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Glioblastoma Multiforme Tiimor Hiicrelerinde Niikleostemin ifadesinin

Tan1 ve Prognozda Etkinligi

OZET

Cogalmakta olan hiicrelerde olduk¢a fazla eksprese edilen Niikleostemin hiicre
proliferasyonunun diizenlenmesi icin oldukg¢a gerekli bir proteindir. Niikleostemin geni
goriiniise gére hem kok hiicrelerin hem de bazi kanser hiicresi tiplerinin proliferasyonunun
diizenlenmesinde gereklidir. Niikleosteminin, hiicreler ¢ogalirken erken multipotent evrede
bol miktarda ifade edilir fakat farklilasmanin basinda aniden ve tamamen kayboldugu 6ne
striilmistiir. Asil olarak Niikleostemin, kok hiicrelerde ve ¢esitli kanser hiicre hatlarinda
eksprese edilir fakat erigkin dokularin farklilagsmis hiicrelerinde eksprese edilmemektedir.
Buna gore Niikleostemin’in kanser hiicreleri ve kok hiicrelerin kendini yenilemesinin
stirdiiriilmesinde rol oynadigi kanitlanmistir. Bu nedenle bu tez galismasi ile Glioblastoma
Multiforme beyin tiimoriiniin saptanmasinda prognostik 6nemi olabilecegi diisiiniilen
Niikleostemin’in ifadesine bakilmasi amag¢lanmaktadir. Bu ¢alisma sonunda bu hastaligin
tan1 ve prognozunda etkili olabilecegi diisiiniilen yeni bir belirtegin olusturulabilmesi i¢in
zemin hazirlanmasi hedeflenmektedir. Yapilan analiz sonucunda GBM tiimor hiicrelerinde

NS’nin tan1 ve tedavide hedef olarak kullanilamayacag diistiniilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Niikleostemin, Es Zamanli PCR, Glioblastoma Multiforme



The Efficiency of Nucleostemin Expression in The Diagnosis and Prognosis of

Glioblastoma Multiforme Tumor Cells.

ABSTRACT

Nucleostemin, which is limited quite a lot inside enhancing cells, is a necessary protein for
regularizing cell proliferation. Apparently, nucleostemin gene is mandatory for
regularizing cell proliferation of both stem cells and some types of cancerous cells.
Nucleostemin expressed abundantly in early multipotent phase while cells are generating
but it will disappear suddenly and completely in the beginning of differentiation. Mainly,
nucleostemin is limited inside stem cells and some cancerous cell lines but it could not be
limited inside differentiated cells of adult tissues. According to this, it has been proofed
that nucleostemin has a role in sustaining the self-perpetuation of cancerous and stem cells.
Therefore, it’s been aimed in this thesis to observe the definition of Nucleostemin which
has been considered to have a prognostic role in determining Glioblastoma Multiforme
brain tumour. As a result of this thesis, it’s been aimed to provide basis to develop a new
indicator which could be effective in diagnosis and prognosis this illness. In consequence
of analyses made, it’s been considered that diagnose and prognose of NS inside GBM

tumour cells could not be used as a target.

Key words: Nucleostemin, Real Time PCR, Glioblastoma Multiforme
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1. GIRIS

Kanser, giinlimiiziin 6liim nedenleri arasinda ikinci sirada yer almaktadir. Kanserde
tedaviyi olanakli kilmayi amacglayan kanser arastirmacilart kanserin biyolojik kokeni,
kansere egilimi artiran genetik degisiklikler ve kanser olusumuna katilan genler ve sinyal
ileti yollarini aydinlatma alanlarinda biiyiik gelismeler kat etmektedir. Son yillarda kanser
arastirmalarinda dikkati ¢eken ve tedavide yardimci yeni hedef molekiillerin ve
belirteglerin ortaya c¢ikmasimi saglayan en Onemli gelismelerden biri kanser kok

hiicrelerinin kesfedilmesi olmustur.

Kok hiicreler, kendi-kendilerini yenileme ve belirli organa veya dokuya 0zel
karakteristikleri olan, olgun hiicreye farklilasan hiicreler olarak tanimlanmaktadir. Kok
hiicre biyolojisinde en 6nemli konu; kendi-kendini yenileme ve farklilagmay1 diizenleyen
mekanizmalarim1 anlama ¢abalaridir. Farkli organlardaki kok hiicrelerin  gelisim
potansiyelinin degisik olmasina karsin, biitin kok hiicreler kendi kendini yenileme ve
farklilagsma arasindaki dengeyi korumakla yiikiimliidiir. Kanserle ilgili bir¢ok sinyal ileti
sistemi kok hiicrelerin kendi-kendini yenileme ve farklilasmasini da diizenlemektedir.
Normal ve transforme olmus kok hiicrelerin kendi-kendilerini yenileme mekanizmalari
benzer sinyal ileti sistemleri ile, fakat farkli sekilde diizenlenmektedir. Normalde kok
hiicrelerinin kendi-kendilerini yenilemesini diizenleyen sinyal ileti sistemleri, sistemde
aksilik oldugunda tiimér olusumuna onciilik eder. Bunun yani sira sinyal yolaklarinin
anlasilmas1 kadar kok hiicrelerin farklilasmasinda rol aldigi diisiiniilen ve bdliinen
hiicrelerde belirte¢ olarak kabul edilebilecek bazi ¢ekirdek ve sitoplazma proteinlerinin

ekspresyonlarinin aragtirilmasi da olduk¢a 6nem kazanmastir.

Yapilan calismalarda normal kok hiicreler ile kanser kok hiicreleri arasinda bir ¢ok
benzerlik bulundugu saptanmistir. Kanser kok hiicre teorisine gore, bunlar kanser
hiicrelerinin kendi-kendilerini yenileme ve farklilasma 6zelligi olan alt gruplaridir. Yalniz

bu iki 6zellige sahip hiicreler “Kanser Kok Hiicresi” (KKH) olarak adlandirilir.



Son zamanlarda yapilan ¢alismalar sayesinde kan, meme, beyin, dalak, bas ve boyun,
kolon, deri, ve yumurtalik kanserlerinde KKH'lerin oldugu bildirilmektedir (Singh et al.
2004, Li et al. 2007, Prince et al. 2007).

Immiin yetersiz farelerde yapilan fonksiyonel ¢alismalar tiimorde, yalnizca belli grup
hiicrelerin  tiimdr biiylimesini sagladigini, fakat diger hiicrelerin saglamadigim
gostermektedir. Bu da kanser kok hiicrelerinin kendi-kendini yenileme ve farklilagsma

olmak tizere iki ana gérevi oldugunu gostermektedir (Al-Hajj et al. 2004).

Kanser kok hiicre hipotezi ile kanserin, tiimor dokusunda olusan kok veya Oncii
hiicrelerden olustugu 6ne stiriilmektedir. Kanseri baslatan hiicreler olarak da adlandirilan
kanser kok hiicreleri, kanserin baglamasi, ilerlemesi ve klasik tedavi sekillerine direng
gostermesinden sorumludurlar. Multi-potent dokuya 6zgii, yetiskin kok hiicrelerde ve oncii
hiicrelerde ortaya ¢ikan genetik ve epigenetik degisikliklerin, kanser kok hiicrelerinde
timor olusumuna Onciiliik ettigi bir¢ok arastirict tarafindan gosterilmektedir. Timor
gelisimindeki kanser kok hiicre modeli, hasta tiimor dokusundan izole edilen son derece
16semik veya tiimorijenik kanser kok hiicrelerinin in vivo ve ex vitro olarak farklilagmis
kanser hiicre kitlesi olusturdugu ve bunlarin 16semi veya tiimor olusumundan sorumlu

oldugunun gosterilmesi ile desteklenmektedir (Mimeault et al. 2007).

Glioblastoma Multiforme (GBM), giiniimiizde yaygin olarak rastlanan ve mortalitesi
oldukca yiiksek bir beyin tiimori tipidir. Erigkinlerde en sik rastlanan ve en malign beyin
timorii olmakla beraber hizli ilerlemesinin yami sira ¢evre dokulara ¢abuk ve yogun
yayllmasi nedeni ile de tedavisi olduk¢a zordur. Tiimdriin tamaminin cerrahi olarak
cikarilmasi da genellikle miimkiin olmamaktadir. Ayni tiimor dokusunda ve farkli hastalara
ait timor Orneklerinde genetik yapinin degismesinden dolayr ‘‘multiform’ olarak
isimlendirilmektedir. Tiim kanserlerde oldugu gibi GBM dokusuna ait tiimor hiicrelerinde
de yasam sinyallerinin aktivasyonunda artis, anjiyogenez, kontrolsiiz boliinme, doku

invazyonu ve apoptoza direng goriilmektedir.



Son zamanlarda bir¢cok c¢alisma beyin tiimorii hiicrelerinin fenotip, sinyalizasyon ve
davranig agisindan noral kok hiicrelere benzedigini gostermistir. Bu benzerliklerin 15181
altinda beyin tlimérlerinin kok hiicrelerden meydana geldigi ve kendini yenilemede noral

kok hiicreler ile ayn1 stratejiyi izledigi desteklenmistir.

Tim bu bilgilere dayanilarak beyin tiimdrlerinin kanser kok hiicrelerini icerdigi ve kanser
kok hiicrelerinin timor gelisiminde kritik bir role sahip oldugu 6ngoriilmektedir (Mahshid

et al. 2010).

Niikleostemin’in islevsel olarak embriyonun erken evreleri i¢in gerekli oldugu kadar,
noral kok hiicrelerin ve kanser hiicrelerinin ¢ogalabilmesi icin de gerekli oldugu
bilinmektedir (Tsai and McKay 2002, Beekman et al. 2006). Cekirdek proteinleri, ribozom
biyogenezi ve p53 fonksiyonlarini kontrol ederek hiicre boliinmesi ve farklilagsmasini
diizenlemektedir. Niikleosteminin gen {irlinii de bir ¢ekirdek proteinidir. Niikleosteminin
embriyonik kok hiicreler ve primitif kemik iligi hiicrelerinde ¢okca ifadelenirken hiicre
farklilasmasinin basinda aniden ortadan kayboldugu 2002 yilinda Tsai ve McKay
tarafindan One striilmiistiir.. Bu nedenle kok hiicrelerin ve kanser hiicrelerinin kendi
kendini yenileme ve farklilagma evresinde olduk¢a Onemli bir rolii oldugu
diisiiniilmektedir. Normal kok hiicrelerin yani sira literatiirde niikleosteminin 6zefajiyal
yass1 hiicre karsinomu, prostat kanseri, meme kanseri, mide ve karaciger kanseri, renal
karsinom ve akciger kanser hiicreleri gibi kanser hiicrelerinde eksprese oldugu

bildirilmistir.

Bu tez calismasinda; normal kok hiicreler ile kanser kok hiicreleri arasindaki benzerlikten
yola ¢ikilarak, bircok kok hiicre tipinde ve insan kanser hiicrelerinde oldukca fazla
miktarda ifadelendigi bilinen ve normal kok hiicrelerde kendini yenileme ve doku
onarimindan sorumlu bir ¢ekirdek proteini olan Niikleosteminin, en malign beyin
tiimorlerinden biri olan Glioblastoma Multiforme tiimoér dokularindan elde edilen

hiicrelerdeki ekspresyon miktarinin saptanmasi amaglanmustir.



2. KURAMSAL TEMELLER

2.1. Niikleostemin

Niikleostemin (NS) ilk olarak 2002 yilinda Tsai ve McKay tarafindan tanimlanmais, kendini
yenileme ve doku onarimindan sorumlu olan bir ¢ekirdek proteinidir (niikleo-stem-in).
Ismindeki “‘stem’” eki de ¢ekirdek icinde bulunmasi dolaysi ile verilmistir. Niikleostemin
p-53 ve MDM2’ye baglanan, ¢ekirdekcik ile niikleoplazma arasinda gidip gelen bir GTP-
baglanma proteinidir. NS; G1-S ve G2-M hiicre dongiisii gegislerinde rol alarak hiicre
dongiistiniin - devamliliginin  saglanmast, oncli rRNA islenmesi, niikleoplazmik
translokasyon ile stres cevabi, hiicresel yaslanma (seliilar senesens) ve hiicre ¢ogalmasinin

inhibisyonu gibi bir ¢ok farkli hiicresel siiregte gorev almaktadir (Huang et al., 2011).

Ik olarak néral kok hiicrelerde ve eriskin memeli testisinde yiiksek olarak ifadelendigi
goriilen niikleostemin (Tsai and McKay 2002) daha sonra hiicre dongiisiiniin kontrolii,
tiimdr olusumu ve hiicre yaslanmasi ile ilgili olan ¢aligmalarin odak noktas1 olmustur (Tsai
and Meng 2009). Memeli niikleostemini aslinda noral kok hiicreler (NKH) ve insan kanser
hiicrelerinde bol miktarda bulunan bir gen olarak tanimlanmissa da daha sonralar1 bir¢ok
kok hiicre tipinde de olduke¢a fazla miktarda ifadelendigi bulunmustur (Tsai and McKay
2002, Baddoo et al. 2003). Niikleosteminin islevsel olarak embriyonun erken evreleri i¢in
gerekli oldugu kadar, noral kok hiicrelerin ve kanser hiicrelerinin ¢ogalabilmesi igin de
gerekli oldugu bildirilmistir (Tsai ve McKay 2002, Beekman et al. 2006). Ilk tanimlandi§1
yil olan 2002°den bu yana memelilerde (Baddoo et al. 2003, Beekman et al. 2006, Zhu et
al. 2006, Ma and Pederson 2007, Dai et al. 2008, Meng et al. 2008, Ohmura et al. 2008),
kurbagalarda (Beekman et al. 2006), semenderlerde (Maki et al. 2007), nematodlarda
(Kudron and Reinke 2008), meyve sineginde (Kaplan et al. 2008) ve mayada (Du et al.
2006) olmak iizere niikleosteminin biyolojisini ve niikleostemin ile iligkili genleri arastiran

caligmalarin sayis1 giderek artmistir.



NS,¢ok yakin bir tarihte tiimor siipresor protein olan p 53’e baglanan ve hiicre ¢ogalmasini
diizenleyen bir protein olarak olarak tanimlanmigstir. NS ekspresyonu genellikle hiicre
dongiisiinden ¢ikmadan Once farklilasmanin erken evresinde azalmaktadir. Ayrica NS nin
knockdown’u 6nemli bir sekilde kanser hiicresi ve kok hiicre ¢ogalmasini engellemektedir.
Calismalardan elde edilen bu ilk gézlemler NS’ nin hem kok hiicrelerdeki multipotensi hem
de kanser hiicresi ve kok hiicrelerin ¢cogalmasini diizenledigi seklinde bilgilerin ortaya
cikmasina sebep olmustur. Son yapilan ¢alismalar ise NS’ nin aslinda biiylik 6l¢iide birgok
normal c¢ogalmakta olan hiicrede de kanser hiicrelerinde oldugu gibi ifadelendigini
gostermistir. Son zamanlarda yapilmis ¢ogu calismada ise NS’nin aslinda sadece kanser ve
kok hiicrelerde degil farklilasmis bazi normal hiicrelerde de sentezlenebildigini ortaya

cikarmustir (Yoshida et al., 2011).

Protein yapisi nedeniyle niikleostemin, prokaryotlardan okaryotlara kadar farkli tiirlerde
bulunan YlgF/YawG GTPase ailesine mensup bir proteindir (Leipe et al. 2002).
Okaryotlarda; niikleostemin, GNL3L (guanine nucleotide binding protein like-3) ve Ngp-1
(nucleolar GTP binding protein-1) proteinleri YIqF/YawG GTPase ailesinin i¢ginde GTP
baglama bolgeleri olan proteinler olarak tanimlanmistir ve bu proteinler YIqF/YawG
GTPase ailesinin alt grup proteinleridir. Bu proteinler birbirleri ile ¢ok siki bir iliski i¢inde
olup (Sekil 2.1.), agirlikli olarak niikleolus (¢ekirdekcik) iginde yerlesmislerdir (Sekil 2.2.)
(Tsai and Meng 2009).

Bircok YIqF/YawG proteininin (niikleostemin, GNL3L ve Ngp-1 dahil) GTP’yi bagladig
goriilmiistiir (Meng et al. 2006, Tsai and McKay 2005); ancak ¢ok azinin GTPaz
aktivitesine sahip oldugu deneysel olarak onaylanmistir (Tsai and Meng 2009).

Erigskin memeli dokularinda, niikleostemin yiiksek miktarda sadece testislerde
ifadelenirken (Tsai and McKay 2002), GNL3L ise 6ncelikli olarak beyincik ve on beyinde
ifadelenmektedir (Yasumoto et al. 2007). Sinirsel gelisim sirasinda, GNL3L
farklilasmamis noral kok hiicrelerde (NKH) daha diisiik seviyede ifadelenirken
niikleostemin, agirlikli olarak farklilasmamis NKH’lerde ve erken noroepiteliyal

onciillerinde ifadelenmektedir (Tsai and McKay 2002).
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Sekil 2.1. Farkli tiirlerdeki niikleostemin, GNL3L ve Ngp-1 proteinlerinin sematik
diyagramlari. Kisaltmalar: Sce, Saccharomyces cerevisiae; Cel, Caenorhabditis elegans;
Dme, Drosophila melanogaster; Mmu, Mus musculus; B, temel; C, cift kivrimli; GTP,
GTP-baglama motifleri (G5*, G4, G1, G2, ve G3); R, RNA-baglama; A, asidik. Protein
yapilar1 farede de insanda oldugu gibi aynidir (Tsai and Meng, 2009)

Birlesim Birlesim Birlesim

Sekil 2.2. Niikleostemin (NS), GNL3L ve Ngp-1’in U20S hiicrelerindeki hiicre igi
dagilimlari. Yesil renkte goriilen C-ucuna baglanan yesil floresan boya, kirmizi renkte
gorlilen anti-B23 immiinofloresan boya ile boyanmis proteinler. Sar1 renkte goriilen ise
kirmizi ve yesil gorilintiileri {ist iiste ¢akistirarak elde edilmis goriintii (Tsai and Meng
2009)



2.1.1. Omurgalilarda niikleosteminin ortaya ¢ikisi

Evrimsel siiregte niikleostemin alt familya genlerinin varligi ve degisimi mevcut olan tiim
veri tabanlarinda yapilan genis ¢apta bir arastirma ile ortaya ¢ikarilmistir. Bu arastirmalarin
sonucunda niikleostemin alt familya genleri olarak tanimlanan niikleostemin (NS), GNL3L
ve Ngp-1 genlerinin tiim omurgal: tiirlerinde, bulundugu tiire 6zgii olan ayr1 genler oldugu
bulunmustur. Fakat ilging bir sekilde, Drosophila melanogaster (CG3983), Caenorhabditis
elegans (K01C8.9), Saccharomyces cerevisiae (Nugl) ve Schizosaccharomyces pombe
(Grnl)’nin tamamen sekanslanan genomlarinda hem niikleostemin hem de GNL3L’nin
yalnizca tek bir homologu bulunmustur ve bu homologa GNL3 adi verilmistir. Anopheles
gambiae ve Arabidopsis thaliana gibi heniiz genom sekanslar1 tamamlanmamis olan
omurgasiz tiirleri icin ise hala sadece bir tane GNL3 ve Ngp-1 tanimlanmistir. GNL3’iin
protein irlinleri, insan niikleostemini ve GNL3L’sine benzer bir homoloji tasirken, Ngp-1
ise mayadan insana yiiksek derecede korunmus tek bir gen olarak varligini stirdiirmektedir

(Tsai and Meng 2009).

