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RADYASYONA MARUZ BIRAKILAN iNSAN GLIOBLASTOMA MULTIFORME HUCRE
KULTURLERINDE (U-87 MG VE T98G) TRABECTEDIN ARACILI ZENGINLESTIRILMIS
SITOTOKSIK ETKIDE DNA TAMIR MEKANIZMALARININ ROLU
OzZET

Glioblastoma Multiforme (GBM), primer beyin timorleri icerisinde en sik
kargilagilani ve en oOlumcul olanidir. Tedavideki en o6nemli sorunlardan biri, tGmor
hlcrelerinin radyasyona ve kemotorapdétiklere karsi direng gelistirmesidir. Bu ylizden glincel
arastirma stratejileri, molekil bazli hedeflerin belirlenmesini, yeni kematoérapotikler
geligtiriimesini, tUmoér hucrelerinin radyasyona karsi duyarli hale getirilmesini igerir.
Trabectedin (ET-743), Karayip Denizi'nde yasayan omurgasiz bir canh olan Ecteinascidia
turbinata (deniz fiskiyesi) organizmasindan izole edilmig, ginimuizde yari sentetik olarak
Uretilen bir molekulddr. DNA’nin kiguk oluguna baglanip konformasyonunda bozulmalara yol
acarak, hicreyi 6lime g6tirdigi bilinmektedir.

Bu calismanin dncelikli amaci, glioblastoma multiforme hicre (U-87 MG ve T98G)
kulturlerine dusuk dozlardaki radyasyon ve trabectedin molekilinin ardisik uygulanmasiyla
sitotoksik ve apoptotik etkinligin zenginlestirilip zenginlestirilemeyecegini test etmektir. ikincil
amag ise, radyasyon ve trabectedin uygulanan GBM hiicrelerinde gozlenen zenginlestiriimis
sitotoksik/apoptotik etkide, DNA tamir sistemlerinin rol alip almadigini arastirmaktir.

Trabectedin’in hiicre canlihgi UGzerindeki etkilerinin arastiriimasinda xCELLigence
sistemi kullanildi. Iyonize radyasyon ve ardisik uygulamalarin hiicre canlih@ Uzerindeki
etkileri Tripan mavisi yontemi kullanilarak arastirildi. Apotozisin gosteriimesinde, DNA
fragmentasyon miktari ve kaspaz 3/7 aktivasyon dizeyleri dlguldu. Ardisik uygulanan etkin
Trabectedin ve iyonize radyasyonun etkiledigi DNA tamiri ile iligkili genlerin mRNA
dizeyindeki degisiklikler Human DNA Repair Array PCR Array kullanilarak aragstirildi.

Trabectedin’in U-87 MG ve T98G hiicre kiiltirlerinde 24. saatteki IC5, degerleri
sirasiyla 8.4 nM ve 17 nM; 48. saatteki IC5, de@erleri ise sirasiyla 5 ve 13 nM hesaplandi.
iyonize radyasyon’'un U-87 MG ve T98G hiicre kiltirlerinde 24. saatteki ICs, degerleri,
siraslyla 22Gy ve 25 Gy; 48. saatteki ICsy degerleri, sirasiyla 8 Gy ve 9.8 Gy bulundu. Her iki
hicre kualtirinde de, 24 saat Trabectedin ve 24 saat iyonize radyasyon ardisik
uygulamasinin  sitotoksik  etkiyi ~ zenginlestirdigi  saptandi.  Trabectedin’in  artan
konsantrasyonlari (0.01-100 nM) ile muamele edilen T98G hicre kiltlrlerinin DNA
fragmentasyonu ve kaspaz 3/7 aktivite diizeylerinde doza ve zamana bagh artis gézlendi.
Her ikisinin ardisik uygulandigi T98G hiicre kiiltirlerinde DNA fragmentasyonu ve kaspaz
3/7 aktivasyonu duzeylerinde artis g6zlendi. Ardigik uygulamanin T98G hucre kulturlerinde
Rad51B, XRCC4, ATM, ATR, MGMT; U-87 MG hucre kilturlerinde ise OGG1, Rad51B,
XRCC4 gibi DNA tamir mekanizmalari ile iligkili genlerin mRNA duzeyinde degisikliklere yol
actigi belirlendi.

