart gibi radyasyon yer alir (NIH, 2015).

Genel olarak, kanser hiicreleri, DNA'daki mutasyonlar gibi normal hiicrelere
gore daha fazla genetik degisikliklere sahiptir. Bu degisikliklerin bazilarinin kanserle

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

2.1.2. Kanser genetigi

Kansere katkida bulunan genetik degisiklikler, tic ana gen tipi (proto-
onkogenler, tiimor baskilayici genler ve DNA tamir genleri) ile iliskilidir (NIH, 2015).

Proto-onkogenler normal hiicre biiyiimesi ve bdliinmesinde rol oynarlar.
Bununla birlikte, bu genler belirli sekillerde degistirildiginde ya da normalden daha
aktif olduklarinda, hiicrelerin biiylimemeleri gerektiginde biiyiimelerine ve hayatta
kalmalarina izin vererek kansere neden olan genler (veya onkogenler) olabilirler (NIH,

2015).

Tiimor baskilayici genler hiicre biiytimesini ve boliinmesini kontrol etmede rol
oynarlar. Tiimor baskilayici genlerde degisiklikler meydana gelirse hiicreler kontrolsiiz

bir sekilde boliinebilir (NIH, 2015).



DNA onarim genleri hasarli DNA'nin tamir edilmesinde rol oynar. Bu genlerde
mutasyon bulunan hiicreler diger genlerde ek mutasyonlar gelistirme egilimindedir. Bu

mutasyonlar hiicrelerin kansere doniigmesine neden olabilir.

Son donemlerde kansere yol acan molekiiler degisiklikler gbz Oniine alininca,
bazi mutasyonlarin yaygin olarak bir¢ok kanser tiiriinde ortaya ciktigr goriilmiistiir. Bu
nedenle, kanserler sadece viicutta gelistikleri yer ve kanser hiicrelerinin mikroskop
altinda nasil goriindiigii ile degil, kanseri tetikledigi belirlenmis genetik markerler ile de

karakterize edilebilir (NIH, 2015).

2.1.3. Kanser olusumunda doku degisim siireci

Viicudun dokularindaki her degisiklik kanser degildir. Bununla birlikte, bazi
doku degisiklikleri, tedavi edilmezse kansere doniisebilir (NIH, 2015).

Hiperplazi, bir doku igindeki hiicreler normalden daha hizli boliindiigiinde ve
ekstra hiicreler biriktiginde veya c¢ogaldiginda meydana gelir. Bununla birlikte,
hiicrelerin ve dokunun sekli mikroskop altinda normal goriiniir. Hiperplazi, kronik
iritasyon da dahil olmak iizere bir¢ok faktdor veya durumdan kaynaklanabilir (NIH,
2015).

Displazi, hiperplaziden daha ciddi bir durumdur. Displazide, fazladan hiicre
birikimi de vardir. Bazi displazilerin izlenmesi veya tedavi edilmesi gerekebilir.
Displazi ornegi ciltte olusan anormal bir kostebek (displazik neviis) seklindedir.
Displastik bir neviis, cogu olmasa da, melanomaya doniisebilir. Daha da ciddi bir durum
in situ karsinomdur. Bazen kanser denmesine ragmen, in situ karsinoma kanser degildir,
clinkii anormal hiicreler orijinal dokunun disina yayilmaz. Ancak, in situ baz

karsinomlar kanser olabileceginden, genellikle tedavi edilir (NIH, 2015).
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Sekil 1. Kanser olusum siirecinde ki doku degisimi (NIH, 2015).

2.1.4. Kanser yonetimi

Mevcut kanitlara gore, kanser oliimlerinin %30 ila %50'si, tiitiin {iriinlerinden
kacinmak, alkol tiikketimini azaltmak, saglikli viicut agirhgin1 korumak, diizenli egzersiz
yapmak ve enfeksiyonla ilgili risk faktorlerini ele almak dahil olmak iizere kilit risk

faktorlerini degistirerek veya onleyerek onlenebilir (WHO, 2019).

Diinya genelinde kanserin yol agtig1 sakatliklari, aciy1 ve olimleri azaltmak icin
erken tani, tarama, tedavi ve palyatif bakimda, etkili ayn1 zamanda uygun fiyath
programlara ihtiya¢ vardir. Tedavi secenekleri arasinda cerrahi, ilaclar ve/veya
radyoterapi bulunmaktadir. Tedavi planlamasi ise timor tipi ve evresi goz Oniine
almarak mevcut kaynaklar tarafindan yonlendirilmeli ve hastanin tercihi ile

sekillendirilmelidir (WHO, 2019).

2.1.5. Kanserin mevcut istatistiksel durumu

Kanser, diinya capinda ikinci 6nde gelen 6lim nedenidir ve 2018'de kanser
sebebiyle 9.6 milyon 6liim oldugu tahmin edilmektedir. Akciger, prostat, kolorektal,
mide ve karaciger kanseri, erkeklerde en sik goriilen kanser tiirleri iken; meme,
kolorektal, akciger, serviks ve tiroid kanseri kadinlarda en yaygin olamidir (WHO,

2019).



Diinya Saglik Orgiitii, 2035 yilinda, diinyada 24 milyon yeni kanser vakasi
olacagim ve yilda 14,5 milyon kansere bagl 6liim goriilebilecegini 6ngoriityor (NIH,

2016).
2.2. Beyin Kanseri

Beyin kanseri ilk olarak 1873 yilinda bir Rus bilim adamu Gupta Longati
tarafindan kesfedilmistir. Longati tarafindan iyi huylu tiimor bulundugunu diisiiniilen
bir hasta gozlemleniyordu fakat hasta oldiikten sonra bu tiimoriin aslida maling bir
tiimor oldugunu anlasilmistir (Shah ve Kochar, 2018). ik basarili beyin tiimorii
ameliyati, 1879'da William Macewen tarafindan gerceklestirilmistir. Bu ameliyatta dura
materden fungdz tiimori cikarilmistir. 1895'in sonlarinda Fedor Krause tarafindan,

intrakraniyal tiimorlerin lokalizasyonunda X-1sinlar1 kullanilmigdir (Preul, 2005).
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Sekil 2. Beynin anatomisi ve fizyolojisi (Shah ve Kochar, 2018).

2.2.1. Beyin kanseri siniflandirmasi

Beyin kanseri, beyinde baslayan ve burada kalan bir tiimordiir, 6rn.: Glioma.
Ayrica iyi huylu beyin kanseri veya kotii huylu beyin kanseri olarak siniflandirilir. Iyi
huylu beyin kanseri, etrafindaki dokular1 nadiren yayan ve istila eden, sinir tanimayan

siirlar gosteren ve cok yavas bilyiiyen hiicrelere sahip bir kanserdir. Iyi huylu bir beyin



tiimoriintin 6rnekleri arasinda hipofiz tiimorleri, meningiomlar ve astrositomlar bulunur.
Kotii huylu beyin kanseri, beynin ve omuriligin diger kisimlarina kolayca saldiran,
farkli sinirlarnt olmayan ve hizla biiyiiyen hiicrelere sahip bir kanserdir. Kétii huylu
beyin kanseri tipi incelemeleri arasinda yiikksek dereceli astrositomlar,

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

1. Beyin sap1 gliomu: Genellikle iist beyin sapinda (orta beyin veya tektum), orta
beyin sapinda (pons) ve alt beyin sapinda (serviko-mediiller) goriiliir. 5-40 yas arasinda

degisen yas grubundaki ¢ocuklarda ve eriskinlerde yaygindir .

2. Craniopharyngioma: Hipofiz sapinin yakininda bulunan kiiciik hiicrelerden
kaynaklanan bir tiimordiir. Yetigskinlerde 45 yasindan sonra olusan tiim primer beyin
kanserlerinin %?2-5'ni olusturur ve c¢ocuklarda da goriiliir. Adamantinomatous ve

papiller craniopharyngioma olmak {izere iki tiir craniopharyngioma vardir.

3. Germ hiicre tiimorleri: Beynin pineal veya suprasellar bolgelerinden
kaynaklanan bir tiir tiimordiir. Cocuk beyin tiimérlerinin yaklasik %1-3’iinii olusturur
ve ayrica 11-30 yas arasindaki geng¢ eriskinlerde de ortaya cikabilir. Beyin omurilik
stvist ve kan alfa-fetoproteininde (AFP) bulunan belirtecler kullanilarak teshis
edilebilen primer beyin tiimoriidiir. Plazma Alkali Fosfataz (PAP) ve insan Koryonik

Gonadotropin (HCG) belirtecleri, germ hiicre tiimoriiniin teshisinde kullanilir.

4.Glioblastoma: Esas olarak beynin beyin omurilik bolgesinde goriiliir ve primer
beyin tiimorii vakalarinin yaklasik %16’ simi olusturur. Primer glioblastoma ve sekonder

glioblastoma olarak siniflandirilir.

5. Glioma: Glial hiicreler olarak adlandirilan beynin destekleyici veya tutkal
benzeri dokularindan kaynaklanan tiimore glioma denir. Uc tip glial hiicre vardr;

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

6. Astrositom: Beyinde astrosit denilen yildiz seklindeki hiicrelerden

kaynaklanan bir tiimordiir. Astrositom farkli derecelerde siniflandirilir:



Derece I: Pilositik astrositom: Genellikle iyi huylu olan ve ¢ogunlukla 20 yas
geng eriskinlerde ve ¢ocuklarda goriilen gliomalarin %5-6's1n1 olusturur, yavas biiyiiyen

bir timordiir.

Derece II: Difiize astrositom / Infiltratif astrositomlar / Diisiik dereceli
astrositom: Cogunlukla beynin cerebrum bolgesinde ortaya cikar. Infiltratif
astrositomun, bazal ganglionlarda, beyin sapinda, beyincikte, omurilikte ve diger MSS

bolgelerinde meydana geldigi de belirtilmektedir.

Derece III: Anaplastik astrositom: “kotii huylu astrositom” olarak da adlandirilir,

hiicre karigimi igerir.

Derece 1V: Glioblastomalar: 'Glioblastoma-multiforme' olarak da adlandirilan,
hizli biiytiyen bir tiimordiir ve genellikle 50-70 yas grubundaki erigkinlerde beynin

frontal ve temporal loblarinda goriiliir.

7. Ependymoma: Beynin ventrikiillerini ve merkezi omurilik bolgesini kaplayan
ependimal hiicrelerden kaynaklanan bir timordiir. Bu tip primer tiimoriin olusumu
yetigkinlerde ve cocuklarda c¢ok nadirdir. Ependymoma dort tire ayrilir:
Subependimomlar, Miksopapiller ependimomlar, Ependimomlar ve Anaplastik

ependimomlar.

8. Oligodendroglioma: Oligodendrositlerden kaynaklanan bir timor tiirtdiir.
Ayrica timorlerin lireme egilimine bagli olarak farkli derecelerde siiflandirilir.
Oligodendroglioma ¢ogunlukla gen¢ ve orta yash eriskinlerde goriiliirken ¢ocuklarda

nadiren goriiliir .

9. Karisik glioma: Farkli hiicrelerin, yani astrositlerin, oligodendrositlerin ve

ependimal hiicrelerin karigimiyla ortaya ¢ikar.

10. Medulloblastom: Beynin ¢ogunlukla beyincik kisminda  goriilen bir
timordiir. MSS'nin diger bolgelerine yayilarak biiyiir. Cocuklarda beyin tiimorii

vakalarinin %13'iinii, yetigkinlerde % 3'iinii olusturur (Shah ve Kochar, 2018).



11. Meningiom: Meninlerin arasinoid maddesinden kaynaklanan bir timor
tiiriidiir. Birincil beyin tiimoriiniin %38'ini olusturur. Orta yash kadinlarda yaygindir.

Ayrica ii¢ sinifa ayrilir:
Derece I: Benign meningiom yavas biiyiiyen bir timordiir.

Derece II: 1. Dereceden meningioma gore daha hizli biiylir ve tiimoriin

tekrarlama egilimini vardir.

Derece III: Anaplastik veya malign meningiom. Cevre beyin dokularinda

yayilma egilimi vardir.

Yukarida belirtilen beyin tiimorii tipleri disinda, akustik nodroma, atipik
teroidrhabdoid tiimor (ATRT), kondroma, kondrosarkom, kordoma, koroid pleksis gibi
tiimor tipleri bulunmaktadir (Shah ve Kochar, 2018).
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Sekil 3. Beynin farkl bolgelerinde farkli beyin kanseri tiirleri (Shah ve Kochar, 2018).



2.2.2. Beyin kanserine neden olan faktorler

Beyin kanseri olusumu ile iligkili iki ana risk faktorii ya cevresel ya da

genetiktir.

Cevresel faktorler sunlardir: sigara icmek, asir alkol tiiketimi, zayif beslenme,
egzersiz eksikligi, asir1 giines 1s181na maruz kalma, belirli viriislere maruziyeti artiran
cinsel davranis, yiiksek iyonlastirict radyasyona maruz kalma, kurutulmus gida tiikketme,
onceki tibbi gecmis epilepsi, kafa travmasi, nobetler, uyku haplar1 gibi ilaglarin
verilmesi, recetesiz ilaclar, anti-histaminik ilaglar ve zararli kimyasallara genis Slciide
maruz kalma. Genetik faktorler ise sunlar1 icerir: viicut hiicrelerinde gen degisimleri,
kan dolasimindaki anormal hormon seviyeleri, zayif bagisiklik sistemi ve

kanserojenlere maruz kalma (ABTA, 2015).
2.2.3. Beyin kanseri ile iliskili belirtiler

Beyin kanseri belirtileri, beyindeki tiimér tipine, boyutuna ve konumuna bagh
olarak kisiden kisiye degisir. Beyin kanserinden siiphelenilen bir kisi semptomlar,
hafiza ile ilgili problemler, nobetler, konusma degisiklikleri, isitme veya gbrme
problemleri, davranis degisikligi, bas agrisina neden olan kafa i¢i basincinda artig, mide
bulantisi, kusma, uyku hali yasayabilir. Bunlarin yam sira, kafada tuhaf bir his , tuhaf
kokular, biling kayb1 ve genel sinirlilik, depresyon ya da kisilik degisiklikleri goriilebilir
(ASCO, 2019; MAYFIELD, 2018).

m Bas agrisi

m Nobetler

= Mide bulantisi ve kusma
m Gorus problemleri

m Kollarin ve bacaklarin zayifligi
m Kafasinda garip duygu

= Elinde garip bir his

= Konusmada sorun

Koku duyma

Sekil 4. Beyin kanseri ile iligkili semptomlarin oranlar1 (Shah ve Kochar, 2018).
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2.2.4. Tedavi

Kanser i¢in kullanilan tedavi stratejileri, tiimoriin ¢ikarilmasi veya tiimoriin
kiigiiltiilmesi ile kanser belirtilerinden kurtulma amacghdir. Tedavi stratejisinin
seciminde; tiimoriin tipi, biiytikliigii ve yeri gibi parametrelerin yaninda yas, tibbi oykii,
genel saglik durumu, semptom tipleri ve hastada gozlenebilecek yan etkiler onemlidir.

Beyin kanseri i¢in kullanilan ¢esitli tedavi stratejileri sunlardir:

1. Cerrahi: Ilk tiimor evrelerinde, beynin nérolojik fonksiyonunu korurken
bening tiimoriin cerrahi olarak cikarilmasi birincil tedavi stratejisi olarak tercih edilir.
Geleneksel olarak, cerrahi diisiik dereceli tiimor durumunda tam bir tedavi saglar. Beyin
kanserini tedavi etmek i¢in en az ve hi¢ yan etki gostermediginden en kolay ve en
giivenli yaklasimdir. Cerrahiyi tedavi yaklasimi olarak kullanmanin smirliligi,
cerrahinin ancak, tliimoriin onemli beyin fonksiyonlarina zarar vermeden ulasilabilecek
bir konumda olmasi durumunda miimkiin olmasidir. Ameliyattan sonra yan etkiler
arasinda bas agrnisi, halsizlik, yorgunluk ve beyin hasar1 ciddi bir problem olabilir.
Cerrahi aynm1 zamanda diisiinme, konusma ve gorme konusunda nobet ve problemin
gelismesine de yol acabilir (Friedman ve ark., 2012; Shahpar ve ark., 2016; Shah ve
Kochar, 2018 ).

2. Radyasyon Tedavisi: Radyasyon tedavisi, beyin kanserine neden olan kanserli
hiicreyi 6ldiirmek veya yok etmek i¢in x 1sinlarinin, gama 1sinlarinin, proton iginlariin
kullanilmasim igerir. Radyasyon tedavisi genellikle haftanin 5 giinii 6 haftaya kadar
verilir. Radyasyon tedavileri tek bir tedavide yiiksek miktarda radyasyon saglayan
voltlar iceren Stereostatik Radyocerrahi (SRS) radyasyon tedavisi, her tedavide daha
diisiikk bir radyasyon dozu veren Fraksiyonlu Stereostatik Radyoterapi (FSR) ve tiim
beyne radyasyon dozu veren Tiim Beyin Radyoterapisi (WBR) olarak siralanabilir.
Dahili 151n tedavisi, implant tabanli radyasyon tedavisi veya brakiterapi icerir.
Radyasyon tedavisinden sonraki yan etkiler sisme, yorgunluk, bas agrisi, bulanti, olasi

sac dokiilmesi ve hisleriniz veya hareketlerinizdeki degisiklikleri igerir.

3. Kemoterapi: Bu tedavi stratejisi, kanseri tedavi etmek icin kemoterapotik
ilaglarin  kullanilmasini icerir. Bu tedavi stratejisinin sinirlandirilmasinin  sebebi

kemoterapi ilacimin normal dokulara/hiicrelere de zarar verebilir olmasidir.
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Kemoterapotik tedaviye bagl sik goriilen yan etkiler, bulanti, zayiflik, yorgunluk,
dehidratasyon igerir ve bu da enfeksiyon riskini arttinr (Friedman ve ark., 2012;

Shahpar ve ark.,2016; Shah ve Kochar, 2018 ).
2.2.5. Beyin kanseri tedavisinde uygulanan yenilikgi stratejiler

1.Hedefli Terapi: Kanserli hiicrelerin biiyimesinde rol alan spesifik hiicresel
elementlere odaklanir ve bunlari hedef olarak kullanir. Tirozin Kinaz Inhibitor (TKI)
tedavisi ve anti-Vaskiiler Endotel Biiyiime Faktorii (VEGF) tedavisi ornek olarak
gosterilebilir. Bagisiklik sisteminin kanserle miicadelede 6nemli bir rol oynadigi
‘Biyoterapi’ veya ‘Immiinoterapi’ olarak adlandirilan hedefli biyolojik tedavi, aym

zamanda kanser tedavisinde kullanilan yeni yaklasimlardan biridir.

2.Elektrik Alan Tedavileri : Bu terapi, sa¢ derisine yerlestirilen NovoTTF ™
(Novicure tarafindan) adli bir cihazin kullanilmasini icerir. Burada, normal hiicrelere
zarar vermeden tiimor hiicrelerinin oldiiriilmesinden elektrik akimi veya elektrotlar

sorumludur (Shah ve Kochar, 2018).

3.As1 Terapisi: Bu tedavide hastanin bagisiklik sistemi 6nemli bir rol oynar.
Burada, beyin dokularindan tiiretilen maddeler (asilar), kanseri iyilestirmek igin

viicudun dogal savunma sistemini geri yiiklemekle sorumludur.

4.Gen Tedavisi: Bu terapi, tasarlanmig genlerin kanserli hiicrelere 6ldiiriilmesi
icin sokulmasim icerir. Ayrica, kansere karst savagmak icin viicudun bagisiklik

sistemini uyarir (Shah ve Kochar, 2018).
2.3. Glioblastoma

Glioblastoma (GB) cogunlukla eriskinlerde goriiliir (ortalama her yiizbinde 3,20
olgu) ve en malin beyin tiimoridiir ( Zacharia ve ark., 2017). Tim primer beyin
timorlerinin %30’ unu olusturmaktadir (Sander ve ark., 2017). GB her yasta goriilebilir,
fakat genellikle 55-60 yas araligindaki erigkinlerde goriilmektedir (Hanif ve ark., 2017).
GB gelisimine neden olan risk faktorii veya faktorleri radyasyon haricinde tam olarak

belli degildir. Genel olarak GB etkenleri su sekildedir: sigara, elektromanyetik dalgalar,
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alerji, viral enfeksiyon (Krex ve ark., 2007) ve genetik yatkinlik (Blumenthal ve
Schulman, 2005).

GB primer (de novo) ve sekonder olarak iki gruba ayrilir. GB’lerin %90’ 1m1
primer GB grubu olustururken, %10’u sekonder GB grubu olusturmaktadir. Primer
GB’ler glial oncii hiicrelerden direkt gelisen ve ilk histopatolojik incelemede
glioblastoma tanmist konulan tiimorlerdir. Sekonder GB ise diisitk dereceli
astrositomlardan geliserek olusur (Durmaz ve Vural, 2007). Diisiik dereceli
astrositomlarin glioblastoma doniismesi i¢in gecmesi gereken siire ortamla 4-5 yildir

(Krakstad ve Chekenya, 2010).

