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OZET
Giris: Glioblastoma multiforme (GBM), beyin tiimérleri arasinda en yaygin goriilen ve en
oliimciil olan tiptir .Cogalan hiicrelere besin ve oksijen desteginin saglandig1 fizyolojik bir
stire¢ olan anjiyogenez, GBM tlimoérlerinin gelisiminde, biiylimesinde ve metastazinda kritik
bir rol oynar. Normal dokularda ve tiimér dokularinda pro-anjiyojenik faktorler araciligiyla
yeni kan damari olusumu, bir¢ok sinyal yolaginin aktivasyonunu gerektirir.
Pro-anjiyogenik faktorlerin en onemlilerinden biri Vaskiiler endoteliyal ¢ogalma faktoriidiir
(VEGF). Bu yiizden kanser hiicrelerinde VEGF sentezinin baskilanabilmesi, malignitesi
diisiik gliomalarin yiiksek malignite 6zelligi kazanmasinin engellenmesinde ve GBM
metastazinin yavaglatilmasinda onemli rol oynar. Timoér canliliginin korunmasi kan
damarlarina bagl oldugundan anti-anjiyojenik ajanlarin arastirilmasi tedavi gelistirilmesinde
onemli bir konudur.
Gossipol, pamuk bitkisinden (Gossypium species) elde edilen sar1 renkli, hiicreye niifuz
edebilen ve bircok dehidrogenaz enziminin inhibitérii gibi davranan, polifenolik bir
aldehiddir AT-101, Gossypol ajaninin -(-) enantiomeridir ve (+)- izomerinden daha sitotoksik
etkili oldugu belirlenmistir. AT-101"in ¢esitli kanser hiicre hatlarinda antiproliferatif etkiye
sahip oldugunu gosteren pek cok calisma mevcuttur .
Bu calismada, AT-101’in, GBM hiicre kiiltiirlerindeki (U-87MG ve T98G) sitotoksik
etkilerinin yani sira hiicrelerdeki VEGF sentezine olan etkisi hem transkripsiyonel hem de
protein diizeyinde arastirilmistir.
Materyal ve Yontem: U-87MG ve T98G  hiicre Kkiiltiirleri AT-101’in artan
konsantrasyonlariyla (1-50 puM) 72 saat siiresince muamele edildi. Hiicre canlihigi
XCELLigence (Roche) sistemi ile izlendi. U-87MG ve T98G hiicre kiiltiirlerindeki apoptoz
ELISA yontemi ve kaspaz dl¢iimii ile degerlendirildi. Anjiyogenez array ile VEGF ve diger

proanjiyogenik faktorlerin ekspresyonlari 6l¢iildii.
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Bulgular: Hiicre canliliginin siirekli olarak izlendigi deney sisteminde doza ve zamana bagli
etki gosteren AT-101’in, GBM hiicre kiiltiirlerindeki sitotoksik etkisi 24. saatte anlaml
sekilde artis gosterdi. AT-101’in U-87MG ve T98G hiicre kiiltiirlerindeki ICso degerleri
sirasiyla 2.4 ve 2.7 uM olarak hesaplandi. AT-101"in ICsq dozlari ile 24 saat muamele edilen
hiicrelerin VEGF mRNA diizeylerinde U-87MG hiicre hattinda kontrole kiyasla 2.7 kat, T98G
hiicre hattinda ise kontrole kiyasla 3 kat azalis belirlendi.

Sonug¢: Bu ¢alismada, U-87 MG ve T98G hiicrelerinde AT-101"in, GBM tiimoérleri igin Kkritik
oneme sahip olan VEGF sentezini baskiladig1 protein diizeyinde gdsterilmistir. Bu bulgular,
AT-101’in, GBM tedavisinde anjiyogenezi baskilamada hem hedefe yonelik tedavide hem de

genel tedavi stratejilerinde kullanilabilecek bir ajan oldugunu destekler niteliktedir.



ABSTRACT
Introduction: Glioblastoma multiforme (GBM) is the most common and worse prognostic
glial tumor. Angiogenesis which provides nutrient and oxygen support to proliferating cells
play an essential role in GBM development, proliferation and metastasis. The new vessel
formation in normal and tumor cells require various signalling pathway activation by the
intervention of proangiogenic factors.
Vascular endothelial growth factor (VEGF) is one of the main proangiogenic factors. The
supression of VEGF synthesis in low grade gliomas prevent these cells progression to higher
grade tumors and also might slow down metastasis process. The development of
antiangiogenetic agents is a promising treatment issue as blood vessels are essential for
vitality of tumor cells.
Gossypol is extracted from cotton plant (Gossypium species) and a phenolic aldehyde that
permeates cells and acts as an inhibitor for several dehydrogenase enzymes. It is a yellow
pigment. AT-101 is -(-) enantiomer of gossypol with further cytotoxicity. Various studies
confirmed the antiproliferative effect of AT-101 in different cancer cell lines.
In this study, the cytotoxicity effect of AT-101 on GBM cell lines (U-87MG ve T98G) were
confirmed and also the impact of this drug on VEGF synthesis on these cell lines were
evaluated on. transcriptional and protein levels.
Material and Method:U-87 MG and T98 cell lines were treated with increasing
concentrations(1-50 puM) of AT-101 for 72 hours. Cytotoxicity was determined by
XCELLigence (Roche). Apoptosis was detected by using ELISA and confirmed by caspase
assay. VEGF and other proangogenic factors expression were evaluated by angiogenesis

array.



Results: The cell vitality was constantly followed up in the experiment. The cytotoxicity of
AT-101 in both cell lines increased significantly at 24 hours. The IC-50 values of U-87 MG
and T98 were 2.4 and 2.7 uM respectively. The VEGF mRNA levels decreased 2.7 fold in U-
87MG and 3 fold in T98G by treating these cell lines with AT-101 1C50 dose for 24 hours.

Conclusion: This study showed that AT-101 supress VEGF on protein levels at U-87 MG
and T98G cell lines and showed AT-101 might be an promising targeted agent in GBM

treatment.
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GLIOBLASTOMA MULTIFORME HUCRE KULTURLERINDE (U-87 MG ve T98G)
VEGF SENTEZININ (-/-) GOSSIPOL (AT-101) iLE INHIBiSYONU

1.GIRIS

1.1.Glioblastome Multiforme

1.1.1.Genel Bilgiler

Primer santral sinir sistemi tiimdrleri belirgin heterojeniteye sahip tiimoérlerdir. Glial orjinli
timorler, gliomalar, en sik izlenen primer beyin tiimorleridir, normal glial hiicrelere benzeyen
histolojik 6zellikleri olan tiimérleri igerir. Ik defa 1860 da Rudolf Wirchow ‘glioma’ terimini
tanimlamig, 1926 da Bailey ve Cushing bu tiimdrlerin  primitif ndroektodermden
kaynaklandigini 6ne siirmiis ve ilk simniflandirma sistemini olusturmustur.1979 dan bu yana
smiflandirma icin  Diinya Saglik Orgiiti( WHO) klasifikasyonu kullanilmaktadir. WHO,
timorleri  histolojik klasifikasyonlart ve grade’e gore siniflandirmaktadir (Tablo 1).
Tlimorlerin belirgin heterojenitesi nedeniyle tiimordeki en anaplastik goriintimlii alana gore
histolojik gradeleme yapilir. Mevcut veriler malign gliomlarin matiir glial hiicre gibi tam
differansiye bir hiicre tipinden kdken aldigin1 géstermemektedir, ndral progenitor hiicrelerden
veya kok hiicrelerden kaynaklandigi diisiiniilmektedir(1).

Glioblastome multiforme(GBM), malign glial tiimoérler i¢inde en sik goriilen ve en kotii
prognoza sahip kanser tiiriidiir. Tiim glial tiimorlerin yaklagik %54 {inii meydana getirir (2).
Yillik insidanst 100000 de 3-4 tiir (2) , pik insidansi ise 5.dekadtir. Cocuk ve geng
eriskinlerde daha nadir goriilmektedir. Genellikle serebral parankime diffiiz infiltre olan
tiimorlerdir, siklikla serebral hemisfer beyaz cevherini tutmakla birlikte gri cevher ve diger
santral sinir sistemi (SSS) bolgelerinden kaynaklanabilir. Glioblastomalar makroskobik
inceleme ve radyolojik tetkiklerde iyi siirlanmig olarak degerlendirilse bile, siklikla birgok

glial timorde komsu beyin parankiminde mikroskobik hastalik mevcuttur.



Tablo 1:WHO primer beyin tiimérlerinin siniflamasi

Tiimor klasifikasyonu

Tiimor grade(WHO)

Astrositik timorler

Pleositik astrositoma

Difiiz astrositoma

Anaplastik astrositoma

Glioblastoma

Oligodendroglial ve oligoastrositik tiimorler

Oligodendroglioma

Anaplastik oligodendroglioma

Anaplastik oligoastrositoma

Oligodendroglioma komponenti bulunan glioblastoma

Ependimal tiimorler

Subependimom

Miksopapiller ependimom

Ependimom

Anaplastik ependimom

Koroid pleksus tiimorleri

Koroid pleksus papillomu

Koroid pleksus karsinomu

Noronal ve mikst noroglial tiimorler

Ganglioglioma

I veya Il

Santral norositoma

Filum terminale paragangliomast

Disembriyoplastik noroepitelyal timor

Pineal parankimal tiimérler

Pineositoma

Pineoblastoma

Embriyonel tiimorler

Medulloblastoma

Supratentoryal primitif néroektodermal timor

Atipik teratoid/rabdoid timor

Meningeal tiimorler

Meningioma
atipik,berrak hiicreli,kordoid

rabdoid,papiller veya anaplastik(malign)




GBM de yiiksek grade glial timorlerin ortak 6zelligi olan yiiksek selliilarite ve artmis mitotik
aktivite izlenmekle birlikte grade III tlimdrlerden farkli olarak vaskiiler proliferasyon ve eslik
eden nekroz bulunabilir(3). Patolojik olarak hiperkromatik niiklei; eozinofilik, glial fibriler
asidik protein(GFAP) pozitif sitoplazmas: mevcuttur(4).

Klinik olarak en sik karsimiza c¢ikan semptomlar basagrisi, nobet, hafiza kaybi, kognitif
bozukluklar ve kisilik degisiklikleri olabilir. Kitlenin olusturdugu 6dem artmis kafa igi
basincina neden olarak semptomlarin biiyiik bir kismini olusturur.