GBM hdcre kdltirlerinde (U-87 MG ve T98G) Trabectedin ve iyonize radyasyonun
ardisik uygulamasinin sitotoksik ve apoptotik etkileri, DNA tamir mekanizmalarini nasil
etkiledigi ilk defa bu calisma ile ortaya konuldu. Bu c¢alismanin verileri, GBM kanserinin
tedavisinde radyoterapinin etkinligini artirmada, Trabectedin’in hiicreleri hassaslastirmada
kullanilabilecek etkin bir kemoterapdtik olabilecedini gostermektedir.

Anahtar Kelimeler: U-87 MG ve T98G hiicre kiltirleri, iyonize radyasyon, Trabectedin,
Sitotoksisite, DNA tamir mekanizmalari.
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THE ROLE OF DNA REPAIR MECHANISMS IN TRABECTEDIN MEDIATED ENHANCED
CYTOTOXIC EFFECT IN RADIATION TREATED HUMAN GLIOBLASTOMA
MULTIFORME CELL CULTURES (U-87 MG AND T98G)

ABSTRACT

Glioblastoma multiforme (GBM) is one of the most common and lethal brain tumors.
One of the most important problems in the treatment is drug and radiation resistance
observed in glioblastoma cells. Thus, current research strategies include determining
molecular targets, developing new chemotherapeutics and sensitization of tumor cells to
radiation.

Trabectedin (ET-743) is a molecule that was originally isolated from the Caribbean
sea squirt, Ecteinascidia turbinata and is currently prepared semi-synthetically. It is known
that it binds to minor groove of the DNA and leads to cell death.

The main objective of the study is to investigate whether the cytotoxic and apoptotic
effect of sequential treatment of the low doses of radiation and Trabectedin on human
glioblastoma multiforme (U-87 MG ve T98G) cells would enhance. Moreover it is to
investigate the role of DNA repair mechanisms on the enhanced cytotoxic/apoptotic effect of
sequential treatment of the low doses of radiation and Trabectedin.

xCELLigence system was used for investigating the effects of Trabectedin on the
cell viability. The effects of ionizing radiation and sequential treatments on the cell viability
were determined by using Trypan blue dye exclusion assay. Apoptosis was shown by
measuring the level of DNA fragmentation and caspase 3/7 activation. Changes in mRNA
levels of DNA repair related genes which are affected by sequential treatment of efficient
Trabectedin and radiation doses were determined by Human DNA Repair Array PCR Array.

The ICsq values of Trabectedin in U-87 MG and T98G cell lines were 8.4 nM and 17
nM, respectively, at 24h; 5 and 13 nM, respectively, at 48h. The ICs, values of ionizing
radiation in U-87 MG and T98G cell lines were 22 Gy and 25 Gy, respectively, at 24h; 8 Gy
and 9.8 Gy, respectively, at 48h. Enhanced cytotoxicity was observed in both tested cell
lines by sequential treatment of Trabectedin and ionizing radiation. Increased DNA
fragmentation and caspase 3/7 activation was observed in T98G cell lines treated with
increasing concentrations (0.01-100 nM) of Trabectedin in a time and dose dependent
manner. Increased levels of DNA fragmentation and caspase 3/7 activation were observed in
sequentially treated T98G cell lines. Sequential treatment was also caused significant
changes in mRNA levels of DNA repair mechanisms related genes such as Rad51B,
XRCC4, ATM, ATR, MGMT in T98G cell lines; OGG1, Rad51B, XRCC4 in U-87 MG cell
lines.

This is the first study in the GBM cell cultures that both cytotoxic/ apoptotic effects of
the sequential treatment of Trabectedin and ionizing radiation and the role of DNA repair
mechanisms in these effects were investigated. The preliminary data indicates that
Trabectedin may be a promising chemotherapeutic for sensitizing cells to ionizing radiation
in the treatment of GBM.

Keywords: U-87 MG and T98G cell lines, lonizing radiation, Trabectedin, Cytotoxicity, DNA
repair mechanisms.