GB’ de sagkalim oram yaklasik 15 aydir (Balcom ve ark., 2017). Ciinkii GB’nin
hastalik prognozu ¢ok zayiftir, tedaviyi reddeder. GB tedavisinde cerrahi sonrasinda
radyoterapi ve kemoterapi uygulamas1 yer almaktadir. Giincel yaklasimlarda, GB de en
cok tercih edilen kemoterapétik ilag TMZ dir. Ancak, hastalarda, tedavi baslangicinda
ve/veya sirasinda gerek primer gerekse sekonder kemoterapotik direng ile
karsilagilmaktadir (Han, 2013). Kemoterapotik direncin tanimlanmasi amaciyla Diinya
Saglik Orgiitii'nce (Louis ve ark., 2016) kabul edilen bir takim kriterler var olmasina
ragmen bu kriterler tiim hastalarda tanisal, prospectif ve prediktif acidan etkili bir
bicimde kullanilamamaktadir. Bu nedenlerden dolayi, GB’de kemoteraptik direncin
altinda yatan molekiiler ve klinik mekanizmalar1 aydinlatilmaya yonelik calismalar

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

Glioblastoma , genetik olarak kararsiz, yiiksek derecede infiltratif, anjiyojenik ve
kemoterapiye direngli olan heterojen bir hiicre popiilasyonu ile karakterize edilen,
derece IV beyin tiimoriidiir (Wen ve Kesari, 2008). GB hiicreleri, hipoksik bir ortamda
hayatta kalma ve proliferasyonu destekleyen mutasyonlar barindirir (Ligon ve ark.,
2007). Ornegin, GB tiimorlerinin %30 ila %40'1, MAPK ve PI3K sinyalini aktive eden
bir tirozin kinaz reseptorii olan epidermal biiylime faktorii reseptoriiniin (EGFR)
amplifikasyonuna sahiptir (Stommel ve ark., 2007). P53, p21, p16 ve PTEN gibi timor
baskilayici genler genellikle GB'lerde mutasyona ugrarlar (Chen ve ark., 2012).

Mevcut tedavi standardi, iyonlastirici radyasyon (IR) ve kemoterapdtik ajan

temozolomid (Temodar®, Temodal®, TMZ) ile birlikte cerrahi rezeksiyondur. Bununla
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birlikte, bu tedavi GB hastalarina sadece tani sonrast 12-14 aylik sagkalim siiresi saglar
(Stupp ve ark., 2009). Cerrahi rezeksiyon ve kemoterapiye ragmen, hemen hemen tim
GB hastalar1 tiimor niiksiine ugramaktadir. GB tiimérlerinin yiizde doksaninin primer
bolgede niiks ettigi gosterilmistir (Wen ve Kesari, 2008). Bu, kismen tiimoriin
yayilabilir dogasina baglanabilir ve tam rezeksiyonun neredeyse imkansiz olmasini

saglar (Ramirez ve ark., 2013).
2.4. Kemoterapik Ajan: Temozolomid

TMZ, kan-beyin bariyeri (KBB)'ni gecen oral yoldan uygulanan bir alkile edici
ilagtir (Zhang ve ark., 2012). Yiiksek alim ve dagilim davranmisina sahiptir ve dogrudan
tiimor lokalizasyonuna dair kanitlar vardir (Spiro ve ark., 2001). TMZ bir 6n ilagtir ve
sulu kimyas1 tipik olarak imidazotetrazin bilesikleridir. No6tr veya alkalin pH'ta
hidrolitik halka acilir ve ilk 6nemli ara madde agik zincirli triazen MTIC (Metil-
Triazen-Imidazol-Karboksamid) olusur (Wheelhouse ve Stevens, 1993). Aktive edilmis

ara MTIC, malign melanom ve beyin kanserine kars1 kullanilir.

MTIC, AIC ve Metildiazonyum katyonunu olusturur (Sekil 5). Bu maddenin
DNA iizerindeki etkisi, DNA’da metil eklentilerinin olusturulmasi esasina
dayanmaktadir. Metil eklentileri 6zellikle N7-guanin ve O6-guaninde meydana gelir.
[lacin gercek sitotoksik mekanizmasi net degildir. TMZ, DNA iplikleri ile ¢apraz bag
olmadan DNA, RNA ve protein sentezini inhibe edebilir. TMZ nin kristal yapisi ile
ilgili caligmalar, DNA-TMZ etkilesimine iligkin molekiiler bir model kurulmasina
olanak saglar. Molekiiler model, TMZ halkasinin acilma oraninin DNA dizisine 6zgii
olabilecegini gosterir. Ayrica, TMZ’nin in vitro maling glioma modellerinde
anjiyogenezi inhibe ettigi ve TMZ’nin anti timor etkisinin kismen antianjiogenik
etkisinden dolay1 olabilecegi bildirilmis ancak bu durum tam olarak aciklanamamigtir
(Marchesi ve ark., 2007; Ramirez ve ark., 2013). DNA'ya aktarilan metil gruplarinin
cogunlugu (%70) N3-guanin bolgelerinde sadece %10'u N3-adeninde ve %51 O6-
guanin'de goriinmektedir (Sekil 6) (Spiro ve ark., 2001; Zhang ve ark., 2012).
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Sekil 5. Temozolomid 6n ila¢ olusumu (Ramirez ve ark., 2013).
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Sekil 6. Metildiazonyum iyonlarinin biyolojik kaderi (Ramirez ve ark., 2013).
2.5. DNA Tamir Yolaklar

Hiicresel DNA, cesitli DNA hasar indiikleyicilere maruz kalir. Reaktif oksijen
tiirleri (ROS), ultraviyole (UV) 15181 ve bircok tiir kimyasal bunlardan bazilaridir,
Ornegin sigarada bulunan karsinojenler in vivo olarak iyi bilinen DNA hasarn
indiikleyicileridir. DNA hasarina kars1 savagmak i¢in normal hiicrelerin, endojen ve
eksojen DNA hasar indiikleyicilerinden korunmalarim saglayan i¢ DNA hasar tepkisi
(DDR) sistemleri vardir (Harper ve Elledge, 2007; Jackson ve Bartek, 2009; Ciccia ve
Elledge, 2010; Lord ve Ash, 2012). DDR sistemleri, DNA onarimi, hiicre dongiisii
durmasi, hiicre 6liimii ve hiicre yaslanmasi gibi hasarin tiiriine ve biiyiikliigiine bagh
olarak farkli biyolojik prosesler iiretmektedir. Hiicre dongiisii, DNA onanlabilir

durumda ise DNA onarim islemi sirasinda durdurulur. Bununla birlikte, normal onarim
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islemi bozuldugunda veya degistirildiginde, DNA hasar1 onarilamaz, timor
hiicrelerinde hiicre 6limii meydana gelir. Sitotoksik anti-kanser ilaglan klinikte, DNA
cogalmasimin ardindan dogrudan ve dolayli olarak hiicre liimiinii tetiklemek amaciyla
hiicrelerde DNA hasarinmi indiiklemek i¢in kullanilir. Bu nedenle, tiimér hiicrelerindeki
DNA onarim 6zelligi, anti-kanser ilacina verilen terapotik tepki ile iliskilidir ve GB de
dahil olmak {iizere kanser tedavisi i¢in umut verici hedefler olarak DNA onarim
yolaklar1 ele alinir. (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 hasari, DNA hasarinin tiiriine bagh olarak cesitli DNA onarim yolaklar ile
onarilir. DNA onarim yolaklar1 arasinda dogrudan onarim (DR), baz eksizyon onarimi
(BER), niikleotit onarimi (NER), yanlis eslesme onarimi (MMR) ve DNA iplik kopmasi
onarim yolaklar vardir (Harper and Elledge, 2007; Jackson and Bartek, 2009; Ciccia
and Elledge, 2010). Fanconi anemi (FA) yolagi, bolgeler arasi capraz baglantilan
(ICL'ler) onarir. TMZ de dahil olmak iizere kemoterapétik ilaclar dogrudan DNA cift
sarmal kirilmalarini (DSB'ler) olusturmasa bile, tamir edilmemis hasarli bazlar ve
niikleotidler sonucta DSB'lere neden olur. Bu nedenle, DNA cift zincir kopmasi tamir
yolaginin kemoterapiye diren¢ mekanizmalar1 yoniiyle dikkate alinmasi1 gerekmektedir

(Moeller ve ark., 2009; Reinhardt ark., 2009; Chan and Giaccia, 2011).
2.5.1. Metil guanin metil transferaz (MGMT)

TMZ'ye karsi en iyi bilinen diren¢ mekanizmasidir. DNA onarim proteini olan
MGMT, O6-MeG lezyonlarindan metil gruplarimi ¢ikartarak TMZ tedavisini olusturur
(Park ve ark., 2012). Onarim islemi sirasinda, modifiye edilmis baz cift sarmal bacadan
cevrilir, boylece MGMT aktif alanina girebilir. Enzimin DNA dupleksinde ki pozisyonu
bir lizin aminoasidi tarafindan saglanir (Pegg, 2000). Aktif bolgede, sistein 145'ten
(insan formunda) reaktif bir tiyolat niikleofili iiretir. Bu, O6-MeG'nin C-O bagm
niikleofilik bir siibstitiisyon reaksiyonunda tiyoeter iiriinii ile sonuglanir (Sekil 7)
(Daniels ve ark., 2000). Bu nedenle MGMT, onarim reaksiyonu sirasinda enzim degil
stokiyometrik olarak tiiketilen bir reaktiftir. TMZ antitiimor aktivitesinde, MGMT ile

DNA onarimu ilag direncinin birincil mekanizmasidir.
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MGMT ekspresyonunun, glioma hiicrelerinde ve glioma kok benzeri hiicrelerde
alkilleyici ajanlar olan TMZ ve karmustin'e duyarhiligi ters orantilidir (Gerson, 2002;
Hermisson ve ark., 2006; Sato ve ark., 2011) . Yiiksek MGMT seviyelerine sahip
farklilagmis hiicre hatlari, artmis kemoterapi direnci gostermektedir (Van Nifterik ve
ark., 2010; Villalva ve ark., 2012). Losemi, glioma, yumurtalik ve meme hiicre
hatlarinin tedavisinde , 9H-purin-2-amin (PaTrin-2) (Barvaux ve ark., 2004; Clemons ve
ark., 2005; Turriziani ve ark., 2006) kullanilarak MGMT inhibe edilmistir ve bu durum

TMZ tedavisine duyarlilig1 arttirmistir.

Yeni tami konulan glioblastoma hastalarimin yaklasik %45'inde  MGMT
promotorii metile durumdadir, ve TMZ tedavisine yanit icin prognostiktir (Hegi ve ark.,
2004). MGMT promoter metilasyonu olan hastalara, TMZ ile radyoterapi kombine
tedavi uygulandiginda sagkalimi arttirmislardir. MGMT pozitif tiimorleri olan hastalar
bu ikili tedaviden biiyiik 6l¢iide faydalanamamaktadir (Hermisson ve ark., 2006; Stupp
ve ark., 2009). MGMT durumunu belirlemek icin cesitli yontemler kullanilabilir
(mRNA seviyeleri, immiinohistokimya ile protein seviyeleri (IHC), promoter
metilasyonu ve enzim aktivitesi). Klinik ortamda hangi teknigin en prognostik degere

sahip oldugu belirsizligini koruyor.

Yeni bir retrospektif calismada, Lalezari ve ark. (2013) 410'u TMZ ile tedavi
edilen yeni tan1 konmus GB'leri olan 418 hastaya odaklanmislardir. Tiimérlerin MGMT
protein ekspresyonu IHC yoluyla, promotor metilasyonu metilasyona spesifik PCR
(MS-PCR) ile ve bireysel CpG bolgeleri, bisiilfit sekans1 (BiSEQ) ile analiz edilmistir.
Diisiik MGMT protein ekspresyonu (<%30 pozitif hiicreler) ve yiiksek promotor
metilasyonu OS ve progresyonsuz sagkalim (PFS) ile iliskilendirilmistir. MGMT MS-
PCR ile MGMT IHC koreledir. Bu veriler, MGMT promotoriiniin diferansiyel olarak
metillenmis 2.bolgesi (DMR2) icindeki 24 CpG bolgesinin BiSEQ analizi ile daha da
dogrulanmistir. Protein seviyeleri, DMR2'deki metilasyon yogunlugu ile ters iliski
gostermistir ve hipermetilasyonun (=3 CpG bolgeleri) yiikksek OS ve PFS ile
sonuclandigini gostermistir. Bu bilgiler 1s18inda, protein ekspresyonu ve promotor
metilasyon analizlerinin birlikte degerlendirilmesi ayr1 degerlendirilmesinden daha

faydali oldugu soylenebilir (Lalezari ve ark., 2013).
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Sekil 7. MGMT'nin etki mekanizmasi ve klinik olarak test edilmis iki MGMT

inaktivatoriiniin yapilar1 (Ramirez ve ark., 2013).

19



2.5.1.1. MGMT terapotik hedefleri

06-BG, bir benzil grubunu MGMT aktif alan1 sistein 145 aminoasidine aktaran,
boylece MGMT'yi etkisiz hale getiren ve metil gruplarinin DNA'dan ayrilmasini
onleyen kii¢iik molekiillii bir psddosubstrattir (Pegg , 2000). Faz I klinik ¢aligmalar O6-
BG'nin GB tiimorlerinde MGMT'yi etkili bir sekilde inhibe ettigini gdstermistir, ancak
06-BG ile TMZ kombinasyon halinde tedavisi miyelosupresyon olusumundan dolay1

sinirlidir (Quinn ve ark., 2005).

06-MeG DNA da en az goriilen alkilasyondur fakat TMZ tedavisi ile indiiklenen
major bir sitotoksik ajandir .Bu nedenle, metil eklentilerini kendi sistein aminoasitlerine
aktararak TMZ tarafindan iiretilen O6-MeG'yi gideren MGMT'nin DR yolagi, TMZ
tedavisine tolerans gosterebilir. Bu teori, klinik Oncesi calisan bir¢ok arastirmaci
tarafindan onaylanmistir (Pegg, 1990; Gerson, 2004) ve MGMT metilasyonu klinik
calismada TMZ'ye verilen terapotik duyarlilikla iligkilendirilmistir (Hegi ve ark., 2005;
Stupp ve ark., 2009). MGMT inaktivasyonunun, TMZ'ye iyi yanit veren molekiiler bir
biyobelirteg¢ oldugu goz oOniine alindiginda, TMZ duyarliligin1 arttirmak amaciyla
MGMT aktivitesini azaltmak icin c¢esitli stratejiler arastirnnlmistir (Hegi ve ark., 2008).
06-benzilguaninin (06-BG) MGMT aktivitesini inhibe ettigi ve TMZ'nin in vitro
sitotoksisitesini arttirdigi bilinmektedir (Wedge ve Newlands, 1996). Bununla birlikte,
son klinik caligmalarin sonucu, O6-BG'nin TMZ ile kombinasyonunun, tekrarlayan ve
TMZ-direncli malign glioma hastalar i¢in klinik yarar gostermedigini gostermistir

(Quinn ve ark., 2009).

Diger bir yaklasim olarak, MGMT protein ekspresyonuna dogrudan miidahale
etmek icin siRNA kullanilir. Bu yontemle MGMT; glioma hiicrelerinde, GB-kok
benzeri hiicrelerde ve in vivo glioma tiimorlerinde etkili bir sekilde azaltilmistir.
Boylece hem in vitro hem de in vivo ortamda MGMT-siRNA, TMZ'ye duyarlilig
arttirmistir (Kato ve ark., 2010).

Bir baska RNAIi yaklagimi ise kiigiik sa¢ tokast RNA ile MGMT'yi hedeflemek
icin lentiviral temelli bir teknoloji kullanmistir. MGMT, TMZ'ye direngli glioma
kiiltiirlerinde basariyla inhibe edilmistir ve bu tiimorler farelere aktarildiginda TMZ'ye

duyarliligin arttign goézlemlenmistir. MGMT vektoriiniin GB ksenogreftlerine in vivo
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transdiiksiyonu, MGMT ekspresyonunu azaltmig ve TMZ tedavisinden sonra timor
biiytimesini inhibe etmistir. Bu umut verici bir tedavi gibi goriinse de, viral vektorlerin

etkinligi ve toksisitesi daha ileri degerlendirmeler gerektirir (Viel ve ark., 2013).

MGMThin translasyon sonrasi diizenlenmesi 26S proteazomu tarafindan
gerceklestirilir ve bu da tedaviye aday olur. Bortezomib (BTZ, PS-341), proteazomu
inhibe eden ve MGMT mRNA ve protein seviyelerini belirgin sekilde azaltan bir
boronik asit dipeptittir (Vlachostergios ve ark., 2013).
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Sekil 8. Temozolomid fonksiyonu ve DNA tamir yolaklarinda aktivasyonu (Yoshimoto

ve ark., 2012).
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2.5.2. Yanhs eslesme tamir yolag:

DNA hasarmi ve temel yanlis eslesmeleri ve ayrica DNA replikasyonundan
kaynaklanan yanlis eklemeleri / silmeleri giderir. MMR'da baz uyusmazliklari, MLH1
ve PMS2'nin heterodoksik kompleksi ile etkilesime gecerek MSH2 ve MSH6'nin
heterodimerleri tarafindan taninir ve bdylece onarim islemi diizenlenir (Sekil 9) (Stojic
ve ark., 2004). TMZ'nin indiikledigi O6-MeG, MGMT tarafindan tamir edilemediginde
onarilmamis O6-MeG, sitozin (C) veya timin (T) ile eslesebilir. O6-MeG/C veya O6-
MeG/T, MMR sistemi tarafindan taninir ve sadece yeni sentezlenen zincirlerde
diizeltilebilir. O6-MeG bozulmadan kalir. Bagska bir zincir iiretildiginde, bu onarim
dongiisti tekrarlanir. Bu “bosuna dongii” DNA sentezi sirasinda replikasyon catali
durmasina neden olur ve sitotoksisite DSB olusumuna neden olur (Wang ve Edelmann,
2006; Fu ve ark., 2012) (Sekil 1). Bu nedenle, MMR yolunun normal islevi, O6-
MeG'nin neden oldugu sitotoksisite icin bir 6nkosuldur. MMR'nin inaktivasyonu,
alkilasyon ajanlarinin sitotoksik etkilerine tolerans ile iliskilendirilmistir (Friedman ve

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

MSH2, MSH6, MLH1 ve PMS2 gibi MMR genlerinin sadece birka¢ gen
mutasyonunun kesfedilmis olmasina ragmen, son arastirmalar, MSH6 mutasyonlarinin
GB'lerde TMZ tedavisi sirasinda ortaya ciktigim ve TMZ direncine aracilik ettigini
ortaya koymustur. Hunter ve ark. (2006), bir calismada MSH6 geninde mutasyon
olmadan alkilasyon ajam verilerek yapilan tedaviden sonra tekrarlayan GB dokularinda
somatik MSH6 mutasyonlar1 tanimlamistir, bu da MSH6 mutasyonlarinin TMZ'ye
klinik diren¢ gosterdigini gdstermektedir. Ek olarak; Cahill ve arkadaslar1 (2007), tedavi
oncesi GB oOrneklerinde MSH6 mutasyonlarinin goriilmemesine ragmen, tekrar
niikseden vakalarin 14'tiniin 3’ iinde (% 21) somatik mutasyonlara sahip oldugunu ve
17'sinin ~ 7'sinde (% 41) MSH6 ekspresyonunda azalma oldugunu gostermistir. Bu
durum, TMZ ve radyoterapiden sonra, MSH6 fonksiyon kaybimmin TMZ tedavisi
sirasinda tiimor niiksiine katkida bulundugunu géstermektedir. Daha sonraki ¢aligmalar,
tedavi sonrast TCGA orneklerinde MSH6 mutasyonlarin1 dogrularken tedavi Oncesi
mutasyonlarin bulunmadigini dogruladi ve MSH6 mutasyonlarinin in vitro timor
modelinde TMZ direncine aracilik ettigini gostermistir (Yip ve ark., 2009). Dahasi,

Alman Glioma Grubu kisa siire 6nce MMR proteininin ekspresyonunun azalmasinin,
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TMZ tedavisinden sonra GB'nin niiksetmesi ile iligkili oldugunu bildirmistir (Felsberg

ve ark., 2011).
2.5.3. Baz ekleme-cikarma tamir yolag:

Baz eksizyon tamiri, DNA'y1 oksidasyon, alkilasyon, deaminasyon ve tek zincir
kiriklarinin (SSB'ler) zarar verici etkilerini ortadan kaldirir. TMZ kaynakli N7-MeG ve
N3-MeA, BER yolu tarafindan algilanir ve onarim iglemi baslatilir (Fu ve ark., 2012).
BER'in TMZ direncinin toleransinda rol oynadigi bildirilmistir (Trivedi ve ark. 2005).
DNA glikosilazlar hasarli bazlar1 taninmasina ve cikarilmasma ek olarak onarim
siirecinin baglatilmasinda da rol oynar. 11 tane memeli DNA glikosilaz1 arasinda, N-
metilpurin DNA glikosilaz (MPG) [veya alkilpiirin-DNA-N-glikosilaz (APNG)],
alkillenmis bazlari DNA'dan kesilmesini saglayan bir DNA glikosilazdir (Jacobs ve
Schar, 2012). Hasarli bazlar DNA glikosilaz ile wuzaklastirildiktan sonra,
apurinik/apirimidinik endoniikleaz 1 (APEl), abazik bolgeleri tanir ve DNA'nin 5
ucundan ayirir. Daha sonra, XRCCl-Ligaz III (Lig III) kompleksi ile birlikte DNA
polimeraz B (poli B) onarim islemini tamamlar (Fortini ve Dogliotti, 2007; Svilar ve

ark., 2011) (Sekil 2).