Tam siklikla bilgisayarli tomografi (BT) veya manyetik rezonans goriintileme (MRG) ile
konabilir. MRG, tanida altin standart yontemdir. Yiiksek grade tiimorlerde genellikle belirgin
kontrast tutulumu izlenecektir. MRG kemik artefakti olusturmaz, her diizlemde goriintii
verebilir, posterior fossayr BT den daha iyi degerlendirebilir, hemoraji ve &6demin
saptanmasinda daha sensitiftir. MRG de glioblastomalar heterojen kitleler seklinde izlenir,
heterojen goriiniim nekroz ve/veya kist olusumuna baghdir. TIA goriintiilerde genellikle
santral yerlesimli hipointens alan izlenir, bu hipointens alani ¢evreleyen halka ve solid
nodiiller serebellar parankime gore izointens veya hafif hipointens goriinimdedir. Timor
icinde kanama ve kalsifikasyon odaklarinin olmas1 tiimdr heterojenitesini arttiracaktir. T2A
incelemelerde degisik sinyalli heterojen hiperintens goriinim mevcuttur, tiimorii cevreleyen
odem belirgindir. Intravenéz godolinyum sonrasi yapilan incelemelerde kontrast tutulumu
hemen her zaman saptanir (5). MR spektroskopi, normal beyin ve tiimor dokusundaki gesitli
metabolitleri degerlendirir, GBM de kolin/kreatin orani1 artmakta, n-asetil aspartat piki
azalmaktadir. Kolin artig1 artmis membran ve hiicre senteziyle, kreatin azalmasi metabolik
degisikliklerle ve n-asetil aspartat azalmasi tiimore bagl néron kaybr ile iliskilendirilmektedir.
Tiimorlerde kolin sinyali ve laktat diizeyleri degerlendirilerek tiimoriin differansiasyon diizeyi

konusunda da bilgi edinilebilir (5, 6).



1.1.2.Adjuvan Tedavi Yaklasimi

Primer tedavi yaklasimi bu hastalarda cerrahiyi icerir. Cerrahide ama¢ miimkiinse goriilebilen
tim timor dokusunun ¢ikarilmasi, eger bu miimkiin degilse hastada norolojik fonksiyonu
koruyacak sekilde maksimum tiimor rezeksiyonunun saglanmasidir(7, 8). Preoperatif
goriintiileme yontemleri ile fonksiyonel haritalama yapilabilir, bu da hastada bireysel olarak
en optimal cerrahinin uygulanmasini kolaylagtirabilir. Konusma alanlarma yakin
lokalizasyonlu tiimoérlerde uyanik kraniyotomi, kortikal stimiilasyonla norolojik ve konusma
fonksiyonlariin degerlendirilmesi amagclanir. Yine intraoperatif BT veya MRG ile baglangic
rezeksiyonu sonrasi rezidiiel tiimor tanimlanabilir. Intraoperatif MRG kullanilan hasta
gruplarinda rezidiiel tiimor olasiliginin daha az oldugu gosterilmistir (9). Hastalarda tiimor
tam olarak rezeke edilemeyecek olsa bile maksimal rezeksiyon uygulanmasinin bu hastalarda
tan1 dogrulugunu arttirdigi, daha hizli semptomatik iyilesme sagladigi ve debulkingle cerrahi
sonras1 uygulanacak radyoterapi (RT) ve kemoterapi (KT) etkinliginin arttirilabildigi; bu
nedenle hastalarda daha iyi sagkalimla iliskili oldugu gosterilmistir(10, 11).Hastalar eger
komplet veya debulking cerrahiye uygun degilse bu durumda hastada doku tanis1 koymak i¢in
stereotaktik biyopsi uygulanabilir.

Cerrahi sonrasi standart yaklasim bu hastalara RT uygulanmasi seklindedir. Glial tiimorlerde
gros total rezeksiyon uygulanan hastalarda bile rekiirrens riski yiiksektir. Optimal doz semasi
net olmamakla birlikte genellikle grade 4 tiimorlerde yaklasim 60 Gy, 2 Gy fraksiyonda RT
vermek seklindedir (12-14). Tim beyin 1sinlamasi(WBRT) ile RT ile iliskili nekroz, kiiglik
damar hastaliklar, vaskiiler okliizyon ve demyelinizasyon, sekonder neoplaziler gibi ¢esitli
major komplikasyonlar izlenebilir (15). Bu yan etkileri minimuma indirmek i¢in su an RTde
standart yaklagim tutulu alan RT(IFRT) uygulanmas1 seklindedir. Burada RT, timdr yatagi ile

birlikte 2-3 cm lik marjine uygulanmaktadir(16). GBM hastalarinda rekiirrens genellikle



orijinal timor alaninda 2 c¢cm lik marjinde gelistigi icin IFRT ile multifokal tiimdr insidansinda
veya rekiirrens riskinde artis gosterilememistir(16, 17).

GBM de adjuvan KT, karmustin gibi nitroziirelerin kombine veya tek ajan seklinde
kullanimiyla glindeme gelmis, sonraki calismalarda temozolamidin etkinligi kanitlaninca
standart tedavide ilk secenek temozolamid olarak belirlenmistir. Temozolamide adjuvan RT
ile birlikte baglanir, RT tamamlandiktan sonra adjuvan temozolamid olarak genellikle 6 kiir
devam edilir. Faz II1, 576 yeni tan1 GBM vakasini igeren bir ¢alismada hastalar IFRT ya da
IFRT ye ek olarak temozolamid 75 mg/m?/giin po D1-49, takiben temozolamid 150-200
mg/m?%giin D1-5, 28 giinde bir alt1 kiir olarak iki kola randomize edilmistir. Kombinasyon
kolunda toplam sagkalim siiresi istatistiksel olarak daha iyi saptanmis, 6liim riski HR:0.63
bulunmustur(18, 19). Kombinasyon kemoterapisinin faydasinin tiim alt gruplarda sebat ettigi
izlenmistir. Sonraki ¢alismalarda temozolamid farkli kullanim semalarinda degerlendirilmis,
doz modifikasyonu ve tedavi siire degisikligi ile sagkalimda herhangi bir avantaj
saglanamamustir (20).

Kemoradyoterapide temozolamidi nitroziire bazli KT ile kiyaslayan randomize ¢alisma
mevcut degildir. Baslangigta sadece RT alip niiks eden 447 malign gliomali hastada
temozolamidin farkli iki kullanim semasi (200 mg/m?/giin D1-5 veya 100 mg/m?/giin D1-21,
28 giinde bir) PCV KT (prokarbazin 100 mg/m?/giin D1-10, lomustin 100 mg/m?*giin D1 ,
vinkristin 1.5 mg/m?/giin) ile karsilastirilms, iki farkli KT se¢enegi arasinda PFS ve OS farki
saptanmamakla birlikte temozolamid semalarinda 200 mg/m?/gtin D1-5 ,28 giinde bir daha iyi
PFS ve OS ile iliskili bulunmustur (21).

Mevcut verilere dayanarak National Comprehensive Cancer Network (NCCN), GBM i tiim
hastalarda cerrahi ardindan RT, adjuvan ve konkiirren temozolamid tedavisini 6nermektedir

(kategori 1). Ileri yas hastalikta (>70 yas), daha az dataya sahip olundugundan hastanin



performansit da gozoniine alinarak degerlendirme yapilmasi, konkiirren tedaviye uygun

degilse sadece RT uygulanmasi 6nerilmektedir (kategori 2a).

1.1.3.Rekiirren Hastalkta Tedavi Yaklasim

Standart adjuvan tedavilere ragmen GBM de medyan sagkalim 12.1-14.6 ay (22) ve 5 yildan
uzun sagkalim yaklasik %5 den azdir (2). Hastalarin biiyiik bir kismi rekiirrens gosterir,
rekiirrens adjuvan tedavi altinda olabildigi gibi tedavi tamamlandiktan sonra da gelisebilir.
Adjuvan tedavi altinda erken donem progresyonun, psddoprogresyondan ayrilmasi gereklidir.
RT ve es zamanli temozolamid tedavisi tamamlandiktan yaklagik 4 hafta sonra ¢ekilen kontrol
MR larda progresyon lehine goriiniim, hastada klinik bozulma olmadik¢a direkt progresyon
olarak degerlendirilmeyerek, tedaviye devam edilmeli, takipte alt1 aylik adjuvan temozolamid
altinda kontrast alan1 genislemedikge de progresyon tanist dogrulanmamalidir (23, 24).

Bu hastalarda RT ile ge¢ donemde radyasyon nekrozu gelisebilmektedir, genellikle RT den 1-
3 yil sonra beyinde nekrozun lokalize oldugu alana goére hastada semptomlar goriilebilir.
Vaskiiler endotelyal hasara bagli kiicliik damarlarda fibrinoid nekroz gelisir, bu da fokal
koagiilatif nekroza ve beyin parankiminde demyelinizasyona neden olur (25). Genellikle 60
Gy ve altinda RT uygulamalarinda sik goriilmez (26). Bununla birlikte radyasyon nekrozu
sliphesi varsa perfiizyon MR veya MR spektroskopi ile daha ileri inceleme yapilabilir, fakat
siklikla taniy1 dogrulamak i¢in biyopsi gerekecektir.

Progresyon dogrulandiginda hasta reoperasyon agisindan degerlendirilmelidir; geng yas, uzun
hastaliks1z sagkalim ve iyi performans durumu olan hastalarda operasyon daha iyi sagkalim
ve yasam Kkalitesiyle iligkilidir (27, 28). Reoperasyon uygulanan hastalara intraoperatif
karmustin polimer wafer uygulanmasi, lokal rekiirren hastalikta sagkalimi uzatir (29).

Rekiirren hastalikta RT nin rolii kisithidir, fokal RT secilmis hastalarda uygulanabilir (30).



Sistemik tedavide hasta eger klinik ¢alismaya dahil edilemiyorsa bevasizumabin tek ajan veya
sitotoksik ajanla kullammi genellikle ilk tercihi olusturmaktadir. Onceki calismalar
temozolamidin ikinci hat tedavide etkinligini gostermis olsa da genellikle ilk hatta hastalar bu
ajan1 kullandiklar1 i¢in bevasizumab daha 6n planda rol oynar. Bevasizumab dolasimdaki
vaskiiler endotelyal biiylime faktori(VEGF) reseptorlerine baglanan bir monoklonal
antikordur, timor vaskiilaritesini diizenledigi diisiiniilmektedir. Daha 6nce temozolamid almis
rekiirren GBM li 167 hastayi igceren Faz II bir ¢alismada tek ajan ve sitotoksik KT ajanlari ile
kombinasyonunun etkinligi kanitlanmigtir(31). Alt1 aylik PFS oranlar1 her 2 grupta sirasiyla
%43 ve %50; 6 aylik OS siireleri sirasiyla 9.2 ay ve 8.7 ay bulunmustur. Her iki kolda
giivenilirlik ve etkinlik benzer gibi goriinmekle birlikte; ¢alisma plani geregi karsilastirma
yapilmamistir. Bevasizumabin etki mekanizmast net olarak bilinmemektedir, damar
normalizasyonunu saglayarak tiimoriin oksijenlenmesini arttirdigi, KT ilacinin tiimore
ulagsmasin1  kolaylastirdigi, tiimorle iligkili 6demi azalttigi disiiniilmektedir(32, 33).
Bevasizumab altinda progrese olan hastada genel olarak prognoz kétiidiir ve farkli ajanlarla
da iyi yanit oranlar1 gdsterilememistir. Herhangi bir kontrollii ¢calisma olmamakla birlikte
progresyonda genel yaklasim hasta tek ajan bevasizumab aliyorsa yanina irinotekan
eklenmesi, eger irinotekan/bevasizumab kombinasyonunda progrese olduysa irinotekan yerine
baska bir sitotoksik ajan eklenmesi seklinde olmaktadir, mevcut caligmalar 2.hat farkli bir
bevasizumab kombinasyonu ile yiiz gildiiriicii sonuglar gostermemistir (34). Mevcut
caligmalarda bevasizumabin progrese GBM hastalarinda genel sagkalimi arttirdigina dair veri
yoktur.