1.GIRI$

1.1. Glioblastoma Multiforme

Hicrelerde c¢ogalmayi duzenleyen molekller mekanizmalarda meydana gelen
bozukluklar ve fenotipe yansiyan hiicre i¢i kontrolsiiz etkilesimler, ¢ogalma kontrollinin
kaybi ile sonugclanabilir. Hucrelerin kontrolsiz ¢ogalmasi ve bunduklari dokudan diger
dokulara yayilmasiyla karakteristik bir hastalik olan kanserin 100‘n lzerinde ¢esidi vardir.
Kanserler genel olarak kdken aldiklari dokuya gdére siniflandirilir. Epiteliyal hucrelerinden
koken alanlar “karsinom”, mezoderm hucrelerinden (kemik, kas gibi) kéken alan kanserler
“sarkom”, meme hdcreleri gibi salgi bezi hicrelerinden kdken alanlar ise “adenokarsinom”
olarak adlandirilirlar. Hucrelerin asiri ¢cogalmasiyla dokularda olusan ve blyume egilimi
gosteren kitleler ise timaor adini alir. Beyin timorleri, tim timor tipleri icerisinde %2 goérilme
sikhgiyla yer alirken, glioblastomalar beyin timdrlerinde %60 gorulme sikhgiyla ilk sirada yer
alir. Glioblastoma multiforme (GBM) ise vyetiskinlerde en sik rastlanan primer beyin
timoradiur. GBM insidansi akciger, kolon ve meme kanserleri ile karsilastirildiginda az
olmasina karsin, tim kanser ¢esitleri arasinda en direngli olan ve en kétl seyreden turddar.
Son 40 yillik dénemde gelisen teknolojiye paralel olarak mikrondrocerrahi, iyonize radyasyon
(IR) terapisi, radyolojik gérintuleme sistemleri ve yeni kemoterapdtikler bagariyla gelistiriimis
olmasina kargin GBM prognozu giinimuzde kétl seyrine devam etmektedir. GBM hastalari
icin ortalama yasam siresi yaklasik 12 aydir ve bu hastalarin yalnizca ~ %5'i tani
konulduktan sonra 5 vyil yasayabilmektedir. GBM’lerde sistemik metastaz ile nadiren
karsilasilirken lokal metastaz siklikla gorulir. Cerrahi midahale sonrasi, timoérlerin blyik
kismi ¢ikarilan bélgenin iki santimetrekare alan icerisinde niks etmektedir. GBM’de cerrahi
rezeksiyonun yarari normal sinir dokusuna zarar verme potansiyelindeki kismin alinmasi ve
hastaligin bir sire daha izlenmesine olanak saglamasidir. Glioblastomanin konumu
dolayisiyla cerrahi rezeksiyon ile timoral dokunun tamami uzaklastirlamamaktadir. Bu da
tedavi sonrasi hastaligin niks etmesine yol agmaktadir. Ayrica kemoterapi slresince kanser
hlcreleri ¢oklu ilag direnci kazandigindan tekrar eden glioblastomalarin tedavisi daha da

zorlagmaktadir (Verkhratsky ve dig., 2007) .

Glioblastomalar igin en genis kabul goren siniflandirma; kanserlesen hiicrenin
kokeni, evresi ve glioblastomanin konumu referans alinarak yapilmaktadir. Kanserlesen
hiicrenin kdkenine gére; ependimoma (ependimal hicrelerden kdken alan), astrositoma
(astrositlerden koken alan), oligodendrositoma (oligodendrositlerden kdken alan) ve karisik
glioblastomalar (farkh glia hiicre tiplerinin karisimindan koken alanlar) olarak siniflandirilir.

Glioblastomanin ilerleme evresini tanimlamada; hicresel yogunlugun artmasi, nuklear



atipiler, hicrelerin mitotik durumlari, gogalma &zellikleri g6z 6ninde bulundurulur. Dunya
Saglk Orgiitii (WHO) siniflandirmasina gére glioblastomalar dért evrede incelenir. Evre | ve
II' de hastalik ¢ok ilerlememis ve normal dokudan ayirt edilebilirken; evre Ill ve IV’ te artan
maligniteyle birlikte normal dokudan ayirt edilemeyen bir morfoloji gézlenir. Glioblastomalar
beyin zarinin (tentorium) altinda veya listiinde olugs konumuna gére ise “supratentorial’
ve “infratentorial” olmak Uzere iki gruba ayrilir. Glioblastoma multiforme, astrosit kaynakli
timdrlerin en ileri evresindeki tiptir ve astrositomalar da 3 grup altinda siniflandirilir: evre 2
(astrositoma), evre 3 (anaplastik astrositoma) ve evre 4 (GBM). Yizde 82'lik goérilme
sikhgiyla GBM en sik rastlanan astrositoma tipidir (Nagane ve dig., 1999; Verkhratsky ve
dig., 2007).