DNA glikosilazlarinin ekspresyonu, alkilasyon ajanlarina karst duyarhilik
gostermektedir. Agnihotri ve arkadaglart (2012) son zamanlarda APNG ekspresyonunun
TMZ'nin neden oldugu DNA hasarinin onarimini modiile ettigini ve APNG'nin in vitro
ve in vivo ortamda GB modellerinde TMZ'ye direng¢ sagladigim gostermistir. Ayrica,
APNGnin GB dokularinda epigenetik olarak susturuldugunda APNG'nin, GB
hastalarinda zayif genel hayatta kalmayr sagladigini ve bu da APNG'nin TMZ
direncinin {iistesinden gelmek icin molekiiler bir hedef olabilecegini gostermistir.
Ayrica, polif inhibisyonunun, TMZnin neden oldugu toksisiteye olan duyarlilig
arttirmistir. O halde BER yolunun da, artan TMZ duyarlilig1 i¢in terapotik bir hedef

olabilecegini gostermistir (Trivedi ve ark., 2005).
2.5.4. Tek zincir kirig1 tamir yolag:

Poli (ADP-riboz) polimeraz (PARP), SSB'leri tanir ve onarim islemini baslatir.
PARP, NAD+'1, PAR polimerlerinin ve diger tamir proteinlerinin kovalent bag
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yapmasini katalize eder ve DNA onarim proteinleri hasarli bolgeye baglanarak onarim
islemlerini kolaylastirir (Kim ve ark., 2005; Schreiber ve ark., 2006; De Vos ve ark.,
2012; Luo ve Kraus, 2012). SSB'ler PARP tarafindan tanindiktan sonra, onarim islemi
BER yolag ile ortaklasarak baslatilabilir (Almeida ve Sobol, 2007) (Sekil 2).

PARP, sadece SSB onarim ile degil ayn1 zamanda BER yolagiyla da iliskili
oldugundan o©nemli bir terapotik hedef olmaktadir. PARP aktivitesini inhibe eden
hedefe 6zgii ilaclar gelistirilmistir. PARP inhibitorlerinin GB 'yi tedavi etmek icin
kullanilanlar dahil olmak iizere geleneksel antikanser ilaclarin sitotoksisitesini dnemli
Olclide arttirdig1 gosterilmistir (Malanga ve Althaus, 2005; Chalmers, 2010; Heitz ve
ark., 2010; Leonetti ve ark., 2012). Klinik ©ncesi calismalarda ki bu terapétik
etkilerden dolayi, GB hastalar1 icin PARP inhibitorleri kullanilarak bir¢ok calisma

siirdiiriilmektedir (Leonetti ve ark., 2012).

Bu calismalar PARP inhibitorleri kullanarak DNA'ya zarar veren maddelerin
terapotik etkilerini giiclendirmeyi hedeflemektedir. Klinik oncesi ¢alismalarda, TMZ ve
PARP inhibitorlerinin kombinasyonunun, TMZ'nin GB de sitotoksik etkilerini arttirdigi
gosterilmistir (Tentori ve ark., 2003). Ek olarak, PARP inhibisyonunun MMR eksikligi
olan hiicrelerde TMZ direncinin iistesinden gelebilecegi gosterilmistir (Cheng ve ark.,
2005). Bu umut verici sonuclara dayanarak, GB icin PARP inhibité6rlerinin birkag klinik
denemesi yapilmis ve TMZ'nin terapotik etkisini arttirdigi goriilmiistiir. (Yoshimoto ve

ark., 2012).

PARP inhibitor tedavisi icin umut vaat eden bir diger strateji, sentetik 6liimciil
kavrami altinda monoterapidir (Mangerich ve Burkle, 2011). PARP inhibisyonunun,
BRCA1 ve BRCA2 mutasyonuna sahip meme ve yumurtalik kanserleri i¢in 6nemli bir
sitotoksik etkiye sahip oldugu gosterilmistir. (Farmer ve ark., 2005). BRCA mutasyonu
olan tiimorlerde, DSB onarim yolu olan homolog rekombinasyon (HR) prosesi ile
bozulmaktadir. Bu nedenle, DNA onarim islemi PARP onarim yolagina baglidir ve
PARP inhibisyonunun tiimor hiicreleri iizerinde zararli etkilere sahip oldugu
bilinmektedir. Her ne kadar bu sentetik oldiiriicii yaklasim umut verici bir tedavi gibi
goriinse de, BRCA mutasyonu GB'de nadiren bildirilmektedir (Parsons ve ark., 2008).

Bununla birlikte, son zamanlarda, timor baskilayict PTEN'in mutasyonunun, HR
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onarim yolaginin bozulmasi ile iligkili oldugu gosterilmistir (Yoshimoto ve ark., 2012).
PTEN mutasyonunun GB hastalarinin yaklasik iicte birinde tamimlandigi gz Oniine
alindiginda PARP inhibitor monoterapisinin PTEN mutasyonlu GB icin etkili bir tedavi
stratejisi olma potansiyeli vardir. Son zamanlarda, bazi klinik 6ncesi ¢aligmalar, HR
yolaginin yukar1 diizenlenmesinin, TMZ ve PARP inhibit6riiniin kombinasyonuna kars1
duyarlilig ile iligkili oldugunu gostermistir PTEN mutasyonlu GB'de HR'nin durumunu
ve bir PARP inhibitorii ile kombinasyon halinde TMZ'ye cevabini degerlendirmek i¢in

daha fazla arastirma yapilmas1 gerekmektedir (Yoshimoto ve ark., 2012).
2.5.5. Cift zincir kirig1 tamir yolag:

Cift zincir kiriklar1 iki ana mekanizma ile onarilir: homolog olmayan birlestirme
(NHEJ) ve HR (Sekil 9). NHEIJ, hiicre dongiisii esnasinda DNA’nin kiint uclarin1 onarir
ve hiicre dongiisiinden bagimsiz olarak rekombinasyon icin kalip olmasa bile DSB'yi
onarir. Buna karsilik, HR yolagi, kalip olarak kardes-kromatid dizileri kullanarak
homoloji aracili rekombinasyon islemleriyle DSB'yi onarir. Bu nedenle, HR sadece
hiicre dongiisiiniin S ve G2 fazlarinda calisir, bu da HR'nin sadece cogalan tiimor
hiicrelerinde islev gorebilecegini gosterir. Topoizomeraz II inhibitdrii ve radyoterapi
hari¢, alkilasyon ajanlart ve replikasyon inhibitorleri gibi anti-kanser ilaglarinin ¢ogu
dogrudan DSB'yi indiikleyemez. Bununla birlikte, sitotoksik ilaglarin zarar verdigi
bazlar, BER veya tek iplik¢ikli onarim yolu tarafindan tamir edilmediginde, DNA
replikasyon hatalari, replikasyon stresine (replikasyon duraklart veya replikasyon
catalinin ¢okmesi) neden olur ve bunlarin sonucunda DSB olusur. Yapilan calismalar
HR yolaginin, replikasyon stresinden sonra olusabilen DSB’lerin onarimina aracilik
etmede Onemli bir rol oynayabilecegini gostermektedir (Roy ve ark., 2012). Teorik
olarak, TMZ dolayli olarak DSB'yi tetikleyerek tiimor hiicresi Oliimiinii indiikler.
Birlikte ele alindiginda, tiimor hiicresindeki DSB onarim aktivitesinin durumunun TMZ
tedavisine klinik cevab1 belirleme potansiyeline sahip olabilir. DSB onarim
proteinlerinin klinik oncesi GB modellerinde TMZ'ye duyarliligin1 belirlemede 6nemli

roliiniin oldugu birka¢ ¢alisma mevcuttur.

Hasar olustuktan sonra birka¢ dakika igerisinde; NHEJ yolagi devreye girer.

Ku70/80 proteinleri tarafindan kirik tespit edilir. Olusan boslugu kapatmak icin XRCC4
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ve DNA ligaz IV (Lig IV) toplanir, protein kinaz DNA-PKcs ile baglanir. Boylece DSB

korelir.

Homolog rekombinasyon, iki uclu DSB'de 5°-3’ rezeksiyonla baglatilir ve tek
iplikli DNA iiretilir. MRE-11-RAD50-NBS1 (MRN) kompleksi, DSB'nin bir sensorii
olarak islev goriir ve uclarda ki kirilmaya baglanir. Ataxia telanjiektazi mutasyonlu
(ATM) ve fosforile edilmis H2AX ettigi kirilma bolgelerine alinir. DNA hasar kontrol
noktast proteini 1 (MDC1) y H2AX'e baglanir ve bir rekombinasyon islemi baslar (Sekil
9). iki uglu DSB'nin aksine, DNA replikasyon stresinin, tek iplikli DNA iireten tek uglu
DSB'ye neden oldugu bilinmektedir . Bu durumlarda ATM ve Rad3 ile iliskili (ATR)
sinyalleri, HR tarafindan bir uclu DSB'yi onarmak i¢in etkinlestirilir. Tek iplikli DNA,
kirik bolgereye ATR ve ATR ile etkilesime giren proteini (ATRIP) toplanmasiyla ,alan
replikasyon proteini A (RPA) tarafindan baglanir. Bu kompleksin hazirliginda, Rad17
ve 9-1-1 sonradan eklenir. Sonunda ATR-ATRIP yolagi, DNA topoizomeraz II
baglayici protein 1 (TOPBP1) yardimiyla aktive edilir. HR yolagina, efektor proteinleri
Rad51 ve Rad52 ile birlikte BRCA1, PALB2 ve BRCA2 proteinleri aracilik eder (Sekil
9) (Yoshimoto ve ark., 2012).

Daha once agiklandigi gibi, TMZ indiiklenmis O6-MeG sonucu olusan yanlig
eslesme bosuna dongiiye sebep olur ve sonucunda DSB olusur. Ek olarak, TMZ,
dogrudan DSB olusturamamasina ragmen, TMZnin, HR'yi bilinen bir DSB
indiikleyicisi olan iyonlastirici radyasyondan 10 kat daha fazla tetikleyebilecegi rapor
edilmistir (Helleday, 2010). Bu sonuglar, DSB yolunda yer alan sinyalizasyon
molekiillerinin TMZ duyarliligina aracilik etmede rol oynadigimi gostermektedir.
Aslinda, DSB yolaginda yer alan tiim sinyal proteinlerinin NBS1 (MRN kompleksinin
bir iiyesi), Rad51 ve BRCAZ2'nin, in vitro timdr modelinde TMZ duyarliliginin
modiilatorleri oldugu rapor edilmistir. Ayrica, cesitli arastirmalar, MMR yolaginda;
ATM, ATR ve MRN proteinlerinin, TMZ'nin neden oldugu G2 fazinda durdurma ve
sitotoksisiteye katkida bulunabilecegini gostermistir, bu molekiillerin TMZ direncinin
iistesinden gelmek icin potansiyel hedefler olabilecegini diistindiirmektedir (Caporali ve

ark., 2004; Yoshimoto ve ark., 2012).
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2.5.6. Fankoni anemi yolag:

Fankoni anemi, ana organ sistemlerindeki gelisimsel anormallikler, kemik iligi
yetmezligi ve kansere yiiksek yatkinlik ile karakterize edilen genomik kararsizlik
sendromudur (D’Andrea ve Grompe, 2003). FA'nin su anda bilinen 15 FA gen
ailesinden en az birinin mutasyonundan kaynaklandig:i bilinmektedir. FA yolagmin,
sisplatin ve topoizomeraz inhibitorleri tarafindan capraz baglanan DNA'nin zincirlerinin
onariminda ve bu ilag tiiriine kars1 direncin olugmasina aracilik ettigi diistiniilmektedir.
Bununla birlikte, son zamanlardaki ¢alismalar FA yolaginin alkilasyon hasarlarinin
onarim siirecinde ve alkilasyon ajanlarinin terapétik duyarliliginin belirlenmesinde rol

oynayabilecegini gostermistir (Chen ve ark., 2007).

FA yolaginda, FANCM, DNA ICL'sini tanir ve hasarli bolgeye sekiz FA
cekirdek kompleksi (FANCA/B/C/E/F/G/L/M) alarak onarim yolagini baslatir. FA
cekirdek protein kompleksi , monoubikitine FANCD2 ve FANCI ile birlikte, BRCALI,
BRCA2 (FANCDI), PALB2 (FANCN) ve FANCJ (BACHI / BRIP1) gibi DNA onarim
proteinleri ile etkilesime girerek, onarimi saglar (Sekil 9) (Kee ve D'Andrea, 2010).

Chen ve ark. (2007), FANCD2 monoubikitinasyon inhibisyonunun glioma hiicre
hattim TMZ'nin sitotoksik etkilerine duyarli hale getirdigini ve FA yolagimin TMZ
direncinde bir rol oynayabilecegini gostermistir. Ayrica, son zamanlarda yapilan diger
calismalar, BRCA2'nin (FANCDI1), TMZ tarafindan indiiklenen DNA hasariin
onariminda baskin bir rol oynadigim1 ve BRCA2'nin inhibe edilmesinin, glioma hiicre
hatlarin1 TMZ tedavisine kars1 duyarli hale getirdigini gostermistir (Yoshimoto ve ark.,

2012).

DNA onarim mekanizmalar1 diginda baska faktorler de kemoterapotik dirence
yol acabilmektedir (Xi ve ark., 2015; Murphy ve ark., 2016; Li ve ark., 2017) . Yapilan
caligsmalar leptinin hiicreleri genel olarak S fazina siiriikledigi ve hiicre proliferasyonunu
arttirdi@in gostermistir (Saxena ve ark., 2007; Catalano ve ark., 2009; Lawrence ve
ark., 2012; Han ve ark., 2017). Bundan dolay1, replikasyon asamasinda etki gosteren
TMZ’ nin leptin varliginda etkisinin artmas1 beklenmektedir. Bu tez ¢alismasinda leptin

molekiilii kemoterapdtik direngte ki rolii belirlenmesi amaciyla se¢ilmistir.
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Sekil 9. DNA tamir yolaklart (Yoshimoto ve ark., 2012).

2.6. Leptin Hormonu

Zhang ve arkadaglan tarafindan ilk kez 1994 yilinda kesfedilen leptin, adim
Yunanca leptos (ince) kelimesinden alan, sitokinlere benzeyen ve 167 aminoasit iceren
protein yapisinda bir hormondur (Zhang ve ark., 1994; Pelleymounter ve ark., 1995).
Leptin, insanlarda 7. kromozomun uzun kolunda bulunan (7q31) ob/ob geni tarafindan
kodlanmaktadir. Leptin ob (obese) gen iiriinii olup, baslica adipositlerden kaynaklanan
bir hormondur. Yapisal olarak uzun zincirli helikal sitokin yapisindadir. Leptin,
Interleukin-2 (IL-2), IL-12 ve Growth Hormon (GH) ile benzer yapidadir. Ayrica, sinif I
(Class I) sitokin reseptor ailesi, leptin reseptorii (Ob-R) ile benzerlik gostermektedir.
Yapilan son caligmalarda, Ob-R’nin de bu ailenin bir iiyesi oldugu gosterilmistir

(Tartaglia ve ark., 1995).

Leptin, insanda, baslica adipoz doku tarafindan salinmakla birlikte mide
fundusunda, iskelet kaslarinda, karacigerde, plasentada, kalpte, yumurtaliklarda, meme
bezlerinde ve gastrik epitelyumda da ifade edildigi gosterilmistir (Baratta M., 2002;
Green ve ark.,1995; Cioffi ve ark., 1997; Smith-Kirwin ve ark.,1998).
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Leptin, hiicresel fonksiyonlarini hiicre membraninda bulunan reseptorlerine
baglanarak gostermektedir. Leptinin viicuttaki bashca rolii, beyin (ozellikle
hipotalamus) iizerine negatif “feedback” etki ile gida alimini ve enerji metabolizmasini
diizenlemek ve obezite gelismesini engellemektir. Bunun yani sira, leptinin hem beyin
hem de periferik dokularda yerlesik reseptorlere sahip oldugu ve bu reseptorler
araciligiyla organizmada bir¢ok fonksiyonun diizenlenmesinde rol aldigi bilinmektedir.
Bu fonksiyonlari; beslenme, genel metabolizma diizenlenmesi, immun sistem
diizenlenmesi, iireme sistemi gelisimi, kemik dansitesi, beyin gelisimi, hemodinami,
solunum fonksiyonu, anjiyogenez, osteogenez, sempatik sinir aktivitesi ve karacigerde
insiilin-iligkili fonksiyonlarin diizenlenmesi seklinde ozetlenebilir (Schwartz ve ark.,

1996; Lin ve ark., 2018).

Bilinen leptin reseptorlerinin tiimii ayni genin varyantlaridir. Buna gore leptin
reseptorleri OB-Rb (uzun reseptorler) ve OB-Ra (kisa reseptorler) olmak tizere iki gruba
ayrilmistir. OB-Rb reseptorleri sinyal transdiiksiyonu kapasitesine sahiptirler ve en cok
hipotalamusta (niikleus arkuatus) bulunmalarina ragmen viicudun diger dokularinda da
(akciger, bobrek, karaciger, iskelet kasi, kalp, testis, hematopoetik hiicreler, yag dokusu)
daha az miktarlarda saptanmislardir. Kisa form reseptorler (OB-Ra) ise intraselliiler
sinyal i¢in gerekli olan segmentlerin tiimiinii tasimazlar ve bu nedenle sinyal iletiminde
rolleri ¢ok az veya yoktur. OB-Ra reseptorlerinin bulundugu baslica dokular ise bobrek,
akciger, pleksus koroideus ve beyin kapillerleridir. Beyin kapillerleri ve pleksus
koroideus’da OB-Ra reseptorlerinin bol olarak bulunmasi, kisa form reseptorlerin
leptinin merkezi sinir sistemine transportunda Onemli gorevleri oldugunu
diisiindiirmektedir (Tartaglia, 1997). Ciinkii, yukarida belirtilen leptin fonksiyonlarinin
biiylik bir kismi, merkezi sinir sistemi (MSS) aracilifiyla gerceklestirilir. Bu nedenle,
leptinin merkezi sinir sisteminde ki etkileri cok daha yaygindir. Leptin eksikliginde
beyin agirhiginda azalma ve noronlarda yapisal bozukluklarin ortaya ciktigi

belirlenmistir (Schwartz ve ark., 1996).

2.6.1. Leptin hormonunun kanser ile iliskisi

Son yillarda, leptin kanser iliskisinin arastirildigi c¢aligmalarda, leptinin

tiimorijenez ve gelisme ile iliskili oldugu bildirilmektedir (Han ve ark., 2017; Khabaz
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ve ark., 2017; Lin ve ark., 2018). Adipositlerden kaynaklanan obezite geninin bir {iriinii
olarak leptin, tiimorigenezis, anjiogenezis ve metastaz ile ilgili gii¢lii bir anjiyojenik
faktor olarak tamimlanir ve maling karsinomada ki leptin reseptoriiniin  (ObR)
ekspresyonunun tiimor neoanjiyogenezi ile anlamli bir sekilde uyumlu oldugu teyit

edilmistir (Han ve ark., 2017; Khabaz ve ark., 2017).

Iwaniec ve ark. (1998)’nin yaptig1 bir calismada, insan endotelyal hiicrelerinde
leptin reseptorlerinin oldugu ve leptinin anjiyogenezisi hem in vitro hem de in vivo

indiikledigi saptanmistir (Iwaniec ve ark., 1998).

Zheng ve ark.(2011)’tarafindan yapilan calismada, leptinin lepRB (leptin
reseptor) ifade eden kanser hiicrelerinin kok hiicre 6zelligi gosterebilecegi ve timor

hiicrelerinin canhligini tetikledigi bildirilmistir (Zheng ve ark., 2011).

Leptinin normal ve tiimor hiicre biiyiimesini uyarmasi, hiicrenin yayilim ve
invazyonuna katkida bulunmasi ve angiogenezisteki artirici rolii nedeniyle Ostrojen

bagimsiz meme kanseri gelisiminde rolii olabilecegi bildirilmistir (Topal , 2004).

Beyin tiimoriiniin evresinin, invazyonun ve farklilagmanin leptin ekspresyonuyla

iligkili oldugu belirtilmektedir (Ribatti ve ark., 2008; Hui ve ark., 2011).

Insan glioblastoma hiicrelerinde normal saglikli beyin hiicrelerine gore daha
fazla leptin ve leptin eksprese edildigi ve otokrin etki ile leptinin hiicre proliferasyonunu

tetikledigi bildirilmigtir (Lawrence ve ark., 2012).

Hiicre kiiltiirii ortaminda insan GB hiicrelerinin, endotel hiicrelerinde biiyiime ve
pro-anjiyojenik etkilere neden olan biyolojik olarak aktif leptin iirettigini gosterilmistir

(Han ve ark., 2017).

Leptin, bir¢ok hiicre tipinde metabolik ve neoplastik aktiviteleri diizenleyen ¢ok
islevli bir sitokin oldugu, leptin ve reseptoriiniin (ObR) farkli insan beyin tiimorlerinde
asirt eksprese edildigi ve bunlarin GB'de malignite derecesi ile iligkili oldugu
gosterilmistir (Zhang ve ark., 2005; Riolfi ve ark., 2010; Scolaro ve ark., 2010). Ayrica,
leptinin, LN229 ve LN18 glioma hiicrelerinde, mitojenik ve anjiyojenik faktor olarak

hiicre gociinii indiikledigi bildirilmektedir (Ferla ve ark., 2012).
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Leptinin U87-MG tiimor hiicrelerinin bilyiimesini zamana ve doza bagimli
olarak onemli dl¢iide arttirdig gosterilmistir. Leptinin, hiicrelerin GO/G1 fazindan S faz
gecisini ve DNA sentezini arttirdig1 ancak apoptoz iizerinde herhangi bir etki yapmadigi
belirlenmistir. Ayrica, leptinin Jak/STAT3 sinyal yolagin1 kullanarak U87-MG
glioblastoma hiicrelerinin biiylimesini arttirdiZi ve bu nedenle leptin yolaginin
glioblastom i¢in yeni bir kemoterapotik hedef olabilecegi belirtilmektedir. (Han ve ark.,

2012).

Leptin reseptorii (ObR) pozitif (+) kanser hiicrelerinde leptinin hiicre
proliferasyonuna, gociine ve invazyonuna dogrudan katki sagladigi ve TMZ direncli

hiicrelerde ObR ekspresyonunun yiiksek oldugu bildirilmistir (Han ve ark., 2013).