Baslangicta temozolamid kullanmis, bevasizumab i¢in uygun olmayan hastalarda nitroziire
bazli KTler kullanilabilir, faz II ¢alismalarda tek ajan ve kombinasyon rejimi olarak etkinligi
goriilmektedir(35-37). Bu hasta grubunda bir diger seg¢enck, metronomik temozolamid

tedavisi olabilir. Malign gliomali, standart tedavi almis hastalarda metronomik temozolamid



kullanimi, 50 mg/m?/giin, faz 11 ¢alismada degerlendirilmis; hastalar adjuvan tedavi erken
niiks (3-6 ay), uzamis adjuvan tedavide (>6 ay) niiks, adjuvan tedavi tamamlandiktan en az 2
ay sonra niiks gelisenler seklinde 3 gruba siniflandirilmis; metronomik temozolamidin
adjuvan tedavi tamamlandiktan sonra niiks gelisen grupta en iyi yaniti olusturdugu
goriilmiistiir (38).

Su an i¢in rekiirren hastalikta standart yaklagim bevasizumab iceren rejimleri icermektedir.
Bevasizumab altinda progresyonda herhangi bir ajanin istiinligi mevcut caligmalarla
gosterilememistir.

1.2. Glioblastome Multiforme Gelisiminde Olas1 Molekiiler Mekanizmalar

1.2.1.Gen Mutasyonlari

GBM yiiksek intertiimoral morfolojik heterojenite gdsteren tiimorlerdir, bu ‘multiforme’
seklinde tanimlanmasimin da esas nedenini olusturur. Klinik ve sitogenetik olarak primer
(denovo) ve sekonder olarak iki major gruba ayrilir. Glial tiimérlerin molekiiler gelisim
basamaklar1 degerlendirildiginde farkli mutasyonlarin tiimorlerin farkli gradedeki tiimorlere
differansiasyonunda ve tedaviye yanitla iliskili oldugunu gostermistir (39).

Sitrik asit siklusunda rol oynayan bir enzim olan izositrat dehidrogenaz 1(IDH-1) in gen
mutasyonu siklikla onkolojik gelisim siirecinin erken basamaklarindan birini olusturmakta ve
Ip/19 q kayb1 ile birlikte oligodendrogliomlarda izlenmektedir. Molekiiler gelisim
modellerinde IDH 1 mutasyonu sonrast hiicrelerin TP53 mutasyonu ya da 1pl9 q kaybi
gelistirerek sirasiyla astrositoma ya da oligodendroglioma seklinde differansiye olabildigini
diisiindiirmektedir (39). Bu tiimorlerdeki onkojenik progresyonun sekonder GBMleri
olusturdugu, dolayisiyla sekonder GBM lerin siklikla IDHI gen mutasyonu igerdigi ve daha
iyi tedavi yanit1 ve sagkalimla iliskili oldugu goriilmiistiir (40, 41). Primer GBM lerde ise

farkli olarak epidermal biliylime faktor reseptorii (EGFR) ve siklin bagimli kinaz reseptor



2A(CDKN2A) mutasyonlari; fosfataz ve tensin homolog (PTEN) genini tagiyan kromozom

10 da heterozigosite kaybi izlenmektedir (42).
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Sekil 1: Glial tiimorlerin gelisim ve progresyonunu a¢iklayan model

Kisaltmalar: CDKN2A,siklin bagimli kinaz 2A; HD,homozigot delesyon; CDK 4/6,siklin bagimli kinaz 4/6;
RBI,retinoblastoma 1; CCND,siklin D1/D2/D3; EGFR,epidermal biiyiime faktor reseptorii; PTEN,fosfataz ve tensin
homologu; pGB, primer glioblastoma; sGB,sekonder glioblastoma; A,difiiz astrositom; AA,anaplastik astrositom;
OA oligoastrositom; AOA,anaplastik oligoastrositom; O,oligodendrogliom grade II; AO,anaplastik oligodendrogliom;
PA pleositik astrositoma (Ichimura ve ark. Neuro-oncology 2009 dan derlenmistir) (39)

1.2.2. Sagkalim Sinyalleri
Sagkalim sinyalleri, hiicrelerin ¢esitli stres ve ¢evresel faktorlerin etkisi altinda canliligin
siirdirmesini  saglayan faktorlerdir. Reseptor tirozin kinazlar (RTKSs), klas 1la

fosfatidilinozitol-3-kinazi (PI3KSs) aktive ederek hiicre i¢i sinyallerin idamesini saglamaktadir.



EGFR ve trombosit kokenli biiyiime faktorii (PDGFR), GBM de en sik eksprese edilen RTK
lardir. PI3K, RTK fosfotirozin rezidiilerine baglanarak aktive olur ve fosfoinozitol 3-4 fosfati
(P1P2), fosfoinozitol 3-4-5 fosfata (PIP3) gevirir. PIP3, PDK1 ve AKT in plazma membranina
gelmesini saglar, c¢esitli sagkalimla iligkili faktorler salimir, NFxB nin niikleer
translokasyonunu saglar (43). PTEN, tiimor supresor gen olarak rol oynar, PIP3 yi PIP2 ya
defosforile ederek PI3K sinyalini durdurur. PTEN gen mutasyonu olan GBM de PIP3 artarak,
PDK1/AKT fosforilasyonunu arttirir (44). Aktive PI3K/AKT olan hastalarda sagkalim daha
kotl saptanmustir (45).

Aktive AKT, tuberosleroz 2 (TSC2) yi fosforile ederek inaktive eder , mTORC 1 aktive olur,
S6K1(p70S6 kinaz 1) ve 4E-BP1(6karyotik inisyasyon faktorii) ’i fosforile ederek c¢esitli
hiicre siklus regiilatorlerini kodlayan mRNA translasyonuna neden olur; hiicre proliferasyonu
ve anjiyogenezde rol oynar. P70S6 kinaz 1 diizeyinin, GBM 1i hastalarda kotii prognozla
iliskili oldugu gosterilmistir(45).

Reseptor ile iligkili ras aktivasyonu da GBM de sik goriilen 6zelliklerden biridir(46). EGFR
veya PDGF tirozin kinaz reseptorlerine baglaninca 2 EGFR molekiilii dimerize olur,
reseptorlerin sitoplazmik kismindaki tirozin rezidiileri fosforillenir, RAS ve ardindan RAF,
MEK ve ERK aktivasyonu gergeklesir, p90 gibi sitoplazmik hedefler aktive olur. Bu serin-
treonin kinaz, niikleusa transloke olarak glioma hiicrelerinde sagkalim ve proliferasyonda
etkili transkripsiyon faktorlerini aktive eder (47).

GBM de hiicre sagkalim sinyallerinin aktivitesi gosterilmekle birlikte, bu sinyalleri
hedefleyen ajanlarla iligkili mevcut calismalar heniiz yiliz giildiiriicii sonuglar ortaya
koymamistir. EGFR inhibitérleri gefitinib ve erlotinibin tek ajan etkinligi gosterilememis (48,
49), mTOR inhibitorii everolimusta %10-15 yanit oraniyla sagkalimda standart tedavilere bir

ustiinliik saglayamamistir (50). Kombinasyon rejimlerinden gefitinib/sirolimus, tek ajan
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temozolamid veya gefitinibe iistiin bulunmamis, temozolamid/erlotinib kombinasyonlarinda

ise pozitif ve negatif sonuglar elde edilmistir (51-53).

Sekil 2: GBM de sagkalim sinyalleri
.EGFR ve PDGFR gibi reseptor tirozin kinazlar liganda baglanarak Ras-MEK-ERK aktivasyonu, PI3BK/AKT aktivasyonu
saglar. Cesitli sagkalim faktorleri salinir, hiicre proliferasyonu ve anjiyogenez diizenlenir. PDK1,fosfoinozitol bagimli kinaz
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1; fosfoinozitol 3-4-5 trifosfat(PIP3); fosfoinozitol 4-5 bifosfat(PIP2); proapoptotik bcl-2 iliskili hiicre 6liim agonisit(BAD);
niikleer faktor kb(NFkb) Krakstad and Chekenya Molecular Cancer 2010;9:135(54)

1.2.3. Apoptoz Regiilasyonu

1.2.3.1.Apoptoz Genel Ozellikleri

Apoptoz, programli hiicre oliimidiir, niikkleus ve hiicre selliler membrani yirtilmadan
biizliserek fragmante olur, bu da etraf dokuda inflamasyon olusumunu engeller. Apoptozda
kritik 6neme kaspazlar sahiptir, bunlar intraseliiler proteinleri aspartat rezidiilerinden kesen
molekiiler makas olarak rol oynarlar. Apoptoz iki farkli yolak {izerinden gerceklesir.
Ekstrinsik yolak: Timor nekroz faktor reseptor (TNFR) ailesi, 29 transmembran
reseptoriinden meydana gelir, homotrimer seklinde organize olur ve kendi ligandina baglanir.
TNF ligand ailesinin 19 iiyesi mevcuttur, adaptor protein ile aktive edilen reseptoriin hangisi
oldugu proliferasyon, apoptoz veya inflamasyon gibi hiicrede hangi yanitin olusacagin
belirler (55). Apoptozu diizenleyen reseptérler TNF-R1, FAS ve DR4/DR5 dir ve
ekstraseliiler sinyaller sonucunda sirasiyla TNFa, CD95 ve tiimdr nekroz faktorle iligkili
apoptozu indiikleyen ligand (TRAIL) e baglanir (Sekil 3). Ligandlar reseptére baglaninca
konformasyonel degisiklige ugrayarak dimerize olur, sinyal hiicre i¢ine iletilir, FADD (FAS
iliskili 6liim domain proteini) ve TRADD (TNF reseptor iligkili 6liim domain proteini) gibi
intraselliiler adaptor proteinler bu dimerize reseptore baglanir. Prokaspazlar bir araya gelir,
self cleavage ile kaspaz 8 ve ardindan kaspaz 3, 6, 7 aktive olur, ¢esitli protein hedefler
parcalanir, NF-xB aktive olur, apoptoz gelisir.