2.1.2. Niikleosteminin yapis1 ve lokalizasyonu

Niikleostemin g¢ekirdek iginde yer almaktadir. Ugiincii kromozomun p kolunda yer alan
niikleostemin geninin biiyiikliigii 8578 bazdir. Niikleostemin 549 aminoasit dizisinden
olusan, yaklasik olarak 61993 Da biiyiikliigiinde olan bir proteindir (Genecards 2009)
(Sekil 2.3.).
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Sekil 2.3. Ugiincii kromozom {izerinde yer alan niikleostemin geninin yerlesimi p21.31 ile
pl14.3 bantlar1 arasinda gosterilmektedir (http://www.genecards.org/cgi-bin / carddisp .pl?
gene=GNL3)


http://www.genecards.org/cgi-bin%20/%20carddisp%20.pl

Niikleostemin yapisal olarak; bir NH,- terminal ana (B) domain, bir ‘coiled-coil’ (C)
domain, bes GTP-baglayici motif (G5, G4, G1, G2 ve G3), bir COOH-terminal asidik
domain (A) ve G3 motif ile A domain arasinda yer alan engelleyici (I) domainden
meydana gelmektedir (Sekil 2.4). Niikleolar lokalizasyon i¢in NH,-terminal ana domaine
ihtiyag¢  duyulmaktadir. C-domain, I-domain veya A-domaindeki delesyonlar
cekirdekgikteki niikleosteminin statik dagilimini etkilemez. Bu durum B-domain ve GTP-
baglayici motifin niikleosteminin niikleolar hedeflenmesi igin gerekli oldugunu
gostermektedir. |-domain, GTP baglanmadiginda NS’nin niikleolar tutuklanmasin
bloklamaktadir (Tsai and McKay, 2005). Niikleosteminin niikleolar lokalizasyonu igin
GTP-baglayict motifler gereklidir. Hiicre i¢i GTP seviyesinin azalmasi sadece NS’nin
cekirdeksel translokasyonuna degil aynm1 zamanda NS’nin belli bir MDM2 bagimli yolda

ani proteozomal degredasyonunda da sebep olmaktadir (Huang et al., 2011).

(Is GA (Il (lzes |

Sekil 2.4. Memeli niikleosteminin alt birimleri. 1-47 (46 adet) aras1 amino asitleri igeren N-
terminal ana domain (B), ana domaini izleyen ‘‘coiled-coil’’ domain, ‘‘coiled-coil”’
domaini izleyen bes adet GTP-baglayic1 motifler, GTP-baglayict motifleri takip eden
engelleyici domain (1). (Tsai and McKay, 2005)

Niikleostemin, niikleoplazmada diisiik oranda bulunur (Tsai and McKay 2002).
Cekirdekgeik ile niikleoplazma arasinda ¢ift yonlii olarak tasinir. Bu ¢ift yonlii olarak gidip
gelis hizli ve hiicre tipinden bagimsiz bir olaydir (Tsai and McKay 2005). GTP-baglayict
motiflerini ¢ekirdek¢ik ile niikleoplazma arasinda gecisi kontrol etmede bir molekiiler
anahtar olarak kullanmaktadir. B-domain ve GTP-baglayici motiflerinin her ikisi de
niikleosteminin niikleolar lokalizasyonuna katkida bulunur. NS, RNA sentezinin
inhibisyonunu da kapsayan cesitli hiicresel stres etkenlerine cevaben c¢ekirdekgikten
niikleoplazmaya gidip gelmektedir (Huang et al., 2011). GTP-baglayict motiflerin
uzaklagtirilmasi sonucunda p53 bagimli apoptozun indiiklendigi gosterilmistir. Buna gore

de Niikleostemin’in p53 aktivitesini inhibe ettigi diisiiniilmektedir (Tsai and McKay 2002).



Niikleosteminin, niikleolar lokalizasyon ve fizyolojik kosullar altinda timor baskilayici
p53 ile etkilesim i¢in gerekli olan bir ana domain igerdigi bilinmektedir (Tsai and McKay
2005). Niikleosteminin iki GTP baglanma motifleri tasiyan amino ucu niikleosteminin
cekirdek i¢in yerlesimi i¢in 6nemlidir. Niikleosteminin yapisinda ayrica bir ¢ift kivrimli

biikiilme bolgesi ve asidik karboksil ucu yer almaktadir (Bernardi and Pandolfi 2003).

Gl veya G4 GTP-baglayict domainin delesyonu hiicre dongiisiiniin durdurulmasina ve
apoptoza neden olurken, NH,-terminal ana domainin delesyonu hiicre dongiisiine giren
hiicrelerin sayisinda artisa ve daha az hiicrenin apoptoza gitmesine neden olur. G1 ve ana
domainin her ikisinin de delesyonu bazi hiicreleri apoptoz aracili hiicre 6liimiinden kurtarir
(Tsai and McKay 2002, Dai et al. 2008). Boylece, niikleostemin, kok hiicreler ve kanser
hiicrelerinde hiicre dongiisii devamliliginin kontroliinde 6nemli rol oynamaktadir (Zhang et
al. 2009).

NS’nin siRNA ile susturulma deneyleri veya proteolitik par¢alanmasi sonucu tamamen
kaybolmas1 p53 artisi, hiicre donglisliniin durmasi1 veya apoptoza neden olurken,
heterozigot olarak kaybolmasi ise hiicresel yaglanmaya sebep olmaktadir (Huang et al.,

2011).

Niikleosteminin ¢ekirdek ve niikleoplazma arasindaki gidis gelisinin kontrolii GTP
baglanmasi ile olabilecegi distliniilmektedir. GTP baghh olmadiginda c¢ekirdekcikte
yerlestigi bilinmektedir (Bernardi and Pandolfi 2003, Misteli 2005). Niikleosteminin amino
ucundaki temel bolge, cekirdekte yer almasi ve p53 etkilesimi i¢in gereklidir (Bernardi and

Pandolfi 2003) (Sekil 2.5.).

Huang ve arkadaslarinin 2011 yilinda reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) NS
oligomerizasyonu ve protein degredasyonunu diizenlemesi iizerine yaptig1 caligmada
NS’nin 9 adet sistein rezidusu icerdigi bildirilmistir. 9 adet sistein rezidusu iceren NS,
oksidatif strese cevaben oligomerler olusturmaktadir.  Sisteinlerin  oksidatif
modifikasyonlari; protein konformasyonu, aktivitesi, lokalizasyonu, stabilitesi veya baska

proteinlerle etkilesimde degisimlere neden olmaktadir.



ROS’lar; NS oligomerizasyonuna, bozulmus protein degredasyonuna ve daha bariz
oksidatif kosullar altinda NS nin ¢6ziiniirliigliniin azalarak ¢ekirdekcikte tutuklu kalmasina

sebep olmaktadir (Huang et al., 2011).

ROS seviyeleri proteinleri GTP tiiketimi ile bozunmaya karsi dengede tutsa da ayni
zamanda NS protein ekspresyonunun bazal seviyesini artirmaktadir. Ancak ROS’un NS
protein seviyelerini nasil diizenledigi heniiz tam olarak anlasilamamistir. Huang ve
arkadasglart bu durum ig¢in bir hipotez 6ne siirmiislerdir. Bu hipoteze gore; potansiyel bir
mekanizma, yiiksek molekiiler agirliklt NS oligomerlerinin ROS aracili formasyonu
tarafindan NS’nin degredasyonunun diizenlenmesine yol agmaktadir. Bu oligomerler
azalmis NS proteolizi tarafindan olusturulmaktadir. Alternatif olarak ROS seviyelerinin,
sirmekte olan NS degredasyonundan sorumlu proteazlarin aktivitesini direkt olarak
degistirebilecegi one siiriilmiistiir. NS’ nin hiicresel lokalizasyonu, NS’ nin fonksiyonunun

diizenlenmesinde rol alan bir diger ana faktordiir.

Gidip gelen bir protein olarak NS ¢ekirdekcikten ¢ekirdege dogru serbest kaldiginda hem
MDM2 hem de p53 ile baglanmaya meyillidir. Artan oksidasyon ile beraber NS
cekirdekcikte tutuklu kalarak geri doniisiimii olmayan bir oksidasyona ugrar ve ¢oziinmez

fraksiyonlara dontistir.

Artan ROS seviyeleri NS fonksiyonu tamir edilemez bir bi¢imde degistirmektedir. NS, iki
adet niikleolar hedefleme bolgesi igerir. Bu bolgeler N-terminal ana domain ve GTP-
baglanma domainidir. Bu iki domainin delesyonu biiylik dlciide niikleoplazmik birikmeye
sebep olmaktadir. Dort adet sistein igeren bir boliimiin delesyonu hem protein seviyesinin

hem de niikleolar lokalizasyonun azalmasina neden olur (Huang et al., 2011).
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Sekil 2.5. Niikleosteminin gekirdek ile niikleoplazma arasindaki gidis gelisi. (a) iki ayri
GTP baglama bolgesi iceren niikleosteminin ¢ekirdek ve niikleoplazma arasindaki gidis
gelisinin diizenlenmesi GTP baglanmasi ile olmaktadir. GTP’ler ayrildiginda ¢ekirdekgikte
bulunan niikleostemin, GTP’ler baglandiginda niikleoplazmada yer alir.(b) Kanser
hiicreleri veya kok hiicrelerde niikleosteminin gen ifadesinin artis1 ile, GTP bagh
niikleosteminlerin niikleoplazmaya ¢ikarak amino ucu temel bolgesi ile p53’e baglanip,
p53’iin hiicrede birikmesi Onlenerek aktif hiicre bdliinmesine neden olur. (c¢) Hiicre
farklilasmas1 sirasinda niikleostemin, p53°lin etkinlestirilmesi ve belli bir diizeyde
tutulmas1 yoniinde caligmaktadir. Niikleosteminin asir1 ifadelenmesi veya delesyon
mutasyonlart sonucunda hiicre, yasam dongiisiinden ¢ikmakta veya apoptozis ile ortadan
kalkmaktadir (Bernardi and Pandolfi 2003)

2.1.3. Niikleosteminin diger proteinlerle etkilesimi

Memelilerde proteinlerin  bircogunun niikleosteminle etkilesim i¢inde oldugu
goriilmektedir. Fonksiyonel sonugclar, niikleosteminin p53 (Ma and Pederson 2007, Tsai
and McKay 2002), MDM2 (Mouse double minute 2) (Dai et al. 2008, Meng et al. 2008),
TRF1 (telomeric repeat binding factor 1) (Zhu et al. 2006), ARF (alternative reading
frame) (Ma and Pederson 2007) ve RSL1D1 (ribosomal L1 domain containing 1) (Meng et
al. 2006) ile etkilesim i¢inde oldugunu ortaya ¢ikarmistir (Sekil 2.6.).
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Sekil 2.6. GNL3L ve NS’nin diger proteinlerle etkilesimi. GNL3L ve NS, MDM2-p53
yolaginda karmasik diizenleyici bir ag olusturmaktadir. Her iki protein de MDM2’nin
dengede tutulmasinda benzer faaliyetler gosterir ancak diizenleme bigimlerinde farkliliklar
bulunmaktadir. Ok isaretleri ve X’ler siras1 ile uyarici veya baskilayici fonksiyonlari
belirtmektedir. Kesikli ¢izgiler ise niikleolar mekanizmalar tarafindan diizenlenen bir olay1
gostermektedir (Meng et al., 2011)

p53, MDM2, RSL1D1 (ribosomal L1 domain-containing 1) ve TRF-1 (telomeric repeat
binding factor 1) gibi bir takim c¢ekirdek proteinleri NS ile etkilesim icerisindedir. Bu farkli
proteinlerin NS ile etkilesimi sayesinde olan regiilasyonlari, hiicre dongiisiiniin fonksiyonel
degisimi ve telomer devamliliginda 6nemli bir rol oynamaktadir. Ancak bu regiilasyonun
mekanizmasi heniiz tam olarak aydinlatilmamistir (Huang et al., 2011).Cogu Niikleostemin

etkilesimli proteinler GNL3L’ye kars1 benzer baglayici afiniteler gostermektedir.

Niikleostemin ile etkilesen RSL1D1, 6strojen-iligkili reseptor (ERR) familya proteinleri ve
sadece GNL3L baglayan TERT (telomeraz revers transkriptaz) ise GNL3L ile nadir iligkili
proteinler arasinda yer almaktadir. RSL1DI1 baglanmasi niikleosteminin niikleolar
birikiminde rol oynamaktadir. (Fu ve Collins, 2007; Yasumoto ve ark., 2007). Buna bagh
olarak GNL3L ve RSLI1DI arasinda bir etkilesim olmamast GNL3L nin ¢ekirdek¢ikte ¢cok
kisa siire kalmasii agiklayabilir (Meng et al. 2006). GNL3L, bir tek yolakta TRF1 ile

etkilesimden kaynaklanan zit etkiler gosterebilir.
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GNL3L, TRF1 protein dengesi lizerinde TRF1’in ubikitilasyonunu 6nleyen bir ters etki
gosterirken niikleosteminin asir1 ifadelenmesi TRF1’in degredasyonunu destekler (Zhu et
al. 2009).

Yoshida ve arkadaglarinin 2011 yilinda yaptig1 ¢alisma, NS’nin ¢ogalmay:1 destekleyen
fonksiyonunun sadece p53’e baglanabilme aktivitesi ile ilgili olmayabilecegi fikrini ortaya
atmistir ve NS’nin p53 disinda bagka aracilar ile de baglantili olabilecegini sOylemektedir.
Bu aracilardan biri olarak p27 geni gosterilmektedir. NS’nin p27 ekspresyonunu
diizenleyebildigi ve bu molekiil araciligi ile hiicre dongiisiiniin durmasima neden
olabilecegi diisliniilmektedir. Oral yassi hiicre karsinomasi hiicrelerinde yapilan bu ¢aligma
NS’nin hiicre dongiisiinii durdurmak i¢in p53 bagimsiz bir yolagi kontrol edebilecegini dne

stirmektedir (Yoshida et al., 2011).

2.1.4. Niikleosteminin olasi islevleri ve biyolojik fonksiyonu

Niikleostemin (NS); embriyonik kok hiicreler, eriskin merkezi sinir sistemi hiicreleri,
kemik iligindeki primitif hiicreler ve meme kanseri, renal karsinom ve akciger kanser
hiicreleri gibi kanser hiicrelerinin ¢ekirdek¢iginde ve kanser hiicre hatlarinda lokalize
olmus ancak bazi erigkin dokularin farklilasmis hiicrelerinde bulunmayan niikleolar bir
proteindir (Tsai and McKay 2002, Liu et al. 2004). Esas olarak niikleostemin bir p53
baglama proteinidir. Cogalmakta olan hiicrelerde olduk¢a fazla eksprese edilen
niikleostemin hiicre proliferasyonunun diizenlenmesi i¢in gereklidir. Ilk olarak farklilagmis
hiicrelere nazaran insan kok hiicrelerinde yliksek seviyede eksprese edilen bir protein
olarak kesfedilmis ve temelde sinirsel kok hiicrelerde (NKHler) ve insan kanser

hiicrelerinde ekspresyonu artmis bir gen olarak tanimlanmistir (Tsai and McKay 2002).

Daha sonra kok hiicrelerin diger birgok tiirlerinde eksprese edildigi gosterilmistir (Baddoo
et al. 2003, Tsai and McKay 2002).Ayrica belirli kanser tiplerinde de ekspresyonu
saptanmustir (Kaplan et al. 2008).
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Islevsel olarak, erken embriyogenez icin oldugu kadar (Beckman et al. 2006, Zhu et al.
2006) embriyonik NKH’lerin ve insan kanser hiicrelerinin (Tsai and McKay 2002) in vitro
¢ogalmasi i¢in de gereklidir. Erken embriyogenezde niikleostemin ve niikleostemin-iliskili

genlerin gerekli bir rolii oldugu tiim tiirler i¢in saptanmistir (Tsai and Meng 2009).

Niikleostemin, diizenleyici yolaklarda gorev alir ancak hakkindaki kanser ve kok
hiicrelerde eksprese edilmesine ragmen bazi farklilasmis hiicrelerde neden bulunmadigi,
ekspresyon hatalarinin hangi tiimdrlerde oldugu ve mekanizmalari, kanser hiicrelerindeki
reaktivasyonunun zamanlamasinin ne oldugu gibi esaslar tam olarak bilinmemektedir (Liu
et al. 2004). Kok hiicre ve kanser hiicreleri arasinda bulunan benzerliklere gore tiimorler
normal kok hiicrelerin doniistimiinden kaynaklanabilmektedir. Baz1 sinyal yolaklarinin kok
hiicre ve kanser hiicrelerinde kendini yenileme durumunu diizenleyebildigi
diistiniilmektedir (Reya et al. 2001). Niikleosteminin ekspresyon seviyesi belirgin olarak
embriyo donemi ve kok hiicrelerin farklilagmasindan dolay1 eriskin gelisimi siiresince
azalir. Ornegin, tercihen ndroepiteliyal onciillerinde embriyogenez siiresince eksprese
edilir ancak merkezi sinir sistemi farklilasmasi boyunca ekspresyonu azalir. Ayrica
niikleosteminin ekspresyonu eriskin kemik iligi hematopoetik kok hiicrelerinde de

goriiliirken, islenmis B-lenfositlerde ve graniilositlerde bulunmamaktadir (Liu et al. 2004).