Sistemik leptin kanserli biiyiime iizerinde etkili olabilirken, leptin ayrica gesitli
tiimor tipleri tarafindan salgilanan bir parakrin faktorii olarak lokal olarak hareket eder
ve bitisik kanserli hiicrelerde sistemik leptinden bagimsiz olan leptin reseptorlerine
baglanmaktadir. Leptin veya reseptoriiniin asir1 ekspresyonu yumurtalik, kolorektal ve
meme kanseri dahil bircok kanserde meydana gelir ancak leptin, timorii ¢cevreleyen

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

Leptinin, onkomodiilator oldugu, kolon kanseri, prostat kanseri, neuroblastoma
ve glioblastoma' da invazifligi ve agresifligi arttirdig1 gosterilmistir. Beyin tiimorlerinde
leptin ve leptin reseptorii asir1 eksprese edilir ancak normal beyin dokusunda ve diisiik
dereceli tiimorlerde eksprese edilmez. GB ve anaplastik astrositomda Riolfinin
calismasindan elde edilen 87 6rnegin% 80.5'1 leptin ve reseptoril i¢in pozitif oldugu,
diisiik dereceli beyin tiimorleri (gangliogliomalar ve 1. ve 2. astrositomlar) daha diisiik
leptin ve reseptorii ekspresyon diizeylerine sahip oldugu tespit edilmistir. Bu calisma
ile, leptin ve leptin reseptorii arasinda beyin tiimorii malignitesi ile anlamh bir iligki

oldugunu bildirilmistir (O’Brien ve ark.; 1999; Deo ve ark., 2008; Ratke ve ark., 2010).

Leptinin anti-apoptotik yollarin aktivasyonunda rol aldig1 belirtilmistir. SIRNA
kullanilarak leptin ekspresyonunun %50 azaltilmasinin, in vitro ortamda sigan C6 GB
hiicrelerinin apoptozisini arttirdigi gosterilmisti. MAPK ve JAK/STAT yolunun
proliferasyona aracilik etmek icin leptin tarafindan aktive edildigi bilinmektedir (Sekil

10). Leptin apoptozise karst korumak icin PI3K yolunu aktive etmektedir. Leptinin
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GB'deki insanlardaki rolii hakkinda ¢ok az sey bilinmektedir. GB'deki leptinin dogrudan
etkileri belirsiz olsa da, siRNA tarafindan inhibe edildiginde leptin reseptoriiniin
(STAT3) akis asagr sinyal yollarindan biri insan GB hiicrelerinde hiicre ¢ogalmasim
onemli Ol¢iide azalttig1 gosterilmistir (Cross ve Claesson-Welsh, 2001; Russo ve ark.,

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

Leptinin ayrica PI3K ve MAPK yolaklar1 iizerinden anjiyojenik faktor olarak
etki ettigi, ayrica vaskiiler endotel biiylime faktorii (VEGF)'niin ekspresyonunu
arttirmak i¢in sinerjistik olarak davrandigir gosterilmistir. Hem VEGF hem de leptin,
hipoksi sirasinda artis gosterir. GB'nin mikro-ortami, %0.1 kadar az oksijenle asirt
derecede hipoksik olabileceginden dolayr Oonem tasir.  Artmis hipoksi, tiimoriin
agresiflesmesi ile iligkilendirilmistir (Evans ve ark., 2004). Anjiyogenez, hipoksi ile
indiiklenebilir faktorler (HIF) 1 ve 2'deki artislara aracilik eder. HIF'in bu iki alt
familyasindan, HIF 2 kronik hipoksi sirasinda artmakta ve HIF 1, akut hipoksi sirasinda
artmaktadir, anjiyogenezde daha biiyiik bir rol oynamaktadir. Anjiyogenez, hipoksi ile
indiiklenebilir faktorler (HIF) 1 ve 2'deki artislara aracilik eder. HIF'in bu iki alt
familyasindan, HIF 2 kronik hipoksi sirasinda artmakta ve HIF 1, akut hipoksi sirasinda
artmaktadir ve anjiyogenezde daha biiyiik bir rol oynamaktadir. Hipoksi kaynakli leptin
ekspresyonu, kolorektal kanserde ve ayrica adipoz dokuda tanimlanmigtir (O’Brien ve

ark.; 1999).
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Sekil 10. Leptin reseptorii (ObR) aktivasyonu ile kanser tarafindan ortak hiicre sinyal
yollart. Yollar, Janus Kinase (JAK), Sinyal Transdiiseri ve Transkripsiyon 3'iin
Aktivatorii (STAT) ve Mitogen Aktive Protein Kinaz (MAPK) sinyal kaskadini igerir,
bunlarin ikisi de hiicre ¢cogalmasina neden olur. MAPK ve Fosfoinositid 3-kinaz (PI3K)
sinyal yolu, her ikisinin de gocii ve anjiyogenez veya vaskiilarizasyonunu artirarak
invazivlige yol acar. Ayrica PI3K ve JAK-STAT yolu apoptoz direnci saglar. Leptinin
inhibisyonu, leptinin reseptoriine baglanmasini inhibe eden Siiper insan leptin
antagonisti ve HIF 1 boyunca hipoksi ile leptin gen ekspresyonunu arttirirken, leptin ve

leptin reseptoril gen ekspresyonunu asagi indiren regiile agonisti icerir (Cook, 2014).



2.6.2. Leptin hormonunun cesitli ilaclar ile iliskisi

Leptin, onkomodiilatér roliine bagli olarak cesitli kanser tedavilerine direng

saglamada rol oynadig diisiiniilmektedir.

Leptinin, muhtemelen JAK-STAT yolaginin aktivasyonu ile meme kanserinde
anti-ostrojen ICI 182,780'in etkinligini inhibe ettigi bulunmustur. Bu etkiler obezitenin
(dolasimdaki leptinin artmasi) anti-Ostrojen tedavisine direnci arttirdigin1 gosteren

klinik verileri desteklemektedir (Cook, 2004).

Leptinin, kolon kanserinde 5’floroiirasil (5-FU) sitotoksisitesini azalttigi
gosterilmistir. Bu durum leptinin apoptotik direngte rol aldigimi diistindiirmektedir

(Meten-Mucha ve Lawnicka, 2007).

Bevacizumab, kolon kanserinde kullanilan bir anti-VEGF ajamidir. GB'de
Bevacizumab, sagkalimda 6 ayda %32'den %42'ye kadar degisiklik saglar. VEGF
inhibisyonundan dolay1 olusabilecek yiiksek akut hipoksi, bagimsiz olarak bir
anjiyojenik faktor olarak islev gorebilen leptin ekspresyonunu tetikleyebilir ve timor

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

Leptin bircok kanserde bir oncomodulator rolii oynadigindan ve mevcut
tedavilere diren¢ saglayan GB'de olduk¢a yaygin oldugu icin, leptinin GB'deki roliinii

arastirmak ¢ok onemlidir (Chamberlain, 2011).

GB'de yeni bir tedavi diyabetik ilag metformindir. Klinik caligmalarda
metformin, genel sagkalimda 14.6-12.1 ay arasinda orta diizeyde artiglar sunmus ve GB
hastalarinda 2 yillik sagkalimi %16 artirmistir (Soritau, 2011). Metformin, insanlarda
serum leptin seviyesini azaltir (Kim, 2006). Ayrica, metforminin GB hiicre hatlarinda
leptin uyarimu ile iligkili biiyiime ve gocii azalttigi gosterilmistir. Metforminin GB
iizerindeki etkilerinin son bir bulgusu, tiimor baslatan hiicrelerin veya kanser kok
hiicrelerinin (CSC) inhibisyonudur (Ferla, 2012). Metformin ile tedavi edildiginde CSC
proliferasyonunun azaldigr gosterilmistir (Wiirth ve ark., 2013). Bu gézlemlenen etkiler,

metforminin leptin iizerindeki etkilerinden de kaynaklaniyor olabilir. Tiim bu veriler
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anti-leptin tedavisinin daha fazla arastirilmasi gerektigini diisiindiirmektedir (Cook,

2014).
2.6.3. Leptin hormonunun kanser kok hiicresi ile iliskisi

Kanser kok hiicresi (CSC), GB'de niiks nedeni olan mevcut tedavilere direngli
kiiciik bir hiicre popiilasyonudur. Farklilagtirilmis tiimor hiicreleri bir  timor
olusturamazken, CSC'ler, farelere az sayida hiicre (<100) enjekte edildiginde tiimorii
tekrar saglayabilir (Galli ve ark., 2004). Son zamanlarda yapilan bir ¢alismada GB'de;
leptin reseptoriiniin, CSC'de, farklilastirilmis tiimor hiicrelerine kiyasla daha yiiksek bir
dereceye kadar eksprese ettigi gosterilmistir (Han ve ark., 2014). Ayrica Meme CSC'si
farklilasmis tiimor hiicrelerine kiyasla daha yiiksek leptin reseptdrii seviyelerine
sahiptir. Meme tiimorlerinde, kok hiicre ¢cogalmasi ve yenilenmesi icin leptine ihtiyag
vardir (Guo ve ark., 2012). Transgenik farelerden tiiretilen ve daha sonra leptin eksikligi
bulunan farelere (ob/ob fareler) ortotopik olarak enjekte edilen meme kanseri hiicreleri,
yabanil tip fareler kadar etkili bir tiimor olusturmamistir (Zheng ve ark., 2011). Ayrica
db/db farelerde (yiiksek leptinli, ancak fonksiyonel olmayan leptin reseptorlerine sahip
obez fareler), yabanil tip obez farelere kiyasla kanser kok hiicrelerinin ortotopik
enjeksiyonlar1 yapildiginda timor olusumununun arttigi gostermistir. GB CSC'de,
Stat3'ii inhibisyonu araciligiyla proliferasyonun inhibe edildigi ve CSC, Stat3
inhibisyonundan sonra kendi kendini yenileme yetenegini geri kazanamadigi tespit

edilmistir (Sherry ve ark., 2009).

Son donemlerde GB tedavisinde ortaya ¢ikan kemoterapotik direnci onlemek
amaciyla TMZ ve TMZ benzeri kemoterapétik ilaglarin etkisini arttirmak amaciyla,
baska bir molekiil veya molekiiller ile beraber kullanimi 6n plana ¢ikmaktadir (Kardosh
ve ark., 2008; Friedman ve ark., 2009; Stupp ve ark., 2014).Yukarida sozii edilen
calismalar goz oniine alindiginda leptin, GB gibi agresif tekrarlayan kanserlerin tedavisi
i¢in Oonemli bir arastirma alam1 olmaya adaydir. Bu tez calismasinda leptinin etkisini
arastirmak icin mevcut leptin antagonistleri icerisinde en etkili calisan antagonist olan

SHLA secilmistir (Shpilman ve ark., 2011; Candelaria ve ark., 2017).
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2.7. Siiperaktif insan Leptin Antagonisti

Son donemlerde yapilan calismalar leptinin kanser ile iliskili oldugunu ortaya
koymustur. Bu durum leptin antagonistlerinin gelistirilmesi ve bunlarin kanser
tedavisininde kullanilarak yeni bir tedavi yaklasiminin ortaya ¢ikmasina yol agmustir.

Laboratuvar ortaminda cesitli leptin antagonistleri iiretilmistir.

Leptinin mutant proteinleri, leptin dizisinin rastgele mutasyona ugratilarak
iiretilmistir ve mayalarda yiiksek afiniliteli leptin varyantlar1 kullanilarak gosterilmistir.
Stiperaktif fare leptin antagonisti (SMLA) ve siiperaktif insan leptin antagonisti (SHLA)
adh iki mutant antagonisti, 23. pozisyonda aspartat amino asidi yerine 16sin amino asidi
getirilerek elde edilmektedir yani bir Asp23 mutasyonunun eklenmesiyle yapilmistir. 4
aminoasit mutasyonu (D23L/L39A/D40A/F41A) iceren bu antagonistlerin, Ob-R i¢in
60 kat arttinlmis afiniteye sahip oldugu gosterilmistir ve 3 aminoasit mutasyonu
(L39A/D40A/F41A) gosteren orijinal leptin antagonistine kiyasla 14 kat daha biiyiik
antagonistik etki gosterir (Shpilman ve ark., 2011; Candelaria ve ark., 2017).

Bu tez ¢aligmasinda insan kokenli GB hiicre serileri kullamildigr icin leptin
antagonisti olarak SHLA se¢ilmistir. Leptin antagonistlerin kemoterapétik yanita olan

cevabina iliskin hi¢bir ¢alisma bulunmamaktadir.
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3. GEREC VE YONTEM

Bu tez calismasinin deneyleri Yiiziincii Y1l Universitesi Tibbi Biyoloji Anabilim

Dali ve Veteriner Fakiiltesi
gerceklestirilmistir.
3.1. Gerecg

Biyokimya Anabilim Dali

3.1.1. Kullanilan hiicre serileri

Tez calismasinda 3 adet glioblastoma hiicre serisi kullanilmistir (Tablo 1).

Laboratuvarlari’nda

Tablo 1.Tez calismasi kapsaminda kullanilan hiicre serileri.

LN405 TISG U373 MG
Organizma Insan Insan Insan
Cinsiyet, yas Kadin, 62 Erkek, 61
Doku Beyin Beyin Beyin
Morfoloji Fibroblast Fibroblast Astrosit
Yiizey Yapisan Yapisan Yapisan
futunumu Hiicreler Hiicreler Hiicreler
Tiimorijenik Hayir Hayir
K i Hipertetraploid ve Hi tanloid
iperpentaploi

aryotip polipliod (%37) perpentap
Besi veri DMEM (High RPMI-1640, DMEM (diisiik

estyert olukoz)-%10 FBS  |%10 FBS glukoz)-,%10FBS

i yeri Haftad: Haftad.

BesT yeri  |Haftada 2 kez aftada aftada
yenileme siiresi 2-3 kez 2-3 kez
Pasai metod %0,25 Tripsin 90,25 Tripsin + 9%0,25 Tripsin +

asaymetod 14 %0,1 EDTA %0,1 EDTA %0.1 EDTA
Ayirma orani 1:2-1:3 1:3- 1:10 1:2- 1:5
B‘l.yOgl.lVEIlllk | ! 1
diizeyi

3.1.2. Hiicre kiiltiirii

Hiicre kiiltiiriin uygulamalarinda kullanilan

verilmistir.
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Tablo 2. Hiicre kiiltiirii uygulamalarinda kullanilan molekiil ve gerecler.

Isim Marka Ozellik/Katalog Numarasi
Temozolomid Sigma T2577 (25mg), HPLC
Leptin Sigma Leptin insan, L4146
SHLA MyBiosource MBS.400098, SHLA rekombinant
protein
Capricorn DMEM-HA (DMEM High Glucose
Besi yeri Scientific (4.5 g/l), with L-Glutamine) Lot No:
CP18-2472
.. . Biological European grade, 0.1uM filtre edilmis
Fotal BogggSerum Insdug(is (Lot No: 1407738)
... .. Capricorn 100X, PS-B, Lot No: CP14-1209 (100
Penisilin-Streptomisin .
Scientific ml)
L-Glutamine Capricorn 200 mM, GLN-B (100 ml)
Scientific
Trypsin-EDTA 1 DBPS icinde, Lot No: C17-1635
Scientific
Flask (25cm”) Biologix Polystrene, 07-8025
Flask (75cm”) Biologix Polystrene, 07-8075
15 ve 50 ml Tiip 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 tiipleri Corning 430659
Transfer pipeti Biologix 30-135A1 (3ml)
Neubauer
Hiicre sayim lamu Haemocytom 68052-14, 68052-15
etry
Dimetilsiilfoksit (DMSO) Applichem A3672,0100
Fosfat Tuz Tamponu (PBS) . P4417, Tablet, (pH: 7,4) (Ca™" ve
Sigma -
Mg™" icermeyen)
Ethylenediaminetetraacetic acid
(EDTA): Applichem marka, No: 6381- | Vivantis PC0706
92-6
Serolojik Pipet : Greiner bio-one, 5 ve
10 mI’lik Sterilizasyon amagl Etil Greiner
Alkol (%75'1ik) Riyedel-de gilaen, No: | Cellstar P7615 (5 mi) ve P7740 (10 mD)
64-17-5 :
Steril Tiipler Biologix Farkli bityiikliiklerde (0,2;0,5;1,5;2 ml

tiipler, Polietilen mikrosantrifiij tiip
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3.1.3. 3-(4,5-dimethyldiazol-2-yl)-2,5 diphenyl Tetrazolium Bromid]

(MTT) sitotoksisite testi

MTT testi i¢in gerekli malzemeler Tablo 3’te verilmistir.

Tablo 3. MTT testinde kullanilan gerecler.

Isim Marka Ozellik/Katalog Numarasi
Thiazoly Blue Tetrazolium .
Brom dz MTT) Sigma M5655-1g
N 5 mg toz MTT 1 ml steril PBS igerisinde ¢oziildii
MTT stok soliisyonu ve filtre edilerek (0,20 pm’lik) kullanild:
MTT c¢alisma soliisyonu (96 10 ul MTT soliisyonu (5 mg/1 ml)
kuyucuklu plakta bir kuyucuk 90 ul besi yeri karigtirilir ve her bir kuyucuga
icin) eklenir
DMSO Applichem A3672,0100
96 kuyuklu plak Costar CLS3599
Triton-X
(Sigma) Her bir kuyucuga hazirlanan soliisyondan 100 ml
HCI (0,1 N eklenir. 100 ml lizis soliisyonu hazilranmasi:
MTT lizis soliisyonu Fischer Triton X (T8787) (1 ml)
Scientific) HCI (AC 12420-0010) 0,1 N (10 ml)
Isopropanol | Isopropanol (109634) (89 ml)
(Merck)
Filtre Sartorius 16532; 0,22 pm’lik
Minisart
Steril Tiipler Biologix Farkh.buyukluklerde.(?tZi .0,5; 1,5; 2 mI’lik),
Polietilen mikrosantrifijj tiipler
Pipet ve pipet uglari Biologix Farkl1 bityiikliiklerde mikropipet ve uglari
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3.1.4. Total RNA izolasyonu

Total RNA izolasyonu i¢in gerekli malzemeler Tablo 4’te verilmistir.

Tablo 4. Total RNA izolasyonu i¢in gerekli malzemeler.

Isim Marka Ozellik/Katalog Numarasi
Trizol Thermo- 11 459608
Scientific,
Kloroform Sigma 24216
Isopropanol Merck 109634
(=Propanaol-2)
Etil Alkol Sigma 22
Steril Su BioShop WAT222.100
Farkli bitytikliiklerde (0,2; 0,5; 1,5; 2 ml’lik
Steril Tiipler Biologix ar : uy1.1 .u 2 .e ©.2; 0?5.1 ’,,5’ mllik)
tiipler, Polietilen mikrosantrifiij tiipler
D5758-50 ml
%0,1 konsantrasyonda 100 ml steril distile su
Diethyl pyrocarbonate Siema (dH20)’ya 0,1 ml DEPC eklendi. Bu soliisyon oda
(DEPC) & sicakliginda 1 saat bekletildi, ardindan otoklanip
(15 dakika, 100°C)
sogutularak kullanildi
Pipet ve pipet uglari Biologix Farkli bitytikliiklerde mikropipet ve uglari
3.1.5. cDNA sentezi

cDNA eldesi i¢in gerekli malzemeler Tablo 5’te verilmistir.

Tablo 5. cDNA eldesi icin i¢in gerekli malzemeler.

Isim Marka Ozellik/Katalog Numarasi
cDNA izolasyon Kkiti GeneAll HyperScriptFirst Strand Sythesis Kit/601-005
Steril Tiipler Biologix 0,2ml’lik tiipler, Polietilen mikrosantrifiij tiipler
Steril Su BioShop WAT222.100
PZR cihazt Rotor Gene Gergek zamanli PZR aleti cDNA sentezinde

kullanilmastir.

Biologi

Pipet ve pipet uglari 10T08I% Farkli bitytikliiklerde mikropipet ve uglari
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3.1.6. Agaroz jel elektroforezi

Agaroz jel elektroforezi i¢in gerekli malzemeler Tablo 6’da verilmistir.

Tablo 6. Agaroz jel elektroforezi i¢in gerekli malzemeler.

Pipet ve pipet uglari

isim Marka Ozellik/Katalog Numarasi
Tris baz Vivantis PR 0612
Borik asit Vivantis PR 0607
EDTA Vivantis PC 0706
J0XTBE soliisyon Tris baz (54. ar ?, !aorik asit"(27,5) ve 2(? ml EDTA
(PH:7.5) (0,5 M) steril distile suda coziilerek 1 litreye
tamamlanmustir.
Agaroz Vivantis PC 0701
1 g agaroz, 100 ml 1XTBE icerisinde mikro dalga
% 1’lik agaroz firin yardimiyla eritilerek hazirlandi. Icerisine 2,5
ul Etidyum bromiir (10 mg/ml) karilistirildi.
Etidyum Bromiir Vivantis PC 0707
Brom fenol mavisi Ambresco 115-39-9
Biologix

Farkli bityiikliiklerde mikropipet ve uglari

3.1.7. Gercek zamanh PZR (RT-PZR)

RT-PZR i¢in gerekli malzemeler Tablo 7°de verilmistir.

Tablo 7. RT-PZR i¢in gerekli malzemeler.