Intrinsik Yolak: DNA hasar1 ya da oksidatif stres apoptozun intrinsik yolaklarin1 pro-
apoptotik B-hiicre lenfoma 2 (bcl-2) protein ailesi iizerinden indiikler. bcl-2 protein ailesi,
pro- ve antiapoptotik etkileri ve bcl-2 homoloji domainine (BH domain) gore ii¢ subgruba
ayrilir. Antiapoptotik bcl-2 proteinler; 4 BH domaini ortak olan bcl-2, bcl-XL ve Mcl-1’i

iceren tek bir subgruptan olusur. Proapoptotik 6zellikler gdsteren proteinler ise 4BH domaini
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(Bax, Bak) ve tek BH domaini (Bad, Bim, Bid) ortak olan iki farkli gruba ayrilir.
Mitokondriden salinan apoptotik mediyatorlerden hangisinin daha fazla salindigma bagl
olarak pro ya da anti-apoptotik etki olusabilir. Apoptotik yolak aktivasyonu i¢in dncelikle
DNA hasari gibi bir uyaran ile tek BH3 domaini tasiyan proteinler Bid ve Bim, Bax ve Bad’a
baglanir, Bax da olusan konformasyonel degisiklik, membran permeabilitesini arttirarak sit C
nin sitoplazmaya salinimini arttirir (56). sit C, prokaspaz 9 aktivasyonu igin gerekli olan
protein kofaktor, APAF1 e baglanir. Kaspaz 9 otoaktivasyonu, kaspaz 3 ve diger downstream
yolaklarin aktive olmasini saglar ve apoptoz gerceklesir (Sekil 3). Hiicresel sagkalimin gerekli
oldugu kosullarda ise antiapoptotik bcl-2 ailesi liyeleri, proapoptotik Bax ve Bak’a baglanir ve

intrinsik apoptotik yolagi inhibe eder.
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Sekil 3:Apoptotik Sinyal Yolagl. TNFR, tiimér nekroz faktdr reseptér; TRAIL, timér nekroz iliskili apoptozi
indiikleyen ligand; TRADD, TNF reseptor 1 iliskili 6liim domain proteini; DR,6liim reseptorii;FADD, FAS iligkili 6liim
domain proteini;NFkB,niikleer faktor kappa B;APAF1,apoptotik proteaz aktive edici faktor 1. Krakstad and Chekenya
Molecular Cancer 2010;9:135(54)
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1.2.3.2 Glioblastomada apoptotik molekiiller

Apoptozla iliskili molekiillerin GBM de oynadigi rol preklinik ve klinik calismalarda
degerlendirilmistir. bcl-2 nin insan glioma hiicrelerinde migrasyon ve invazivligi arttirdigi
gosterilmistir(57). Glioblastomali 37 vakay1 igeren bir ¢alismada hastalarin parafin bloklar
ilk rezeksiyon ve rekiirrenste apoptotik molekiiller acisindan IHC ile degerlendirilmis; bcl-2
ve bcl-XL upregiilasyonu, Bax downregiilasyonu saptanmis ve bunun rekiirrensli hastalarda
daha yiiksek diizeylerde oldugu belirlenmistir (58). Fakat glial tiimoérler birlikte
degerlendirildiginde aslinda beklenenin aksine, diigiik grade tiimorlerde antiapoptotik
molekiillerin daha yiiksek diizeyde oldugu ve daha iyi prognozla iliskili oldugunu gosteren
caligmalar da mevcuttur (59, 60). Bcl-2 nin antiapoptotik o6zelliklerinin yan1 sira CDK
inhibitorleri ile p27 wupregiilasyonu ve retinoblastoma ile E2F proteinlerinin
downregiilasyonuyla hiicre siklus progresyonunu geciktirdigi; GO-S faz gecisini etkileyerek
antiproliferatif etki gosterdigi diistinilmektedir (61). Molekiiler diizeyde yapilan ¢aligmalar,
anti-apoptotik bcl-2 nin gesitli proteinlere baglanarak konformasyonel degisiklige
ugrayabildigini ve proapoptotik etkilerde meydana getirebilecegini gostermistir (62). Bcl-2
nin ayni zamanda proinvaziv ve promigratuar aktivitesi oldugu, bcl-2 eksprese eden GBM de
furin proprotein konvertaz ekspresyon ve aktivitesini arttigi ve bunun da proteolitik olarak
proinvaziv metalloproteinazlart (MMP) ve TGF- B y1 aktive ettigi diisiiniilmektedir (63).
Mevcut veriler, bcl-2 nin bimodal aktivite gosterdigini, yiiksek grade glial tiimorlerde invaziv
paternden sorumlu olabilecegini ongérmektedir.

Anti-apoptotik protein Bcl-2L12, multifonksiyonel bir proteindir, neredeyse GBM i
hastalarin tamaminda eksprese edilir, tiimorii ¢cevreleyen normal beyin dokusunda ve diisiik
grade glial timorlerde genellikle diisiik ya da saptanamayacak diizeyde bulunur (64). Bu
proteinin asir1 ekspresyonu, postmitokondriyel diizeyde kaspaz aktivasyon inhibisyonuyla

apoptozi inhibe etmektedir (64, 65). Postmitokondriyel kaspaz hiicre aktivasyonu, apoptotik
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ve nekrotik hiicre Olimiinde molekiiler switch rolii oynar, hiicrenin nekroza gitmesi
kolaylasir.

bcl-2L12, aynm1 zamanda p53 iin hedef gen bolgelerine baglanmasini engelleyerek p53
aktivitesini engeller, pS3 proapoptotik iiyeleri eksprese eden genleri indiikleyemez. Apoptoz
ve p53 sinyalinin inhibisyonu, hiicre 6limiiniin nekroza ydnlendirilmesi GBM deki tipik

molekiiler 6zellikleri bcl-2L12 nin belirledigini diisiindiirmektedir.

1.2.4.Glioblastomada Anjiyogenez

Yeni damar olusumu patolojik ve fizyolojik olarak iki siirecin gelisimiyle meydana gelir.
Embriyonik gelisim esnasinda, yeni kan damarlar1 anjiyoblastlarin primitif mezodermden
differansiasyonuyla gelisir, ‘vaskiilogenez’ olarak adlandirilir. Olusan damarlardaki daha ileri
genisleme ve gelisme ‘anjiyogenez’ olarak tanimlanir. Erigkinlerde fizyolojik anjiyogenez
kadinda reprodiiktif sikluslar ve her iki cinste yara iyilesmesi ile meydana gelirken, patolojik
anjiyogenez dokunun daha fazla oksijen ve besine ihtiya¢ duydugu inflamatuar durumlar,
malignansi ve diyabette izlenebilmektedir (66). ilk kez 1966 da Folkman ve arkadaslari,
timoOr biiylimesi ve metastaz i¢in yeni damar olusumunun gerektigini tanimlamistir, yeni
damar olusumu gergeklesmeden tiimorler yaklagik 2 mm? kadar biiyiiyebilmektedir (67, 68).
GBM, en fazla vaskiilarizasyon gosteren glial tiimorlerdir, anjiyogenezde esas role VEGF
sahiptir. VEGF gen ailesi 6 glikoproteinden meydana gelir: VEGF-A, VEGF-B, VEGF-C,
VEGF-D, VEGF-E ve PIGF. VEGF-A (VEGF olarak ta adlandirilir) iki tirozin kinaz
reseptorii, VEGFR-1 ve VEGFR-2 ye; VEGF-B ve PIGF, VEGFR-1’ e ; VEGF-E,VEGFR-2
ye; VEGF-C ve -D, VEGFR-3 ’e baglanir (69). VEGFR-1 ve VEGFR-2 esas olarak vaskiiler
endotelyal ve hematopoetik hiicrelerden eksprese edilerek anjiyogenezde rol alirken VEGFR-
3, lenfatiklerden eksprese edilerek lenfanjiyogenezde rol alir (69). Endotelyal hiicre

proliferasyonunu arttirmada major rol VEGFR-2 ye aittir. VEGFR-1 aktivasyon ve
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ekspresyonu, VEGFR-2 iliskili hiicre biiyimesini indiikler (70). Norofilinler, non-tirozin
kinaz koreseptorlerdir, VEGF’in VEGFR-1 ve VEGFR-2 ye baglanmasimi arttirarak
anjiyogenik proseste rol oynar (71). Timor vaskiiler yatagindaki VEGFR-1 ve VEGFR-2,
Ras/MAPK ve PI3/Akt sinyal yolaklarini aktive ederek GBM tiimorogenezinde rol oynar.
VEGF diizeyi yiiksek grade gliomalarda, diisik grade gliomalardan 10 kat yiliksek
bulunmustur ve ekspresyon diizeyi malign progresyon ve vaskiiler dansite artisiyla koreledir.
VEGF, aym1 zamanda kemik iliginden progenitor hiicrelerin salinimima neden olur, bu
hiicreler tiimor yataginda cesitli proanjiyogenik faktorlerin salinimiyla tiimdr anjiyogenezinin
devamini saglar (72).

VEGF disinda GBM hiicreleri tarafindan salinan diger proanjiyogenik faktorlerin de
anjiyogeneze katkida bulundugu gortilmistiir. Cesitli ¢alismalarda Ang-1 ve -2 (73, 74), FGF
(75), PDGF (76), TGF-p (77)ve TNF-a (78) nin rolii gosterilmistir. Stromal hiicre-iligkili
faktor-1(SDF-1/CXCL12) ve reseptorii, CXC kemokin reseptor 4, 16kosit ve endotelyal hiicre
migrasyonunu , kemik iligi myelopoez ve anjiyogenezini diizenler. Insiilin biiyiime
faktorii(IGF-1), integrin ve matriks metalloproteinazlar da endotelyal hiicre adezyon ve
invazyonunda rol alir ve GBM de asir1 eksprese edilir (79-81). Bu anjiyogenik faktérler GBM

de potansiyel terapotik hedefler olarak degerlendirilmektedir.

1.3. AT-101:(-)/- Gossipol Enantiyomeri

1.3.1.Gossipol Genel Bilgiler

Gossipol, her ikisi de Malvaceae familyasina ait olan pamuk bitkisinin tohumlarindan
(Gossypium species) ve tropik bir agag olan Thespesia populnea’dan elde edilen sari renkli bir
bilesiktir (82). Gossipol ilk kez 1886’da pamuk tohumu yaginin saflastirilmasi sirasinda

serbest yag asitleri ve fosfolipidlerle beraber izole edilmistir ancak 1938’e kadar fiziksel ve
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kimyasal Ozellikleri hakkinda bir sonuca varilamamistir. ‘‘Gossipol’” ismi Gossypium
kokenini ve fenolik yapisini belirtmek amaciyla verilmistir.