Niikleostemin esas olarak hiicre biiyiimesinde ribozom biyogenezinin ger¢eklesmesi gibi
anahtar olaylarin meydana geldigi ¢ekirdekcikte lokalize olur. Bu durumda niikleolar ve
niikleoplazmik bolge arasindaki niikleostemin miktar1 c¢ekirdekgigin  aktivitesini
diizenlemek icin bir yol saglayabilir (Tsai and McKay 2005). Bu fikrin temeli
cekirdek¢igin boyutu, niikleolar aktivite ve hiicre biliylime orani arasindaki pozitif
korelasyonun gosterilmesine dayanmaktadir (Derenzini et al. 1998, 2000). Ozellikle 6nciil
RNA yapiminda ribozom biyogenezinin bir pargasi olarak yeni bir role sahiptir (Romanova
et al. 2009).
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Niikleosteminin kanser hiicreleri ve kdk hiicrelerinde hiicre cogalmasinin diizenlenmesinde
rol aldig1 diisiiniilmektedir. Ozellikle mide kanseri, karaciger kanseri (Liu et al. 2004) ve
prostat kanserinde (Liu et al. 2008) biiyiimenin diizenlenmesinde 6nemli rol oynadigi
belirlenmistir. Prostat kanserinin bulundugu dokularda ve hiicre serilerinde niikleostemin
ifadesinin oldukca yliksek oldugu gosterilmistir. Yapilan ¢alismada niikleosteminin gen
ifadesi susturuldugunda prostat kanseri hiicre serisi PC-3’iin ¢ogalabilme kapasitesinin

anlamli oranda baskilandig1 gosterilmistir (Liu et al. 2008).

Niikleosteminin, ndron, kanser ve embriyonik kok hiicrelerde ve kanser hiicre serilerinde
de ifadelendigi belirlenmistir (Tsai and McKay 2002, Yang et al. 2005, Maki et al. 2007,
Liu et al. 2008, Ma and Pederson 2008). Hemen hepsinde ilging olan bulgu niikleostemin
gen ifadesinin hiicresel farklilasma ile birlikte belirgin bir sekilde azalmasidir.
Niikleostemin, embriyogenez sirasinda noroepitel 6ncii hiicrelerinde ve yetiskin  kemik
iligi hematopoietik kok hiicrelerde ve yetiskin kemik iligi hematopoietik kok hiicrelerinde

ifadelenmektedir (Kafienah et al. 2006).

Kemik iligi kok hiicreleri osteositlere farklilastiginda niikleostemin ifadesinin baskilandigi
belirlenistir (Bernardi and Pandolfi 2003, Kafienah et al. 2006). Yaghoobi ve
arkadaslarinin yaptig1 ¢calismada (2005) niikleosteminin, kok hiicrelerin kendini yenileme
mekanizmasini stirdiirmede rol aldig1 ve farklilasmis hiicrelerin ¢ogunda ifadelenmedigi

belirtilmistir (Yaghoobi et al. 2005).

Sican kemik iligi stroma hiicrelerinde, noronal farklilagsmaya yonlendirilmeden 6nce ve
sonra, proliferasyonun ve farklilagmanin diizenlenmesinde anahtar rol oynayan
niikleostemin, Oct-4 ve Nanog gibi proteinlerin ifadelenmeleri ile karsilastirilmistir
(Yaghoobi et al. 2005). Elde edilen veriler gostermistir ki, Oct-4 ve Nanog proteinleri
farklilasmis veya noronal farklilasma gosteren hiicrelerde hi¢ ifadelenmemekte,
niikleostemin bu proteinlerin aksine farklilagmamis kemik iligi kok hiicrelerinde yiiksek

diizeyde ifadelenmektedir (Yaghoobi et al. 2005).
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Bu verilerden yola ¢ikarak hiicrede 6nemli diizenleyici iglevleri olan proteinlerden biri olan
niikleosteminin kardiyak kok hiicre kiiltiiriindeki yliksek ifadelenmesi hiicre ¢ogalmasini

artirirken, kromozomlarda telomer uzunlugu aymi kalmakta ve farklilasma durmaktadir

(Siddiqi, S. ve ark., 2008).

Niikleostemin hiicre ¢ekirdeginde, Murine Double Minute-2 (MDM-2) proteini ile fiziksel
olarak iliski i¢indedir ve MDM-2’nin merkezindeki asidik bolgeye baglanir (Dai et al.
2008). Niikleostemin miktarinin artmasi, p53’e baglanarak p-53’iin yikimini saglayan
MDM-2 proteininin tutulmasina neden olur. Bu durum hiicrede p53’iin ubikutinlenerek
yikilmasini engeller. Hiicrede p53’iin birikmesi sonucunda hiicre dongiisii G1 asamasinda

kalir ve hiicre boliinmesi engellenmis olur (Dai et al. 2008) (Sekil 2.7.).

Telomere

L5, L11 «———— NS .
synthesis

GTPase

|
|
l
|
Y
M

Sekil 2.7. Niikleosteminin hiicre dongiisiiniin ilerlemesindeki rolleri. NS’nin hem kaybi
hem de artis1 p53°i aktive eder ve MDM2-p53 iletisim agininin bozulmasi nedeni ile
hiicre G1 agmasinda tutuklu kalir. NS nin kaybi’nin niikleolar LS ve L11 proteinlerinin
niikleoplazmaya salinmasina sebep oldugu ve bu proteinlerin niikleoplazmada MDM?2’ye
baglanarak MDM2’nin ubikutin ligaz aktivitesini engelledigi ongoriilmektedir. Buna
karsin fazla ifadelenmis NS ise direkt olarak MDM?2 ile etkilesim igerisindedir ve bu
durum da MDM2’nin ubikutin ligaz aktivitesini p53 birikmesine yol agarak
engellemektedir. NS’nin ayrica bir telomeraz inhibitorii olan TRF1’in gorevini de

engelleyerek telomeraz sentezinin devamliliginda rolii oldugu diistiniilmektedir (Ma and
Pederson, 2008).
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Dai ve arkadaglarinin 2005°de yaptig1 calismada niikleostemin geninin susturulmast
sonucunda MDM-2’nin L5 ve L11 ribozomal proteinlerle etkilesime girerek yine p53
yikiminm1 engelledigi gosterilmistir. Hiicresel niikleostemin miktarinin MDM-2 {izerinden

hiicre dongiisii kontrol noktalarini p53 bagimli olarak denetledigi gosterilmistir (Dai et al.
2008).

Niikleosteminin in vivo ortamdaki fizyolojik rolii, niikleostemin alelleri etkisizlestirilmis
mutant fare calismalari ile belirlenmeye c¢alisilmistir. Niikleostemin™ embriyolarin 4.
giinde o6ldiikleri belirlenmistir (Beekman et al. 2006). Niikleostemin mutant blastosistlerin
kullanildig1 aragtirmalar sonucu elde edilen verilere gore pluripotensinin siirdiiriilmesinde,
cekirdekgik bitiinliigiiniin  korunmasinda ve embriyonik kok hiicrelerin  yasamini
sirdiirmesinde gerekli olmadigi, ancak niikleostemin alelleri homozigot mutant olan
blastosistlerde fonksiyonel p53°tn yoklugunda bile S fazina girisi engelledigi
belirlenmistir (Beekman et al. 2006).

Bu veriler dogrultusunda su sonug¢ elde edilmektedir; niikleosteminin atasal fonksiyonu
p53°den bagimsiz olarak, kok hiicre/dncii hiicre gogalma oraninin kontroliinii saglamaktir
(Beekman et al. 2006). Niikleosteminin bu oranin kontroliinii saglarken asimetrik boliinme
mekanizmalarinda bir fonksiyonunun olup olmadigi konusunda literatiirde herhangi bir
bilgi bulunmamaktadir. Asimetrik hiicre bdliinmesi sitoplazmik determinantlarin
yerlesimine ve mitoz mekigi mikrotiibiiliislerinin diizgiin dizilmis olmasina baghdir.
Halkali solucanda germ kok hiicrelerinin boliinmesinde ve larva biiyiimeleri igin
niikleosteminin gerekli oldugu belirlenmistir (Kudron and Reinke 2008). Niikleosteminin
ribozom biyogenezini etkileyerek veya kok hiicreye 6zgii ve ¢ogalma yetenegi yiiksek
hiicrelerde oldugu gibi ¢ekirdek kokenli diger aktiviteleri etkileyerek ¢cogalmayi kontrol
edip etmedigi cok acik degildir. Ancak bu c¢aligmada halkali solucandaki niikleostemin
(nst-1) geninin yoklugu soma hiicresindeki biiylime hasari nedeniyle larva asamasinda
durdurulmus fenotipe yol agmaktadir. Nst-1 mutantlarda ribozom biyogenezindeki hasar
nedeniyle rRNA’larin diizeylerinin diistiigii ileri siiriilmektedir (Kudron and Reinke 2008).

17



Niikleostemin ‘‘telomeric repeat-binding factor 1(TRF1)’’ ile de iliski i¢indedir ve bu
proteinin yikimini arttirmaktadir (Zhu et al. 2006). Ancak bunu ubikitinasyon araciligiyla
yapmadig1 diistiniilmektedir. TRF1 embriyogenezin erken safhalarinda onemlidir ve
telomer uzunlugunu olumsuz yonde etkiler. Bu c¢alisma niikleosteminin fare embriyon
fibroblastlarinin yaslanmasiin gecikmesi ve erken embriyogenezle iliskili oldugunu

kanitlamaktadir (Zhu et al. 2006).

HI1299 (p53’siiz kiigiik hiicreli olmayan akciger kanseri hiicre dizisi) hiicre dizisinde
cekirdekte niikleostemin varligi gosterilmistir. Bu protein hiicre dongiistiniin interfaz
asamasinda cekirdekgikte yogun bir sekilde gozlenirken niikleoplazmadaki miktar1 diisiik
olarak gbzlenmistir. Mitoz boliinmede ise niikleosteminin ¢ekirdek bolgesi ile iliskisinin

azaldig1 ve sitoplazmaya yayildigi belirlenmistir (Tsai and McKay 2002).

Niikleostemin delesyonu G2-M ve G1-S hiicre dongiisii fazlarinin degisiminde hatalara
neden olmaktadir. GNL3L baglanmasi, kendi koaktivatorii ile yarisarak ve telomer
uzamasini engelleyerek ERR familyasi proteinlerinin transkripsiyonel aktivitelerini
baskilar, bu da GNL3L nin niikleosteminden daha genis aktiviteye sahip oldugunu gosterir.
Niikleostemin ve GNL3L’nin tek bir yolakta zit etkiler ortaya koyabilecegini destekleyen
tek kanit onlarn TRF1 ile olan etkilesimlerinden gelmektedir. Niikleostemin’in agiri
ekpresyonu TRF1’in degredasyonunu diizenler (Zhu et al. 2006); buna karsin GNL3L,
onun ubikitinasyonunu engelleyerek TRF1 protein stabilitesi {izerinde zit bir etki

yaratmaktadir (Zhu et al. 2009).

Tiimdr baskilayict p53’iin destabilizasyonu veya inaktivasyonu hiicre proliferasyonunun
devamliligint saglamak icin gerekmektedir (Vogelstein et al. 2000). Bununla birlikte,
p53°1in hiicre dongiisiiniin devamlilig1 veya dongiiden ¢ikistan sorumlu birgok potansiyel
upstream regiilatorlerinin neler oldugu hala tam anlamiyla bilinmemektedir (Tsai and

McKay 2002, Baddoo et al. 2003, Liu et al. 2004).
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pS3; hipoksi, besin kitligi, 1s1 soku ve DNA hasarinin da dahil oldugu pek cok stres
sinyaline Kkarsilik  hiicre dongiisiiniin durdurulmasina neden olan esas diizenleyici
proteindir (Vogelstein et al. 2000, Vousden 2006). Bu uyaricilar sik sik niikleolar
organizasyonda diizensizlik baslatir ve p53 aktivasyonuna neden olur. Tiim bu veriler
cekirdek¢igin strese cevaben hiicre dongiislinin modiilasyonunda rol oynadigim

kanitlamaktadir (Rubbi and Milner 2003, Horn and Vousden 2004, Raksa et al. 2006).

Niikleostemin ve p53 oncelikle niikleoplazmik bir etkilesim araciligiyla ¢aligir (Tsai and
McKay 2002, Tsai and McKay 2005). Tiimor baskilayict protein olan p53, ¢esitli stres
durumlarinda DNA tamiri, senesens, apoptozis ve hiicre dongilisii durdurulmasina neden
olan protein Uriinleri iireten bir¢ok hedef geni diizenlemektedir. Stres altinda olmayan
hiicrelerde, p53 inhibitérii olan MDM2 (Murine Double Minute-2) tarafindan diisiik
seviyede tutulur. MDM?2, p53°iin negatif regiilatoriidiir. Cesitli streslere cevaben p53,
MDM2’nin inhibisyonu araciligiyla dengede tutulur ve fazlaca aktive edilir. Bu stresler
DNA hasari, onkojenik ve niikleolar streslerdir. DNA hasar1 hem p53 hem de MDM2’nin
fosforilasyonunu indiikler ve dolayisiyla p53’i aktive eder (Meng et al., 2011).

Onkogenik stresler ise tiimor baskilayici protein olan pl4ARF (alternate reading frame
[ARF] )’nin ekspresyonunu indiikler. PI4ARF, MDM?2’ye baglanarak onu inhibe eder ve
MDM2’nin p53’e baglanmasini 6nler. PI4ARF MDM2’ye baglanarak onun cekirdekg¢ikte
tutulmasin1  saglar. Bdylece MDM2 p53°e baglanamaz ve p53 degredasyonu
gerceklesemez. P14ARF, p53’iin pozitif regililatoriidiir.

Timor baskilayict p14ARF kesin olarak niikleostemin ile ribozom-seyrek niikleolar
bolgelerde kolokalizedir. P14ARF, niikleosteminin bir upstream regiilatoriidiir (Ma and
Pederson 2007). Niikleostemin’in p53 ile etkilesimi oldugu disiiniiliirken (Tsai and
McKay 2002), pl4ARF’nin, p53’i degrade eden MDM2’ye baglanarak p53’i
degredasyona karsi stabilize ettigi bilinmektedir. Niikleosteminin ortamda bulunmamasi
pS3’i up-regiile eder. Niikleofosmin ve Niikleolin gibi bir ¢ok niikleolar protein ve LS5,
L11, L23 ve S7 gibi ribozomal proteinler MDM2’ye direk olarak baglanabilir ve p53’iin

aktivasyonuna olanak verir (Ma and Pederson 2007).
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Niikleostemin’in fazla ekspresyonunun N-terminal ana domaini aracilifiyla p53’i
aktiflestirerek hiicre farklilagsmasini durdurmasinin miimkiin oldugu gosterilmistir. Ancak
p53°1 nasil aktiflestirdigi ve MDM2 aktivitesi lizerinde bir rolii olup olmadigi heniiz
bilinmemektedir. Mu-Shui ve arkadaslar1 tarafindan yapilan ¢alisma niikleosteminin hem
fazla ekspresyonunun hem de azalmasinin MDM2 aktivitesini inhibe ederek p53°i aktive
ettigini insan H1299 (kiiciikk hiicreli olmayan akciger karsinomu) ve U20S (insan
osteosarkoma) hiicre serilerinde gostermistir. Niikleostemin, fazla eksprese edildiginde
direk olarak MDM2’ye baglanarak p53’ii dengede tutup p53 bagimli hiicre dongiisiiniin
durdurulmasini indiikler (Mu-Shui et al. 2008).

Niikleosteminin fazla ekspresyonu ayrica hiicre proliferasyonunu inhibe etmektedir. Bu
etki kismen niikleosteminin p53’e baglanma yetenegine dayandirilabilir (Zhu et al. 2006).
Niikleostemin dinamik olarak cekirdekgik ile ¢ekirdek plazmasi (niikleoplazma) arasinda
gidip gelir ve bu degis tokus GTP baglama bdlgesi sayesinde olur ( Tsai and McKay
2005). Niikleostemin, ¢ekirdekgik ile niikleoplazma arasinda gidip gelirken
niikleoplazmada MDM2 ile etkilesmektedir. MDM2, niikleosteminin merkezi ‘coiled-coil
domaini igeren boliimiine baglanir. Niikleostemin g¢ekirdek¢igin ribozomlardan kismen

yoksun olan bolgelerinde (nasent) toplanmaktadir ( Politz et al. 2005).

Ayrica NS’nin fazla ekspresyonu endojen p53 aktivasyonu ile G1 arrestine yol agar (Mu-
Shui et al. 2008). Niikleosteminin siRNA ile yikimi da p53ii indiikleyip G1 arrestine neden
olmaktadir. G1 fazindaki hiicre dongiisti bloklanmasi sonucunda hiicre proliferasyonunun

da inhibisyona ugradig1 gosterilmistir (Mu-Shui et al. 2008).

2.1.5. Niikleostemin ve doku rejenerasyonu

Hasar gérmiis dokular1 yenileme ve tamir etme kabiliyeti ¢ok hiicreli organizmalarin
yasamlarinin devami i¢in olduk¢a 6nemlidir ve iki mekanizma ile gerceklestirilebilir. Bir
tanesi kendisini yenileyebilen ve bir ¢ok olgun kok hiicreye baskalasabilen rezerv bir hiicre

poplilasyonunu olusturmaktir.
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Digeri ise hasara karsilik olarak zaten farklilagmis hiicrelerin hiicre dongiisiine tekrar
girisini saglamaktir. Bu agidan bakildiginda niikleostemin, multipotent kok/progenitor
hiicreler ile olan baglantis1 dolayisiyla doku yenilenmesi ile iliskilidir (Tsai and Meng
2009).

2.2. Glioblastoma Multiforme

Diinya Saglik Orgiitii (WHO, World Health Organization) 2000 yilinda astrositik tiimorleri

anaplazi derecesine gore siniflandirmistir.