1.1.1. Astrosit Farklilagmasi ve Glioma Formasyonunun Olugsumu

Merkezi sinir sistemini (MSS) yapi ve fonksiyonunu hiicresel diizeyde anlamada, iki
paradigma o©ne c¢ikmaktadir. Bunlardan birincisi; enformasyonun tamamen néronlarin
Uzerinden aktigi ve sinirsel fonksiyonlarin néronlar arasi etkilesim ile dizenlendigini, glia
hicrelerinin ise noronlara besin ve destek sagladiklarini belirten “néron paradigmasi” dir.
Son yirmi yildir kabul gérmeye baslayan ve 6ne ¢ikan ikinci paradigma ise, glia hiicrelerinin
disunllenden daha énemli oldugunu, néronlarla surekli dinamik etkilesim iginde olduklarini,
noéronal metabolizmayi ve noronlar arasi iletisimi diizenledikleri, sinirsel fonksiyonlarin néron-
glia etkilesimleriyle olusturuldugunu 6ne suren, glia hicrelerini beynin tamamlayici hicreleri
olarak tanimlayan "glia paradigmasi” dir. Glia paradigmasina gére, MSS de ndéronlarin
cevresinde bulunan ve onlara destek saglayan glia (n6roglia) hiicreleri gérev ve morfolojik
Ozelliklerine gore astrositler, oligodendrositler, mikroglia ve ependim hiicreleri olmak Ulzere
dort grupta incelenir. Sayica en fazla (glial hiicrelerin ~%80’i) ve yildiz sekilleriyle karakterize
olan astrositlerin birincil fonksiyonu, néronlara besin ve destek saglamaktir. Son yillarda
yapilan arastirmalar astrositlerin  yeni sinir hucrelerinin  Uretimi, sinaptogenezin
dizenlenmesi, sinapslarin kontroll, kan-beyin bariyerinin olusturulmasi, hucrelerarasi
matrikste iyon dengesinin saglanmasi, hafiza ve bilincin ortaya ¢ikmasi gibi 6nemli hiicresel
aktivitelerde gorev aldiklarini géstermektedir (Verkhratsky ve dig., 2007; Aggarwal ve dig.,
2011).

Son yillarda multipotent 6zellikte ve kendini yenileyebilen néroepiteliyel GBM kok
hicrelerinin - varh@ ile astrosit farkhlasmasinin duzenlendigi gosterilmistir. Bu kok
hicrelerden salgilanan birgok uyarici molekdl glia hicrelerinin  farklilagsmasina yol
agmaktadir. Bu uyarici molekillerin baslicalari; epidermal ¢ogalma faktéri (EGF), fibroblast
¢ogalma faktort (FGF), trombosit kaynakh ¢ogalma faktorti (PDGF), siliar norotrofik faktor/
I6semi inhibitor faktor (CNTF/LIF), kemik morfogenetik protein, interlokin 6 (IL-6) ve Sonic
hedgehog (SHH) proteini'dir. EGF, FGF ve PDGF néral progenitér hiicreler i¢cin mitojen
olarak rol oynamakta ve farklilasma slrecinde ndéral kok hucrelerin kendini yenileme
kapasitesini arttirmaktadir. EGF sinyali ayni zamanda astrosit farklilagsmasini da

tetiklemektedir. Sican ndral progenitér hicrelerinde EGF reseptéri’'nin (EGFR) asin



sentezinin astrosit sayisinda artisa yol ac¢tigi ve ndral progenitér hiicrelerinde EGFR sentezi
olmayan siganlarda astrosit sayisinin ve farklilagsmasinin azaldigi gésterilmistir (Kitchens ve
dig., 1994; van Heyningen ve dig., 2001; Kornblum ve dig., 1998).

1.1.2. GBM insidansi, Siniflandirimasi ve Molekiiler Genetigi

GBM %60 gorilme sikligiyla yetiskinlerde en sik rastlanan primer beyin timaorudar.
Yilda yaklasik 10000-15000 arasinda yeni GBM vakasi ile karsilasiimaktadir. GBM insidansi
yllda 100000 hastada 7.7 vakadir. Her yas gurubunda goérilebilmesine karsin GBM’ye
genellikle yetiskinlerde rastlanmaktadir. 45 ve 70 yas gurubu arasi GBM’nin en sik
rastlandigi araliktir (Davis ve dig., 1999).