1960’1 yillarda Cin’de kitlik nedeniyle Cinli giftciler tarafindan besin kaynagi olarak
kullanilan pamuk tohumu yaginin daha sonralari bu ¢iftcilerde kontrasepsiyon gelistirdiginin
yapilan arastirmalarla fark edilmesi iizerine 1978 yilinda donemin hiikiimeti 6nderliginde
biiyiik bir ¢aligma baslatilmistir. Gossipol 10.000 saglikli erkege 75 giin boyunca 20 mg/giin
agizdan verilmis ve sonrasinda 50 mg/giin devam edilmistir. %10 vakada, 1 yil iizerinde
kullanildiginda geriye doniisiimsiiz spermatogenez inhibisyonu yaptigi saptanmistir (83).
Gossipoliin erkeklerde anti-fertilite etkinliginin ve toksikolojik profilinin saptanmasi ile
birlikte bu maddenin biyolojik aktivitesinin arastirildigi derin ¢alismalar baslatilmistir.
Gossipol, atropizomerizm denen bir ¢esit enantiomerizm igerir. C2-C2 binaftalan baginda

rotasyon ile (-)- (AT-101) ve (+)- olmak tizere iki aktif optik forma doner(84) (Sekil 4)

Gossypol

(-)-Gossypol

Sekil 4:Gossipol ve (-)- Gossipol (AT-101) kimyasal yapilari

Gossipol, fenolik hidroksil ve aldehit gruplarinin varlig1 nedeniyle reaktif bir bilesiktir.
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1.3.2 Gossipoliin Etki Mekanizmasi

Kanser hiicre hatlarinda in vitro olarak, gossipoliin ¢ogalmay: inhibe edici -etkisi
difenilterazoliumbromid (MTT) ve flow sitometri yontemleri ile gosterilmis ve (-)- izomerinin
(AT-101), (+)- ve rasemik (sol ve sag elli enantiyomerlerinin esit oranda karigimi)
izomerinden daha sitotoksik etkili oldugu gdzlenmistir (85). Ozellikle adriamisin, vinblastin
ve cisplatine direngli hiicre hatlarinda da (-)- izomerinin (AT-101) daha etkin oldugu
saptanmustir (86).

Gossipoliin apoptotik etkilerinin, antiapoptotik Bcl-2 ailesinin inhibisyonu ve mitokondriyal
kaspaz yolaklar1 ile etkilesmesiyle ortaya c¢iktigi gozlenmistir. Gossipol, pan-bcl 2-
inhibitoridiir; Bel-2, Bel-xL, Mcl-1 ve Bcl-w proteinlerinin BH3 (Bcl-2 homoloji 3 bolgesi)
kismina baglanarak, bu proteinlerin etkilerini antagonize etmektedir (87). Tiimér hiicrelerinin
kemoterapotik ajanlara direnci Bcl-2 ve Bcl-xL nin asir1 ekspresyonuyla iliskilidir. Bu
nedenle gossipol gibi BH3 mimetik kimyasallarin kanser tedavisinde umut verici ajanlar
oldugu soylenebilir. Cisplatine direngli bas boyun kanseri hiicre hattinda ve Bcl-xL
ekspresyonu yiiksek tiimor hiicrelerinde apoptozun gossipol ile segici olarak uyarildigi
gosterilmistir (88). Insan lenfoma hiicrelerinde tek basina veya standart KT ile birlikte
uygulanan gossipol, apoptozu uyararak KTnin etkinligini arttirmaktadir (89). Gossipol, Bcl-2
molekdliiniin inhibisyonunun disinda baslica kaspazlardan olan kaspaz 8’1 aktive eder, kaspaz
8 aktivasyonuyla sit C nin mitokondriden sitozole salinimi gergeklesir, kaspaz 3 ve 9 aktive
olur, apoptoz uyarilir.

Gossipolde BH3 mimetik etkinin yan1 sira, plazma ve mitokondriyal membranda
interkalasyon, lipid kondensasyonu, mitokondriyel sisme ve mitokondri i¢ membran hasar1 da
goriilmektedir (90). Klinik ¢alismalarda kullanilan bel-2 yi hedefleyen tek ajan gossipoldiir

(54), erken calismalarda grade III-IV tiimoérlerde diistik toksisite ve 1limli yanit oranlar1 elde
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edilmistir (91, 92). iki calismada ise temozolamid/RT ile yanit oranlari, doz ve toksisitesi

degerlendirilmektedir (NCT00540722, NCT00390403).

1.4.Glioblastome Multiformenin Hiicresel Modeli, T98G ve U87MG hiicre hatlari

1.4.1. T98G hiicre hatlar ozellikleri

TI98G, 61 yasinda Kafkasya kdkenli GBM beyin tiimorlii bir erkek hastadan 1979 yilinda elde
edilmigtir. T98G, yine kendisi gibi kokenini GBM’den almig T98 hiicre hattinin poliploid
varyantidir. Morfolojileri fibroblast hiicrelerine benzemektedir. Hyperpentaploid hiicreler
olup, karakteristik olarak kromozom sayilar1 128-132 arasindadir.

T98 hiicreleri biitiin transforme hiicrelerde oldugu gibi in vitro sinirsiz olarak populasyonunu
iki katina c¢ikarabilme, ylizeye tutunmadan ¢ogalma ve duragan donemlerde hiicre
dongiisiinde interfaz asamasinin Gl doneminde tutuklu kalmayarak cogalma yetenegine
sahiptir.

T98G hiicre soyu, kontrolsiiz ¢ogalma ve yiizeye tutunmadan bagimsiz ¢cogalmayi, normal
hiicrelerde goriilen duragan donemlerde hiicrenin kendini korumak amaciyla hayata gecirdigi
hiicre dongiisii denetleme mekanizmas1 (G1 fazinda tutuklu kalma) 6zelligini yitirmeden
de gergeklestirebilir. T98G hiicrelerinde goriilen bu ii¢ farkli 6zellik hiicre ¢ogalmasinin
kontroliiniin birbirinden bagimsiz bir sekilde degistirilebileceginin bir gostergesidir. Bu
ozellikleri ile T98G hiicreleri kismi degisiklige ugramis hiicreler olarak kabul edilmektedir

(93).

1.4.2.U-87MG hiicre hatlan ozellikleri
U87, 44 yasinda Kafkasya kokenli glioblastomali bir hastadan 1966 yilinda elde edilmistir.
Hiicreler epiteliyal ozellikte olup adherent hiicrelerdir. Karakteristik olarak 44 kromozoma

sahiptir, hipodiploid hiicrelerdir. Mutasyon analizleri sonucunda, 154 gende tek niikletid
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varyasyonu, 178 gende kiiciik insersiyon/delesyonlar, 145 gende biiyiik mikrodelesyonlar ve
35 gende interkromozomal translokasyonlar olmak tizere 512 genin homozigot mutant oldugu

belirlenmistir (94). Immiinkompetan farelerde tiimdr olusturabilirler.

1.5. Sitotoksisite ve Ol¢iim Yontemleri

1.5.1.Genel Bilgi

Sitotoksisite, bir kimyasal bilesigin veya ajanin hiicreleri 6ldiirme 6zelligidir. Nekroz veya
apoptozun aksine, sitotoksisite spesifik bir hiicre 6ldiirme mekanizmasini gostermez.
Sitotoksisiteyi 6lgmede en cok kullanilan yontemlerde membran biitiinligii ya da metabolik
aktivite 6l¢iimiiyle degerlendirilme yapilmaktadir.

Membran biitiinligiine dayali yontemlerden ilki, hiicrelerin tripan mavisi, naftalin siyah1 gibi
boyalarla boyanarak, mikroskopta hemositometre ile sayimina dayanan, boya atilim
yontemidir. Yukarida sozii edilen boyalar, membran biitiinliikleri korundugu i¢in canl
hiicrelere giremez, dolayisiyla canli hiicreler mikroskopta boyanmamais parlak hiicreler olarak
goriintirler. Ancak oli hiicrelerin membran biitlinliikleri kayboldugundan boyalar bu
hiicrelerin membranlarindan gegerek onlarin boyanmasini saglar.

Bu yontemle hiicre slispansiyonunun ml’ sindeki hiicre miktari, dolayisiyla total hiicre miktari
belirlenebilir, bdylelikle hiicre kiiltiirtindeki  hiicrelerin  optimal yogunluga ulasip
ulagsmadiklari, pasajlama yapilip yapilmayacagina karar verilir (95). Hiicre sayisinin
hemositometre ile belirlenmesi en ¢ok kullanilan yontemlerden biridir ve oldukga pratiktir.
Ucuz olmas1 ve 6rnegin ¢ok az bir boliimiiniin kullanilmasi agisindan tercih edilmektedir.
Laktat Dehidrogenaz (LDH) salinim yontemi; membran biitiinliigiine dayanan diger bir test
LDH salinim testidir. LDH canli hiicrelerin sitoplazmasinda bulunan bir enzimdir ve hiicre
membran biitiinliigii bozulmas1 sonucunda ortama salinirlar. Ilagla muamele edilen hiicrelerin

slipernatant1 toplanarak salgiladiklar1 LDH enzim miktar1 OSlgiiliir. Membran biitlinliigi
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bozulmus hiicrelerin miktariyla orantili olarak ortamdaki LDH enzim seviyesinin miktar1 da
fazla olur.

Metabolik aktiviteye dayali yontemler ise, canli hiicrelerin metabolik aktivitelerinin 6li
hiicrelerden daha fazla oldugu prensibine dayanir. Kiiltiir ortamina tetrazolyum tuzlart (MTT,
XTT, WST-1) eklenerek metabolik aktivite 6l¢iimii yapilabilmektedir. Tetrazolyum tuzlar
canli hiicreler (metabolizmalart aktif hiicreler) tarafindan sari-turuncu renkli formazan
boyasina ¢evrilirler(96). Olusan renk degisimi spektrofotometrede uygun dalga boyunda
Olgiilir. Canli hiicrelerin aksine olii hiicreler tetrazolyum tuzlarmi formazan boyasina

¢eviremezler. En ¢ok kullanilan metabolik aktivite 6l¢iim yontemleri; MTT ve XTT dir.

15.2.XTT Yontemi

XTT testi; metabolik olarak aktif olan hiicreler tarafindan yine bir tetrazolyum tuzu olan
XTT’nin suda ¢6ziinebilen turuncu renkli formazan tuzuna g¢evrilmesine dayanmaktadir.
Olusan formazan tuzu suda ¢6ziinebilir 6zellikte olup, ek bir ¢oziindiirme basamagina gerek
yoktur. Boya yogunlugu ortamdaki canli hiicre sayisiyla dogru orantilidir ve spektrofotometre
kullanilarak uygun dalga boylarinda o6l¢iiliir. Ancak XTT muamelesi kiiltliir ortamindaki
hiicrelere toksik etki yapar ve hiicreler bir sonraki deney asamalarinda kullanilamaz (97).
Sitotoksisite, bir kimyasal bilesigin veya ajanin, hiicrelerin yasamsal faaliyetlerini negatif
yonde etkilemesine ve/veya cogalmasina toksik etkide bulunma parametresidir. Ornegin
hiicrelere bagl gelisen sitotoksisite (sitotoksik T hiicreleri, NK hiicreleri), bazi yonlerden hem
nekroz ve hem de apoptozun bir kombinasyonu olabilir (98, 99).