Cizelge 2.1. WHO santral sinir sistemi tiimorleri histolojik siniflandirmast

NOROEPITELYAL DOKU TUMORLERI

1. Astrositik tiimorler
a. Diffiiz astrositoma
1. Fibriler astrositoma
2. Protoplazmik astrositoma
3. Gemiositik astrositoma
b. Anaplastik astrositoma
c. Glioblastoma multiforme
1. Dev hiicreli glioblastoma
2. Gliosarkom
d. Pleomorfik ksantroastrositom
e. Subependimal dev hiicreli astrositom
2. Oligodendroglial tiimorler
a. Oligodendrogliom
b. Anaplastik oligodendrogliom
3. Mixed gliomalar
a. Oligoastrositom
b. Anaplastik oligoastrositom
4. Ependimal tiimorler
a. Ependimoma
1. Selliiler
2. Papiller
3. Clear cell
4. Tanisitik
b. Anaplastik ependimoma
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c. Miksopapiller ependimoma
d. subependimoma

5. Koroid plexus tiimorleri
a. Koroid pleksus papillomu
b. Koroid pleksus karsinomu

6. Noronal ve mixt noroglial tiimorler
a. Gangliositom
b. Serebellumun displastik gangliositomu
c. Desmoplastik infantil astrositom

d. Disembriyoblastik ndroepitelyal timor

e. Gangliogliom
f. Anaplastik gangliogliom
g. Santral norositom
h. Serebellar liponérositom
I. Filum terminalenin paragangliomu
7. Noroblastik tiimorler
a. Olfaktor ndroblastom (estesiondroblastom)
b. Olfaktor ndroepitelyom
c. Adrenal gland ve sempatik sinir sistemi néroblastomu
8. Pineal parenkimal tiimorler
a. Pineasitom
b. Pineablastom
c. Orta derecede diferansiasyon gdsteren pneal parenkimal timor
9. Embriyonal tiimorler
a. Medullaepitelyom
b. Ependimoblastom
c. Medullablastom
1. Desmoblastik medullablastom
2. Large cell medulloblastom
3. Medullomyoblastom
4. Melanositik medulloblastom
d. Supratentoryel primitif ndroektdermal tiimdrler
1. Noroblastom
2. gangliondroblastom
e. Atipik teratoid/rabdoid timor
10. Orijini belirsiz glial tiimorler
a. Astroblastom
b. Gliamatosis serebri
c. 3. ventrikiil koroid gliomu
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PERIFERIK SINIR TUMORLERI

1. Schwannoma
a. Selliiler
b. Pleksiform
c. melanositik
2. Norofibrom
a. Pleksiform

3. Perinérom
a. Intranéral perinérom
b. Yumusak doku perinéromu
4. Malign periferik sinir kilifi tiimérleri (MPSNT)
a. Epiteloid
b. Diverjant mezenkimal ve / veya epiteloid farklilasma gosteren MPSNT
c. Melanotik
d. Melanotik psammomatdz

SELLAR BOLGE TUMORLERI

1. Kraniofaringeom
a. Adamantinomat6z
b. Papiller

2. Graniiler hiicreli tiimor

Bu siniflandirmaya gore astrositik tiimorler; pilositik astrositom (grade I), diffiiz astrositom
(grade I1), anaplastik astrositom (grade I11) ve glioblastoma multiforme (grade V) olarak
derecelendirilmistir (Durmaz and Vural 2007). Bu tiimdrlerin goriilme yasi ve sikligi
birbirlerinden farklidir. Son 15-20 yilda primer beyin tiimorlerinin gériilme oraninin arttig
belirtilmistir (Blumenthal and Schulman 2005). Yetiskinlerde saptanan en yaygin beyin
tiimorii Glioblastoma Multiforme (GBM)’dir. GBM, tiim beyin tiimdrlerinin %20-25’1n1
olusturur. WHO, GBM’i nekroz ve vaskiiler proliferasyon o6zelliklerine gore grade IV

olarak siiflandirmaktadir.
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GBM, kendi kendine ¢ogalma, kontrolsiiz gelisme, dokuya invazyon yapabilme, apoptotik
uyarima diren¢ gosterme ve yeni kan damart olusturabilme gibi malign fenotipik

ozelliklere sahiptir (Sathornsumetee and Rich 2007).

Glioblastomlar molekiiler temelde sekonder ve primer olarak iki alt gruba ayrilmaktadir.
GBM’lerin %90’1 primer GBM, %10’u ise sekonder GBM olarak tanimlanir. Primer
GBM’ler glial oncii hiicrelerden direkt gelisen ve ilk histopatolojik incelemede
glioblastoma tanist konulan tiimorlerdir. Hizli gelistikleri i¢in ilk 3 ay i¢inde klinik belirti
verirler. Primer GBM’lerin 6ncesinde diisiikk dereceli gliomlardan sekonder olarak gelisir.
Bu nedenle primer GBM’ler (60 yas) sekondere gore (30-40 yas) yasl insanlarda daha
fazla goriilmektedir (Durmaz 2007).

Diistik dereceli astrositomlarin glioblastoma doniismesi i¢cin gegmesi gereken siire ortalama
4-5 yildir (Krakstad and Chekenya 2010). Primer ve sekonder GBM, morfolojik olarak
ayirt edilemez, her ikisi de hasta yas1 dikkat alinmadiginda koétii prognoza sahiptir (Sarkar
et al. 2009).

GBM, baslica serebral hemisferde yerlesim gosteren infiltran timorlerdir (DeAngelis
2001, Kleihues et al. 2007). En sik tuttugu lokalizasyon frontal, en az tuttugu lokalizasyon
ise oksipital lob’dur. Glioblastomalar makroskopik incelemede ¢evre normal dokudan iyi
sinirlarla ayrilmasina ragmen mikroskopik olarak incelendiginde kitleden uzakta normal
doku igine infiltrasyon gostermektedir (Louis et al. 2007). Yiiksek derecede inzaziv timor
olduklarindan tiimoriin ¢evresindeki normal beyin dokusunda 6deme ve ekspansiyona

neden olurlar (Rossel et al. 2008).

Glioblastoma multiforme’nin neden oldugu semptom ve belirtilerin ¢ogu hizli biiylimekte
olan tiimdre, ¢evresinde yaptigr ddeme, obstriiksiyona ve artmis kafa i¢i basinca baglidir.
En yaygin belirtileri bas agrisi, bulanti, kusma, epileptik nobetler, néromotor fonksiyon

kayb1 ve mental degisikliklerdir.
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Tutulan tiimor lokalizasyonuna bagli olarak fokal bulgular da olusabilir (Krakstad and
Chekenya 2010). GBM, tedavisi gii¢ kanserlerden biridir, yliksek morbidite ve mortalite

Ozelliklerine sahiptir.

GBM’in kiiratif tedavisi yoktur (Rossel et al. 2008). Hastalarin yasam siiresi, en gelismis
tedavi uygulamalarma ragmen ortalama 14.6 aydir (Krakstad and Chekenya 2010).
Hastalarin %10’luk bir kisminin 2 yillik yasam siiresine ulasabildigi bilinmektedir. Bugiin
uygulanan standart tedavi bi¢imleri cerrahi, radyoterapi ve kemoterapidir. Bu tedavi
bicimleri tek basina yeterli degildir. Bu nedenle ii¢ tedavi yaklagiminin da uygulanmasi

tercih edilmektedir.

GBM giincel tedavi modeli,miimkiin olan en genis cerrahi rezeksiyon sonrasinda adjuvant

radyoterapi ve uygun olan hastalarda kemoterapi uygulamasidir (Rossel et al. 2008).

2.2.1. Glioblastoma multiformenin genetik 6zellikleri

Canlinin gelisimi, doku rejenerasyonu ve tamiri sirasinda fizyolojik proliferasyondan
sorumlu biiylime faktorlerini kodlayan genlere proto-onkogen denir. Fizyolojik kosullarda
doku biiylimesi protoonkogen ve tiimor baskilayici genlerin kontrolii altinda gergeklesir.
Onkogenler; proto-onkogenlerin delesyonu, amplifikasyonu, mutasyonu ve yeniden
diizenlenmesi (rearrangement) sonucu olusur. Simdiye kadar 100’{in {izerinde onkogen
saptanmigtir. Belli basli onkogenler; biiyiime faktorleri, hiicre zar1 reseptorleri, sinyal
molekdilleri, transkripsiyonel faktdrler ve hiicre i¢i iletim yolunda yer alan molekiilleri
kodlayan onkogenlerdir. Onkogenlerin kodladig:1 proteinler ise hiicreye yeni fonksiyonlar
kazandirir. Timor baskilayict genler fizyolojik sartlarda proliferasyonu frenleyen veya
durduran proteinlerin transkripsiyonundan sorumludurlar. Ancak tiimér baskilayict
genlerin delesyonu, amplifikasyonu, mutasyonu ve yeniden diizenlenmesi sonucunda
fonksiyonlarn1 kaybetmesi biiyiimeyi baskilayict etkilerinin ortadan kalkmasi ile

sonuclanir.
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Biitiin kanser tiirlerinde oldugu gibi GBM dokusuna ait timor hiicrelerinde de yasam
sinyallerinin aktivasyonunda artig, anjiyogenez, kontrolsiiz ¢ogalma, doku invazyonu

yapabilme ve apoptoza direng gelisimi goriilmektedir. GBM’in genetik yapisi heterojendir.

PO

Ayni tiimor dokusunda ve farkli hastalara ait tiimor 6rneklerinde genetik yapinin degistigi
ve bu yiizden hastaligin ‘‘multiform’” olarak isimlendirildigi bilinmektedir (Adamson et al.
2009, Krakstad and Chekenya 2010).

Primer ve sekonder GBM dokular1 arasinda klinik ve sitogenetik farkliliklar vardir
(Sathornsumetee and Rich 2008). Sekonder GBM’de platelet kokenli biiyiime faktorii
reseptori A (PDGFRA), PDGFRA ligandi ve tiimor baskilayict protein 53 (p53)

6K retinoblastom

genlerinde ¢esitli genetik degisiklikler saptanmistir. Ayrica, pl
yatkinlik lokusu protein 1 (pRB1) genlerinde mutasyonlar, siklin bagimli kinaz 4/6 (CDK)
ve insan double minute 2 (HDM2) genlerinin amplifikasyonu, kromozom 10 delesyonlar
sekonder GBM’de saptanmis genetik degisikliklerdir (Sathornsumetee and Rich 2008,

Sarkar et al. 2009).

Primer GBM’de ise epidermal biiylime faktorii reseptorii (EGFR), siklin bagimli kinaz
inhibitorii2 (CDKN2A) genlerindeki mutasyonlar ve kromozom 10g23’te heterozigosite
kaybr en c¢ok goriilen genetik degisikliklerdir. Kromozom 10q23°te meydana gelen
heterozigosite kayb1 (LOH) olgularin %60-80’inde meydana gelmektedir ve bu bolgede bir
tiimor baskilayict gen olan fosfat ve tensin homolog (PTEN) geni bulunmaktadir (Krakstad
and Chekenya 2010).

Primer GBM i¢in EGFR amplifikasyonu, sekonder GBM i¢in ise p53 mutasyonu
karakteristik genetik degisikliklerdir (Sathornsumetee and Rich 2008). Parsons ve
arkadaglar1 (2008), GBM olgularinda yaptiklari genom analizinde en sik degisen genlerin
p53 (%40),EGFR (%37) ve PTEN (%30) oldugunu bildirmistir (Sekil 2.8.).
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Ancak bu genetik degisikliklerin GBM tedavisinde prognostik degerinin olmadigi
bilinmektedir. Primer ve sekonder GBM’lerde ortak genetik degisiklikler de vardir.
Kromozom 10 kaybi, timoér baskilayici PTEN (Fosfat ve Tensin homologu) gen

delesyonu, p16'™ 44

gen mutasyonu veya delesyonu, HDM2 (human double minute 2),
INK4 ve EGFR (Epidermal Growth Faktor Reseptorii) amplifikasyonu ortak genetik
degisikliklerdir. Diisiik evre beyin tiimorlerinden GBM’e kadar olan genetik degisiklikler

Sekil 2.9.’da 6zetlenmistir (Sathornsumetee and Rich 2007).

GBM’de morbidite ve mortalite orani yiiksektir. Tedavisinde cerrahi islemi takiben
radyoterapi (RT) ve kemoterapi uygulanmaktadir. Ortalama yasam siiresi, tedavi bi¢cimine
ve yasa bagli olarak 4 ay ile 18 ay arasinda degiskenlik gosterir (Clarke et al. 2008).
Populasyon c¢alismalarinda GBM hastalarinin ¢ok az bir kismmin 36 ay yasadigi
bildirilmistir (Krex et al. 2007).
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Astrositler, tiimidr kik hiiereleri

| Diisiik-deraceli astrositema (WHOII) |

33 mutasvorm (3030

| Anaplastik astrositoma (WHO III) I

p 33 mutasvorm {Fo3 )
pl4 ARF meatillanmasi (3]
WIGMT meatillammasi (o73)

|

Sekonder GBM (WHOIV) (%10)

LOH 10qg (%060)

EGFR amplifikasyom (3610
pl6Y* dalasyom (3620

pl4* matillanmesi (3020

33 mutasvom, Lodon 24 8273 (365)
PTEMN mutasyvom (%3]

EEI meatillanmasi{%e4)

WIGMT meatillammasi (o73)

Primer GBA (WHOIV) (%50) |

Kromozom 107 m bittinityle kayin (3070
EGFE amplifilasyom {3 ed0-60)
P15 dalasyrom (3630)

14 matillanrmesi (3630)

33 mutasvom, tim ek zemlasda {3030)
PTEM mutasyom (362 5)

EE] matillanmasi{3013)

MGWT meatillanmasi (3636)

Sekil 2.8. Primer ve Sekonder GBM’deki onde gelen genetik degisimler (Ohgaki et al.
2004)
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Glioma Onciil Hitcre

<>

FDGFR
p16INKdA TP53
pl4ARY - . .
PTEN Dnisiik dereceli astrositom (WHO derece IT)
I?'L’rl_{ ploINKaA
C Dhi pREI1
HDM?2 CDK4
EGFR HDM2
HER2
VEGF Anaplastik astrositom (WHO derece IIT)
FTEN
FPI3K

Primer GBM Sekonder GBM

Glioblastoma Multiform (WHO crade 1V)

Sekil 2.9. Glioblastoma Multiforme, diisiik grade astrositom ve anaplastik astrositomda
saptanan major genetik degisiklikler (Sathornsumetee and Rich 2007)

P53 mutasyonu ve “Trombosit kaynakli biliylime faktorii reseptorleri” (PDGFR) nin asir
ekspresyonunun astrositom gelisiminde ilk genetik degisiklikler oldugu bilinmektedir. Bu
degisikliklere retinoblastom geninde mutasyonun veya delesyonun, bax genini iceren
19q’da olan kayiplarin ve oOzellikle 10. kromozomun q kolunda olan delesyonlarin
eklenmesi ile anaplastik astrositom ve sekonder glioblastom gelismektedir. Yedinci
kromozomda yerlesmis “Epidermal growth factor receptors” (EGFR)’lerinin aktivasyonu,
9. kromozomun kisa kolunda yerlesmis olan pl6’nin homozigot delesyonlari, hiicre
dongiisiinde “Murine Double Minutes” (MDM?2) proteinlerinin p53 bagimli frenleyici
etkiyi azaltmasi, kromozom 10’un hem p hem de q kolunda olan kayiplar1 yaninda PTEN
mutasyonu gibi genetik degisiklikler astrositik oncii hiicreden de novo olarak direkt primer

glioblastom gelismesine neden olmaktadir.
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GBM hiicrelerinde saptanan ve canliligi tetikleyen en 6nemli yolak fosfatidilinositol 3
kinaz (PI3K) yolagidir. Cesitli tirozin kinaz reseptorlerinin (EGFR, PDGFR vb.) biiyiime
faktorleri ile aktive edilmesi sonucu PI3K/Protein Kinaz B (PKB, AKT) yolag: aktiflesir
ve niikleer faktor kB (NFkB) araciligr ile yasami ve prolifersayonu diizenleyen genlerin

aktive edilmesi saglanir. PTEN mutasyonunun bu yolagi inaktive etmedigi belirtilmektedir.

Tirozin kinazlarin aktivasyonu sonucu tetiklenen diger bir yol ise Ras onkogeni aracilig ile
mitojen aktive edici protein kinaz (MAPK) yolagidir. Bu yolagin aktivasyonu da, glia
hiicresinde yasam ve biiyiimeyi kontrol eden genlerin ekspresyonunu saglayan
transkripsiyon faktorlerinin aktivasyonunu tetikler. GBM’de bu sinyallerin aktivasyonuna
neden olan tirozin kinaz reseptorlerinde mutasyon meydana gelmesi sinyal yolaklarinin
kontrolsiiz aktivasyonuna neden olmaktadir. Bu yolagin basinda yer alan kinazlar1 inhibe
etmek i¢in inhibitorlerin ve monoklonal antikorlarin kullanilmast GBM’de alternatif bir
tedavi yontemi olmustur. Bu yiizden, EGFR inhibitorleri (erlotinib, gefitinib) ve Akt
inhibitorleri (perifosine) ile ilgili ¢aligmalar ile yasam sinyallerinin diger yeleri igin
inhibitor kullanimini gelistirme g¢alismalar1 devam etmektedir (Krakstad and Chekenya
2010).

Glioblastomlarda, gerek cerrahi, gerekse diger tedavi yaklasimlariyla tatminkar sonuglarin
alinamamasi, bu tlimorlerin onkogenezi lizerinde ayrintili ¢alisma ihtiyact dogurmustur

(Durmaz 2007).

2.2.2. Epidemiyoloji

Glioblastoma multiforme (GBM) erigkin yas grubundaki en sik primer beyin timoriidiir.
Primer beyin tiimorlerinin dagilimi biliylik oranda yasla ilintilidir. Glioblastomanin
insidensi 14 yas altinda 100,000°de 0,2 - 0,5 iken, 45 yas iizerinde ise 100,000’de 4 - 5’e
cikmaktadir. GBM’in  tiim primer beyin tiimorleri i¢indeki orami degisik yayinlarda
%20’den %50’e kadar degismektedir. Erigskin yas grubu ele alindiginda primer beyin
tiimorlerinin yarisindan fazlasini GBM olusturur. ABD’de GBM i¢in ortalama yas 60
dolayindadir.
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GBM primer olarak gelisebilmekle birlikte daha diisiik evre glial tiimorlerden de
progresyon ile gelisebilmektedir. Bu iki tip GBM, primer ve sekonder GBM olarak
anilmaktadir. Primer GBM daha yaslilarda ve daha kisa klinik tablo sikayetlerle karsimiza
cikarken, sekonder GBM, daha gencglerde ve genellikle aylar veya yillar siiren klinik
sikayetler ile ortaya ¢ikmaktadir.