GBM genel olarak timoérin genetik yapisi temel alinarak primer (vakalarin %70’i) ve
sekonder (vakalarin %30’u) olmak Uzere 2 sinif altinda incelenmektedir. Primer GBM'ler
genellikle yasca ilerlemis bireylerde gozlenir. Birgok kanser turiinde hicre bélinmesini tesvik
eden bir reseptodr tirozin kinaz olan proteinin kodlandigi EGFR geninin asir sentezlenmesi
(tim vakalarda %80) veya amplifikasyonu (tim vakalarda %40) ile karakterize edilir (Galanis
ve dig., 1998; He ve dig., 1995; Lang ve dig., 1994). EGFR amplifikasyonu g6zlenen primer
GBM’lerde nedereyse hi¢ p53 mutasyonu gézlenmemesi dikkat ¢ekicidir (Rasheed ve dig.,
1994). Primer GBM’lerin yaklasik %10’unda p53’Un transkripsiyonel bir hedefi olan MDM2
(murine double minute 2) geninde amplifikasyon goézlenmistir (Louis ve dig, 1997). Primer
GBM’lerdeki diger genetik degisiklikler 12. kromozomdaki retinoblastoma (Rb) geninde
mutasyon, 9. kromozomda p15 (CDKN2B) ve p16 (CDKN2A) kaybi ve 10. kromozomda
PTEN (fosfataz ve tensin homolog) geninde mutasyon veya delesyondur. EGFR
amplifikasyonu ve p15/p16 delesyonlarinda bir iliski saptanmis ve bu iki degdisikligin ayni
anda goruldugu ileri yastaki hastalarda GBM’nin kétl seyretmesine yol actigi gosterilmistir
(Kraus ve dig., 2002). Yetigkinlerde ve c¢ocuklarda gorilen GBM'lerde genetik degisiklik
motiflerinde farklilik bulunmaktadir. Cocuklardaki GBM’lerde EGFR veya MDM2 proto-
onkogenlerinin amplifikasyonu ve p15/p16 delesyonu rastgele gézlenmektedir. Bu durumun
yerine vakalarin %50’sinde p53'te genetik degisiklik ile karsilasiimasi ilgi ¢ekicidir (Bredel ve
dig., 1999).

Sekonder GBM’ler genellikler gen¢ populasyonlarda dustk evreli gliomalarin (WHO
siniflandirmasinda evre 2 ve 3) ilerlemesi ile g6zlenir ve GBM timorlerinin %30’u bu sinifa
aittir. Sekonder GBM, p53 geninde mutasyon ve PDGF ligand ve reseptériniin asiri sentezi
ile karakterizedir. Bu iki basamak da sekonder GBM’lerin erken evresinde gerceklesir. Bu
degisiklikleri takiben 1, 9p, 13q ve 19q kromozomlarinin kaybi gézlenir ve bu durumlar
GBM’nin koétl seyrindeki major siireg olarak bilinmektedir. Anaplastik astrositoma’dan (WHO
seviye 3) sekonder GBM’ye (WHO seviye 4) gecis kromozom 10g’nun kaybi (PTEN
delesyonu) ile karakterizedir (Ohgaki ve dig., 1995) (Sekil 1.1).

Primer - sekonder GBM’lerdeki bu farkliliklar g6z 6nlinde bulunduruldugunda ve

gelisimin farkli evrelerindeki tumorlerinin bu derecede yiksek heterojeniteye sahip



olmasinda genetik faktorlerle birlikte epigenetik faktorlerin ve duzenleyici RNA’larin da rol
oynayabilecegi dusunulebilir.

Oncii Tiimor Hiicresi

p53 mutasyonu

PDGF ve PDGFR asir1 ifadesi )
amplifikasyonu

pl5 ve pl6 kaybi
PTEN mutasyonu

Astrositoma (seviye 2)

19q kayb1 Rb mutasyonu

RB kayb1

Anaplastik astrositoma (seviye 3) Primer GBM
10q kayb1
PTEN mutasyonu
PDGF ve PDGFR
asir1 sentezi