XTT yontemi ile sitotoksisite dogrudan Ol¢iilemez. Hiicre popiilasyonunun canlilik yiizdesi
Olctimlendikten sonra dolayli olarak hesaplanir.

Sitotoksisitenin yiizde canlilik {izerinden hesaplanmasinda asagidaki formiil kullanilir;
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% Sitotoksisite = 1 — [ (llagh Kuyucuklarin Absorbans Ortalamasi / Pozitif Kontrol

Kuyucuklarinin Absorbans Ortalamasi ) x100 ]

1.5.3. xCELLigence™ sistemi

Roche uygulamali bilimler ve ACEA Biosciences tarafindan ortaklaga gelistirilmis RTCA
(Real-Time Cell Analyzer) SP (Single Plate); adherent hiicreleri incelemek igin gelistirilmis
mikro elektronik sensor teknolojisidir.

Hiicresel olaylar xCELLigence sistemi ile hicbir isaretleme yapmadan ger¢ek zamanli olarak
analiz edilebilir. Sistem hiicre kiiltiirii E-Plate’lerinin zeminine yerlestirilmis mikroelektrotlar
sayesinde elektriksel empedans Olglimii yapar. Empedans Ol¢limii hiicre sayisi, canliligi,
morfolojisi ve hareketi dahil olmak iizere hiicrelerin biyolojik durumu hakkinda kantitatif
bilgi verir. xCELLigence sistemiyle son nokta metotlariyla elde edilmesi miimkiin olmayan
veriler elde edilebilmektedir.

xCELLigence sistemi, RTCA analiz cihazi, plaka bolgesi, RTCA yazilimini i¢eren bilgisayar
ve 96 kuyucuklu E-plakalar olmak tizere dort ana pargaya sahiptir. E-plakalar, hiicre
kiiltiirinde yaygin olarak kullanilan standart 96 kuyucuklu plakalara benzerdir. Her
kuyucugun taban ¢ap1 5+0.05 mm ve toplam hacmi 243+5 pl’dir. Kuyucuklarin tabanlari, 15-
40 °C arasindaki sicakliklarda ve % 98 nem igeren ortamlarda dahi yogunlasma olmadan
kullanilmak iizere tasarlanmis mikroelektrotlar ile kaplanmistir. Mikroelektrotlarin tabanlari
iyi bir iletken olan altin ile kaplidir. Elektrik iletimi ile kuyucuklardaki hiicrelerin gergek
zamanli izlenebilmesi ve analizi saglanir. E-plakalarin kapaklari ise standart hiicre kiiltiirii
plakalarinda gozlenen buharlasma olaymi da engelleyecek sekilde tasarlanmistir.

Uygulanan diisiik voltaj (20 mV) mikroelektrotlar arasinda kiiclik bir elektrik alan iiretir. Bu
alandaki akim, zemine tutunan hiicreler nedeniyle engellenir ve Olgiilen empedansta

degisikliklere yol agar (100). Empedans basitce, alternatif akimla ¢alisan devrelerde bulunan
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diren¢ olarak tanimlanabilir. Kuyucuklarda olclilen empedans elektrot geometrisine,
kuyucuktaki iyon konsantrasyonuna ve hiicrelerin tutunma miktarina bagli olarak degisir.
Hiicre yoklugunda empedans, hem -elektrot/cozelti etkilesimine hem de c¢o6zeltinin iyon
icerigine baghdir. Hiicrelerin varlifinda ise elektrot yilizeyine tutunan hiicreler yalitkan bir
davranig gosterecek ve bdylece elektrot/¢ozelti etkilesimi empedansta artisa neden olacaktir.
Bu degisim miktar1 kuyucuktaki hiicre sayisi, hiicrelerin morfolojileri ve tutunma
ozellikleriyle iliskilidir. Elektrotlar iizerindeki hiicre sayisinin artisi empedans degerinin
artisina neden olur. Hiicre indeksi (CI), elektriksel empedans degisiminin 6l¢lilmesi ile elde
edilen degerdir. CI degeri, CI = (Z j — Zp )/15 formiilii ile hesaplanir. Formiildeki Z;, deney
sirasinda her hangi bir noktada oSlgiilen empedans, Zy ise baglangictaki empedans degerini

temsil eder.

44004404044 Z=Z,
electrode electrode baseline
without cell
= cell
' R L 1)
e — < Z=Zce11
electrode electrodes with one impedance
cell attached
=){ =) cells
& M TS M
e Z=1Zce)2
electrode electrode with two impedance
cells attached doubled
P =4 -
LIS d'@ Z=Zce3
electrode with two impedance
strongly-attached cells further increased

Sekil 5. Empedans 6l¢iim prensibi (101)
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Empedans temel olarak 2 faktore baglidir (100).

1) Elektroda tutunan hiicre sayisi: Elektrot yiizeyine hiicre tutunmamissa, sensoriin
elektronik alani etkilenmeyecek ve empedans degisimi olmayacaktir (Z=0). Elektrotlara tek
hiicrenin tutunmasi halinde bu deger 1 olacaktir (Z=1). Daha ¢ok hiicrenin tutunmasi halinde
ise empedans daha c¢ok artacaktir.

2) Elektroda tutunan hiicrelerin yiizey alani: Elektrotlara ayni sayida hiicre tutunmasina
karsin tutunan hiicrelerin yiizey alanlart da CI degerinde farkliliklara neden olacaktir.
Hiicrenin elektroda tutundugu ylizey arttikca CI degeri artacak, elektroda tutundugu yiizey
azaldikga CI degeri azalacaktir. Saglikli hiicrelerde elektroda tutunan hiicrelerin yiizey
alanlar1 biiyiiktiir ve bu durum hiicre ile elektrot sensorii etkilesimini arttiracagindan CI degeri
artar. Fakat toksik bilesikler, hiicrelerin tutundugu yilizeyden ayrilmasina ve bdylece CI
degerinin diismesine neden olur.

xCELLigence yazilimi ortalama deger, en yiiksek ve en diisiik degerler, standart sapma,
kuyucuktaki hiicrelerin %50’sini inhibe eden konsantrasyon (ICsp), kuyucuktaki hiicrelerin
%350’sine maksimal etki gosteren konsantrasyon (ECs), hiicre indeksi (CI) gibi parametreler
hakkinda veri saglar. Bunun yaninda bu verilere ait grafikler sunar. Tiim bu veriler

istatistiksel analizlerde kullanilmak {izere Excel dosyas1 halinde elde edilebilir.

1.6.Amac

Gossipoliin  anti-bcl-2  inhibisyonuyla apoptozu indiikledigi preklinik ¢aligsmalarda
gosterilmekle birlikte, GBM deki potansiyel terapdtik rolii net olarak ortaya konmamistir.
Mevcut veriler su an i¢in GBM de en ideal ajanlarin tiimoriin yiliksek vaskiilaritesi nedeniyle

VEGF hedeflemesi gerektigini diisiindiirmektedir. Biz ¢alismamizda AT-101 in GBM hiicre
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kiiltiirlerindeki (U-87 MG ve T98G) sitotoksik etkilerini ve yan1 sira VEGF sentezi iizerine

etkisini protein diizeyinde arastirmay1 amagladik.

2.MATERYAL VE METOD

2.1.Hiicre Hatlarimin Temini ve Kiiltiire Edilmesi

Hiicre Hatlarin’in Idamesinde Kullanilan Besiyeri:U-87 MG ve T98 G hiicre hatlar1 %1 L-
glutamin igeren RPMI-1640 (Kibutz Beith Maemeh 25115, Israel) besiyerine %10 inaktif
fotal bovin serumu (Life Tecnologist), %1 (10 mg/ml) streptomisin ve 10.000 U/ml penisilin
eklenerek cogaltildi.

Hiicre kiiltiir Islemlerinin Yapildigi Ortamlar:Besiyerine eklenen hiicreler 37 C’de %95 nem
ve %5 CO2 igeren inkiibatorde (NuAire, USA) cogaltilip inkiibe edildi. Hiicre kiiltiir
caligmalari ise ultraviyole ile sterilize edilen Laminar Hood (NuAire, USA) igerisinde yapildi.
Dondurulmus hiicre hattimin ¢oziilmesi.: -80 derecede kriyotiipler icinde %10 dimetil sulfoksit
(DMSO) ile dondurulmus olan U-87 MG ve T98 G hiicre hatlari, -80 dereceden c¢ikarilip
37°C° de ¢oziildii. Islem oncesi Hood 30 dk boyunca ultraviyole ile sterilize edildi ve
calismaya baslamadan Once igi alkol ile temizlendi. Coziilen hiicrelerin tizerine 10 -15 ml
besiyeri eklendikten sonra 1000 devir/dk’ da 10 dakika santrifije edildi. 37°C 1sida
DMSO’nun hiicrelere olan toksik etkisi hiicre canliligin1 azaltacagi i¢in seri sekilde ¢alisildi.
Santrifiigasyondan sonra istteki kisim atilip, kalan hiicre ¢okeltisine taze besiyeri eklenip
homojenize edilip tekrar santrifiij islemi yapildi. Bu islemden sonra tiiplin dibindeki hiicre
cokeltisi tekrar 10-15 ml taze besiyeri ile homojenize edilip 50 ml’ lik flasklara steril sekilde
aktarildi.

Hiicre hatlarimin pasajlanmasi. Flasklara aktarilan hiicrelerin iizerine 10 ml besiyeri eklenip,
inkiibatore yerlestirildi. Cogalmalar1 beklenirken haftada iki kere besiyeri degistirildi. Isik

mikroskobunda flask tabanini monolayer olarak kaplayip kaplamadiklar1 kontrol edildi. U-87
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MG ve T98 G hiicrelerinin ikilenme zamanlar1 yaklasik 48 saat olarak bulundu ve pasajlari,
ikilenme zamanina uygun olarak yapildi. Pasajlama islemi i¢in Oncelikle flasklarin igindeki
besiyeri dokiiliip, hiicrelerin iizerine 5 ml Tripsin—EDTA (Biological Industries Indianapolis)
eklendi. Inkiibatorde yaklasik 5 dakika bekletildikten sonra mikroskopta flask tabanindan
kalkip kalkmadiklar1 kontrol edildi. Tabandan ayrisan hiicrelerin iizerine yaklasik 5-10 ml
besiyeri eklenerek Tripsin-EDTA nétralize edildi ve ardindan bu karisim, tiiplere alinip
santrifiije edildi. Uzerindeki siipernatan atilip tabandaki hiicre ¢okeltisi iizerine yaklasik 10 ml
besiyeri eklenip homojenize edildi ve pasajlanmak tizere flasklara tekrar ekildi ve tizerine
besiyeri eklendi. Her pasaj sirasinda yaklasik 2 milyon hiicre/10 ml besiyerinde olacak sekilde

pasajlama yapildu.