Yillar icinde de GBM siklig1 artmustir. Ozellikle gelismis iilkelerde yapilan calismalarda
ABD ve Kanada’da yetmisli yillardan seksenli yillar1 ortalarina kadar tespit edilen
glioblastom olgular1 yaklasik 2 kat kadar artis gostermistir. Bunun nedeninin ise teknolojik
gelismeler ile tespit edilme oraninin artmasi olarak ortaya konmustur. Yiiksek evre glial
timorlerde buna benzer bir artig, son 7 yil i¢inde %5°lik bir artis ile Fransa’da tespit

edilmistir.

GBM erkeklerde kadinlara gore, beyaz irkda da siyah irka gére bir miktar daha siktir.
GBM genellikle herhangi bir ailevi yatkinlik ya da tanimlanabilir bir c¢evresel etken
olmaksizin sporadik olarak ortaya ¢ikar. Son zamanda yapilan ¢alismalarda ortaya atilan
hipotezlere gore diisiik derece astrositomlardan basamak basamak GBM’e ilerleyis
kromozom 10 ve 17°de yerlesim gosteren supresor genlerin kademeli kayiplarindan ileri
gelmektedir. Bu kayiplar timor biiylimesini ve heterojenitesini artiran dominant
onkojenlerin aktivasyonuna yol agmaktadir. Gliomal1 hastalarda kromozom 10 ve 17°de
kayiplar siklikla saptanmaktadir. Yine son zamanlarda primer ve sekonder GBM’lerde
genetik profiller de farklilik gdstermektedir. Primer GBM’lerde PTEN mutasyon veya
delesyonlar1  saptanirken sekonder GBM’lerde ise siklikla p53 mutasyonlar
gozlenmektedir. Tiim bu bulgular glial timorlerde bir genetik kdken oldugunu

gostermektedir (Adilay 2006).
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2.2.3. Glioblastoma multiforme’nin yerlesim bolgeleri

GBM’ler genellikle serebral hemisferlerin derin beyaz maddesinde yerlesir. Bu tiimorlerin
bliyiik ¢ogunlugu hemisferlerde genis dagilim gostermekle birlikte en sik olarak frontal lob
ve oksipital lob parietal lob sinirlarinda gozlenirler. Genellikle daginik yerlesim gosterme
Ozellikleri ve derin yerlesimleri nedenleri ile birden fazla fonksiyonel beyin bolgesini isgal
ederler ki bu da cerrahilerini zorlastiran ana etkenlerdendir. Serebral hemisferler disinda da

yerlesim gosterebilirler.

Ayrica GBM’lerin yaklagik %10’u derin yerlesimli olmay1p, beyaz-gri cevher sinirinda
yerleserek serebral metastazlari taklit edebilirler (Burger et al. 1985, Burger et al. 1987).
2.2.4. GBM tedavisi

Glioblastoma multiforme tedavisinde son yillarda gen tedavisi, antiangiogenez tedavi,
lokal polimer ila¢ uygulamas1 gibi bagka bazi deneysel ve klinik ¢aligmalar yiiriitiilmis,

cok limit verici olmasa da az sayidaki bazi serilerde tiim hastalarin bir yillik, %30

kadarinin da 2 yillik yasam siiresine ulagabildigi bildirilmistir (Adilay 2006).
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Calismada Kullanilan Malzeme ve Soliisyonlar

3.1.1. Kullanilan GBM hiicre serileri

Calismamizda hastalarin timor ve kontrol 6rneklerinin yani sira 4 adet GBM hiicre dizisi

kullanilmistir. Hasta tiimor ve kontrol 6rneklerine uygulanan analizler ve metodlar hiicre

serileri i¢in de kullanilmistir. Kullanilan hiicre serileri U-118 MG, U-138 MG, T98G ve

U-87 MG’dir. Bu hiicrelere ait genel 6zellikler Cizelge 3.1.’de verilmistir.

Cizelge 3.1. Calismada kullanilan hiicre serilerinin genel 6zellikleri

U-118 MG U-138 MG T98G U-87TMG
Organizma Insan Insan Insan Insan
Cinsiyet, yas Erkek, 50 Erkek, 41 Erkek, 61 Bayan, 44
Doku Beyin Beyin Beyin Beyin
Morfoloji Karigik Poligonal Fibroblast Epitel
Yiizey Yapisan Yapisan Yapisan Yapisan
Tutunumu Hiicreler Hiicreler Hiicreler Hiicreler
Tlimorijenik Evet Hayir Hayir -
Karyotip Pentabloide

yakin, kr.X 2 | Hiperdiploid Hiperpentaploid | Hipodiploid

kopya, kr.Y

yok, kr.10 tek
kopya
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3.1.2. Hiicreleri ¢ogaltmak icin hazirlanan besiyeri
U-118 ve T98G i¢in; RPMI-1640 %10 FBS, %1 Penisilin-Streptomisin, %1 L-glutamin

U-138 MG ig¢in; 500ml DMEM (disiik glikoz, L-glutaminli) besiyeri, %20 FBS, %1

Penisilin-Streptomisin

U-87 MG igin; 500 ml DMEM (disiik glikoz, L-glutaminli) besiyeri, %10 FBS, %1

Penisilin-Streptomisin

Transfer Pipeti : Citotest marka, 155 mm, Lot no: 090036

Serolojik Pipet . Greiner bio-one, 5 ve 10 ml’lik

Sterilizasyon amacl Etil Alkol (%75lik) : Riedel-de Haen, No: 64-17-5

15 ve 50 mI’lik steril tiipler : Sarstedt marka, No: 62.554.502 (15 ml)
Sarstedt marka, No: 62.547.254 (50ml)

Hiicre kiiltiir islemlerinde steril kabin olarak Holten S-20100 1.8, CO3’li etiiv olarak Sanyo
MCO-20 AIC ve inverted mikroskop olarak Nikon TS 100 kullanilmistir.

3.1.3. RNA izolasyonu

Tri-reagent RT : Molecular Research Center marka, No: RT 111.
BAM (4-bromoanisole) : Molecular Research Center marka, No: BN 191
Izopropanol : Merck marka, No: K37727334

Etil Alkol (%75°lik, soguk) : Riedel-de Haen marka, No: 64-17-5
Diethylpyrocarbonate (DEPC) . Applichem marka, No: 1609-47-8

DEPC’li su : %0,1 konsantrasyonda. 100 ml steril distile su’ya

0,1 ml DEPC eklendi. Bu soliisyon oda
sicakliginda 1 saat bekletilip 15 dk 100°C de

otoklavlanip sogutularak kullanildi.
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RNA izolasyonunda Eppendorf 5415R marka sogutmali santrifiij kullanilmigtir.

3.1.3.1. RNA o6l¢iimii

RNA miktarlarmin 6l¢imii ve kalite tayini Nanodrop ND 1000 (Thermo Scientific) cihazi
kullanilarak yapilmastir.

3.1.4. cDNA Sentezi

cDNA sentezi i¢in Finnzymes F-470L marka cDNA sentez kiti kullanilmigtir. Hasta timor
ve kontrol RNA’lar1 ve hiicre serilerinden elde edilen RNA’lardan 1 pg total RNA
kullanilarak cDNA sentezi yapilmistir. Kit ile birlikte gelen veri foyiinden yararlanilarak

calisma protokolii hazirlanip uygulanmistir.

Polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) i¢in kullanilan, niikleostemine 6zgii mRNA (erisim no:

ENST0000354540.4) dizisinden tasarlanan primer dizileri agagidaki gibidir:
5’-TATCCATGGGGCTTACAAGG-3’ (forward)
5’-CTGGACTTCGCAGAGCAAG-3’ (reverse)

PZR i¢in kullanilan, P53 genine 6zgii mRNA dizisinden tasarlanan primer dizisi asagidaki

gibidir:
5’-CTTTCCACCGACGGTGACA-3’ (forward)

5’-TCCTCCATGGCAGTGACC-3’ (reverse)
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PZR i¢in kullanilan, G6PDH kontrol genine 6zgii mRNA dizisinden tasarlanan primer
dizisi agagidaki gibidir:

5’-TCCGGAGGAGAAGTCTGAGTCC-3’ (forward)

5’-ATCGCCCTGGAAAAGCTC-3’ (reverse)

Bu primerler igin uygulanan polimeraz zincir reaksiyon protokolii 65°C’de 10 dakika
denatiirasyonu sonrasinda 25°C’de 10 dakika, 50°C’de 60 dakika, 85°C’de 5 dakika

seklinde uygulanmistir.

3.1.5. Ger¢ek Zamanh Polimeraz Zincir Reaksiyonu (RT-PZR)

RT-PZR i¢in Roche marka Light Cycler 480 cihazinda Roche marka SYBR Green
kullanilarak yapilmistir. Reaksiyon 96’lik plate’lerde gerceklestirilmistir. Deneyin i¢
kontrolii olarak Universal probeLibrary (UPL) insan G6PDH (glikoz-6-fosfat
dehidrogenaz) gen probu (Roche Diagnostics, 05046246001, Mannheim, Almanya)
kullanilmistir. Hasta tiimor ve kontrol orneklerinden ve hiicre serilerinden elde edilen
cDNA sentez iriinlerinden 2 pl kullamilarak RT-PZR yapilmistir. SYBR Green veri
foylinden yararlanilarak RT-PZR protokolii uygulanmis, niikleostemin ve p53 ekspresyonu
kantitatif olarak degerlendirilmistir. Ayrica RT-PZR sonras1 elde edilen amplifikasyon

riinleri %2’lik agaroz jelde goriintiilenmistir.

SYBR Green kullanarak PZR sirasinda PZR (iirlinlin saptanmasi, logaritmik siklus
doneminde PZR {irliniiniin miktarinin analizine olanak saglar. Analiz rdlatif kantitasyona
dayandigindan deney kontrol 6rnegi de icermektedir. Bu ¢alismada normalizasyon igin
analiz edilecek niikleostemin geni ile birlikte housekeeping bir gen olan G6PDH de

amplifiye edilmistir.
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3.2 Yontemler

3.2.1. Hiicre serilerinin hiicre Kiultiirii

Baska bir ¢alisma i¢in dnceden flasklara ekilmis hiicre serilerinden gereken miktarda hiicre

alinmis ve canlilifin devami i¢in yeni flasklara ekimi yapilmistir.

Hiicre serilerinin daha 6nceden ekimi yapilmis flaskin icindeki hiicrelerin iizerindeki
besiyeri alinarak steril PBS (Fosfat Tuz Tamponu) ( Ca*? ve Mg*? icermeyen) ile hiicreler

yikanmuistir.

PBS yikamasindan sonra PBS alinarak 25 cm’lik flasklara 0,4 ml Tripsin/EDTA eklenmis
ve 37 °C’de 5 dakika inkiibe edilmistir.

Inkiibasyon sonrasinda birbirlerinden ve tutunduklar flask yiizeyinden kopan hiicrelerin
tizerine Tripsin/EDTA miktar1 kadar besiyeri eklenmistir. Hiicreler steril serolojik pipet

yardimt ile 15 mI’lik tiiplere aktarilmistir.

Hiicreler +4 °C, 1200 rpm (revolutions per minute, dakikadaki devir sayisi)’de 5 dakika
santrifiij edilmistir. Santrifiij sonrasi silipernatant kismi atilmistir. Hiicrelerin iizerine
serolojik pipet yardimi ile pasaj yapilacak flask sayisina gore kiiltiir besiyeri eklenerek

kanigtirllmistir. Karistirildiktan sonra hiicreler flasklara homojen olarak dagitilmistir.
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3.2.1.1. Hiicre serilerinin Kiiltiir isleminden sonra hiicrelerin toplanmasi

Hiicre kiiltiiriinde, 25 cm’lik flasklarda bulunan hiicreler gerekli sayiya ulastiklarinda
tizerlerindeki besiyeri alinip atilmistir. Flasklar PBS ile yikanmis ve her bir hiicre serisine
0,4 ml tripsin/EDTA eklenmis flasklar 5 dakika etiivde bekletilerek hiicrelerin birbirinden
ve flask ylizeyinden ayrilmalar1 saglanmistir. Tripsin sonrasinda flaskin ylizeyinden alinan
ayrilan hiicrelere tripsin miktar1 kadar besiyeri eklenerek tripsinasyon islemi
durdurulmustur. Bu hiicre-besiyeri karisimi 15 mI’lik tiiplere almnip +4 °C’de 1200 rpm’de
5 dakika santrifiij edilmistir. Tiplerin dibine ¢oken hiicreler fazla bekletilmeden RNA

izolasyonu i¢in buz lizerine alinmistir.

3.2.2. RNA izolasyonu

GBM 06n tanist ile ameliyat edilmesi kararlastirilan hastalara ameliyat Oncesi ¢alismaya
katilabilmeleri konusunda bilgi verilmistir. Hastalara ameliyat sirasinda beyinden ¢ikarilan
doku oOrneklerinin bir kisminin arastirma amaglhi kullanilabilmesi i¢in etik Kkurallar

cergevesinde izinlerinin alinmasi gerektigi anlatilmigtir.

Calismaya katilmak isteyen hastalar etik kurul tarafindan onayr alinmis bilgilendirilmis

hasta onam formlarini imzalamislardir.

RNA izolasyonu steril ortami saglamak amaci ile hiicre kiiltiiri odasinda
gergeklestirilmistir. Izolasyon sirasinda kullanilan ortamin oldukga steril olmasinin yan
sira kullanilan tlipler ve pipet uclar1 da RNAse acisindan sterildir. Ameliyat sirasinda
cikarilan tiimdr pargalarinin tiimorijenik hiicre populasyonu igerebilecegi bir patalog
tarafindan belirlendikten sonra tiimér dokusu i¢inde serum fizyolojik bulunan steril

enjektore konularak en fazla 30 dakika icerisinde hiicre kiiltiirii laboratuarina getirilmistir.
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Hastalarin tiimor dokusu disinda ameliyat sirasinda tiimore ulagmak i¢in tiimor ¢evresinden
¢ikarilan normal dokularindan da bir miktar 6rnek alinmistir. Bu durum hakkinda hastalara

ameliyat oncesinde bilgilendirme yapilmis ve izinleri alinmustir.

Hiicre kiiltiir laboratuarina getirilen doku parcalar1 laminar akis kabini i¢erisinde steril petri
kabina aktarilmistir. Doku iizerine 2-3 ml yiiksek glikoz miktarina sahip besiyeri (%10
FBS) ecklenmistir ve bu besiyeri icerisinde ortalama 1 mm?® hacme kadar kesilerek
parcalanmistir. Bu islem sirasinda damar kalintilar1 ve nekrotik bolgeler temizlenmistir.
Miimkiin olan en kiigiik hacme kadar pargalanan dokular 2ml’lik steril ependorf tiiplerine
konulmustur. Bu islemden sonra gelen ve kitin i¢inden ¢ikan protokole uygun olarak
devam eden islemler buz iizerinde yapilmistir. Ependorfa alinan dokular {izerine ticari
olarak alinan ‘‘Tri-Reagent’’ isimli soliisyondan 1 ml eklenmis ve mikropipet yardimi ile

karigmasi saglanmistir. Bu karigim buz igine gomiilii durumda 10 dakika bekletilmistir.

Bu siire sonunda tlipiin iizerine ticari olarak satin alinan 4-bromoanisole soliisyonundan 50
ul eklenmis ve hizli ve sert bir sekilde 15 saniye boyunca el yardimi ile ¢alkalanmistir.
Calkalama islemi sonunda +4 °C’de 12000 rolatif santrifiij giicii (rcf)’nde 15 dakika
santrifiij edilmis ve sonunda tiiplerde 3 faz olusmustur. En {iistte kalan berrak fazda RNA,
ortada kalan kopiik rengindeki kissmda DNA ve en altta kalan pembe renkli kisimda ise
protein bulunmaktadir. En {istteki berrak kisimdan 500 pl alinip yeni,steril bir 2 ml’lik
ependorf tlipline aktarilmistir. Bu islem sirasinda DNA kontaminasyonunu onlemek igin

DNA oldugu bilinen kopiik rengindeki 2. faza yaklasilmasindan kaginilmistir.

RNA’nin yer aldig1 yeni ependorf tiipiine 500 pl soguk izopropanol eklenmis ve tiip
hafifce alt iist edilerek karistirilmistir. Bu karisim 5-10 dakika kadar oda i1sisinda
bekletilmis ve ortalama 2 dakikada bir tiip alt iist edilerek soliisyonun homojen olarak
karigmas1 saglanmistir. Bekleme sonunda tiip +4 C>de 12000 rcf’de 10 dakika santrifiij

edilmis ve santrifiij sonunda tiipiin iist kismi1 (dibe yaklagsmadan) yavasca dokiilmiistiir.

39



Tiiplin iizerine 1 ml %75’lik soguk etanol eklenip alt iist edilerek karigtirllmistir. Bu
asamada RNA ciplak gozle goriilebilmektedir. Santrifiij sonunda tiipiin tst kismi dip
kismina yaklasilmadan yavas¢a mikropipet yardimi ile atilmis ve tlip yan gevrilerek
laminar kabin icerisinde kurumaya birakilmistir. Yaklasik 10 dakika sonunda 50 pl steril,
DEPC ile muamele edilmis distile su eklenerek RNA’nin ¢6ziilmesi saglanmistir. Elde
edilen 50 pl hacmindeki RNA’nin 5 pl kadari yani steril 200ul’lik ependorf tiipiine
aktarilmistir. Bu islem ana stogun siirekli dondurma ve ¢dzme siireglerine maruz kalmasini
onlemek i¢in yapilmistir. Ayrilan bu RNA miktarlar1 agaroz jelde RNA kalitesinin
degerlendirilmesi i¢in kullamlmustir. Geri kalan RNA bekletiimeden  -80°C’ye
kaldirilmigtir. Tri-Reagent protokolii dokularda oldugu gibi aynen hiicre serilerinden elde

edilen hiicrelere de uygulanmis ve bu sayede hiicre serilerinden de RNA elde edilmistir.

3.2.2.1. RNA’min kalitatif degerlendirilmesi

Elde edilen RNA’dan ayrilan 5 pl’lik RNA etidyum bromiir eklenmis %1°’lik agaroz jelde
yirltilmistir. Yiiritme sonunda 28S, 18S ve 5S RNA goriintiisii net bir bigimde

gozlenmistir. Gortlintlide herhangi bir RNA parcalanmasi gézlenmediginden elde edilen

RNA’nin kalitesinin iyi oldugu anlagilmistir (Sekil 3.1).