Isim Marka Ozellik/Katalog Numarasi
GeneAll® Real Amp 201-020
SYBR gqPCR Master GeneAll
mix
Steril Tiipler Biologix 0,2ml’lik tiipler, Polietilen mikrosantrifiij tiipler
Steril Su BioShop WAT222.100
Biologi
Pipet ve pipet uglari 10T08I% Farkli bitytikliiklerde mikropipet ve uglari

3.1.8. Tek hiicre jel elektroforezi (COMET)

COMET testi icin gerekli malzemeler Tablo 8’de verilmistir.
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Tablo 8. COMET icin gerekli malzemeler.

isim Marka Ozellik/Katalog Numarasi
Lam Isotherm 25,4%76,2 mm (1.0mm-2mm kalinlik)
Lamel Laborant 24 *60 mm (0,13-0,16 mm kalinlik)
1(\11\?;4?)1 Melting Agaroz Vivantis PC 0701
(LLOD‘;[V gemng Aguoz L gioma | A9414
Tris baz Vivantis PR 0612
Borik asit Vivantis PR 0607
EDTA Vivantis PC 0706
TBE Soliisyonu
NaCl Merck 106404
NaOH Sigma 06203
Triton-X 100 Sigma T8787
Na Lauril Sarkozinat Sigma Y0001772
DL-Dithiothreitol (DTT) = Vivantis PC0705
100, 200, 500 ve 100 mI’lik erlen ve meziirler
Cam malzemeler .
Dikey saleler
Pipet uglari Biologix 10, 100, 1000ul bityiikliikte
Trisbaz  : 54 gr
Borik asit: 27,5
EDTA (0,5M) : 20ml
TBE Soliisyonu (0,5SM EDTA : 18,61gr EDTA+ 2gr NaOH + 80

ml dH20)
Steril distile suda ¢oziilerek 1 litreye
tamamlanmustir.

Lizing stok soliisyon

NaCl : 146.1 gr
EDTA : 372 gr

Tris : 12gr
Lizing stok soliisyon 99 ml
Triton X 1 ml
Lizine calisma soliisvon Na lauril sarkosinat 1 gr
g caly Y DTT (65 ml icin ) : 0,09 gr

Soliisyon + ¢alisma Oncesi taze hazirlmis ve
sogumasi i¢in 4°C’de saklanistir.

Lamlarin Hazirlanmasi

Lamlar %1°lik normal erime sicakliina sahip
agaroz ile oda sicakliginda kaplanmistir. 100 ml
PBS icerisinde hazirlanmig %1°lik normal erime
sicakligina sahip agaroz bir sale icerisine
aktarilmistir. Temiz lamlar, sale igerisinde ortalama
55-65°de tutulan NMA’ya yaklasik 4 saniye
batirilmis ve 24 saat oda sicakliginda kurumaya
birakilmistir.

Tablo 8’in devami sonraki sayfada
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Hazirlanan COMET preparatlarinin

Etidyum bromiir (8 . . goriintiilenmesinde 10 mg/ml kosatrasyondan (8
Vivantis . .
pg/ml) pg/ml) olarak hazirlanan Etidyum Bromiir
kullanilmastir.
Sogutucu Bloklar (Akil)

Alimiinyum Folyo

Koroplast veya diger muhtelif markalar

3.1.9. Akim (Flow) sitometri

Akim sitometri i¢in gerekli malzemeler Tablo 9’da verilmistir.

Tablo 9. Akim sitometri i¢in gerekli malzemeler.

Isim Marka Ozellik/Katalog Numarasi
Etil Alkol Sigma 3221
RNase Sigma R6513
Propidium Iodide Sigma 81845
Biologix , :
Pipet ve pipet uglari & Farkli biiytikliiklerde mikropipet ve uglari
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3.1.10. Cahismada Kullanilan Alet/Makineler

Tez kapsaminda yapilan deneylerde kullanilan alet/makineler Tablo 10’da

verilmistir.

Tablo 10.Tez kapsaminda kullanilan alet/makineler.

isim Marka Ozellik/Katalog Numarasi
Laminar Kabin Metisafe Clas I
CO2’li inkiibator Memmert UNB 200
Inverted Mikroskop Olympus CKX31
Sogutmal1 Santrifiij Universal 320R (mikro ve 15ml’lik falkon rotorlartyla)
Vortex MRC SI-100
Hassas Terazi Dikoman FGH
Hassas terazi Radwag 220.R2
Isitmali plak MRC HSD-135
Mikrofiij INOVIA MINO-10K
Translimiinator MRC Uv-26
Elektorforez Tanki SCIE-PLAS S VR
Gii¢ Kaynagi Consort EV231
Mikrodalga Firin Arcelik MD 574
Su banyosu MRC WBO-100
Biodrop
Distile su cihazi Merck Millipore Direct-Q 3 UV
Spektrofotometre
RT-PZR Rotor Gene
Azot tanki International 35 ve20 I lik
Cryogenics
Derin dondurucu (-80
Sanyo Sanyo
°C)
Akim Sitometri Beckman Coulter EPICS XL MCL,

3.2. Yontem

3.2.1. Hiicre kiiltiiria

LN-405, T98G ve U373 MG hiicre serileri 37°C’de, CO»1i inkiibatorde, steril

kiiltiir ortaminda, standart kiiltiir sartlarinda cogaltilmistir. Tez ¢alismas1 kapsaminda

yapilan tiim deneyler 20’nin altinda olan diisiik pasaj sayisina sahip hiicreler ile
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gerceklestirilmistir. Standart kiiltiir islemleri asagida beliritlen siirecler takip edilmistir.

Hiicreler yukarida belirtilen besi yeri kullamilarak kiiltiir flasklar1 igerisinde
ekilmis ve cogaltilmistir. Flask icerisinde hiicre yogunluklari  %70-80 oranina
ulastiginda, hiicrelerin iizerindeki besi yeri atilarak flasklar 1-2ml PBS (Ca™ ve Mg™™"
icermeyen) ile yikanmistir. Yikama islemi sonrasinda 25 cm”lik flaska 0.4 ml, 75
cm’lik flaska 1 ml Tripsin/EDTA eklenmis, boOylece yapismis olan hiicrelerin
tripsinasyon islemi ile birbirlerinden ve flask yiizeyinden ayrilmalar1 saglanmistir. Bu
islem sonrasinda hiicreler steril serolojik pipet yardimiyla 15 ml’lik falkon tiiplerine
toplanmistir. Tiipler 1500 rpm (revolutions per minute, dakikadaki devir sayisi)’de 5
dakika santrifiij edilmistir. Santrifiij islemi sonrasinda tiipiin tist kism1 atilmis ve hiicre
peletinin yogunlugu da dikkate alinarak ortalama 2ml besi yeri eklenmistir. Mikropipet
yardimiyla (1000 pl’lik) hiicrelerin besi yeri ile karismasi saglanmistir. Bu islem
sonrasinda hiicreler Thoma lami kullanilarak sayilmis ve ardindan pasaj ve diger test
stireclerine gecilmistir. Hiicrelerin dondurularak stoklama yapilmasi siirecinde ise
uygun sayidaki hiicre populasyonunun iizerine dondurma soliisyonu eklenerek
karnistirilmis ve sonrasinda 6zel dondurma tiiplerine (cryovial) aktarilmistir. Bu tiipler,
buz igerisinde -20°C’de 1 saat ve -80°C’de 24 saat tutulduktan sonra likit nitrojen

bulunan tanklara aktarilmistir.

3.2.2. Sitotoksisite testi

Tez calismasinda kemoterapotik etkileri arastirlan TMZ, leptin ve
SHLA’nin olas1 sitotoksik etkilerinin belirlenmesinde ve inhibitor dozlarinin (ICs)
saptanmasinda MTT yontemi kullamilmistir. MTT yonteminde asagida yer alan
prokol izlenmistir. MTT yontemi her bir madde i¢in 3 kez ve her bir deneyde 4

tekrarli olacak bicimde yapilmstir.

[lgili molekiillerin uygun konsantrasyonlarinin hazirlanmasi icin 6ncelikle
uygun c¢oziiciiler kullanilarak ana ve arastoklar hazirlanmigtir. TMZ i¢cin DMSO
kullanilarak 200.000 uM, leptin i¢cin DMSO kullanilarak 3000 uM ve SHLA igin
steril dH,O kullamilarak 500.000 ng olacak bicimde ana stoklar hazirlanmistir.
Coziicii olarak DMSO kullanilan TMZ ve leptinin hiicrelere uygulanacak en yiiksek
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konsantrasyonunda DMSO oraninin %5’in altinda tutulmasi saglanmstir.

Cogaltilan hiicreler tripsinasyon ve sayim islemleri sonucunda 96’lik plagin
her bir kuyucuguna 8x10° olacak bi¢imde ekilmistir. Ekim sonrasi hiicrelerin plak
tabanina yapigsmasi ve uyum siireci icin hiicreler bir gece 37°C’de CO;’li etiivde

inkiibasyona birakilmistir.

Inkiibasyon sonunda her bir hiicre tipinin yer aldig1 plaklar hiicrelerin hiicre
dongiilerinin esitlenmesi amaciyla 8 saatlik serum aclhigina birakilmistir. Bu islem
sayesinde hiicreler senesens siirecine girmeden hiicre dongiilerinin esitlenmesi
saglanmistir. Serum achk siiresinin 8 saat olarak secilmesinin nedeni, calisilan
hiicrelerin serum aglik siirelerinin 8 saati astig1 durumlarda hiicre morfolojilerinin

degistiginin ve 6liim siireclerini baslattiklarinin tespit edilmesinden dolayidir.

Serum acglig siireci sonunda, farkli konsantrasyonlar1 hazirlanmis olan TMZ,
leptin ve SHLA molekiilleri hiicrelere uygulanmistir. Yukarida belirtilen ana
stoklardan TMZ icin biiyiime besi yeri igerisinde 25, 50, 100, 150, 250, 350, 500 ve
1000 uM konsantrasyonlari; leptin i¢in, 0.01, 0.1, 0.2 ve 1 uM konsantrasyonlari,
SHLA i¢in 10, 100, 500, 1000 uM konsantrasyonlar1 hazirlanmistir.

Hazirlanan konsantrasyonlar farkl hiicre tiplerinin ekildigi 96 kuyucuklu plagin

her bir kuyucuguna 100 ul biiytime besi yeri icerisinde olacak bi¢cimde verilmistir.

Madde uygulanmasindan 72 saat sonra MTT siireci baglatilmistir. 24 ve 48.
saat morfolojik degerlendirme sonunda inhibitor konsantrasyonun tespit edilecegi
siirenin 72. saat olduguna karar verilmistir. Bu nedenle toplam inkiibasyon siiresi 72
saat olarak secilmistir. 72 saat sonunda hiicrelerin {izerindeki medyum atilmis ve
her bir kuyucuga MTT calisma soliisyonunda 100ul (10 pl MTT (5 mg/ml) +90 ul

besi yeri) eklenmistir.

MTT calisma soliisyonunun eklenmesinden sonra hiicreler 37°C’de, CO,

inkiibatorde 3 saat inkiibe edilmistir.

Ug saatlik inkiibasyon sonunda hiicrelerin iizerindeki besi yeri atilmis ve her

bir kuyucuga 100 ul lizing soliisyonu eklenerek yasayan hiicrelerce olusturulan
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formazan kristallerinin ¢6ziinmesi saglanmistir.

Formazan  kristallerinin =~ ¢Oziinmesinden  sonra  plak  okuyucu
spektroforometrede plaklarin her bir kuyucugunun 570 nm’deki absorbans degerleri

tespit edilmistir.

Elde edilen absorbans degerleri excel ve Graphad Prism programlar

kullanilarak ICs( degerleri saptanmistir.

3.2.3. RNA izolasyonu

ICsp degerleri saptananan TMZ, leptin ve SHLA molekiillerinin, hiicrelerde,
TMZ kemoterapi direncinde rol alan genler ile hiicre 6liim yolaklarinda rol alan
genlerin ekspresyonlari iizerinde meydan getirecegi olasi degisikliklerinin saptanmasi
amaciyla gen ekspsresyon analizi yapilmistir. Bu amacla ilgili molekiiller ICsg
degerlerinde tek tek , ikili ve {i¢lii kombinasyonlar hiicrelere uygulanmis ve ICsg
degeri saptanan siirede inkiibe edildikten sonra total RNA izolasyonu yapilmistir. Total
RNA izolasyonu i¢in izlenilen Trizol temelli izolasyon protokolii asagida yer

almaktadir.

Molekiiller yukarida belirtilen ICso degerlerinde hiicrelere uygulanmistir. Bu
uygulama icin olusturulan gruplar sirasityla hi¢bir molekiil uygulanmayan kontrol
grubu, TMZ, Leptin, SHLA, TMZ+Leptin, TMZ+SHLA, Leptin+SHLA,
TMZA+Leptin+SHLA olmak iizere 8 farkli grup olusturulmustur.

25cm™lik flasklara ortalama 1x10° yogunlukta ekilen hiicreler bir gece (16/24
saat) flask tabanina tutunmasi ve uyum icin bir gece inkiibe edildikten sonra 8 saat
serum acligina birakilmistir. Serum agligi sonrasinda ICsy degerlerinde tek ve kombine

edilen molekiiller hiicreler verilmis ve 72 saat inkiibasyona birakilmistir.

72. saatin sonunda hiicreler tripsine edilerek, topland1 ve hiicreler 1500 rpm’de 5

dakika +4°C’de santrifiij edilmistir.

Santrifiij sonras1 supernatant kismi atilarak iizerine 2 ml steril soguk PBS (Ca™

ve Mg"" igermeyen) eklenerek, 1000ul’lik pipet yardimiyla pipetaj yapilarak karismasi

47



saglanmistir. Bu basamaktan sonraki islemler aksi belirtilmedik¢e buz iizerinde devam

edilmistir.

PBS iceren 15ml’lik falkon tiipler 1500 rpm’de 5 dakika +4°C’de tekrar santrifiij
edilmistir. Santrifiij sonras1 iist kisim atilarak tiipiin icerisinde bulunan hiicrelere 1000
pl soguk Trizol eklendi ve mikropipet yardimiyla homojenize edilmistir. Bu karisim

1,5ml’lik steril tiipe alinmistir.

Trizol hiicre karisimi 5 dk oda sicaklifinda niikleoproteinlerin kompleksinin
tamamen parcalanmasi i¢in bekletilmistir. Bekleme sonrasi ornekler +4°C’de, 3500
rpm’de, 10 dk santrifiij edilmistir. Santrifiij sonrasi iiste kalan siipernatant kism1 pellet
kisma yaklasmadan yalnizca iist kisim alinarak steril 1.5 ml’lik yeni steril bir tiipe

aktarilmistir. Pellet kismu ise atilmustir.

Yeni tiipe aktarilan siipernatant tizerine 200 ul soguk kloroform ilave edilmis ve

tiipler 15 saniye (sn) siddetli bir sekilde vortekslenmistir.

Vorteks sonras1 tiipler 2-3 dk oda sicakliginda inkiibe edilmistir. Inkiibasyondan

asamasindan sonra 6rnekler 12000 x g’de +4°C’de, 15dk santrifiij edilmistir.

Santrifiij asamasi sonrasinda karisim ii¢ fazli bir yapr halini almistir; alta
kloroformlu faz, ortada hafif beyazimsi interfaz ve en iiste RNA’nin bulundugu seffaf
fazdir. Uste kalan seffaf faz mikropipet yardimiyla dikkatlice alinarak temiz steril bir

1,5 ml’lik ependorf tiipe aktarilmistir.

Yeni steril tiipe aktarilan bu supernatant kisma 500 ul izopropil alkol eklenmig

ve pipet yardimiyla iyice karistirllmistir.

Bu karisim 15-30°C’de 10 dk inkiibe edilmis ve inkiibasyonun ardindan
+4°C’de, 12000 g’de, 10 dk santrifiij edilmistir.

Santrifiij sonrasi tiipiin iistii tamamen atildiktan sonra tiipiin alt kisminda beliren
beyazimsi jel benzeri pellet iizerine 1 ml %75’lik etil alkol eklenmis ve ardindan vortex

yardimiyla ile hafifce vortekslenerek pelletin kalkmasi ve yikanmasi saglanmistir.
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Pellet kalktiktan sonra tiipler +4°C’de, 7500 x g’de, 5dk santrifiij edilmistir.

Santrifiij sonrasi bu basamak iki defa tekrarlanmistir.

Ikinci santrifiij sonrasinda tiipiin iist kismu atilarak tiipler hiicre kiiltiirii laminer

kabinde 12-15 dk tiipiin agz1 agik birakilarak kurumaya alinmistir.

Tiiplerin kurutulmasit sonrast RNA 30-50 ul DEPC’li su ile ¢oziilmiistiir. Ayrica
elde edilen total RNA’nin goriintiilenmesi i¢in 3-5 ul RNA baska bir steril tiipe alinmig
ve tiim RNA’lar cDNA sentezi yapilana kadar -80°C’ye kaldirilmastir.

3.2.3.1. RNA’min kalitatif degerlendirilmesi

Total RNA’larin kalitatif degerlendirilmesi (pargalanma olup olmadiginin
anlasilmasi gibi) amaciyla total RNA’lardan ortalama 3-5 ul RNA agaroz jel (%1’lik)
elektroforezinde yiiriitiilmiistiir. Yiirtme sonrasi elde edilen goriintiilerde 28S, 18S ve

5S RNA net bir sekilde saptanmistir (Sekil 11).

28s

18s

5s

Sekil 11. Total RNA %]1’lik agarozdaki goriintiisii.
3.2.3.2. RNA’min kantitasyon degerlendirilmesi

Total RNA’nin kantitatif degerlendirilmesinde BioDrop marka cihaz
kullanilmistir. Ortalama 1,5-2 pl total RNA’nin 260 ve 280 nm’de ki absorbans
degerleri saptanmistir. Bu degerlerle RNA’nin hem miktar1 hem de saflifi saptanmistir.

1 optik dansite (OD) RNA i¢in 40 pg/ml dir.
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3.2.4. cDNA (Complementer DNA) sentezi

Hiicrelerden elde edilen total RNA’dan ekspresyon analizi yapmak i¢in 6ncelikle
bu RNA’lardan cDNA elde edilmesi gerekmektedir. cDNA sentezi i¢in GeneAll
HyperScriptFirst Strand Synthesis Kit (Katalog: 601-005) kullanilmistir. Bu kitin
onerdigi protokol uygulanarak her bir gruba ait 6rneklerin 1ug RNA’sindan cDNA elde

edilmistir. cDNA sentezi i¢in izlenilen protokol asagida yer almaktadir.

Tablo 11. cDNA sentez protokoliine gore reaksiyon icerikleri.

Primer (50 uM) 1 ul
dNTP (10 mM) 1ul
Total RNA (1pg) | ---(miktar 6rnege gore degisir)

dH20 15’ye tamamlanmistir

0.2ml’lik steril tiip icerisinde hazirlanan reaksiyon icerigi 65°C 5 dk 1sitic1 blokta
inkiibe edilmis ve bu siirecin hemen ardindan oOrnekler 1 dakika buz {izerinde
bekletilmistir.

Bu tiip igerisine 2 ul 10x revers transkriptaz (RTaz) buffer, 0.1 M, 2 ul DTT, 1
ul ters transkriptaz enzimi ve 1 pl Rnaz eklenerek 5 sn santrifiij edilmistir.

Santrifiij sonrasi tiipler PZR aletine ait bloklara yerlestirilmis ve 55 °C 60
dakika ve 85°C 5 dk inkiibe edilmistir.

Inkiibasyon sonunda elde edilen cDNA’lar RT-PZR’da kullanilana kadar -
20°C’de saklanmustir.

3.2.5. Gercek zamanh polimeraz zincir reaksiyonu (Real time-PZR; RT-

PZR)

Elde edilen cDNA’larda tez c¢alismasinda arastirilmasi planlanan genlerin
ekspresyonlarinin saptanmasi amaciyla RT-PZR yapilmistir. Bu amacla GeneAll®
RealAmp SYBR gPCR Master mix kullanilmistir (Tablo 12). Hedef genlere karsi
kontrol geni olarak ACTB Beta Aktin geni ii¢ hiicre serisi iginde kullanilmistir.
Ekspresyonu arastirilan genlerin RT-PZR’da kullanilan primer dizileri Tablo 13’te

verilmistir. Her ornek i¢cin 3 bagimsiz tekrar yapilmistir. Ekspresyonlar arasi rolatif
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farklihgin saptanmasinda 2" formiilasyonu kullanilmis buradan ekspresyonlar arast

kat degisimleri saptanmistir. RT-PZR’1in etkinlik degeri genel olarak 0.98-0.99°dur.

Reaksiyon igerikleri hem hedef hem de kontrol geni (housekeeping) icin aynidir.

Tablo 12.

RT-PZR igin reaksiyon igerigi.

Reaksiyon igerigi Bir 6rnek icin Reaksiyon Dongiisii
Tampon (2X) SYBR qPCR 10 ul 1-95°C 5' denatiirasyon (1 dongii)
master miks 2-95°C 15"
. Forward : 0.5 ul | 3-55°C (54-61°C, gene gore degiskenlik
Primer (10pmol/ul) gosterdi) 50"
(DPD, hENT1, TP, TS MDRI ve o i
MRPS5. ACTB) Reverse :0,5ul 4-72“C %0
(10pmol/ul) 40 dongii
dH20 7 ul (2’den 4’e)
cDNA 2 ul Meting Curve (erime egrisi) Analizi
Ramp: 50-99 (0.5°C artis, her basamakta
Toplam 20 ul 3 saniye )
90 °C 5 saniye
Tablo 13. RT-PZR ile ekpsresyonu arastirilan genlerin primer dizileri.
GEN SENSE ANTISENSE
MLH1 F: 5'- TTA TCC AGC GGC CAG CTA ATG R: 5- GCC TCC CTC TTT AAC AATCACTT
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 AAAGCCTCATT 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 calismasi sirasinda izole edilen total RNA ve elde edilen cDNA’larin

kalitatif degerlendirilmesinde %1’lik agaroz jel hazirlanarak elektroforetik yiiriitme

yapilmistir.
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3.2.7. Tek Hiicre Jel Elektroforezi (COMET)

TMZ, leptin ve SHLA molekiillerinin hiicrelerde meydana getirecegi genomik
DNA hasarinin tespitinde tek hiicre elektroforezi testi (COMET) gerceklestirilmistir.
Bu test i¢in izlenilen protokol asagida yer almaktadir. Bu testin hiicre kiiltiirii kismindan
sonraki asamalar1 ilgili laboratuvar ortami karartilarak (los sayilan bir goriiniim)

gerceklestirilmistir. COMET testi icin izlenilen protokol asagida yer almaktadir.