2.2.Hiicrelerin Sayimi ve Deney Planina Gore Ekimi

Hiicre sayisi; besiyerinin mililitresi basina veya tutunulmus yiizeyin santimetrekiipii basina
diisen hiicre sayis1 olarak belirtilebilir. Flasklar i¢inde inkiibe edilmis olan U-87 MG ve T98
G hiicreleri yapistiklar yiizeyden kalkmasi igin tripsin EDTA ile muamele edildi. Hiicreler
kalkinca besiyeri ile notralize edilip tiipte santrifiije edildi. Altta kalan hiicre ¢okeltisi besiyeri
ile diliie edilip homojenize edildi.

Hiicre sayimi igin trypan blue dye exclusion test uygulandi. Hiicre igeren silispansiyon ve
trypan blue soliisyonu 1:1 oraninda karistirildi ve otomatik hiicre sayim cihazinda sayimi
yapildi. Canli hiicreler trypan blue boyasina gecirgen olmadiklari i¢in parlak goziikiirler, oli
hiicreler ise bu boyay1 hiicre icine c¢ekerler ve mat, mavi renkte goziikiirler. Canli hiicre
sayimindan sonra, deneyimizi yapacagimiz 96’ lik well plate’ lerde her bir kuyucuk igine
10000 hiicre gelecek sekilde hiicrelerin ekimi yapildi. Deneyde deney planina gore uygun

saylda kuyucuk i¢ine hiicre ekim islemleri tamamlandi. Hiicre ekilen 96’lik well plate’ ler,
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hiicrelerin tabana yapismasi i¢in 37°C 1s1, %95 nem ve %5 CO2 iceren inkiibatorde 24 saat

inkiibe edildi.

2.3.11aglarin Hazirlanmasi

(-)- Gossypol (AT -101), Ascenta (Ascenta Therapeutics, ABD) firmasindan temin edildi.
5,18 mg toz AT-101 bir mililitre DMSO’da ¢oziilerek AT-10’in 10 ml’lik stok soliisyonu
hazirlandi. Hazirlanan stok soliisyonu 0.22 p’lik filtrelerden gegirilerek sterilize edildi ve 100

wlik kiiclik hacimler (aliquatlar) halinde - 20°C’de saklandi.

2.4 XCELLigence sisteminin hazirlanmasi

E-plaka kuyucuklarina 50 pl besiyeri eklendi. U87-MG ve T98G hiicreleri 75 ul igerisinde
10” hiicre olacak sekilde ekildi ve E-plaka oda sicakliginda 30 dakika inkiibe edildi. Ardindan
E-plaka, inkiibatorde bulunan RTCA cihazinin plaka bolgesine yerlestirildi. Hiicrelerin
logaritmik proliferasyon durumlar1 istenilen zaman araliklarinda RTCA analiz cihazi ile
gozlendi. 24 saat inkiibasyon sonunda kuyucuklara AT-101’in farkli konsantrasyonlarini
iceren 25 ul besiyeri eklendi. Kontrol kuyucuklarina ise sadece besiyeri ve besiyeri+DMSO
(dimetil siilfoksit) eklendi.

AT-101 eklendikten sonra 72 saat siiresince sirada CI degerlerinin 6l¢iimii gerceklestirildi.
Hiicrelerin ajana kars1 gelistirdikleri kisa siireli cevabi 6lgmek i¢in, hiicreler ajanin
eklenmesinden sonraki bir saat boyunca her 2 dakikada bir, uzun siireli hiicresel cevaplari

gozlemleyebilmek i¢in ise deney siiresince her 30 dakikada bir veri toplandi.

2.5.Apoptozin Belirlenmesi

2.5.1.Apoptozin ELISA yontemiyle belirlenmesi
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Bu ¢alismada DNA fragmantasyonu tayini i¢in Cell Death Detection ELISA plus kit (Roche
Applied Science, Penzberg, Germany) kullanildi. AT-101 ile muamele edilen hiicrelerden ve
ilag eklenmeyen kontrol hiicrelerinden elde edilen hiicre eriyikleri, Kit’in ihtiva ettigi
streptavidin kapli plakalara eklendi. Histon proteinleri ve DNA fragmantlarina kars1 (Anti-
histon biotin ve Anti-DNA-Peroksidaz) antikorlar1 igeren reaktiften 80 ul eklenen plaka, oda
sicakiginda 2 saat inkiibe edildi. Inkiibasyon sirasinda anti-histon antikoru bir taraftan
niikleozomlardaki histonlara tutunurken bir taraftan da olugan immunokompleks streptavidin
kapli plakalara tutunmaktadir. Anti-DNA-Peroksidaz antikoru ise niikleozomlar arasindaki
DNA’lara  baglanmaktadir. = Baglanmayan  bilesenlerin  yikama  basamaklariyla
uzaklastirllmasindan sonra, niikleozomlarin miktarinin kantitatif olarak belirlenmesi
immunokomplekslere tutunmus olan peroksidazlarin 6l¢iilmesiyle gerceklestirilir. Peroksidaz,
ABTS (2,2'-azino-bis-[3-etilbenzthiazolin-6-siilfonik asit]) substrati ile 405 nm ve 490 nm
referans dalga boyunda ¢ok modlu plaka okuyucuda o6lgiildi. Kit’in ihtiva ettigi ve %100
apoptotik hiicreler, hiicre eriyiklerinde meydana gelen histon ve DNA fragmentleri

miktarindaki artis, apoptoz miktarindaki artisla dogru orantili olarak degerlendirildi.

2.5.2.Apoptozin Kaspaz 3/7 aktivitesi 6l¢ciimiiyle belirlenmesi

AT-101 ile muamele edilmis ve edilmemis hiicreler toplam hacim 200 pl olacak sekilde 96
kuyucuk igeren hiicre kiiltiirii plakalarina eklendi. Kit’in ihtiva ettigi 2,5 ml Caspase-Glo 3/7
Buffer, Caspase-Glo 3/7 substrati ile karistirtlarak substratin tamamen ¢6ziinmesi saglandi.
Elde edilen bu karisimdan her kuyucuga 100 pl eklenerek hiicre kiiltiirii plakasi, oda
sicakliginda bir saat inkiibe edildi. Bir saatlik inkiibasyon siiresi sonunda olusan liiminesans
sinyalleri ¢ok modlu plaka okuyucu ile Ol¢iildii. Caspase-Glo 3/7 karisimi, Kaspaz 3/7
substrati olan DEVD (Asp-Glu-Val-Asp) dizisinin yani sira, hiicrelerin erimesini saglayan

¢ozelti icerir. Bu karisimin hiicrelere eklenmesi hiicrelerin yikimina, ardindan da Kaspaz
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substratinin yikimina bagli olarak liiminesans sinyal olusumuna neden olur. Olusan
liminesans sinyal miktari, hiicrelerdeki Kaspaz 3/7 aktivitesiyle dogru orantili olarak

degerlendirildi.

2.5.3.Anjiyogenezis Array Uygulamasi

U87-MG ve T98G hiicre hatlarinda AT-101 uygulamasi 6ncesi ve sonrasindaki anjiogenik
sitokin profilini belirlemek amaci ile anjiyogenezle iligkili 55 molekiil iceren Proteome
Profiler™ Human Angiogenesis Antibody Array (Catalog # ARYO007) (R&D Systems,
Abingdon, OX, UK) iiretici firmanin talimatlarima uygun bir bicimde kullamildi. flag
eklenmeyen kontrol hiicre hatlar1 ile canlilik analizi sonucu elde edilen ICsp degerlerine gore
AT-101 eklenen hiicre hatlarindan toplanan supernatantlarin 16 saat sonrasinda sitokin
profilleri i¢in arastirildi. Bu metod, tlizerinde her bir sitokine 6zgiil antikorlar ile kapli bir
zarin bloke edilmesi sonrasinda Orneklerin eklenip oda sicakliginda inkiibe edilmesi
prensibine dayanmaktadir. Sitokin saptamasi, inkiibasyon sonrasinda drnek-antikor kompleksi
lizerine sirasi ile biyotinize antikor ve isaretli (yaban otu peroksidaz ile)-streptavidin

eklenerek inkiube edilmesi ile tamamlanmaktadir.

2.6.Verilerin Analizi

Deneylerde, her bir ilacin tekli, kombine ve ardisik konsantrasyonlar1 dorder kuyucukta test
edildi ve her bir deney ii¢ kere tekrarlandi. xCELLigence deneylerinin analizi, sisteme entegre
bilgisayardaki RTCA yazilimiyla yapildi. RTCA yazilimi, elde edilen deney verilerine gore
“sigmoidal doz-cevap” grafigi gizeri, verilerin istatistigini yapar ve belirlenen zaman dilimleri
icin ICsp degerlerini hesaplar. Diger deneylerin analizinde ve sekillerin ¢iziminde GraphPad

Prism 6 yazilimi kullanildi.
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3.BULGULAR

3.1.AT-101’in U87-MG ve T98G hiicre hatlarindaki anti-proliferatif etkilerinin doza ve
zamana bagh gosterilmesi ve 1Cs degerlerinin hesaplanmasi

AT-101 ‘in U-87 MG ve T98G hiicre hatlarinda hiicre canliligin1 doza ve zamana bagli olarak
azalttig1 gozlendi (sekil 6-7). AT-101"in U-87 MG ve T98 G hiicre hatlarinda 16. saatteki ICs

degerleri sirasiyla 2.4 ve 2.7 uM olarak hesaplandi.

Sekil 6: AT-101’in U87-MG hiicre hattindaki anti-proliferatif etkileri
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Sekil 7: AT-101’in T98G hiicre hattindaki anti-proliferatif etkileri
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3.2.AT-101’in U87-MG ve T98G hiicre hatlarindaki Apoptotik Etkileri

AT-101" in U87-MG ve T98G hiicreleri iizerindeki apoptoz indiikleyici etkilerinin
arastiritlmasi amaciyla Cell Death Detection ELISA yontemiyle DNA fragmentasyonu dlgiimii
yapildi. AT-101in artan konsantrasyonlariyla 16 saat muamele edilen U-87 MG ve T98G

hiicre hatlarinda DNA fragmentasyonunda doza bagli olarak artis gdzlendi.

AT-101 uygulanmis U-87 MG hiicreleri kontrol hiicreleri ile karsilastirildiginda, DNA
fragmentasyonunda 1, 2.5, 5, 7.5, 10, 20, 30 ve 40 uM konsantrasyonlarda sirasiyla %5,

%12, %17, %20, %25, %35, %40 ‘lik artis gézlendi (sekil 8).