28S
18S

55

—_, 28S

— 185
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—» 28S

—>» 18S

—» 55

Sekil 3.1. Farkli zamanlarda timor dokularindan elde edilen RNA oOrneklerinin agaroz
jelde yiirtitiilmesi ile elde edilen goriintiileri

3.2.2.2. RNA’nin kantitasyonu

RNA miktarmin 6l¢gtimii Nanodrop ND 1000 (Thermo Scientific) marka spektrofotometre

ile yapilmistir.

3.2.3. cDNA izolasyonu

RNA elde edilen dokulardan gercek zamanli PZR’de ekspresyon analizi i¢in kullanilmak
amac1 ile cDNA sentezi gerceklestirilmistir. Bunun i¢in Finnzymes marka F-470L cDNA
sentez kiti kullanilmistir. Bu kitin 6nerdigi protokol uygulanarak ortalama 100 nanogram

(ng) RNA’dan cDNA elde edilmistir.

200 pl’lik ependorf tiip icerisine sirastyla steril dH,O, hekzamer ve RNA konmustur. Bu
karisim Oncii denatiirasyon siireci i¢in 1sitict blokta 65 %C’de 5 dakika bekletilmistir.
Burada sekonder yapilanma gosterebilen RNA’larin acgilmasi kolaylatirlmigtir. Bu siire
sonunda hemen buza konan tiip igerisine tampon soliisyon (2X) ve M-MulV RNase H" ters
transkriptaz enzimi eklenmistir. Toplam hacim 20 pl olacak bigimde hesaplama
yapilmistir. Enzimi ekledikten sonra 6rnegin bulundugu tiip kuru 1sitic1 blokta siras1 ile 25

OC’de 10 dakika, 42 °C’de 60 dakika ve 85 °C’de 5 dakika inkiibasyona birakilmastir.
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Bu siire¢ sonunda cDNA’larin elde edilip edilmedigi kontrol (house-keeping) primerleri

ile kontrol edilmistir.

Burada yapilan klasik PZR’de ger¢ek zamanli PZR’de kullanilacak GAPDH (G6PD,
Glikoz 6 Fosfat Dehidrogenaz) kontrol primeri kullanilmigtir. Elde edilen cDNA’lar gergek

zamanli PZR’de ekspresyon analizi i¢in kullanilmistir.

3.2.4. RT-PZR

RNA ve cDNA sentezi yapilan dokulardan elde edilen hiicrelerdeki Niikleostemin geninin
ekpresyon diizeyini analiz etmek amaci ile RT PZR yontemi kullanilmistir. Ekspresyon
analizleri Syber green yontemi kullanilarak Light Cycler 480 (Roche) cihazi ile
gergeklestirilmistir.

RT-PZR, niikleik asit ¢ogalmasiyla es zamanli olarak artig gosteren floresans sinyalin
Olgiilmesiyle, kisa siirede kantitatif sonug¢ verebilen bir PZR yontemidir. LightCycler
sisteminin uygulanmasinda; yalnizca ¢ift zincirli DNA’ya baglandiklarinda floresans veren
boyalar (Syber green) kullanilarak, ¢ogalmaya bagli DNA artisi, ortaya ¢ikan floresansin

miktariyla 6l¢tilmektedir.

Primerin baglanmasini takiben gergeklestirilen uzama asamasinda, hedef DNA’nin ¢ift
sarmal hale gelmesiyle DNA’ya baglanan Syber green miktar1 artmakta ve buna bagh
olarak yayilan floresans miktarinda artis gézlenmektedir. Bu uygulamada, floresans artisi
her zaman spesifik amplifikasyonu gdstermeyebilir. Ciinkii, ¢ift sarmal DNA’ya entegre
olan Syber gren ortamda hedef molekiiller olmadiginda primerlerin kendi aralarinda
gerceklesecek olan baglanmalar (primer dimer) sonucunda da yapiya katilarak floresans

olusumuna sebep olabilmektedir.

42



Bu olumsuz faktorii gidermek icin amplifikasyon iirlinlerinin melting curve (erime egrisi)
analizi yapilmaktadir. Her ¢ift sarmal DNA, kendine 6zgii erime sicakligi (melting
temperature, Tm, cift sarmal DNA’nin %50’sinin tek sarmal hale gelmesi icin gerekli
sicaklik) degerine sahiptir. PCR ¢ogalmasinin ardindan sicaklik yavas yavas yiikseltilerek,
belirli araliklarla tiipteki floresans miktar1 kaydedilir. Cift sarmal DNA zincirleri
birbirinden ayrilmaya baglayinca Syber green boya serbest kalmakta ve floresans miktari

azalmaktadir.

Denatiirasyon oldugunda floresans sinyal aniden diismektedir. Erime egrisinden
yararlanilarak amplikonun Tm derecesi saptanabilmektedir. incelenen 6rnege ait Tm
derecesi, ayni kosullarda isleme alinan pozitif kontroliin Tm derecesiyle karsilastirilarak,
PCR sonucunun dogru veya hatali olduguna karar verilmektedir.

Ekspresyon analizinde referans gen olarak GAPDH kullanilmistir. RT-PZR reaksiyon

sartlar1 ¢izelge 3.2°de verilmistir.

Cizelge 3.2. (a) Nikleostemin i¢in RT-PZR’da kullanilan Kimyasallar ve

Konsantrasyonlari
Kimyasal Konsantrasyon | Son Konsantrasyon | Eklenen Miktar
Syber green
reaksiyon 2X 2X Sul
karigimi
Primer F 100pm 10pm 0,1ul
Primer R 100pm 10pm 0,1pul
cDNA 2ul
2,8ul

Distile su (Toplam hacim 10 pl

olacak kadar)
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Cizelge 3.2. (b) P53 i¢in RT-PZR’da kullanilan Kimyasallar ve Konsantrasyonlari

Kimyasal Konsantrasyon | Son Konsantrasyon | Eklenen Miktar
Syber green
reaksiyon 2X 2X Sul
karigimi
Primer F 100pm 10pm 0,1ul
Primer R 100pm 10pm 0,1ul
cDNA 2ul
2,8ul
Distile su (Toplam hacim 10 pl
olacak kadar)

Tabloda belirtilen kosullarda hazirlanan 6rnekler, 96 kuyucuklu plaklarin i¢cinde 95 °C’de
10 dakika (ilk denatiirasyon), 95 %C’de 10 saniye (denatiirasyon), 60 %C’de 30 saniye

(primer baglanmast), 72 °C’de 1 saniye olmak iizere 50 dongii reaksiyona tabi tutulmustur.

RT-PZR sonunda elde edilen Cp degerleri kullanilarak E (Ekspresyon orani) degeri

asagidaki formiil kullanilarak hesaplanmustir.

AC kontrol-6rnek
(EHedef) P hedef ( drnek)

Ekspresyon Orani (E) =

E ACp (kontrol-6rnek)
( Referans) referans
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3.3. Sonuclarin Degerlendirilmesi

Istatistiksel analizler SPSS 15.0 programi kullanilarak yapilmistir. Tanimlayici istatistik
olarak caligma populasyonuna ait medyan (ortanca), minimum ve maksimum degerler ele

alimustir.

Frekans dagilimi sonucunda elde edilen verilerden bar grafigi cizilerek niikleostemin ve
P53 genlerinin Glioblastoma Multiforme hastalarinin tiimér dokularindaki ekspresyon

farklar1 gosterilmistir.

4. BULGULAR

4.1. Dokularin Elde Edilmesi

Tez ¢alismamiz, Ankara 1 no’lu Etik Kurulu’ndan 12.08.2009 tarihinde GBM hastalarinin
dokulari ile yapilacak baska bir ¢alisma i¢in alinmig kurul onayindan (karar no:2009/08-3)
sonra ayni Orneklerden kalan dokular ve yeni gelecek diger orneklerin yeni yapilacak olan
bu ¢alisma i¢in de kullanilmasina iliskin Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi Girisimsel
Olmayan Klinik Arastirmalar Degerlendirme Komisyonu’ndan 04.10.2010 tarihinde alinan
kurul kararindan (karar no: 16-367) sonra baslamistir. Bu tez ¢alismasinin hasta grubunu
klinik 6n degerlendirme sonucu GBM siiphesi tasiyan ve bu nedenle ameliyat edilen
bireyler olusturmaktadir. Ameliyat 6ncesinde, hastaliginin 6n tanis1 hakkinda bilgisi olan
bireylere ¢alisma hakkinda bilgi verilmis ve calismaya katilmayr kabul eden goniilli
hastalardan ameliyat sirasinda doku ornegi alimmistir. Bu kapsamda diger calisma igin
gelen Orneklerden saglanan 20 hastadan doku ornegi elde edilmistir. Ameliyat sonrasinda
bu hastalarin GBM hastas1 oldugu Ankara Universitesi Patoloji Anabilim Dal1 tarafindan
rapor edilip kesinlestirilmistir. Hastalarimizin ortalama yas1 52,4’°diir.Hastalarimizin 12’si

kadin, 8’1 erkektir. Hastalarimiza ait bilgiler ¢izelge 4.1’de verilmistir.
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Caligmaya hasta Orneklerinin yani sira 4 adet GBM hiicre serisi de kiyaslama yapmak
amaci ile eklenmistir. Bu hiicre serilerinden 1’1 bayan, 3’ii erkek kokenli hiicrelerden

olusmuslardir.

Cizelge 4.1. Doku 6rnegi alinan hastalara ait genel bilgiler

Hasta ad Tam tarihi | Yas Cinsiyet Boy/Kilo Cerrahi Derece Yasam Hayatta
kalma

Tipi Evet/Hayir siiresi

HK 05.11.09 37 K 1.67/54 Total v Evet -

AT 06.11.09 35 E 1.70/68 Total v Evet -

ST 09.05.09 35 E 1.70/68 Total v Hayir 14 ay

SC 30.07.09 62 E 1.73/70 Total v Evet -

Hi 05.10.09 60 K 1.65/57 Total v Evet -

ZP 17.11.09 36 K 1.62/56 Total v Hayir 10 ay

HA 27.04.09 60 K 1.65/62 Subtotal v Hayir 0ay

HK 31.08.09 37 K 1.60/64 Total v Evet -

EY 15.05.09 36 K 1.54/75 Subtotal v Hayir 7ay

FS 23.06.09 59 K 1.57/61 Total v Evet -

KC 14.05.09 60 E 1.72/80 Total v Hayir 14 ay

NB 02.07.09 53 K 1.57/60 Total v Evet -

NU 20.03.09 57 K 1.58/62 Total v Evet -

KP 15.10.09 43 E 1.65/60 Total 1\ Hayir 12 ay

HO 19.10.09 39 E 1.60/60 Subtotal v Hayir 8ay

UA 04.06.10 59 E 1.76/85 Total v Evet -

EK 12.03.09 57 K 1.55/83 Total v Hayir 14 ay

KA 30.07.09 45 E 1.73/70 Total v Hayir 12 ay

AK 03.07.09 60 K 1.52/65 Total 1\ Hayir 4 ay

FD 19.02.09 61 E 170/68 Total v Hayir 14 ay
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4.2. RNA izolasyonu Sonuglar

Calismada kullanilmis hastalara ait tiimor doku 6rnekleri iginde serum fizyolojik bulunan
steril enjektore konularak en fazla 30 dakika igerisinde hiicre kiiltiirii laboratuarina
getirilmistir. Hastalarin timoér dokusu disinda ameliyat sirasinda tlimore ulasmak igin
tiimor ¢evresinden ¢ikarilan normal dokularindan da bir miktar 6rnek alinmistir. Bu durum
hakkinda hastalara ameliyat dncesinde bilgilendirme yapilmis ve izinleri alinmistir. Tiim
orneklerden dokudan RNA izolasyonu protokolii kullanilarak RNA izolasyonu yapilmistir.
Bu RNA’larin A260/A280 degerlerine sonraki asamalarda yapilacak nicel Olgiimler
sebebiyle ozellikle dikkat edilmis, izole edilen RNA o6rneklerinde herhangi bir safsizligin
olmamasina dzen gosterilmistir. Izolasyon sonucu elde edilen RNA 6rneklerinin safliginin
ve konsantrasyonlarinin belirlenmesi igin yapilmis olan Nanodrop olgtimleri Cizelge

4.2.”de gosterilmistir.
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Cizelge 4.2. Hasta Ornekleri ve hiicre serilerine ait RNA izolasyonu Nanodrop sonuglari

ng/pl A260/A280

Hasta Numarasi (Normal doku/Tiimér doku) (Normal doku/Tiimér doku)
U 138 MG Hiicre serisi 23,02 1,91

U 118 MG Hiicre serisi 24,46 2,26

T 98 MG Hiicre serisi 41,31 1,92

U 87 MG Hiicre serisi 33,80 1,94

1 264,88 / 220,88 1,89 /1,88
2 137,64 /141,86 1,89 / 1,87
3 26,02 / 46,48 1,98 / 1,98
4 427,46 | 608,48 1,96 / 191
5 201,87 / 325,15 1,93 /1,88
6 42,96 / 51,68 1,86 / 1,81
7 116,85 / 515,33 1,84 /181
8 148,95 / 115,32 2,08 / 1,99
9 65,0 / 50,36 1,82 / 1,87
10 22,68 / 316,35 1,95 /1,83
11 558,69 / 332,05 1,82 /1,89
12 70,45 | 476,15 1,83 /1,88
13 34,56 / 58,88 2,09 / 2,12
14 105,37 / 91,98 1,82 /1,85
15 98,06 / 564,07 1,89 / 2,87
16 90,46 / 39,82 1,82 /1,85
17 269,97 / 280,61 2,16 / 1,87
18 22,87/ 231,80 1,88 / 1,81
19 312,02 / 251,98 1,89 / 1,81
20 227,51 75,29 182 /187
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4.3. cDNA Sentezi Icin Gerekli RNA Miktarlar

Calismanin asil hedefi hasta Orneklerindeki niikleostemin hedef geninin ifade
degisikliklerinin tespit edilmesi oldugu igin, baglangictaki transkript sayisinin esit
olmasinin biiyiik 6nemi vardir. Bu nedenle birbirinden farkli RNA konsantrasyonuna sahip
orneklerin her biri, baslangic RNA miktar1 300 ng olacak bi¢cimde ayarlanmistir ve
sonrasinda cDNA sentezi gergeklestirilmistir. Her bir 6rnekten izolasyon sonucu elde
edilen RNA ana stogundan cDNA sentezi i¢in ne kadar alinmas1 gerektigi Cizelge 4.3’de

gosterilmistir.
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Cizelge 4.3. 1 pg RNA i¢in stoktan alinmasi gereken RNA miktarlari

Hasta Numaras Stok RNA konsantrasyonu Alinmasi gereken RNA miktari (pl)
ng/C (Normal doku/Tiimér doku)
(Normal doku/Tiimér doku)

U 138 MG Hiicre serisi 23,02 6,5

U 118 MG Hiicre serisi 24,46 6,1

T 98 MG Hiicre serisi 41,31 3,6

U 87 MG Hiicre serisi 33,80 4.4
1 264,88 / 220,88 06 /07
2 137,64 /141,86 11/ 09
3 26,02 / 46,48 581732
4 427,46 | 608,48 6,0 /03
5 201,87 / 325,15 0,71/05
6 42,96/ 51,68 35730
7 116,85 / 515,33 13/03
8 148,95 / 115,32 10/ 13
9 65,0 / 50,36 231 30
10 22,68 / 316,35 6,6 /05
11 558,69 / 332,05 03/05
12 70,45 / 476,15 211703
13 34,56 / 58,88 43125
14 105,37 / 91,98 141716
15 98,06 / 564,07 15703
16 90,46 / 39,82 17738
17 269,97 / 280,61 06 /05
18 22,87/ 231,80 6,6 /07
19 312,02 / 251,98 05 /0,6
20 2275 /1 75,29 0,7 1/20
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4.4. Es Zamanh Polimeraz Zincir Reaksiyonu (RT-PZR) Analiz Sonuglar:

Niikleostemin geni i¢in tasarlanmis primerlerin optimum baglanma sicakliklarinin
saptanmasi amaciyla yapilan optimizasyon PZR’larmin ardindan elde edilen o6rnek

cDNA’lar1 ile RT-PZR reaksiyonlar1 ger¢eklestirilmistir.

4.4.1. Amplifikasyon egrileri ve ortalama Cp degerleri

Gergeklestirilmig olan her RT-PZR deneyinin sonunda, hedef gene 6zgii primerlerin 6rnek
c¢DNA’s1 tizerinde uygun bolgelere baglanmasi ve bu transkriptin logaritmik olarak artisini
gosteren amplifikasyon egrisi grafikleri olusmaktadir. Olusan iiriin miktarinin artmasiyla
beraber SYBR Green I daha ¢ok baglanmakta ve boylelikle floresan 1s1ma artmaktadir. Bu
floresan 1gimalarin esik degerini gegtigi dongii sayisina Ct (Cycle Threshold) veya Cp
(Crossing point) denilmektedir. Sekil 4.1.’de Niikleostemin genine ve G6PDH
housekeeping gene ait amplifikasyon egrisi grafigi goriilmektedir.
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(b)
Amplification Curves @
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Sekil 4.1. (a).Niikleostemin amplifikasyon egrisi grafigi, (b). G6PDH amplifikasyon egrisi
grafigi ( Baglanma sicakligi 60°C)

Niikleostemin geni i¢in, 20 hasta 6rneginin hem normal hem tiimér dokulari ile 4 hiicre
serisi kontrol olarak G6PDH kullanilarak calisilmistir. 20 hastadan gelen normal doku
orneklerinin RNA’lar1 karistirillarak saglikli bir havuz elde edilmistir. Muhtemel teknik
hatalar1 6nlemek amaci ile 6rnekler tUclii tekrar (her 6rnek i¢in 3 ayr1 reaksiyon) olarak

calisilmistir.