Hiicrelerimiz 25cm® lik flasklara 1x10° konsantrasyonda ekildikten ve yukarida
MTT bashg altinda belirtilen serum aclifi uygulamasi yapildiktan sonra TMZ, leptin
ve SHLA molekiilleri ICsy degerlerinde tek tek ve kombine halinde hiicrelere

verilmistir. Hiicreler 37°C’de, CO;’li inkiibatorde 72 saat inkiibe edilmistir.

Inkiibasyon sonunda hiicreler tripsine edilip, 15ml’lik tiiplere standart hiicre

kiiltiirii teknikleri kullanilarak toplanmustir.

Bu tiipler 1500 rpm’de 5 dk santrifiij edildikten sonra siipernatan atilmis ve

hiicrelerin {izerine transfer pipeti ile 2 ml PBS eklenmistir.

PBS ile karigsan hiicrelerin 18 ul’si (ortalama 100.000 hiicre) 36 pl %0.75’1ik
diisiik erime sicakligina sahip agaroz (LMA) ile kanstirilip oda 1sisinda bekleyen ve
normal erime sicakligina sahip agaroz ile kaph lamlarin tizerine yayilarak iizerleri ince
lameller (tiim lami kaplayan) ile kaplanmistir. Bu asamadaki islemde, hiicreler,
alindiklar1 hacmin 2 kati kadar LMA ile kanstirilip lam iizerine yayilarak islem
yapilmalidir. Lam {iizerine toplamda 100 pl hacimden daha fazla bir hiicre LMA

karisiminin aktarilmamasina dikkat edilmistir.

Uzeri hiicre ve agaroz karsimiyla kaplanan lamlar buz iizerine aliarak 20 dakika
donmalar1 beklenmistir. Agaroz lam {iizerinde donduktan lam ve lamel arasinda su
buhar1 benzeri olusumlar meydana gelir ve bu asamadan sonra lameller dikkatlice
kaldirilmis ve lamlar daha 6nce hazirlanmis olan ve +4°C’de sale icerisinde bekleyen

soguk lizing soliisyonunda 1 saat bekletilmistir.

Bekleme sonunda bu soliisyona 14 ul (20 pg/ml) Proteinaz K eklenerek ornekler

sale icerisinde 37°C’ lik etiive kaldirilmis ve 2 saat inkiibe edilmistir.
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Iki saat sonunda lamlar soguk TBE nétral soliisyonunda 20 dakika bekletilmis ve
ardindan 25V’ta 20 dakika yiiriitiilmiistiir. Yduriitme islemi siiresince elektoroforez
tankinin iistiine soguk akiiler ve buz parcalari konarak TBE soliisyonunun isinmasi

engellenmistir.

Yiiriitme islemi sonunda elektroforez tankindan alinan lamlar karanlikta, oda
1sisinda  kurutulduktan sonra her bir lamel 50 upl etidyum bromid (8ug/ml) ile
boyanmistir. Boyanan preparatlar floresan mikroskopta (Euromexx, Onion, OX Range,
AE3199) ilgili filtrede incelenmistir. Her bir hiicre DNA goriintiisii kuyruk uzunlugu ve
kafa bolgesine gore degerlendirilmis ve hasar miktarina gore O (hasarsiz ), 1 (az hasarl),

2 (orta hasarh), 3 (hasarl), 4 (¢ok hasarli) olarak kategorize edilmistir (Sekil 12). Her

Hasarsiz, 0 Az Hasarli, 1

Orta Hasarl,, 2 Hasarl, 3

bir preparat i¢in 300 hiicre sayilmistir.

Cok Hasarh, 4

Sekil 12. COMET testinde kullanilan skorlama ve skorlamaya ait 6rnek goriintiiler.
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3.2.8. Akim (Flow) sitometri

TMZ, leptin ve SHLA molekiillerinin hiicrelerin hiicre dongiisii iizerindeki
etkilerinin saptanmasi amaciyla akim sitometri testi uygulanmistir. Bu amagcla izlenilen

protokol asagida yer almaktadir.

Hiicrelerimiz 25cm® lik flasklara 1x10° konsantrasyonda ekildikten ve yukarida
MTT baghig altinda belirtilen serum acligi uygulamsi yapildiktan sonra TMZ, leptin ve
SHLA molekiilleri ICsy degerlerinde tek ve kombine halinde hiicrelere verilmistir.

Hiicreler 37°C’de, CO,’li inkiibatérde 72 saat inkiibe edilmistir.

Inkiibasyon sonunda hiicreler tripsine edilip, 15ml’lik tiiplere standart hiicre

kiiltiirti teknikleri kullanilarak toplanmustir.

Bu tiipler 1500 rpm’de 5 dakika santrifiij edildikten sonra supernatant kisim
atilmig ve hiicrelerin iizerine transfer pipeti ile 3 ml steril PBS (Ca™" ve Mg™" igermeyen)

eklenerek tekrar 1500 rpm’de 5 dakika santrifiij edilmistir.

Santrifiij sonrasi iist kisim tekrar atilmis ve hiicrelerin iizerine bir Onceki
asamada oldugu gibi 3 ml PBS (Ca™ ve Mg™" icermeyen) eklenerek pipetle hafifce
kanstirilarak yikama islemi yapilmistir. Ardindan tekrar 1500 rpm’de 5 dakika santrifiij
yapilmistir.

Santrifiij sonrasi iist siipernatant kistm atilmig ve hiicrelerin tizerine 2 ml steril

PBS (Ca™ ve Mg icermeyen) eklenmistir.

Fiksasyon icin vorteks iizerinde alinan tiiplerin iizerine toplamda 2-3 ml soguk
9%99’luk alkol hafif vorteks altinda damla damla birakilarak hiicrelerin fiksasyonu
saglanmistir. Fiksasyon islemi sonrasinda hiicre akim sitometrisi siireci baslatilana

kadar +4°C’de saklanmuistir.

Akim sitmotrisi 0Ol¢iim siireci basladifinda o©ncelikle ortamdaki alkolii
uzaklastirmak icin 2 ml daha PBS ilave edilmis ve 1500 rpm’de 5 dk santrifiij

edilmistir.
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Santrifiij sonrast siipernatan atildiktan sonra hiicrelerin iizerine 70 pul RNase
ve 50 pl Propidium Iodide eklenerek mikropipet yardimiyla karigmasi saglanmistir. Bu

islem sonunda ornekler 20 dakika oda 1sisinda karanlikta inkiibe edilmistir.

Inkiibasyon sonunda hiicreler 37 um’lik nylon mesh’den siiziilmiis ve akim
sitometri cihazinda (EPICS XL MCL, Beckman Coulter) 10000 hiicre sayilarak hiicre

dongiisii ve DNA analizi yapilmistir.

GO0/G1, sentez ve G2/M fazindaki hiicrelerin oram ile apoptotik hiicre oram iki
degiskenli DNA histogramlar1 MCYCLE (Phonex Sys) programi kullanilarak

analiz edilmistir.
3.2.9. istatistiksel Analiz

Tez calismasinda elde edilen verilerin degerlendirilmesinde SPSS 15.0 paket
programi kullanilmistir. Tanimlayict tipte bir arastirma olan arastirmada degiskenlere
iligkin frekanslar ve yiizdelikler verilmis ve bu veriler ¢esitli grafikler yardimiyla gorsel
olarak da Ozetlenmistir. Kategorik degiskenlerin gruplardaki dagilimlarinin test
edilmesinde ki-kare ya da Fisher’in exact testi kullanilmis, sonuglar frekans dagilimlar
ve yilizdeliklerin tamimlayici istatistik olarak kullamildigi tablolarla ifade edilmistir.

Calismada istatistiksel anlamlilik sinir1 olarak p<0.05 alinmistir.
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4. BULGULAR

Tez kapsaminda calisilan TMZ, leptin ve SHLA molekiillerinin LN-405, T98G

ve U373 MG hiicre hatlan tizerindeki sitotoksik etkileri MTT yontemi ile saptanmaistir.
4.1. TMZ Sitotoksisitesi

Sitotoksisite testi sonucu her 3 hiicre serisinde de 72. saatte yalnizca TMZ’nin
ICsy degeri saptanmistir (Tablo 14). TMZ’nin dozlarina gore hiicre serileri iizerindeki
sitotoksik etkileri Sekil 13, 14 ve 15’te verilmistir. Ayni inkiibasyon siiresinde leptin ve
SHLA  molekiillerinin  ICsyp  degerinin  saptanabilecegi  bir  sitotoksisiteleri
bulunmamaktadir. Bu test her bir hiicre serisi i¢in 3 kez ve her bir testte 4 tekrarli olacak

bicimde yapilmstir.

Tablo 14. TMZ’nin glioblastoma hiicre serilerinde 1Cs, degerleri

Hiicre Serisi ICsg degeri (uM)
LN-405 1541.85

T98G 2352.96

U373 MG 800
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Sekil 13. TMZ ’nin LN-405 hiicre serisinde ki sitotoksisitesi.
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Sekil 14. TMZ’nin T98G hiicre serisinde ki sitotoksisitesi.
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Sekil 15. TMZ’nin U373 MG hiicre serisinde ki sitotoksisitesi.

4.2. Leptin Sitotoksisitesi

Leptin molekiiliiniin hiicre serileri iizerindeki sitotoksik etkisi Sekil 16’ da
verilmistir. Bu sitotoksisite sonucuna gore, tez kapsaminda yapilacak diger testlerde

leptin’in uygulama dozu 0.1 uM olarak belirlenmistir.
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Leptinin Sitotoksisitesi
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Sekil 16. Leptin molekiiliiniin LN-405, T98G ve U373 MG hiicre serilerindeki

sitotoksik etkisi.
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4.3. SHLA Sitotoksisitesi

SHLA molekiiliiniin hiicre serileri iizerindeki sitotoksik etkisi Sekil 17°de
verilmistir. Bu sitotoksisite sonucuna gore, tez kapsaminda yapilacak diger testlerde

SHLA’in uygulama dozu 1000 ng olarak belirlenmistir

SHL A 'nin Sitotoksik Etkisi
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Sekil 17. SHLA molekiiliiniin LN-405, T98G ve U373 MG hiicre serilerindeki

sitotoksik etkisi.

4.4. Gen Ekspresyon Analizi

ICsp degeri belirlenen TMZ molekiilii ile sitotoksik etkileri bulunmayan leptin
(0.1 uM) ve SHLA (1000 ng) molekiillerinin tek tek ve kendi aralarindaki
kombinasyonlar1 hiicrelere sunulduktan sonra hiicrelerdeki TMZ kemoterapotik
direncinde rol alan MGMT, MLH1, PMS2, MSH2, MSH6 genlerinin ve kontrol igin
GAPDH geninin ekspresyon degisiklikleri RT-PZR ile saptanmistir. LN-405 i¢in
“Kontrol, TMZ (1541.85 uM) , Leptin (0.1 uM), SHLA (1000 ng), TMZ + Leptin
(1541 pM+0.1 uM), TMZ + SHLA (1541 uM +1000 ng), Leptin + SHLA (0.1 uM +
1000 ng) ve son olarak 3’lii kombinasyon TMZ+ Leptin + SHLA (1541.85 uM + 0.1
UM + 1000 ng) olarak toplam 8 grup belirlenmistir. T98G ve U373 MG hiicre serileri
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icin de yalnizca TMZ degerleri degiskenlik (T98G ICsy = 2352.96 uM ve U373 MG

ICso= 800 uM) gosteren benzer gruplar olusturulmustur.

4.4.1. MGMT geni ekspresyon degisimi

Glioblastoma hiicrelerinde olusturulan calisma gruplarinda, molekiiller
uygulandiktan sonra MGMT geninde meydana gelen ekspresyon degisimi hiicre tipine
gore farklilik gosterdigi i¢in bu degisiklikler LN-405 icin Sekil 18’de, T98G i¢in 19°da

verilmistir. U373 MG hiicre hattinda ekspresyon gozlemlenmemistir.

MGMT Geni Ekspresyon Degisiklikleri

Degisim Oram

Sekil 18. LN-405 hiicre serisinde MGMT geni ekspresyon degisimi.
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Sekil 19. T98G hiicre serisinde MGMT geni ekspresyon degisimi.
4.4.2. MLHI1 geni ekspresyon degisimi
Glioblastoma hiicrelerinde olusturulan calisma gruplarinda,

molekiiller

uygulandiktan sonra MLH1 geninde meydana gelen ekspresyon degisimi Sekil 20’de

verilmistir.
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MLH1 Geni Elspresyon Degisiklilderi

Degisim Oram

Sekil 20. MLH1 geni ekspresyon degisimi.

4.4.3. PMS2 geni ekspresyon degisimi

Glioblastoma hiicrelerinde olusturulan calisma gruplarinda, molekiiller
uygulandiktan sonra PMS2 geninde meydana gelen ekspresyon degisimi hiicre tipine
gore farklilik gosterdigi i¢in bu degisiklikler LN-405 icin Sekil 21°de, T98G i¢in Sekil
22’de ve U373 MG Sekil 23’de verilmistir.
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PMS-2 Geni Ekspresyon Degisiklikleri

Degisim Oram

Sekil 21. LN-405 hiicre serisinde PMS2 geni ekspresyon degisimi.
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Sekil 22. T98G hiicre serisinde PMS2 geni ekspresyon degisimi.
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Sekil 23. U-373 MG hiicre serisinde PMS2 geni ekspresyon degisimi.
4.4.4. MSH2 geni ekspresyon degisimi

Glioblastoma hiicrelerinde olusturulan c¢alisma gruplarinda,

molekiiller

uygulandiktan sonra MSH2 geninde meydana gelen ekspresyon degisimi Sekil 24’te

verilmistir.
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Sekil 24. MSH2 geni ekspresyon degisimi.
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4.4.5. MSH6 geni ekspresyon degisimi

Glioblastoma hiicrelerinde olusturulan ¢alisma gruplarinda, molekiiller
uygulandiktan sonra MSH6 geninde meydana gelen ekspresyon degisimi Sekil 25’te

verilmistir.

MSHG6 Geni Ekspresyon Degisiklikleri
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Sekil 25. MSH6 geni ekspresyon degisimi.

4.3. COMET Analizi

Her bir hiicre serisinde, TMZ (ICsq degeri), leptin (0.1 uM) ve SHLA (1000 ng)
molekiillerin tek tek ve kendi aralarindaki kombinasyonlari hiicrelere sunulduktan sonra
hiicrelerdeki olast genomik DNA hasart COMET yontemi ile belirlenmistir. Her bir
grupta saptanan DNA hasar1 oran1 ve DNA hasar agisindan gruplarin birbirlerine gore
karsilastirmalar1 sirasiyla Tablo 15°te ve Tablo 16’da verilmistir. Her 3 glioblastoma
hiicre serisinde de gruplar arasinda DNA hasar1 agisindan anlamli bir fark

bulunmaktadir (<0.001).
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Tablo 15. LN-405, T98G ve U373 MG hiicre serilerinde saptanan DNA hasar1.

Hiicre serisi LN-405 T98G U373 MG
Gruplar Hasar orani (%) Hasar oram Hasar oran1 (%) p

(%)
Kontrol 19.6 5.0 1.9 <0.001
T™MZ 60.3 37.4 5.2 <0.001
Leptin 253 11.7 6.9 <0.001
SHLA 14.1 9.7 6.5 <0.001
TMZ + Leptin 26.2 429 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 36.7 114 <0.001
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Tablo 16. LN-405, T98G ve U373 MG hiicre serilerinde gruplarin birbirlerine gore

DNA hasar1 agisindan karsilastirmalari.

Grup Karsilagtirma Grubu LN405 T98G U373 MG
P P P
Kontrol T™Z <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
T™Z 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. Akim Sitometri Analizi

Her bir hiicre serisinde, TMZ (ICsq degeri), leptin (0.1 uM) ve SHLA (1000 ng)
molekiillerinin tek tek ve kendi aralarindaki kombinasyonlar1 hiicrelere sunulduktan
sonra molekiillerin hiicre dongiisiine olan etkileri Tablo 17°de ve Tablo 18’de
verilmistir. Molekiillerin hiicre dongiilerine etkileri acisindan hiicre serilerinde ki

gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik saptanmistir (<0.001).
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Tablo 17. LN-405, T98G ve U373 MG hiicre serileride molekiillerin hiicre dongiisiine

olan etkileri.

Hiicre serisi | LN-405 T98G U373 MG

Dongii | GO/G G2/M S GO/G1 G2/M S G0/Gl G2/M S P
Gruplar 1 (%) (%) (%) | (%) (%) (%) | (%) (%) (%)
Kontrol 82 0 18 |90 0 10 75 13 12 <0.001
T™MZ - - - 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. - - - - 80 0 20 20 6 74 <0.001
Leptin
T™Z +
SHLA - - - 84 0 16 3 0 97 <0.001
Leptin +
SHLA 85 0 15 | 88 0 12 70 12 18 <0.001
TMZ +
Leptin+ - - - 84 0 16 19 0 81 <0.001
SHLA

* Hiicreler pargalandiginindan dolayi veri alinamamustir.
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Tablo 18. LN-405, T98G ve U373 MG hiicre serilerinde

hiicre dongiisiine olan etkileri.

gruplarin birbirlerine gore

Grup Karsilagtirma Grubu LN-405 T98G U373 MG
P p 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
T™MZ 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. TARTISMA VE SONUC

Bu tez calismasinda; leptin ve SHLA molekiillerinin TMZ kemoterapotik
direncine olan etkileri glioblastoma hiicre serilerinde arastirilmistir. TMZ, leptin ve
SHLA molekiilleri tek ve kombine formlariyla GB hiicre serilerine uygulandiktan sonra
TMZ kemoterapotik direncinde rol aldigi bilinen MGMT, MLH1, MSH2, MSH6 ve
PMS2 genlerinin ekspresyonlari RT-PZR, genomik DNA hasar etkileri COMET ve

hiicre dongiisiine olan etkileri de akim sitometrisi ile saptanmistir.

5.1. TMZ, Leptin ve SHLA Sitotoksisitesi

GB hiicre serilerinin TMZ duyarliligina iliskin yapilan ¢alismalarda, hiicrelerin
birbirinden farkli diizeyde TMZ duyarliligina sahip oldugu belirtilmektedir (Kamzawa
ve ark., 2003; Torres ve ark., 2011; Lan ve ark., 2016; Lee , 2016; Urdiciain ve ark.,
2018)

Lan ve ark. (2016) tarafindan yapilan ¢alismada T98G ve U373 MG hiicre
serilerinin TMZ duyarliligim (ICsp) 48.saat icin sirasiyla 3457.8 uM ve 483.5 uM
olarak saptadiklar1 belirtilmektedir. Guo ve ark. (2019) tarafinda yapilan ¢alismada da
T98G hiicre serisi icin TMZ ICsy degeri 3468.8 uM ve U373 MG i¢in ise 529.8 uM
olarak saptandigi bildirilmektedir. Ayrica, Zhang ve ark. (2015) tarafindan yapilan
calismada U373 MG icin TMZ ICsy degeri 759 puM, T98G icin 1274 uM olarak
bildirilmistir. Bu ¢aligmalarda belirtildigi gibi TMZ duyarliligi ¢calismalar arasi farklilik
gostermektedir. Web kaynakli veri bankalar1i araciligiyla yapilan arastirmada
https://www.cancerrxgene.org/translation/Drug/1375#t_IC50 uzantii web adresinden
GB hiicre serilerinde TMZ 1Csq degerinin 37-926 uM arasinda degistigi belirtilmistir.
Calismalarda, TMZ duyarliliginin birbirlerinden farkli ¢ikmasinin bir¢cok nedeni vardir.
Bunlari, kullanilan hiicrelerin tiimor derecesi ve pasaj sayisi, kullanilan medyum ve
igerigi, flasklarin yiizey igerigi, laboratuvar sartlar1 (Damiani ve ark., 2019), test tipi
(MTT, XTT, WST1, vb), molekiillerin ¢6ziindiigii soliisyon, molekiillerin inkiibasyon

stiresi ve verilerin analiz edildigi programlar (He ve ark., 2016) seklinde 6zetleyebiliriz.
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Bu tez ¢alismasinda TMZ’ye direngli oldugu bilinen (Lee ve ark., 2016) T98G
hiicre serisinin ICsy degerini 2352.96 uM ve TMZ’ye duyarh (Lee ve ark., 2016) oldugu
bilinen U373 MG hiicre serisinin ise 800 pM olarak saptanmistir. LN-405 hiicre
serisinin 1541.85 uM oldugu belirlenmistir. Bu tez calismasinda da T98G’nin TMZ
duyarliligr beklenildigi gibi diger iki hiicre serisinden daha yiiksek bulunmustur. Bu
yoniiyle TMZ duyarlilign agisindan tez calismasindan elde edilen veriler bir takim
calismalara gore (Kanzawa ve ark., 2003; Torres ve ark., 2011; Lo dico ve ark., 2018)
yiiksek olsa da yukarida belirtilen (Zhang ve ark., 2015; Lan ve ark. 2016; Guo ve ark.
2019) calismalarla uyumludur.