AT-101’in uygulanmig T98G hiicreleri kontrol hiicreleri ile karsilastirildiginda, DNA
fragmentasyonunda 1, 2.5, 5, 7.5, 10, 20, 30 ve 40 uM konsantrasyonlarda sirasiyla %7,

%10, %16, %26, %46, %53, %60 ‘lik artis gozlendi (sekil 8).

U-87 MG T98 G
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Sekil 8:AT-101’in U87 ve T98G hiicre hatlarindaki anti-apoptotik etkisi
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AT-101" in U87-MG ve T98G hiicreleri iizerindeki apoptoz indiikleyici etkilerinin
dogrulanmasi amaciyla kaspaz 3/7 aktivitesi Caspase-Glo 3/7 Kit kullanilarak 6l¢iildi. AT-
101’in uygulanmig U-87 MG hiicreleri kontrol hiicreleri ile karsilagtirildiginda kaspaz 3/7
aktivitesinde, 1, 10, 20, 30 ve 40 uM konsantrasyonlarda sirasiyla 2, 4, 5, 11 ve 14 kat artig
gozlendi (sekil 9).

AT-101’in uygulanmig T98G hiicreleri kontrol hiicreleri ile karsilastirildiginda kaspaz 3/7
aktivitesinde, 1, 10, 20, 30 ve 40 uM konsantrasyonlarda sirasiyla 5.5, 8, 9.5, 13 ve 16.5 kat

artig gozlendi (sekil 9).
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Sekil 9: AT 101 ile U87MG ve T98G hiicrelerinde kaspaz enzim aktivite degisimi
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3.3.Anjiogenez Array Sonuclari

AT-101 uygulanmayan 4x10 ® U-87 MG ve T98G hiicresinden elde edilen supernatantlar ve
tedavi uygulanan 4 milyon U-87 MG ve T98G hiicresinin supernatantlari, Proteome
Profiler™ Human Angiogenesis Antibody Array (Catalog # ARYO007) (R&D Systems,
Abingdon, OX, UK) kullanilarak hiicre hatlarindan sentezlenen anjiogenik sitokin profilleri
belirlendi. Elde edilen verilerde giivenilirlik araligt 50 + S’nin lizerinde olan sitokinlerin
nokta piksel degerleri, GraphPad Prism 5.0 programu ile istatistiksel olarak anlamlilik durumu
acisindan degerlendirildi.

AT-101’in ICsp konsantrasyonu ile 16 saat muamele edilen U-87 MG hiicre hatti
slipernatantlarindan elde edilen veriler incelendiginde EG-VEGF, Endoglin, HGF, IGFBP-1,
Pentraxin, TIMP-4, IL-1p, Persephin, uPA ve VEGF sitokinlerinin sekresyonunun sirasiyla 2,

2,2.6,2.7,2.2,2,2.2,2,2 ve 2.5 kat azaldig1 belirlendi (Tablo 2).

AT-101’in IC50 konsantrasyonu ile 16 saat muamele edilen T98G hiicre hatti
siipernatantlarindan elde edilen veriler incelendiginde coagulation factor III, EGF, Endoglin,
Serpin E1, VEGF, uPA, IL-8, IGFBP-3 ve Endostatin/Collagen XVIII sitokinlerinin

sekresyonunun sirasiyla 8, 2.5, 3, 3.7, 3.2, 5, 3, 3 ve 2 kat azaldig1 belirlendi (Tablo 2)
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U-87 MG T98 G

Sembol Degisim Sembol Degisim

EG-VEGF 2 kat ¥ I(Illoagulation Factor |8 kat V¥

Endoglin 2 kat ¥ EGF 2.5 kat ¥
HGF 2.6 kat\ | Endoglin 3 kat W

IGFBP-1 2.7 kat\ Serpin E1 3.7 katV
Pentraxin 2.2 kat\¥ | VEGF 3.2 katw
TIMP-4 2 kat V¥ uPA 5 katW

IL-1beta 2.2 katW IL-8 3 katW

Persephin 2 kat WV IGFBP-3 3 kat V¥V

uPA 2 kat ¥ Endostatin/Collagen | 2 kat \»

VEGF 25 katV =

Tablo 2:U-87 MG ve T98G anjiyogenez array sonuglari
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4. TARTISMA

GBM, zengin vaskiilaritesi ile diger kanser tiplerinden farkli 6zellikler gosteren bir
tiimordiir. Zengin vaskiilarite proliferasyonu giiclendirerek, gliomalar i¢inde GBM’nin en
agresif form olmasina neden olur. Pro-anjiyogenik faktorlerin asir1 ekspresyonu, ozellikle
VEGF-A, kan damarlarinin olusumunda 6nemli rol oynar. VEGF tiimor hiicrelerinde asirt
miktarda eksprese edilerek endotelyal hiicrelerin transmembran reseptdrlerine baglanir ve
endotelyal hiicre ¢ogalmasini, hiicre gogiinii, hiicre invazyonunu tetikler(102). VEGF-A’nin
anjiyogenezdeki roliiniin molekiiler seviyede anlasilmasi olduk¢a dnemlidir. Ciinkii her iki
hiicre hattinda bazal ekpresyon miktar1 farkli oldugu i¢in T-98 G ve U-87 MG hiicre
hatlarinin AT-101"e verdigi yanitta farklidir. Ozellikle hipoksik kosullarda bu fark daha net
olarak ortaya ¢ikmaktadir. Anjiyogenez array sonuglarinda goriilen, her iki hiicre hattinda
farkli sitokinlerin farkli oranlarda azalma gostermesi de bu hastalifin heterojen bir hastalik
oldugunu ve neden iki farkls hiicre hattiyla calistigimizi dogrulamaktadir(103)

VEGF ekspresyonu hipoksik kosullara yanit olarak artis gosterir. VEGF’i kodlayan
mRNA posttranskripsiyonel olarak diizenlenerek hipoksik kosullarda ekpresyon miktarini
arttirir.  VEGF  ekspresyonun diizenlenmesinde 6nemli rol oynayan HIF (Hipoksi ile
indiiklenen faktor), hipoksik kosullarda transkripsiyon faktorii olarak rol oynar. Saglikli
hiicresel bir mikrogevrede hipoksik kosullar olusmaz ve hiicre proliferasyonu kontrol altinda
tutulur (104). Fakat tiimor hiicreleri kendilerine 6zgii bir mikrogevre olusturur ve bu
mikrogevre timor hiicrelerinin gelismesine izin verir. Oksijen miktar1 azaldigi i¢in hiicrenin
metabolik ihtiyaglar1 karsilanamaz, laktat gibi bazi metabolitler hiicre i¢inde birikir ve asidik
bir ortam olusur. Olusan asidik mikrogevre ozellikle akilleyici gruptaki kemoterapotik
ajanlarin etkisini azaltir. Timor hiicreleri olusan mikrogevrelere adaptasyon gelistirmek
zorundadir. Timor mikrogevresi, vaskiiler olusumda gorev alan sinyal yolaklar1 iizerinden

anjiyogenezi etkiler (105). Anjiyogenezi diizenleyen sinyal yolaklari, epitelyal timor
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hiicreleri, stromal fibroblast ve endotelyal hiicreler iizerinden progresyonu tetikleyerek
metastaza neden olur. Bir tiimdr hiicresinin metastatik bir ¢evrede ¢ogalmasi i¢in bu bolgede
anjiyogenik o6zellik gostermesi gerekir. Fibroblast hiicreleri VEGF gibi ¢ogalma faktorlerini
sentezleyerek, timor stromasindaki endotelyal hiicreleri de aktiflestirir. Ayrica proteazlar
sentezleyerek de hiicrelerin bazal membrandan ayrilarak dolasima katilmasina neden olur
(106).

AT-101, Bcl-2 ailesinin BH3 domainlerine sahip molekiillerine baglanarak, anti-
apoptotik 6zelliklerini inhibe eder. Sonuglarimiz, bu ilacin hem sitotoksik hem de apoptotik
etkilerini her iki hiicre hattinda da ortaya koymustur. Etkisini Bcl-2 ailesi lizerinden gdsteren
AT-101 ayn1 zamanda anti-anjiyogenik 6zellik de gostermistir. Bunun nedeni Bcl-2 molekiilii
ile VEGF arasindaki molekiiler iliskiden kaynaklanmis olabilir. VEGF molekiiliiniin tiimor
hiicrelerinden ve endotelyal hiicrelerden salinmasi, Bcl-2 ekspresyonunu mikrovaskiiler
endotel hiicrelerinde arttirmaktadir. Mikrovaskiiler endotel hiicrelerde artan Bcl-2
ekpsresyonu, anjiyogenezi gii¢lendirerek, timor gelisimini hizlandirir. Bel-2 molekiiniin pro-
anjiyogenik oOzellik kazanmasiyla NFkB yolagi da aktiflesir ve yine pro-anjiyogenik
sitokinlerden IL-8’in ekspresyonu artar. Bu nedenle VEGF-Bcl-2-IL8 gibi molekiillerin
hepsini etkileyen bir ajanin gelistirilmesi olduk¢a Onemli bir stratejidir(107) .Hiicrede
anjiyogenezle iligkili anti-apoptotik yolaklarin hedeflenmesi tedavinin daha etkin olmasin
saglayabilir.

Sonuglarda da ekspresyon miktarnin azaldigimi gordiigiimiiz uPA  (Urokinasetype
Plasminogen Activator) molekiilii fibrolitik enzimleri aktive ederek ekstraselular matriksin ve
bazal membranin degredasyonuna yol acarak anjiyogenez ve metastazi tetikler (108). TGF-
tranksipsiyon kompleksinde yer alan Endoglin gibi 6nemli bir molekiiliin her iki hiicre
hattinda da azaldigimi gormek olduk¢a onemli bir veridir. Ciinkii Endoglin, TGF-B sinyal

yolaginda gorev alarak, proliferasyona uygun ve hipoksik kosullarda anjiyogenik

37



molekiillerin eksprese edilmesini saglar. Pro-anjiyogenik bir molekiil olan Endoglinin
hipoksik kosullarda VEGF ekspresyonunu da arttirdigit daha oOnceki ¢aligmalarda
gosterilmistir(109).

Gossipol, mevcut sonuglarla apoptotik ve anti-anjiyogenetik siirece katkida bulunan bir ajan
gibi goriilmektedir. GBM hiicre hatlarinda VEGF ekspresyonunu ve proanjiyogenetik
molekiillerin ekspresyonunu azalttig1 calismamizda ortaya konmustur .Klinik ¢aligmalarda
etkinlik degerlendirmesi heniiz arastirma safhasindadir. Adjuvan tedavide RT ve temozolamid
ile kombinasyonunu degerlendiren faz 1 ¢alismasi halen siirmektedir (NCT0039043).

Gelecekte yiiriiyen ¢aligsmalar 1s181inda gossipoliin GBM deki rolii de daha net tanimlanacaktir.
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