RT-PCR reaksiyonlar1 sonuglarinin analiz edilmesiyle her 6rnek icin ii¢ adet Cp degeri
olugmustur. Gen ifade degisikligi oranlarunin hesaplandigi analizlerde, bu li¢ Cp degerinin
ortalamasi kullanilmigtir. Cizelge 4.4.’de hem NS hem de p53 genine ait her bir 6rnek igin

hesaplanmis ortalama Cp degerleri gosterilmistir.
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Cizelge 4.4. (a) Niikleostemin I¢in Tiimér Doku Ornekleri ve Saglikli Doku Havuzu

ortalama Cp degerleri

Hasta Numarasi Ortalama Cp Degerleri (Tiimér Dokulari)
U 138 mg 26,95
U 118 mg 22,03

T98¢g 25,25
U 87 mg 23,60
1 24,89

2 24,38

3 27,48

4 23,52

5 29,26

6 23,69

7 24,13

8 24,96

9 28,86
10 24,55
11 26,37
12 23,46
13 26,99
14 24,93
15 22,66
16 29,63
17 26,56
18 24,75
19 26,82
20 25,80
Saghkh doku havuzu ortalama Cp degeri 24,86
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Cizelge 4.4. (b) P53 i¢in Tiimér Doku Ornekleri ve Saglikli Doku Havuzu ortalama Cp

degerleri

Hasta Numarasi Ortalama Cp Degerleri (Tiimér Dokulari)

U 138 mg 30,28

U 118 mg 25,39

T98¢g 26,55

U 87 mg 27,34

1 22,58

2 28,26

3 30,30

4 28,38

5 31,92

6 27,42

7 30,06

8 29,03

9 32,46

10 30,35

11 28,95

12 25,52

13 29,06

14 26,90

15 26,40

16 33,84

17 30,98

18 28,85

19 29,29

20 28,18

Saghkh doku havuzu ortalama Cp degeri 30,72
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4.4.2. Erime egrisi (melting curve) analizi ve sonuclari

RT-PZR reaksiyonlarinda kullanilan SYBR Green I DNA ¢ift sarmalina baglandig i¢in
erime egrisi analizi RT-PZR’1n 6zgiinliigli i¢in biiyiilk 6nem tagimaktadir. Tipik bir erime
egrisi grafiginde, her O0rnek i¢in sadece bir tane peak goriilmesi beklenmektedir. Ekstra
peakler 6zgiin olmayan PZR iiriinlerinin veya primer dimerin habercisidir. Her RT-PZR
reaksiyonunun ardindan, reaksiyonun Ozgilinliigiinii degerlendirebilmek agisindan erime
egrisi analizi yapilmistir. Sekil 3.2.°de, tipik, olmas1 beklenilen bir erime egrisi grafigi,
Sekil 3.3.’de ise Niikleostemin’e ve G6PDH’ genine ait erime egrisi grafikleri

goriilmektedir.
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Sekil.4.2. Tipik bir erime egrisi grafigi
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Sekil.4.3. (a) Nikleostemin erime egrisi grafigi

(Baglanma sicakligi 60°C)
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4.4.3. Gen ifade degisikligi oranlarinn hesaplanmasi ve sonuclari

Gen ifade degisikligi oranlarinin hesaplanmasinda 2-AACt formiilii kullanilmistir. Bu
formiil amplifikasyon etkinligi degeri olan E degerini 2 alarak reaksiyon etkinliginin %100

oldugunu kabul eder. Formiiliin a¢ik hali agagidaki gibidir:

AC kontrol-ornek
(EHedef) P hedef ( drmek)

Ekspresyon Orani (E) =

E ACp (kontrol-6rnek)
( Referans) referans

Bu formiil dogrultusunda hesaplanan gen ifadesi degisim oranlari, daha sonra log2
tabanina gevrilmistir. Bunun yapilmasinin sebebi, bu degisimlerinin ifade edilis bigimlerini
kolaylastirmaktir. Her bir hedef gen i¢in 6rneklere ait gen ifade degisikligi oranlariin log2

tabanindaki karsiliklart Cizelge 4.5.’de mevcuttur.
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Cizelge 4.5. (a) Orneklerin NS gen ifade degisikligi oranlar1 ve bu oranlarin log2

tabanindaki karsiliklar

Hasta Numarasi

Formiil Dogrultusunda Hesaplanan Gen

ifade Degisikligi Oranlar

Formiil Dogrultusunda Hesaplanan Gen
ifade Degisikligi Oranlarimn log 2
Tabanmindaki Karsihiklar:

U 138 mg 0,36 -1,47
U 118 mg 0,20 22,32
T98¢g 0,07 -3,84
U87 mg 0,56 -0,84
1 1,33 0,41
2 0,96 -0,06
3 0,28 -1,84
4 0,62 -0,69
5 0,48 -1,06
6 1,68 0,75
7 0,44 -1,18
8 0,99 -0,014
9 0,53 -0,92
10 0,86 -0,22
11 1,00 0
12 0,88 -0,18
13 0,42 -1,25
14 0,76 -0,40
15 0,71 -0,49
16 1,29 0,37
17 0,78 -0,36
18 0,52 -0,94
19 0,55 -0,86
20 0,39 -1,36
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Cizelge 4.5. (b) Orneklerin p53 gen ifade degisikligi oranlar1 ve bu oranlarin log2

tabanindaki karsiliklar

Hasta Numarasi

Formiil Dogrultusunda Hesaplanan Gen

ifade Degisikligi Oranlar

Formiil Dogrultusunda Hesaplanan Gen
ifade Degisikligi Oranlarimn log 2
Tabanmindaki Karsihiklar:

U 138 mg 0,44 -1,18

U 118 mg 0,28 -1,84

T98g 0,23 -2.12

Us7 mg 0,18 -2.47
1 9,19 3,2

2 0,63 -0,67

3 1,21 0,28

4 0,83 -0.27

5 3,14 1,65

6 1,27 0,34

7 0,81 -0,31

8 3,05 1,61

9 1,88 0,91

10 0,91 1,81
11 1,88 -1,25
12 3,51 1,81
13 0,42 -1,25
14 1,40 0,49
15 3,61 1,85

16 0,97 -0,04

17 0,078 -3,68

18 0,87 -0,20
19 1,66 0,73

20 0,39 -1,36
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Gen ifade degisikligi oranlarmin log2 tabanma gore karsiligi olan degerlerin negatif
olmasi, ilgili 6rnekte hedef gen ifadesinin azaldigini; degerin pozitif olmasi ise, hedef gen

ifadesinin artmis oldugunu gostermektedir.

Istatiksel analizler icin SPSS 15.0 programi kullanilmistir. Calisma populasyonuna ait
tanimlayict istatistikler medyan (ortanca), minimum ve maksimum degerler olarak

Ozetlenmistir.

Ayrica Frekans dagilimi sonucunda elde edilen verilerden bir bar grafigi ¢izilmistir.

Glioblastoma Multiforme tanis1 almis hastalardan elde edilmis normal doku havuzu ve her
bir hastaya ait tliimor doku 6rneklerinde yapilan analizler sonucunda her bir hastanin tiimor
dokusu i¢in niikleostemin geninin ifade degisiklikleri Sekil 4.4’de, timo6r dokularindaki
p53 geninin ifade degisimleri Sekil 4.5.’de, p53 geninin ifade degisimleri ile NS geninin

ifade degisimlerinin karsilastirilmasi ise Sekil 4.6’da 6zetlenmistir.

Calisma populasyonuna ait NS geni i¢cin medyan (ortanca) degeri -0,76, minimum deger

-3,85, maksimum deger ise 0,75 olarak hesaplanmastir.

Calisma populasyonuna ait p53 geni i¢in medyan (ortanca) degeri -0,09, minimum deger

-3,68, maksimum deger 3,2 olarak hesaplanmustir.
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Sekil 4.4. Niikleostemin genine gore hastalarin timor dokularindaki gen ifade degisimleri.
21 numarali 6rnek U138 mg, 22 numaral 6érnek U118 mg, 23 numarali 6rnek T98g ve 24
numarali 6rnek de U87 mg hiicre serilerini ifade etmektedir

Glioblastoma Multiforme hastalar1 timor 6rneklerinden 2, 3, 4, 5, 7, 8, 9, 10, 12, 13, 14,
15, 17, 18, 19, 20, 21 (U138 mg), 22 (U118 mg), 23 (T98 g), 24 (U 87 mg) numaral
hastalarin ve hiicre serilerinin niikleostemin geni ifade degisikliklerine bakildiginda (Sekil
4.4) benzer bir egilim gosterdikleri belirlenmis ve bu hastalarda niikleostemin gen
ifadesinde azalma oldugu tespit edilmistir. Bu on alt1 hasta ve dort hiicre serisindeki ifade

profillerinin aksine, 1, 6 ve 16 numarali hastada ise NS gen ifadelerinde artig goriilmiistiir.

Ayrica, 11 numarali hastanin ise ifade profili tam sinir diizeydedir ve niikleostemin geninin

ifadesinde ne artis ne de azalis goriilmiistiir.
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Sekil 4.5. p53 genine gore hastalarin tiimor dokularindaki gen ifade degisimleri. 21
numaralt 6rnek U138 mg, 22 numarali 6rnek U118 mg, 23 numarali 6rnek T98g ve 24
numarali 6rnek de U87 mg hiicre serilerini ifade etmektedir

Glioblastoma Multiforme hastalar1 tumor orneklerinden 2, 4, 7, 10, 13, 16, 17, 18, 20, 21
(U138 mg), 22 (U118 mg), 23 (T98 g), 24 (U 87 mg) numarali hastalarin ve hiicre
serilerinin p53 geni ifade degisikliklerine bakildiginda (Sekil 4.5) bu hastalarda p53 gen
ifadesinde azalma oldugu tespit edilmistir. Bu on {i¢ hasta ve dort hiicre serisindeki ifade
profillerinin aksine, 1, 3, 5, 6, 8, 9, 11, 12, 14, 15 ve 19 numarali hastada ise p53 gen

ifadelerinde artis goriilmiistiir.
Ancak p53 gen ifadeleri ile yapilan istatistiksel analizler sonucunda p = 0,115 degeri

bulundugundan hastalarin  timor dokularindaki p53 artis ve azalislari anlamh

bulunmamastir.
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Hasta no

Sekil 4.6. Hastalarin tiimor dokularindaki P53 ile Niikleostemin genleri arasindaki gen
ifade degisimlerinin karsilastirilmasi. 21 numarali 6rnek U138 mg, 22 numarali 6rnek
U118 mg, 23 numarali 6rnek T98g ve 24 numarali 6rnek de U87 mg hiicre serilerini ifade
etmektedir

NS ile p53 genlerinin ekspresyon diizeyleri arasinda r=0,491°lik bir korelasyon
hesaplanmistir. Spearman korelasyonu ile elde edilen bu deger istatistiksel olarak
anlamlidir (p=0,015). Korelasyon katsayisinin pozitif olmasi iliski yoniinden p53 ile NS
ekspresyon seviyeleri arasinda dogrusal bir iligski oldugunu, genlerden birinin ekspresyonu

arttiginda digerinin de arttigin1 géstermektedir.
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5. TARTISMA VE SONUC

Kanser giinlimiiziin en 6liimciil ve goriilme siklig1 en fazla artis gosteren hastaliklarindan
biridir. Bu artisin nedenleri arasinda ¢evresel kanserojen molekiillerin artmasi, modern
teknolojinin yan etkileri, stres ve zorlu yasam kosullari gelmektedir (Blumenthal and
Schulman, 2005; Krex et al., 2007). Bu kadar biiylik artisa ve 6liimciil etkiye sahip olmasi

nedeniyle bilimsel ¢alismalar i¢in ¢ok dnemli bir konu bashigi teskil etmektedir.

Tsai ve McKay (2002) Niikleostemin (NS) genini, 6zellikle kok hiicreler ve kok hiicre
bakimindan zengin dokularda bulunan bir p-53 baglama proteini olarak tanimlamislardir.
flging olarak, NS mRNA’s1 ve proteininin her ikisinin de eriskin farklilasmis hiicre ve
dokularda bulunmadigi, buna ragmen farkli insan kanser hiicre serilerinde yiiksek derecede
eksprese edildigi saptanmistir. NS tarafindan kodlanan proteinin, erken multipotent evrede
hiicreler ¢ogalirken eksprese edildigi hiicre farklilasmasinin baglamasi ile beraber aniden
ve tamamen ortadan kayboldugu bildirilmistir. NS’nin kok hiicre ve kanser hiicre
serilerinde ifadelenirken erigskin dokularin farklilagmis hiicrelerinde goriilmemesi durumu
NS’nin kok hiicre ve kanser hiicrelerinin kendini yenilemesinde onemli bir role sahip

oldugunu diisiindiirmektedir (Tsai and McKay, 2002).

Yoshida ve arkadaglarinin 2011 yilinda yaptig1 ¢alismada oral yassi hiicre karsinomu
hiicrelerinin patogenezinde NS’nin etkili olup olmadigi arastirilmistir. Dil kanserinin
gelisiminde NS’ nin 6nemini anlamak amaci ile normal epitelyum hiicreleri, premalignant
lezyonlar (displazi) ve dil kanseri timor hiicreleri kullanilmistir. Calisma sonucunda
neoplastik dokularda normal kontrollerine gore olduk¢a yiiksek seviyede NS
ekspresyonuna rastlanmigtir. Daha Once yapilan c¢alismalar NS’nin  sadece ribozom
biyosentezinde degil farklilasmis hiicrelerdeki protein sentezi i¢cin de gerekli oldugunu
ortaya koymustur (Romanova et al., 2009). Bu nedenle Yoshida ve arkadaslarinin
calismasinda dil dokularinda kok hiicreler, kanser hiicreleri veya farklilasmis normal
hiicrelerin hepsinin proliferasyon durumundayken NS ekspresyonuna sahip olabilecegi
one stiriilmektedir. NS’ nin susuturulmasinin dil kanseri hiicrelerinde hiicresel replikasyona

ve indiiklenmis apoptoza neden oldugu goriilmiistiir.
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Daha 6nce yapilan ¢alismalarda NS nin proliferasyonu destekleyici fonksiyonunun p-53’e
baglanip onu inaktif hale getirmesi sayesinde oldugu belirtilmistir (Bernardi and Pandolfi,
2003). Ama yine de simdiye kadar bu hipotezi destekleyecek bilimsel bir kanit
sunulmamistir. NS ile p53’iin birbirine baglanip beraber caligmalarina dair bilgiler fikrin
Otesinde bir hipotez olarak kalmistir (Tsai and McKay, 2002). Yoshida ve arkadaglarinin
pS3 disinda p21 ve p27 genlerinin ekspresyonuna bakmalart bu yolda atilmis iyi bir adim
olmustur. p21, p53°lin en One ¢ikan efektdrlerinden biri olup p53°lin hiicre dongiisiini
diizenleme fonksiyonunda gorevli iken p27 de baska bir hiicre dongiisii diizenleme
molekiiliidiir. NS ekspresyonunun baskilanmasinin, p21’in ekspresyonunda etkileyici bir
artisa sebep olmadigr goriilmiistir. Buna ragmen NS’nin, p27 ekspresyonunu
diizenleyebilecegi ve p27 araciligi ile hiicre dongiisiinde duraklamaya neden olabilecegi
One siirliilmiistlir. Yakin tarihte yapilan ¢alismalar NS’nin hiicre dongiisii kontroliinii p53
bagimsiz bir yolaktan diizenleyebilecegi fikrini ortaya atmistir. Yoshida ve arkadaslari,
NS’nin daha once sadece kok hiicrelere spesifik oldugunu 6ne siiren ¢alismalardan farkl
olarak normal hiicreler, neoplazik oral epitelyum hiicrelerinde ve de oral yassi sarkoma
hiicrelerinde siirekli olarak ifadelendigini gdstermislerdir. Son giinlerde CD44, CD133
gibi yiizey belirtecleri ve ¢oklu tarama proteinlerinin oral yass1 hiicre karsinomu hiicreleri

igin bir belirte¢ oldugu rapor edilmistir (Yoshida et al., 2011).

Niikleosteminin kok hiicre ve kanser hiicrelerinin ¢ogalmasindaki olast rolii dikkate
almarak bir¢cok tiimor dokusunda ve kanser tiirlinde bu genin ifadelenme profillerine
bakilmistir. Literatiirde simdiye dek oOzefajiyal yassi hiicre karsinomu, prostat kanseri,
meme Kanseri, mide ve karaciger kanseri, renal karsinom ve akciger kanser hiicrelerinde

niikleostemin ekspresyon seviyeleri aragtirilmistir.

Sunulan bu tez ¢alismasimin amaci Glioblastoma Multiforme timér dokular1 ve normal
beyin dokular1 arasindaki niikleostemin ekspresyon seviyelerinin karsilastiriimasidir.
Glioblastoma Multiforme tiimor dokularinda niikleostemin ifadesine bakilmasi nedeni ile
bu calisma literatiirde bir ilktir. Bu ¢alisma planlanirken literatiirde var olan pek ¢ok farkli

kanser tiiriine ait solid tiimor ornekleri lizerinden elde edilen bulgulardan yararlanilmistir.
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Calismamiz son yillarda en ¢ok rastlanan ve beyin kanserinin en 6limciil timor tiirii olan
Glioblastoma Multiforme’li hastalardan alinan hem normal beyin dokusu hem de malign
GBM dokularindaki NS ekspresyonuna ve bu ekspresyon seviyesi ile GBM hiicreleri
arasinda olabilecek potansiyel bir iliski lizerinde kurulan hipoteze dayanilarak yapilmistir.
Calismamizda 20 hastadan toplanan GBM tiimér dokular1 ve yine ayni hastalara ait olan

normal beyin dokularinin yani1 sira 3 adet GBM hiicre serisi kullanilmistir.

Bu tez caligmasinda Glioblastoma Multiforme tiimor dokulart ve normal beyin dokulari
arasindaki niikleostemin ekspresyon diizeyleri es zamanli PZR yontemi ile saptanmistir.
Elde edilen sonuglara gére 20 hastanin 16’sinda (hastalarin %80’inde) tiimor dokusundaki
NS ekspresyon seviyesinin bekledigimizin aksine normal beyin dokularina gére anlamli

derecede azaldig1 gozlemlenmistir (p<0.001).

Hasta 6rneklerine paralel olarak GBM hiicre serilerinde de NS ekspresyonunun beklenenin
aksine oldukga diisiik oldugu saptanmustir. 20 hastanin sadece 3 tanesinin tiimér dokusunda
NS’nin yiiksek miktarda ifadelendigi ortaya ¢ikmistir. Sadece 1 hastada ise tiimoér dokusu

ile normal doku arasindaki ekspresyon diizeylerinin esit oldugu bulunmustur.

Bulgular hasta bilgileri ile karsilastirildiginda hastalarin yasi, cinsiyeti, boy-kilo gibi
fiziksel ozellikleri arasinda bir korelasyon saptanmamistir. GBM tiimér dokularindaki bu
ekspresyon profili daha once hicbir calismada gosterilmemis olup bu tez calismasinin

Ozgiinliiglinii destekleyen temel bir bulgudur.