Tez calismast kapsaminda leptinin de GB hiicreleri {izerindeki sitotoksik etkileri
arastirilmistir. Buna gore leptinin 0.01, 0.1, 0.2 ve 1 uM dozlartyla yapilan sitotoksiste
arastirmasinda leptinin tiim hiicre serilerimiz i¢in sitotoksik olmadigi saptanmistir. Bu

nedenle, ICsy degeri belirlenmemistir.

Normal saglikli insandaki leptin diizeyinin in vitro ortamda esdegerinin 10 ng/ml
oldugu saptanmistir. Obezler icin ise bu deger 100 ng/ml’ye kadar ¢ikabilmektedir
(Dubois ve ark., 2013).

Bu tez ¢alismasinda 0.01, 0.1, 0.2 ve 1uM konsantrasyonlarda leptin molekiilii
hiicrelere verilerek 72 saat sonra sitotoksisite analizi yapilmistir. LN-405, T98G ve
U373 MG hiicre serilerinde en yiiksek dozda bile hiicre yasam oran1 %80 nin iizerinde
saptanmistir. Hiicre hatlar1 igcerisinde leptine en hassas cevap veren hiicre serisi 0.01, 0.1
ve 1’lik dozlarda %80‘e yakin yasam oram ise U373 MG olarak saptanmistir. T98G
hiicre hattinda leptinin tiim dozlarinda hiicre yasam oram kontrole yani %100’e yakin
saptanmistir. LN-405 hiicre serisinde ise 0.01 uM’lik dozda hiicre yasam oran1 %90 1n
altina diismiis olsa bile doz arttik¢a kontrol grubuna yakin bir canlilik saptanmistir. Tez
calismasindaki amaclarimizdan biri de leptinin TMZ duyarliligindaki roliiniin
aciklanmasi oldugundan ¢alismada kullanilacak leptin miktar1 0.1 uM olarak se¢ilmistir.
Ciinkii, obez kabul edilen bir insanin periferik kaninda bulunan ortalama leptin

diizeyinin in vitro karsilig1 0,1 uM olarak belirtilmektedir.

SHLA molekiiliiniin barindirdigr mutasyonlar D23L/L39A/D40A/F41A seklinde

saptanmistir. OB-R’ye baglanmak i¢in SHLA molekiiliiniin leptin molekiiliine gore 60
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kat daha yiiksek afiniteye sahip oldugu belirlenmistir (Candelaria ve ark., 2017). Bu

sebepten otiirii tez calismasinda leptin reseptorii olarak SHLA secilmistir.

Bu tez calismasinda 10, 100, 500 ve 1000 ng’lik konsantrasyonlarda SHLA
molekiilii hiicrelere verilerek 72 saat sonra sitotoksisite analizi yapilmigtir. LN-405 ve
T98G hiicre hatlarin SHLA’nmin hiicre yasam oram1 genel olarak %85°in {iizerinde
saptanmistir. U373 MG hiicre hattinda ise doz arttikca hiicre yasam oran1 diigmiistiir
fakat en yiiksek dozda (1000 ng) bile hiicre yasam oram1 %70‘in iizerine cikmistir.
Bundan dolay1 SHLA icin her 3 GB hiicre serisinde de sitotoksik bir doza
ulagilamamistir.  Fiedor ve ark. (2016) yaptiklar1 bir ¢alisma sonucunda SHLA’nin
hiicresel etkilerinin hiicre tipine gore degisebilecegi bildirilmistir. Bu sonuglar bizim tez

calismasinda elde ettigimiz bulgularla uyumludur.

Yapilan literatiir taramasinda, SHLA 'nin GB dahil diger kanserler iizerindeki
etkisine iliskin herhangi bir veri ve yayin bulunamamistir. Bu tez ¢alismast SHLA nin

GB hiicre serileri tizerindeki sitotoksik, genotoksik etkisini arastiran ilk caligmadir.

Hiicre serisi ¢alismalarinda elde edilen ICsy degerlerinin birbirlerinden farkli
olmasimin bir¢ok nedeni bulunmaktadir. Bunlari, kullanilan hiicre serilerinin genomik
yapisi, pasaj sayisi, kullanilan medyum, sitotoksisite testinin tipi ve genel laboratuvar
sartlar1 olarak Ozetleyebiliriz (Damiani ve ark., 2019) . Bu nedenle elde edilen veriler
calismaya Ozgiidiir. Burada Onemli olan ayni testin tekrarinda aynmi sonuglarin
saptanabilmesidir. Bu tez calismasinda da veriler her biri 4 tekrarli 2 bagimsiz testle ve
morfolojik degerlendirmeler esliginde elde edilmistir. Bu nedenle sonuglarimizin

giivenilirligi yliksektir.

5.2. TMZ, Leptin ve SHLA’min TMZ Direncinde Rol Alan Genlerin
Ekspresyonuna Etkisi

5.2.1. MGMT geninin ekpresyona etkisi

Genel olarak, MGMT ekspresyonunun azalmasinin hiicrenin TMZ duyarliligini

arttirdigi bilinmektedir. MGMT ekpsresyonunun metilasyon araciligr inhibisyonunun
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GB’de TMZ direncinin tespit edilmesinde prognostik bir faktor olabilecegi rapor
edilmistir (Esteller ve ark., 1999; Paz ve ark., 2004; Hegi ve ark., 2008)

Bu tez calismasi kapsaminda yapilan calismada, U373 MG hiicre hattinda
MGMT ekspresyonu saptanmadigi i¢in TMZ, leptin ve SHLA’nin etkisi

saptanamamaigtir.

LN-405 hiicre serisinde ise TMZ’nin leptin ve SHLA ile kombinasyonlarinda
MGMT ekspresyonunu kontrole gore sirasiyla 3.5 ve 2. kat arttirdigit TMZ nin ise tek
basina kontrole gore 1.3 kat arttifi saptanmistir. LN-405 hiicre serisinde, leptin ve
SHLA kullaniminin MGMT ekspresyonu iizerinden TMZ direncine katki sunma

potansiyelinin diisiik oldugu sonucuna ulagilmistir.

Tez kapsaminda degerlendirilen ve TMZ direncgli olarak rapor edilen (Lee ve
ark., 2016) diger hiicre serisi T98G’de, TMZ’nin MGMT ekspresyonunu 2.2 kat
arttidigr ve bu artisin TMZ+Leptin kombinasyonunda TMZ’ye gore yaklasik 6 kat
arttign  saptanmistir. Ancak hem TMZ hem de leptinden saptanan MGMT ekspresyon
artist SHLA nin da yer aldig1 ti¢lii kombinasyonda 1,59 kata kadar azalmistir. Ciinkii
SHLA’nin MGMT ekspresyonu {iizerindeki etkisi kontrolle neredeyse ayni diizeyde
saptanmistir. Bu nedenle, sonuglarimiz, SHLA’nin TMZ ve leptinden kaynaklanan
MGMT ekspresyon artisinin azaltmada aday bir molekiil olabilecegini gostermektedir.
Obez smirdaki hastalarda, TMZ uygulamasi ile artabilme potansiyeline sahip MGMT
ekspresyonun SHLA ile azaltilarak TMZ yanmiti gii¢clendirilebilir. Bu tez ¢alismasi ile

SHLA’nin bu potansiyel terapétik etkisi ilk kez gosterilmistir.

Kitange ve ark. (2009) tarafindan yapilan ¢alismada, TMZ’ nin ksenograft
orthotopik tiimor dokusu tizerindeki MGMT ekspresyonuna olan etkisi arastirilmistir.
GBM43 isimli hiicre ile olusturulan tiimoérde, TMZ uygulamasinin 7 giin sonunda
MGMT ekspresyonunu kontrole gore 2.4 kat arttirdifi ancak GBMI14 isimli hiicre
serisinde ise MGMT ekspresyonunda degisiklige yol acmadigi bildirilmistir. Bu tez
calismas1 kapsaminda yapilan TMZ uygulamasinda, TMZ’nin T98G hiicre serisinde
2.28, LN-405 hiicre serisinde de 1.35 kat artisa neden oldugu saptanmistir. Tez

calismasi sonucumuz, TMZ nin MGMT ekspresyonu iizerindeki etkisinin hiicre tipine
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gore farklilik gosterebilecegini isaret etmesi agisindan Kitange ve ark. (2009) caligmasi

ile uyumludur.

Taspinar ve ark. (2013) tarafindan yapilan calismada, TMZ uygulanan primer
GB kiiltiir hiicrelerinde ve GB hiicre serilerinde, TMZ’nin MGMT ekspresyonu
izerinde hiicre tipine gore farkli etki gosterdigi dogrudan MGMT ekspresyonunu arttict
veya azaltic1 bir etkisinden soz edilemeyecegi belirtilmis ve bu farkliligin GB hiicre
genetik heterojenitesinden kaynaklanabilecegi bildirilmistir. Bu tez ¢alismasinda da
TMZ uygulamasinin MGMT ekspresyonu iizerindeki etkisinin Taspinar ve ark (2013)
calismasiyla uyumlu oldugu ve TMZ’nin MGMT ekspresyonunu degistirebilecegi

ancak net bir etkiden soz edilemeyecegi sonucuna ulasilmistir.

Hegi ve ark. (2005) tarafindan yapilan calismada, MGMT geni metile MGMT
gen ekspresyonu diisiik veya olmayan) olan hastalarda yasam siiresinin, MGMT geni
eksprese olan hastalara gore yiiksek oldugu ve TMZ uygulamasinin radyoterapi ile
saglanan sagkalim siiresini (sirasiyla 21.7, 15.3 ay) arttirdig bildirilmistir. Bu ¢alismada
(Hegi ve ark. 2005) kemoterapinin mutlaka kullanilmas1 gerektigi vurgulanmig ancak

TMZ’ nin MGMT ekspresyonuna olan etkisi arastirillmamastir.

McCormack ve ark. (2009) tarafindan, hipofiz tiimorleri iizerine yapilan
calismada, tiimoriin TMZ’ye olan yanmitinda MGMT ekspresyonunun etkili olup
olmadig immiinohistokimya tekniginden faydalanilarak arastirllmistir. TMZ tedavisine
duyarli olan hastadan alman timor dokularinda diisik MGMT ekspresyon seviyesi
saptandigi, TMZ tedavisine direng gosteren hastalarin dokularinda ise MGMT

ekspresyon seviyesinin yiiksek oldugu bildirilmistir.

Perazzoli ve ark. (2015)’nca, diisiik (A172 ve LN229) ve yiiksek (SF268 ve SK-
N-SH) MGMT ekspresyonu saptanan GB hiicre hatlarinda yapilan TMZ sitotoksisite
calismasinda, diisiik MGMT ekspresyonu iceren hiicrelerin TMZ’ye kars1 daha duyarl
olduklar1 (TMZ i¢in diisiik ICsy degeri) buna karsin yine bu hiicre serilerinde MMR

kompleksi iiyelerinin ekspresyon seviyelerinin yiiksek oldugu bildirilmektedir.

Guo ve ark. (2019), GB hiicre hatlarinda MGMT ekspresyon seviyelerinin
birbirinden farkli oldugunu ve MGMT ekspresyon yiiksekliginin TMZ direnci ile iligkili
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oldugu belirtilmektedir. Bu calisamada, TMZ’nin MGMT ekspresyonu iizerindeki etkisi
degil, TMZ duyarliligin MGMT ile iliskili oldugu rapor edildiginden tez caligmasi
sonuclarimizla uyumlulugu tartisitlamamaktadir.  Ciinkii, tez calismasi kapsamindan
TMZ yanmitinin MGMT ekspresyonu ile iliskisi degil TMZ’ nin MGMT ekpsresyonu
tizerindeki etkisi arastirllmistir. Bu nedenle bu tez calismasi sonunda elde edilen
verilerin literatiirde yer alan bircok TMZ-MGMT iliskisi yayinlarn (Hegi ve ark., 2005;
McCormack ve ark., 2009; Perazzoli ve ark., 2015; Guo ve ark., 2019) ile tartismasi

yapilamamustir.

Literatiirde hem leptin hem de SHLA’nin MGMT ekspresyonuna iliskin her
hangi bir yayin tespit edilmemistir. Bu nedenle, leptin ve SHLA’nin MGMT
ekspresyonu iizerindeki etkisi tartisilamamigtir. Bu tez caligmasi, hem GB hem de diger
kanser tiirleri dahil, leptin ve SHLA’nin tek ve kombine uygulamasinda MGMT

ekspresyonu iizerindeki etkisinin arastirildigi ilk ¢calismadir.

Bu tez calismasinin sonuglarima gore, MGMT ekspresyonu saptanan hiicre
serilerinde, TMZ uygulamasinin MGMT ekspesyonunu hiicre tipine baglh olarak farkh
diizeylerde degistirebildigi, TMZ ve leptin kaynakli MGMT ekspresyon artisinin SHLA
kullanim ile azaltilabilecegi ilk kez gosterilmistir. Buna gore, klinik yaklasimda, leptin
varliginda TMZ kullanimi ile olusan direngte SHLA’nin terapotik etkisi dikkate
almabilir. Ancak, bu sonuglar, primer kiiltiir kaynaklar1 kullanilarak (6zellikle GB
kanser kok hiicreleri) 3 boyutlu ve organoid modellerde dogrulanmasi, genom ebadinda
genetik ve epigenetik calismalarla klinik calisma diizeylerine ¢ikarilmasina gereksinim

duymaktadir.
5.2.2. MMR genlerinin ekpresyona etkisi

Hiicrelerin MMR fonksiyonu ile TMZ duyarlilig1 arasinda siki bir iliski vardir
(Sarkaria ve ark., 2008; Felsberg ve ark., 2011). TMZ gibi metilleyici ajanlara karsi
gelisen direng siklikla yanlis eslesme tamirinde gorevli proteinlerin ekspresyonlarinda
meydana gelen degisikliklerle iliskili oldugu belirtilmektedir. Ayrica, MMR
fonksiyonuyla MGMT fonksiyonu arasinda da zit bir iligki vardir (Kaina ve ark., 2010).
MMR fonksiyon kaybi DNA’da mutasyon artisina neden olacak ve hiicre TMZ kokenli

sonugsuz dongii modeline giremeyecektir. Sonugsuz dongii modeline giremeyen hiicre
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mutasyon varliginda yasamina devam edecek ve yeni mutasyonlar varliginda
kemoterapotik yanita direng gosterebilecektir. Bu nedenle genel olarak MMR gen

fonskiyonlariin artisinin TMZ duyarliligina katki sunmasi beklenmektedir.

Be tez calismasi kapsaminda yapilan MMR ekspresyon c¢alismasinda, TMZ,
leptin ve  SHLA’nin ayrt ayri, ikili ve iicli kombinasyonlarinin MMR genlerinin
ekspresyonlarina hiicre tipine bagl olarak farkli etki gosterdigi saptanmistir.
Dolayisiyla, TMZ kemoterapdtik yanitinda, leptin ve SHLA’nin kemoterapotik
duyarliligr artirabilen veya azaltabilen tanimlanabilir ve net bir katkisinin oldugunun
belirtilemeyecegi ve olasi katkinin hiicrenin genomik ve epigenetik yapisi baglaminda

farkli unsurlarca kontrol edilebilecegi anlagilmaktadir.

Tez kapsamindaki MMR ekspresyon calismasinda, TMZ’nin her 3 hiicre
serisinde de MLH1 ekspresyonunu arttirdigi ve TMZ’nin SHLA ile kullaniminin TMZ
yanitin1  giiglendirebilecegi saptanmistir. Ancak leptinin tek ve SHLA ile olan
kullaniminda TMZ’ye gore MLH1 ekspresyonunu azaltabilecegi ve leptin varliginin

TMZ yanmitin1 azaltabilecegi saptanmistir.

PMS2 ekspresyonu agisindan sonuglarimiz genel olarak degerlendirildiginde,
TMZ’nin tek basmma PMS2 gen ekspresyonunu arttirdign ve leptinin TMZ ile
kullaniminin U373 MG ve T98G’de PMS2 gen ekspresyonunu dramatik bicimde
arttirdigl, SHLA nin ise her ii¢ hiicre serisinde de PMS2 gen ekspresyonunu arttirarak
TMZ yanitinin gii¢lendirilmesinde rol alabilecegi saptanmistir. PMS2 gen ekspresyon
sonucu hem leptinin hem de SHLA nin TMZ yanitin1 giiglendirebilecegini ve bu etkide

SHLA’nin daha etkin olabilecegini gostermistir.

MSH?2 ekspresyonu agisindan sonuglarimiz genel olarak degerlendirildiginde,
TMZ’nin tek basina MSH2 gen ekspresyonunu arttirdigi, leptin ve SHLA nin tek ve
kombine kullanimlarinda her {ii¢ hiicre serisinde de farkli etki gosterdigi tespit
edilmistir. TMZ direngli oldugu bilinen (Lee ve ark., 2016) T98G’de ise leptinin TMZ
ile birlikte MSH2 ekspresyonunu kontrole gore 9 yalniz TMZ kullanimina gore 2.3 kat
arttirdign saptandigindan leptin MSH2 gen ekspresyonunu direngli hiicre serisinde
arttirabilecegi sonucuna ulasilmistir. Leptinin MSH2 gen ekspresyonu iizerindeki etkisi,

benzer bir bicimde T98G hiicre serisinde de PMS2 gen ekspresyonunda da saptanmistir.
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Yine SHLA’ ’nin da yalnizca T98G hiicre serisinde ekspresyona olumlu katki sagladig

saptanmugtir.

MSHS6 ekspresyonu agisindan sonuglarimiz genel olarak degerlendirildiginde,
yine TMZ’nin tek basina kullaniminin MSH6 gen ekspresyonunu arttirdigi, U373 ve
LN-405 hiicre serilerinde leptin ve SHLA nin TMZ ile olan ikili kombinasyonlarindaki
MSH6 gen ekspresyon artisinin TMZ’nin tek basina gosterdigi ekpsresyon artisi ile
benzer oldugu, T98G’de leptinin TMZ ile birlikte TMZ’nin tek basina olan etkisine
gore kismi bir ekspresyon artisina neden oldugu, iiclii kombinasyonunda ise yalnizca
LN-405’te ekspresyon artisina neden oldugu saptanmisti. MSH6 gen ekspresyon
sonuglari, TMZ’nin tek bagsina sagladigi ekspresyon artisinin leptin ve SHLA ile elde
edilemedigi, leptin ve SHLA’nin MSH6 gen ekspresyonuna etkisinin hiicre tipine gore

farklilik gosterdigi sonucunu dogurmustur.

Ma ve ark. (2002)’larinin, TMZ duyarli ve TMZ direngli insan glioma SF188
hiicre serilerinde yaptig1 calismada, hMLH1 ve PMS proteinlerinin ekspresyonlarinin
duyarl1 ve direngli hiicre serilerinde degismedigi ve SF188 hiicrelerinin TMZ
direncinin yanhis eslesme tamiri enzimleriyle ilgili olmasimin muhtemel olmadigini
belirtmislerdir (Ma ve ark., 2002). Bu ¢alismada TMZ’nin MLH1 ve PMS genlerinin

ekspresyon degisimine etkisi aragtirllmamaisgtir.

Mirzoeva ve ark. (2006), U87, U251, SF188 ve T98G insan glioblastoma hiicre
hatlarinda yaptiklann calismada, US87 hiicrelerinde MLH1’i siRNA aracili
susturduklarinda, TMZ-indiiklii tek ve cift-iplik DNA kiriklarininin anlamlh sekilde
azaltigi COMET yontemi ile gosterilmistir. Bununla birlikte, glioblastomada TMZ
uygulanmasiyla birlikte MLH1’in Mrel 1/Rad50/Nbs1’den olusan MRN kompleksleri
ile birlikte etkilesime girerek, TMZ ile indiiklenen G2 faz inhibisyonunun ve TMZ
sitotoksisitesinin arttig1 bildirilmistir (Mirzoeva ve ark., 2006). Ancak bu ¢alismada
TMZ uygulamas1 sonrast MLH1ekspresyonu arastirilmamistir. Bu tez calismasinda ise
TMZ’nin MLH1 ekspresyonunu arttirdigi saptanmistir. MLH1 ekspresyon artisi,
hiicrede sonugsuz dongiiniin baglamasina ve DNA kiriklarini artisina neden olabilir. Bu
acidan sonuclarimiz Mirzoeva ve ark., (2006) calismasini dolayli olarak destekler

niteliktedir.
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Stark ve ark. (2010) tarafindan yapilan ve 42 GB tamili hastada
immunohistokimya ile MLHI, MSH2 ve MSH6 proteinlerinin ekspresyonlarinin
arastirildigr calismada, MLH1 proteinin tekrarlamig GB olgularinda, primer tan1 almig
hastalarda gore anlamli bir bi¢imde azaldig1 bildirilmistir. Bu tez ¢alismasinda, MLH1
ekspresyonunun leptin ve SHLA ile azaltilabilecegi gosterilmistir. Stark ve ark. (2010)
tarafindan yapilan calisma sonuglarina gére MLH1 ve MSH6 ekspresyon azlig1 uzun
stireli sag kalima katki sunuyorsa, leptin ve SHLA kullanimi GB’de yasam siiresine
katki sunabilir. Ancak bu sonucun biiyiikk klinik c¢aligmalar ile dogrulanmasi
gerekmektedir. Ciinkii Cahill ve ark. (2007) tarafindan yapilan ¢alismada, TMZ tedavisi
alan GB hastalarininda MSH6 protein kaybinin tiimor progresyonu ile iliskili oldugu
bildirilmistir. Dolayisiyla sonuclar arasinda da uyumsuzluklar bulunmaktadir. Bunun
temel nedeni ¢alisma dizayn1 ve arastirma tekniklerinin birbirlerinden farkli olmasindan

kaynaklanmaktadir.