Elde edilen sonuglar, Fan ve arkadaslarinin 2006 yilinda normal ve malign bobrek
dokularindaki niikleostemin ekspresyonunu arastirdiklari ¢calismanin sonuglart ile uyumlu
bulunmustur. Fan ve arkadaslar1 ¢aligmalarinda normal ve malign bobrek hiicrelerinin yani
sira bobrek tiimor hiicre serileri de kullanilmistir. Bu arastirmacilarin yaptiklari ¢alismanin
sonucunda tiimor doku orneklerinin hemen hemen yarisinda NS mRNA ekspresyonuna
rastlanmistir. Bunun yani sira 3 hastadan aldiklar1 6rneklerin analizi sonucunda normal

dokuda NS ekspresyonu saptanirken tiimoér dokularinda saptanamamastir.
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4 hastada ise normal doku ile tiimdr doku arasindaki ekspresyon seviyesinde bir fark
bulunamamaistir. Sunulan bu tez ¢alismasinda da 20 hastanin 1’inde tiimdr doku ile normal
doku arasindaki ekspresyon seviyesinde bir farka rastlanmazken 16’sinda normal dokuda

NS’nin daha fazla ifadelendigi bulgusu ortaya konmustur.

Fan ve arkadaslarinin ¢alismasina paralel olarak bu tez calismast NS’nin GBM tiimor
dokularina nazaran yakin komsu normal beyin dokularinda oldukga yliksek seviyede
eksprese edildigini, dolayisi ile Tsai ve McKay’in 2002’de 6ne siirdiigli NS’ nin sadece kok
hiicre ve kanser hiicrelerinde ifadelendigi hipotezine zit olarak farklilasmis eriskin
dokularda da ifadelenebildigi gosterilmistir. NS’nin kok hiicreler, kanser hiicreleri veya
normal farklilagmis hiicrelerdeki varligi, hiicreler aktif ¢ogalma donemindeyken NS
ifadesinin kazanilmis olabilecegi diisiincesini akla getirmektedir. Dolayist ile bu
sonuclardan yola c¢ikilarak NS’nin, sadece kok ve kanser hiicrelerinin hiicre dongii
kontroliinde rol alan bir molekiilden ziyade daha ¢ok bir proliferasyon belirteci olarak
adlandirilabilecegi 6ne siiriilebilir. NS ekspresyonunun normal beyin dokularinda
goriilmesine, bu hiicrelerde saptanan NS transkriptinin aslinda proliferatif bazi farklilagsmis
hiicreler veya baska hiicre tipleri tarafindan da eksprese edilebildigi seklinde bir agiklama

getirilebilir.

Bu bulgularin 15181 altinda sadece kanser hiicresi ve kok hiicrelerde ifade edildigi ancak
farklilagmis hiicrelerde ifadelenmedigi Tsai ve McKay tarafindan 2002 yilinda one
stirilmesine ragmen niikleostemin geninin, farklilagsmis normal beyin dokusunda yiiksek
oranda ifadelendigi ilk kez bu tez ¢alismasi ile belirlenmistir. Bu durum NS’nin tiiméral
olmayan normal beyin dokusunda yiiksek oranda ifadelenen bir protein olabilecegi
goriisiinii destekler niteliktedir. Niikleosteminin normal dokuda tiimér ile ayn1 miktarda ya
da normal dokuda tiimdér dokusundan daha fazla ifadelenmesi NS’nin kok ve kanser
hiicrelerinin ¢ogalmasinda spesifik bir rolii oldugu diisiincesinin sorgulanmasina sebep
olmaktadir. Buna ek olarak bu sonuglara, tiimoére komsu yakin c¢evredeki normal beyin
dokularindaki tiimdor hiicre kontaminasyonunun da sebep olabilecegi diisiiniilmektedir. Bu
diisiinceyi GBM’in yayilma o6zelliginin ¢ok yiiksek olmasi da desteklemektedir. Bu
kontaminasyon sonucu normal dokuda NS mRNA seviyesinin yliksek ¢ikmis olabilecegi

ihtimal dahilindedir.
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Son zamanlarda yapilan ¢alismalar sayesinde kan, meme, beyin, dalak, bas ve boyun,
kolon, deri, ve yumurtalik kanserlerinde kanser kok hiicrelerinin (KKH'lerin) oldugu
bildirilmektedir (Singh et al. 2004, Li et al. 2007, Prince et al. 2007). Bizim ¢alismamizda
da KKH’lerin GBM tiimér dokularinda da bulunma ihtimali diisiiniilmektedir. Bu tez
calismasindan elde ettigimiz sonuglarda 3 hastanin GBM timoér dokusunda NS
ekspresyonunun oldukga fazla oldugu bilgisine varilmistir. Diger 6rneklerde tiimor dokuda
NS ekspresyonu diisiik iken sadece 3 hastada yiiksek olmasi bu duruma kanser kok
hiicrelerinin sebep olabilecegi seklinde yorumlanabilir. Tiimor dokusunda normal
dokusuna gore NS ekspresyonu fazla ¢ikan hastalarda kanser kok hiicre miktarinin fazla

olabilecegi diisliniilmektedir.

Ozellikle KKH’lerde NS ekspresyonunun diisiik ve yiiksek olmasi hiicre siklusunda bir
blokaja neden olabilmektedir (Fan et al., 2006, Yoshida et al., 2011). Bu durum, bizim
caligmamizda NS ekspresyonunun 3 hastada yiiksek olarak belirlenmesinin nedeni olarak
bu hasta érneklerinde CD133" kanser kdk hiicrelerinin fazla miktarda bulunma olasiligim
akla getirmektedir. Ancak tam net bir sonuca ulagsmak amaci ile tiimor dokusu ile KKH’ler

arasindaki NS ekspresyon farkinin ayrica irdelenmesi gerekmektedir.

Bizim ¢alisma bulgularimiz ile uyumlu olan Fan ve arkadaslarinin ¢aligmasindan da
ulasilan sonuclardan farkli olarak; literatiirede bazi kanser tiirlerine ait timdr dokularinda
NS ekspresyonunun tiimor dokuda normal dokuya gore daha fazla oldugu bildirilmistir.
Ancak yapilan ¢aligmalarda genellikle tiimor dokusu ayni hastanin normal dokusu ile
karsilastirilmamis, sadece tiimorler kendi aralarinda kiyaslanmistir. Bizim ¢alismamizda
ise ayni hastanin hem tiim6r hem de normal dokularindaki ekspresyon seviyeleri

kiyaslanmistir.

NS ribozom biyogenezinde rol alan ana proteinlerden biridir. Bu nedenle eriskin
boliinmeyen hiicrelerde de bazal seviyede bir NS ekspresyonunun beklenmesi olasidir.
Yiiksek oranda protein sentezi olan dokularda NS’nin ribozom biyogenezindeki roliinden

dolay1 bazal seviyede NS ekspresyonu olabilecegi yorumu yapilabilir.
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Bu tez c¢alismasinda; NS geninin normal beyin dokusunda da transkripsiyon
aktivasyonunun olup olmadigini anlamak i¢in GBM tiimorii komsulugunda olan normal
beyin dokusu Ornekleri cerrahi yolla alinarak bu dokularda NS mRNA diizeyi
incelenmistir. Enteresan olarak tiimor dokularinda NS ekspresyonu normal beyin dokusuna
gore oldukga diisiik bulunmustur. NS’nin, normal ve malign beyin dokularinda tek bir
hiicre proliferasyon regiilatorii veya kok hiicre ve kanser hiicrelerinde yasamin
devamliligindan sorumlu bir protein olarak tanimlanmasindan ziyade hem normal hem

malign beyin dokularinda ifadelendigi saptanmaistir.

Ran-lu Liu ve arkadaslarinin 2008 yilinda yaptig1 ¢aligmada NS’nin prostat kanserindeki
ekspresyonuna ve bu ekspresyonun PC-3 isimli prostat kanseri hiicrelerinin ¢ogalmasina
olan etkisi aragtirllmistir. NS geni ile prostat kanseri patogenezi arasindaki herhangi bir
iligkiyi saptamak amaci ile hiicrelerin ¢ogalma kapasitesi ve NS gen ekspresyonunun
degisimi belirlenmistir. Calisma sonucunda prostat kanseri hastalarindan toplanan tiimér
dokularmmin tamaminda NS mRNA’sina rastlanmistir. Sonug olarak NS geninin prostat
kanseri tiimdrlerinde ve 3 adet genel prostat kanseri hiicre serisinde tipki bagska
caligmalarda da goriildiigl tizere yliksek miktarda eksprese edildigi ortaya konulmustur.
Tiim bu ¢aligmalar sonucunda NS’nin prostat kanserinde tedavi edici gen hedefi olarak
kullanabilecegi kanisina varilmistir. Ancak bu ¢aligmada kontrol grubu olarak, timor
dokusu olan hastalardan normal doku 6rnegi alinmamistir. O nedenle prostat kanseri

hastalarinin normal prostat dokularindaki ekspresyon seviyesi bilinmemektedir.

Bizim calismamizdan farkli olarak prostat kanseri hiicrelerinde NS ekspresyonunun
yiiksek seviyede oldugu sonucuna ulasilmistir. Prostat kanseri tiimor dokularinda yiiksek
NS ekspresyonuna rastlanirken GBM tiimoér dokularinda rastlanmamasi normal beyin

dokusunda zaten yliksek oranda ifadelendigini diisiindiirmektedir.

Si-Jin Liu ve arkadaslarinin 2004 yilinda yayinladiklar1 baska bir ¢alismada NS’nin mide
kanseri, karaciger kanseri ve baska malignansilerde tiimdr biiylime diizenlenmesi
tizerindeki rolii arastirilmistir. Bu dokularin tiimiinde NS’nin eksprese edildigi

anlasilmistir.
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RT- PZR sonuglarina gére malign ve benign tiimor dokulart ve benign hiperplazi gosteren
dokularda yiiksek oranda NS ekspresyonu saptanmistir. Bu g¢alismadan elde edilen
sonuglar bizim sonuglarimizla kiyaslandiginda bakilan timér tlrlerinin aksine GBM

tiimorlerinde NS ekspresyonunun diistik bulundugu goriilmektedir.

Zhang ve arkadaslarinin 2009 yilinda yaptigi bir diger ¢alismada insan 6zefagal yass1 hiicre
karsinomas1 (ESCC) dokularindaki NS ekspresyonuna bakilmistir. Bu c¢alismada ise
normal olmayan NS ekspresyonunun bazi kanserlerde karsinogenez ile baglantili
olabilecegi hipotezine ¢ikarim yapilmistir. Calisma igin hastalarin hem normal hem de
timorlii dokularindan 6rnek alinmistir. Yapilan genetik analizler sonucunda hastalarin
yarisindan fazlasinda timor dokuda normal dokuya gore daha yiiksek derecede NS
ekpresyonu oldugu saptanmistir. Normal dokularda yapilan analiz sonuglarina gére normal
dokularin bir kisminda da NS ekspresyonuna rastlanmistir. Ozetle NS ekpresyonunun
0zefagal timor dokularinda siklikla bulundugu, buna ek olarak NS ekspresyonunun normal
dokularda da saptanabilecegi bilgisine ulagilabilmektedir. Tipki bizim ¢alismamizda da
elde ettigimiz sonuglar gibi normal beyin dokularinda da normal 6zefagal dokularda

oldugu gibi NS ekspresyonuna rastlanabilmektedir.

Mide kanseri (Yang et al., 2005), karaciger kanseri (Si-Jin Liu et al., 2004), 6zefajiyal
yassi hiicre karsinomasi (Zhang et al., 2009), prostat kanseri (Ran-Lu Liu et al., 2008) gibi
solid tiimor oOrneklerinde yapilan ¢aligmalarda niikleosteminin tiimoér dokusu ve timor
hiicre serilerinde yiiksek oranda ifadelendigi belirtilirken, bu tez ¢alismasinda GBM tiiméor
hiicresi ve hiicre serilerinde niikleosteminin diisiik oranda ifadelendigi ortaya konulmustur.

Bu farkliliga sebep olabilecek bir¢ok diisiince aklimiza gelmektedir.

NS ekspresyonu azaldiginda bunun yerine niikleostemin ailesinden olan GNL3L’nin
ekspresyonunun arttig1 bildirilmektedir. GNL3L miktar arttiginda TRF1 miktar1 artmakta
ve buna bagl olarak G2-M blokaji (hiicre dongii blokaj1) ortadan kalkmaktadir (Meng et
al., 2011). GNL3L’nin baskilanmasi, hiicre dongiisiinde G2-M arestine ve p53 aracili p21

upregiilasyonuna ve apoptoza yol agmaktadir.
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NS aktivitesi ile karsilastirildiginda GNL3L, MDM2’nin bazal regiilatoriidiir. NS ve
GNL3L, MDM2’nin stabilizasyonundan sorumlu, p53 aktivasyonunu baskilayan birer
niikleolar proteindir. Her iki proteinin de tliimdr formasyonunun ortaya c¢ikmasinda rol
oynayabilecegi diistiniilmektedir. GNL3L ve NS birlikte NS ailesi proteini olarak
MDM2’yi ve P53’ii kontrol eden timor promoting (ilerletici) genler olarak tanimlanmigtir
(Meng et al., 2011). Dolayisi ile bu tez ¢alismasinda GBM tiimér dokularinda NS
ekspresyonunun diisiik olmas1 GNL3L miktarinda bir artisa neden olarak TRF1 iizerinden

telomer sentezine ve sonug olarak hiicre proliferasyonuna neden olmus olabilir.

NS ile ilgili bilgilerin disinda bu tez ¢alismasinda p53 geninin ifade diizeylerinin GBM
hastalarinda belirlenmesi konusunda yapilan istatistiksel analizler dogrultusunda bu gen
ifadesi ile GBM hastalarmin timor dokulari arasinda anlamli bir iliski saptanamamuistir
(p=0.115). Bu sonucu destekler nitelikteki literatiir ¢alismalari da GBM ile p53
ekspresyonu arasinda bir korelasyon olmadigini, GBM’de genellikle p53 mutasyonlarinin

gorildiiglinii bildirmektedir ( Facoetti, 2008, Hiroyuki, 2010).

Bu tez c¢alismasinda GBM tiimor dokularinda NS ekspresyonlarinin normal beyin
dokusuna gore diisiik olmasina ragmen NS ve P53 ekspresyonlar1 arasindaki iliski
incelendiginde istatistiksel diizeyde giiclii bir korelasyon oldugu belirlenmistir (p=0.015).
Bu sonug, literatiir ile uyumlu olarak NS’nin MDM2 iizerinden ve p53°e direkt baglanarak
p53’i regiile ettigini destekleyen bir bulgudur (Ma and Pederson 2008, Meng et al. 2011).

Tiim bu tartigilan bilgilerin 15181 altinda NS’nin aslinda baz1 dokularda erigkin hiicrelerde
de ifadelenebildigi, bu o6zelligin sadece kok hiicre ve kanser hiicrelerine has olmadigi
diistincesi onemli 6lc¢lide one ¢ikmaktadir. Bu ¢alismadan elde edilen sonuglar, NS’ nin kok
hiicre ve kanser hiicrelerinde yasamin devamindan sorumlu bir belirteg ve hiicre
proliferasyonunun yegane regiilatorii olarak literatiirde anilmasinin aksine boliinmeyen
diferansiye erigkin hiicrelerde de ifadelenebilecegini gdstermis ve simdiye dek sunulan

gorlslerin aksine karsit bir bulgu olarak ortaya konmustur.
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Bu tez ¢alismasinda GBM tiimor hiicrelerinde NS’nin tani1 ve tedavide hedef olarak

kullanilamayacagi sonucuna varilmistir.

Temel Cikarimlar ve Yapilmasi Gerektigi Diisiiniilen Caliymalar

Bu tez ¢alismasindan ¢ikan sonug ve oneriler asagida sunulmustur:

Normal beyin dokusunda NS ekspresyonunun yiiksek ¢ikmasi nedeni ile normal
diferansiye beyin dokusunda bazal seviyede NS ekspresyonu gozlenebilecegi ilk
kez belirlenmistir. Bu sonu¢ NS’nin farkli normal dokularda farkli diizeyde

ifadelenebilecegi goriisiinii desteklemektedir.

NS ekspresyonundaki azalma NS ailesinden GNL3L ekspresyonunda artisa ve
hiicre proliferasyonuna neden oldugundan NS ekspresyonunun diisiik oldugu
gozlenen tiimdr hiicrelerinde bir NS ailesi proteini olan GNL3L’ nin de ekspresyon
profilinin incelenmesi ¢ok dnem kazanmistir. Dolayisi ile bu tez ¢aligmasi, 2002
yilindan itibaren NS nin taniminda yer alan kanser ve kok hiicrelerde yiiksek ifade
edildigi goriisiiniin aksine GBM tiimor hiicrelerinde NS ifadesinde azalma

oldugunu gosteren ilk verileri ortaya koymustur.

GBM tiimorlerinde p53 ekspresyonundan bagimsiz olarak genellikle mutasyonel
fonksiyon eksikligi s6z konusudur. Bu tez ¢aligmasinda GBM’li hastalarin timor
dokularinda p53 mRNA diizeylerinde normal beyin dokusuna gore fark
saptanmazken, p53 ekspresyonu ile NS ifadesi arasinda istatistiksel olarak giiglii bir
korelasyon tespit edilmistir. Yani NS ekspresyonun artmasi / azalmasinin p53’e
bagimli olarak gerceklestigi saptanmistir. Bu da NS’nin p53°e direkt baglanarak ve
MDM?2 {izerinden p53°1i regiile ettigini destekleyen bir bulgudur.
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3/20  GBM’li hastanin orneklerinde normal beyin dokularina goére NS
ekspresyonunun yiiksek diizeyde gozlenmesi kanser kok hiicresi miktarinin bu
tiimorlerde artmis olabilecegi fikrini akla getirmistir ve NS diizeylerinin CD133+

ve CD44+ kok hiicrelerde yeniden degerlendirilmesi planlanmustir.

NS’nin sadece kok hiicre ve kanser hiicrelerinde yiiksek miktarda ifade edildigi ve
bir proliferasyon belirteci olmasi goriistiniin aksine 2011 literatiirleri ile uyumlu
olarak NS’nin diisiik ifadesinin de karsinogenez ile iligkili olabilecegi sonucuna

varilmigtir.

GBM tiimor hiicrelerinin ¢evre dokuya kolayca invazyon yapabilmesi durumu goz
Online alinarak sonuglar1 karsilastirmak i¢in otopsi serilerinden elde edilen
orneklerde de Niikleostemin geninin ifade diizeylerine bakilmasinin uygun oldugu

diistiniilmektedir.
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