Felsberg ve ark. (2011)’de 80 glioblastoma tanisi almis hastalar (58 erkek, 22
kadin) iizerinde yaptiklann c¢alismada, tekrar eden GB’ler MMR genlerinin
ekspresyonunun azaldigini bildirmektedir. MMR genlerinin en az birinin mutasyon
sonucu protein diizeyinde ekspresyon azligi hiicrelerin sonugsuz dongiiye girmesini
engelleyerek hiicrenin yasamini devam ettirecektir. Bu tez calismasinda leptin ve
ozellikle SHLA’nin TMZ ile MMR genlerininden PMS2 ve MSH2 ekspresyonunu
degistirerek hiicrenin sonugsuz dongiiye girmesini tetikleyebilecegi bodylece TMZ
yanitin1 giiclendirebilecegini isaret etmeketedir. Bu agidan degerlendirildiginde TMZ

yanitinda leptin ve/veya SHLA potansiyel bir etkiye sahip olabilir.

Shinsato ve ark. (2013)’larimin TMZ’ye duyarli ve direncli hale getirdikleri
U251 insan glioblastoma hiicrelerinde, MLH1 mRNA ve protein ekspresyonunun U251
hiicrelerine gore, TMZ-direngli hiicrelerde daha diisiik oldugu, MLH1 mRNA
ekspresyonunun zamana bagl olarak U251 hiicrelerinde anlamli olarak arttigi fakat
TMZ-direncli hiicrelerde ¢ok az bir indiiklenmenin oldugu goriildiigii belirtilmektedir.
PMS2 protein ekspresyonu ise MLHI1 protein ekspresyonu ile korelasyon gostermis
fakat mRNA ekspresyonu bakimindan bir uyumluluk gostermemistir. Ayrica, TMZ
uygulamasindan sonra MLH1’deki gibi PMS2 proteininin ve mRNA’sinin artis1 U251

hiicresine gore daha diisiik olarak saptanmistir. Bu nedenle, arastiricilar, MLH1 ve/veya
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PMS2’deki azalisin TMZ direncinde rol oynadigin1 6nermislerdir. TMZ direncinde bu
genlerin ekspresyonunun azalmasi beklenen bir durumdur. Bu tez ¢alismasinda da TMZ
uygulamasi sonucunda MLH1 ve PMS2 gen ekspresyonunda artig saptanmistir. Ayni
calismada (Shinsato ve ark., 2013), TMZ uygulanmis 11 GBM hastasinin ilk teshisteki
ve hastaligin tekrar ettigi donemdeki dokularindan, immiinohistokimya yontemine gore
MLH1 ve PMS?2 protein ekspresyonlarini incelediklerinde, her iki protein i¢in hastaligin
tekrar ettigi donemdeki ekspresyonlarinin ilk teshisteki ekspresyonlara gore azaldigi
bulunmustur (Shinsato ve ark.,, 2013). Bu tez c¢alismasinda leptinin MLHI1
ekspresyonunu azaltarak TMZ duyarhilifin1 azaltabilecegi ancak SHLA ile PMS2
ekspresyonu iizerinden ise TMZ yanitinin arttirilabilecegi sonucuna ulasilmistir. Elde
edilen bu sonug, leptin diizeyinin azaltilarak (MLH1 etkisinin azaltilmasiyla) PMS2

iizerinden TMZ yanitinim giiclendirilebilecegini diisiindiirmektedir.

Castro ve ark., (2015) yapilan c¢alismada, Gli36, U87 ve DBRTG insan
glioblastoma hiicrelerinde yapilan bir ¢alismada, 25 uM TMZ uygulamsinin her ii¢
hiicre hattinda da MLH1 ve MSH2 ekspresyonunun arttigi bildirilmektedir. Bu tez
calismasinda da TMZ’nin MLH1 ve MSH2 ekspresyonlarini arttirdigi saptanmistir. Bu
bakimdan tez calismasi sonucumuz Castro ve ark., (2015) tarafindan yapilan ¢alisma

sonuclariyla uyumludur.

Sun ve ark. (2018)’larinin tekrarlamis GB hastalarinda ve LN18, RG GB hiicre
hatlarinda yaptiklar1 c¢alismada, western blot analizleri sonucu TMZ-tedavi alan
hastalarda MSH6 protein ekpresyonunun hastaligin ilk teshis edildigi donemdekine gore
anlamli sekilde arttifi bulunmustur. Gergeklestirilen immiinohistokimya analizinde de
MSH6 protein ekspresyonunun anlamli sekilde upregiile oldugu saptanmistir. Ayni
calismada, TMZ’ye direncli hale getirilen LN18 ve RG hiicre hatlarinda direncsiz
durumdaki hallerine gére MSH6 protein ekspresyonunun arttigi western blot analizleri
sonucu belirlenmistir. Bu tez ¢alismasinda da ICsy degerindeki TMZ uygulamasinin GB
hiicre serilerinde MSH6 gen ekspresyonunu arttirdigi ve bu nedenle TMZ uygulamsi
sonucu elde edilen MSH6 gen ekspresyon sonuclarimiz Sun ve ark. (2018) calismasi ile

uyumludur.
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Tez caligmasi kapsaminda elde edilen TMZ, leptin ve SHLA uygulamast MMR
gen ekspresyon calisma sonuglarimiz genel olarak degerlendirildiginde, TMZ’nin tek
basina MMR genlerinin ekspresyonlarinmi arttirdigi ve MMR genlerinin ekspresyonunu
arttirdign icin SHLA’nin tek veya TMZ ile kombine kullanilabilecegi, SHLA’ nin
kendisinin terapotik ajan olarak etki gosterebilecegi ve leptin miktarinin dikkate
almarak iicli kombine uygulamalarin terapotik etki acisindan potansiyelinin oldugu

ancak verilerin dogrulanmasi gerektigi sonucuna ulasilmistir.
5.3. TMZ, Leptin ve SHLA’nin DNA Hasarma Etkisi

Bu tez ¢alismasinda, LN-405, T98G ve U373 MG hiicre serilerinde, TMZ, leptin
ve SHLA molekiillerinin tek basina ve kombine uygulamalarinin DNA hasarma olan

etkisi COMET teknigi kullanilarak arastirilmistir.

Aragtirmalar, TMZ uygulamasinin GB hiicrelerinde doza bagli DNA hasarinin
arttigini bildirmektedir (Marchesi ve ark., 2007; Annovazzi ve ark., 2015; Taspinar ve
ark., 2013; Yanxin ve ark., 2017). TMZ gibi kemeterapotik ajanlarin hepsi DNA
hasarimi indiikleme 6zelligine sahiptir. Bu nedenle TMZ uygulamasi sonucunda DNA
hasan artis1 beklenen bilimsel bir durumdur. Bu tez ¢alismasinda da TMZ uygulanan

hiicre gruplarinda genomik DNA hasar1 kontrol grubuna gore yiiksek saptanmistir.

Ayrica leptin ve SHLA nin tek baslarina uygulandig hiicre gruplarinda da DNA
hasarinin herbir grubunun kontrole gore arttigi saptanmistir. Literatiirde leptin ve
SHLA’n1 genomik DNA hasarina olan etkilerine iliskin herhangi bir calisma tespit

edilmemistir.

Hiicre tipine gore gruplar aras1 DNA hasar iliskisi incelendiginde, LN-405 hiicre
serisinde TMZ ve leptinin DNA hasarini tetikledigi, SHLA 'nin ise TMZ ve leptin
gruplarinda saptanan DNA hasar oranini azaltic1 etkiye sahip oldugu tespit edilmistir.
Ayrica iiclii kombinasyon ile diger gruplar kasilastirildiginda, TMZ+Leptin+SHLA ve
TMZ+Leptin iliskisi hari¢ {i¢lii kombinasyonda saptanan DNA hasar oranin1 kontrol,
tekli ve ikili kombinasyonlara gore istatistiksel olarak anlamli derecede (p<0.05) yiiksek

saptanmugtir.
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T98G hiicre serisinde DNA hasar istatistiksel olarak incelendiginde, TMZ,
leptin uygulamas1 kontrole gore DNA hasarim1 anlamh bi¢cimde arttirirken, SHLA nin
tek basma uygulanmasininda saptanan DNA hasar artis1 istatistiksel olarak anlamli
bulunmamaistir. Genel olarak tiim ikili ve iiclii gruplar incelendiginde, TMZ, leptin ve
SHLA’dan bagimsiz DNA hasarini arttirmaktadir. Ayrica, leptin , TMZ varlifinda
DNA hasarim arttirmakta ancak ikili kombinasyonlarinda SHLA varliginda, TMZ ve
leptin ikili kombinasyonlarina gére DNA hasar1 azalmaktadir. Bu sonuglar leptinin
DNA hasarin1 arttirabilecegi ancak SHLA’nin TMZ ve leptine gore DNA hasarim
kombinasyonlarda azaltic1 etkiye sahip oldugunu gostermektedir. Ilging olan bir diger
durum ise leptinin SHLA ile olan kombinasyonunda saptanmistir. SHLA, TMZ ile olan
kombinasyonlarda DNA hasarim1 azaltici etki gosterirken leptin ile birlikte
kullanildiginda ise DNA hasarini leptinin ve SHLA nin tekli kullanimina gore anlaml

bir bicimde arttirmistir.

U373 MG hiicre serisinde ise, TMZ, leptin ve SHLA tekli kullanimda
istatistiksel olarak anlamli olmasa da DNA hasarin1 arttirmakta, leptin ve SHLA TMZ
ile ikili kombine uygulandiginda TMZ’nin hasar etkisini istatistiksel olarak anlamli bir
bicimde (sirastyla p=0.035, p=0.034) arttirdig1 saptanmistir. Bu sonug, leptin ve
SHLA’nin TMZ’nin hasar etkisini arttirdigim gostermektedir. Ayrica, leptin ve
SHLA’nin tekli uygulanmasinda saptanan DNA hasari bu molekiiller birlikte
kullanildiginda azalmistir. Bu veri TMZ direncli olarak bilinen T98G hiicre serisinde ise
tam tersi bir bicimde saptanmistir. Bu durum, yine leptin ve SHLA’nin literatiirde
tanimlanan fonksiyonlardan bagimsiz farkli fonksiyonlarda rol alabileceklerini ancak bu

ozelliklerin hiicre tipine gore farklilik gosterdigini isaret etmektedir.

Yukaridaki veriler bir biitiin olarak ele alindigida, TMZ, leptin ve SHLA
genomik DNA hasarin1 arttirmakta, bu etkileri ikili ve iiclii kombinasyonlarda farklilik
gostermektedir. DNA hasar etkisi verileri, leptin ve SHLA’nin tanimlanan fonksiyonlari
disindan fonskiyonlar1 olabilecegini gostermektedir. Bu tez c¢alismasi leptin ve

SHLA’nin genomik DNA hasaria neden olabilecegini gosteren ilk caligmadir.
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5.4. TMZ, Leptin ve SHLA’nmin Hiicre Dongiisiine Etkisi

TMZ, leptin ve SHLA’nin tek bagma, ikili ve iicli kombinasyon
uygulamalarinin GB hiicrelerinin hiicre dongiisii {izerindeki etkisi akim sitometri
yontemi ile saptanmistir. Bu tez ¢calismasinda, TMZ, leptin ve SHLA nin hiicre dongiisii

izerine olan etkilerine iligkin veriler literatiire gore farklilik tagimaktadir.

LN-405 hiicre serisinde TMZ iceren gruplarda yer alan hiicreler deney
asamasinda parcalandigindan, TMZ igeren gruplar ile leptin ve SHLA iceren gruplarin
hiicre dongiisiine olan etkileri karsilastirllamamistir. Leptin ve SHLA nin tek baslarina
uygulanmasinda ise kontrole gore hiicre dongiisii agisindan herhangi bir fark
saptanmamistir (p>0.05). Genel olarak tekli kullamimda kontrolde oldugu gibi

hiicrelerin GO/G1 faz birikimi saptannmstir.

T98G hiicre serisinde tim gruplara ait veriler bir biitiin olarak
degerlendirildiginde, TMZ’nin G2/M ve S fazi birikmesine neden olmadigi aksine,
leptin gibi G1°de hiicre birikmesine neden oldugu, TMZ’nin leptin ve SHLA varliginda
S fazina gecisi indiikledigi ve SHLA’nin TMZ ve leptine gore S fazina gecisi

indiikleyici etkisi oldugu saptanmisgtir.

U373 MG hiicre serisinin hiicre dongiisii sonuglar incelendiginde, TMZ nin tek
uygulanmasinda hiicre pargalandigindan TMZ’nin tek basina olan hiicre dongiisii etkisi
saptanamamustir. Ancak diger gruplara ait veriler bir biitiin olarak degerlendirildiginde,
leptin ve SHLA’nin tek uygulandiginda G0/G1°de hiicre birikmesine neden oldugu
ancak TMZ ile olan ikili kombinasyonlarda ise hiicrelerin istatistiksel olarak anlamli bir
bicimde S fazina girdigi ve S fazina yigilma etkisi bakimindan SHLA’nin leptine gore

daha tetikleyici oldugu saptanmustir.

TMZ’nin alkilasyon ajanmi olarak hiicrelerde G2/M ve S faz birikmesine neden
oldugu bilinmektedir. Bu 6zelligini gosteren bir¢ok calisma bulunmaktadir (Perazzoli
ve ark., 2015; Wang ve ark., 2017; Alexiou ve ark. 2019; Li ve ark., 2019). TMZ’ nin
ge¢ S faz1 ve G2/M birikmesine neden olan etkisinde hiicre tipi, TMZ’nin dozu ve
inkiibasyon siiresi etkilidir. Li ve ark. (2019) tarafindan yapilan ¢alismada, U251 hiicre
serisinde uygulanan TMZ’nin (>500 uM) 72 saatlik inkiibasyonunda hiicrelerde G2/M
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fazinda hiicre birikmesine neden oldugu, Perazzoli ve ark. (2015) tarafindan yapilan
calismada ise ICsy degerinde TMZ uygulanan ve ardindan 120.saat inkiibe edilen GB

hiicre serilerinde G2/M fazinda hiicre birikimi oldugu bildirilmistir.

Wang ve ark. (2017) yaptiklart calismada ise 12.5;25;50;100 pg/ml dozlarda
TMZ uygulanan U87 MG hiicrelerinde 96.saatin sonunda kontrol hari¢ tim gruplarda
G2/M ve S fazinda hiicre artis1 oldugu, 25pg/ml lik olan hiicre grubunda ise S fazindaki

hiicre artisinin digerlerine gore daha fazla oldugu belirtilmektedir.

Bu tez calismasinda TMZ’nin tekli uygulamasinin hiicre dongiisiine olan etkisi
yalmizca T98G hiicre serisinde tespit edilmistir. Diger iki hiicre serisinde (LN-405 ve
U373 MG) TMZ grubunda yer alan hiicreler parcalanmistir. Ancak T98G hiicre
serisinde elde edilen verilerde TMZ’in GO/G1 fazinda hiicre birikmesine neden oldugu
ancak TMZ’nin leptin ve SHLA ile kombine uygulamasinda ise hiicrelerin anlaml1 bir
bicimde S fazina gecis gosterdigi saptanmistir. TMZ’nin literatiirde 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 calismasinda leptin ve SHLA varliginda saptanmistir.
Verilerimizin literatiirle uyumlu olmamasinin akim sitometri caligmasinin
protokoliinden kaynaklanan bircok nedeni olabilir. Hiicre tipi, hiicrenin pasaj sayisi,
molekiillerin ¢6ziindiigii soliisyon, inkiibasyon siiresi ve akim sitometri yaklasimindaki
farkliliklar hiicre dongiisii sonuglarinin farkli ¢ikmasina neden olabilir. Belirtilen bu

faktorler sonuglarimizin farkli ¢ikmasina neden olmus olabilir.

Leptinin hiicre dongiisii tizerindeki etkileri incelendiginde farkli dozlarda ve
farkli hiicre serilerinde uygulan leptinin genel olarak S faz1 gecisi tetikledigi
bildirilmistir (Saxena ve ark., 2007; Catalano ve ark., 2009; Chen ve ark., 2009; Han ve
ark., 2012; Harbuzariu ve ark., 2017).

Bu tez calimasinda, leptinin genel olarak 72 saat inkiibasyonda GO/G1’de hiicre
birikmesine neden oldugu saptanmustir. Tez ¢alismas1 verilerimizin literatiirle uyumlu
olmamasinin temel nedeni uygulana hiicre tipi ile leptin inkiibasyon siiresi (Catalano ve
ark., 2009; Chen ve ark., 2009) ve uygulanan leptin miktarindan kaynaklanabilir.
Literatirde genel olarak 40-1000 ng/ml konsatrasyonda leptin kullanildig
bildirilmektedir (Saxena ve ark., 2007; Catalano ve ark., 2009; Chen ve ark., 2009; Ptak
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ve ark., 2013). Bu tez calismasinda ise leptin miktar1 35 ng/ml ve inkiibasyon siiresi de
72 saat olarak secilmistir. Akim sitometri sonucumuzdaki farklilik uygulamalardaki bu

faktorlerin farkliligindan kaynaklanabilir.

Yukarida Ozetlenen TMZ ve leptin akim sitometri sonuglarimizin literatiirle
uyumlu olmamasinin temel nedeni molekiillerin inkiibasyon siiresinden kaynaklanabilir.
Bu tez calismasinda, TMZ ve leptin hiicrelerde 72 saat inkiibe edilmistir. Hiicrelerin iki
katina ¢ikma zamanlart (doubling time) dikkate alinarak inkiibasyon siiresi uzatilabilir.
Ciinkii, TMZ etki mekanizmasi1 acisindan hiicrelerin G2/M ve ge¢ S faz1 birikmesine
neden oldugu ve leptinin de TMZ gibi hiicrelerde S faz birikmesine neden olabilecegi
bildirilmektedir. Leptinin S faz birikmesine neden olmasi ile TMZ daha iyi bir
sitotoksik etki gosterebilir. Tez c¢alismamizda, leptin TMZ komninasyonlarinda
saptanan DNA hasar1 artis1 bu etkiden kaynaklanmis olabilir. Ancak bu etkinin akim
sitometride saptanmasi i¢in 72 saatten daha fazla inkiibasyon siiresine ihtiyag
duyulabilir. Ciinkii T98G ve U373 MG hiicre serilerin leptin ve SHLA varlig1 S faz

gecisini tetikledigi saptanmisgtir.

SHLA’nin kanser hiicre serilerinin hiicre dongiisii iizerine olan etkilerine iliskin
literatiirde herhangi bir veri bulunamamistir. Bu tez calismasiyla, SHLA’nin tekli
uygulamasinin yan sira leptin ve TMZ ile olan ikili ve iiclii kombinasyonlarinin kanser

hiicrelerinin hiicre dongiisii izerine olan etkileri ilk kez aragtirilmistir.
Bu tez ¢alismasiyla;

- Leptin ve SHLA’nin tek ve TMZ ile kombinasyon halinde GB TMZ

kemoterapoétik direncindeki etkisi ilk kez arastirilmistir.

- TMZ’nin, leptin ve SHLA ile ikili ve ii¢lii kombinasyonlarinin yani sira
leptin ve SHLA nin tek baslarina MGMT, MLH1, PMS2, MSH2 ve MSH6

gen ekspresyonlari iizerindeki etkisi ilk kez arastirilmistir.

- SHLA’nin tek bagina ve TMZ ve leptin ile kombinasyonlarinin DNA hasar1

ve hiicre dongiisii iizerine etkisi ilk kez arastirilmistir.
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Bu tez ¢alismasi, leptin ve SHLA’nin TMZ kemoterapétik direncinde rol alabilecegini

gosteren ilk calismadir.
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EK 2. Tez Orjinallik Raporu

T.C.
VAN YUZUNCU YIL UNIVERSITESI
Saghk Bilimleri Enstitiisii

LiISANSUSTU TEZ ORIJINALLIK RAPORU

Tarih: 25/06/2019
Tez Bashgi / Konusu: Leptin Ve Leptin Reseptér Antagonistinin Glioblastoma Temozolomid
Direncindeki Rolii
Yukarida bashgivkonusu belirlenen tez ¢alismamin Kapak sayfasi, Giris, Ana blimler ve Sonug
bolimlerinden olusan toplam 57 sayfalik kismma iliskin, 21/06/2019 tarihinde sahsim/tez danismanim
tarafindan TURNITIN intihal tespit programindan asagida belirtilen filtreleme uygulanarak alinmig olan
orijinallik raporuna gore, tezimin benzerlik oram %8 (sekiz) dir.

Uyvgulanan filtreler asafida verilmistir:

- Kabul ve onay sayfasi harig,

- Tegekkiir harig,

- Igindekiler harig,

- Simge ve kisaltmalar harig,

- Gereg ve yontemler harig,

- Kaynakga harig,

- Alintilar harig,

-Tezden ¢ikan yaymlar harig,

- 7 kelimeden daha az ortiigme igeren metin kisimlari harig (Limit match size to 7 words)

Van Yuzincii Yil Universitesi Lisansiistii Tez Orijinallik Raporu Alinmasi ve Kullanilmasimna Iligkin
Yonergeyi inceledim ve bu yonergede belirtilen azami benzerlik oranlarina gdre tez ¢alismamin herhangi bir
intihal icermedigini; aksinin tespit edilecegi muhtemel durumda dogabilecek her tiirlit hukuki sorumlulugu kabul
ettigimi ve yukarida vermis oldugum bilgilerin dogru oldugunu beyan ederim.

Geregini bilgilerinize arz ederim. Farika Nur DENJZL i
Ogrengi di
IMza

Ogrencinin Adi Soyadi Farika Nur DENIZLER EBIRI
Anabilim Dah 1| Tibbi Biyoloji
Ogrenci No 169302011
Programi :| D& Yiiksek Lisans [] Doktora
DANISMAN ONAYI
UYGUNDUR
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