Sekonder GBM

Sekil 1.1: Primer ve sekonder GBM tiimoérlerinde gézlenen genetik degisiklikler

1.1.3. GBM’ de Tedavi Yaklagimlari

TUm timor tiplerinin tedavisi igin kullanilan standart yaklasimlar olan cerrahi
rezeksiyon, radyoterapi ve kemoterapi GBM tedavisi icin de gecerlidir. GBM tedavisinde
cerrahi rezeksiyon (cerrahi yontemle timoérlu uzaklastirma), timoérin nekrotik bélgeden
¢ikarilmasi ve bdlgenin temizlenmesini kapsar. Tumoérin konumu dolayisiyla oldukga zor
uygulanan bu ybntemin yararlari histolojik tani igin materyal elde edilmesi, tim&r kutle
etkisinin azaltilmasi ve sitoredlUksiyondur (hicre sayisinda azalma). GBM'de cerrahi
rezeksiyon yararli olmasina karsin bélgeden alinacak timérin bayiklagu tartismalidir (Hess
ve dig., 1999; Nazzaro ve dig., 1990; Quigley ve dig., 1991). Ayrica literatiire bakildiginda
cerrahi rezeksiyonun sagkalim siresini arttirdijina dair calisma sayisi oldukga azdir. Son
donemde yapilan bir calismada 416 GBM hastasi incelenmis, cerrahi rezeksiyon ile timor
yogunlugunun en az %98’inin alindigi kisiler ile lazerle kesim yontemi kullanilarak timori
alinan kisiler karsilastiriimistir. Cerrahi rezeksiyon ile timdri alinan hastalarin ortalama
yagsam suresi 13.4 ay iken, bu oran lazerle kesim yontemi kullanilan hastalarda 8.8 ay olarak

bulunmustur (Lacroix ve dig., 2001). Sonug¢ olarak hastadan alinacak optimal timér boyutu

MDM?2 amplifikasyonu
EGFR agir1 sentezi veya




hastanin genel ve ndrolojik durumuna, timérin yerlesimine, derecesine ve cerrahin
tecribesine bagli olarak hesaplanmalidir.

Kotl huylu gliomalarda cerrahi rezeksiyon sonrasi radyoterapi etkisinin gdsterildigi
ilk galisma 1976 yilinda Brain Tumor Study Group (BTSG) veya diger adiyla Brain Tumor
Cooperative Group (BTCG) tarafindan yapilmis randomize c¢alismadir. BTSG, cerrahi
rezeksiyon sonrasi tim beyine uygulanan radyoterapinin ortalama sagkalim suresini 37.5
haftaya kadar c¢ikardigini géstermistir ve bu sonucun o dénemdeki konvansiyonel tedavi
(ortalama sagkalim suresi 17 hafta) ve kemoterapi (BCNU, karmustin) (ortalama sagkalim
suresi 25 hafta) ile kiyaslandiginda anlamli oldugu belirtiimistir. Ardindan, %90’inin GBM
hastasi oldugu ¢alismada BCNU ve tim beyine uygulanan radyoterapi birlikte denenmis ve
ortalama sagkalimin 40.5 haftaya c¢iktigi bulunmustur (Walker ve dig., 1978). Yeni tani
konmus GBM hastalarinda radyoterapi i¢in standart radyasyon dozu 60 Gy'dir (Fulton ve
dig., 1992).

Son 20 yil igerisinde radyasyon etkisini arttirmak igin fraksiyonasyon (radyasyonu
¢oklu dozlarla uygulama), brakiterapi (radyoaktif kaynagi, tedavi bélgesinin yakinina koyma),
u¢ boyutlu konformal radyoterapi ve stereotaktik yontem gibi birgok strateji denenmistir.
GUnumuizde ise GBM hastalari i¢in tim beyine uygulanan radyoterapinin yerini bdlgesel
radyoterapi almistir. Tim bu denemelere karsin ortalama sagkalim suresinde anlamli bir
degisiklik elde edilememistir ve ne yazik ki ginimulzde hastalarin %90’inda primer
radyoterapi uygulanan tumor bdlgesinin 2 santimetre gapindaki alanda niks gorulmektedir
(Hochberg ve dig., 1980).

GBM hdcrelerindeki disik apoptotik cevap ve timor icerisindeki hipoksik cevre
nedeniyle radyoterapinin etki gosteremedigi dusuntlmektedir (Kerr ve dig., 1994; Evans ve
dig., 2004). Radyasyon uygulamasi sonrasi glioma hicrelerinde Bax sentezinin arttigi veya
Bcl-2 ve Bcl-XL sentezinin baskilandigi gérilmektedir (Kraus ve dig., 2000). Malign glioma
hicrelerinde radyasyon sonrasi p53, APAF-1 ve kaspaz-9'un eksojen transferi apoptotik
cevabi arttiran stratejilere bir 6rnektir (Gomez-Manzano ve dig., 1996; Lang ve dig., 1998).
Gok sayida in vitro ve in vivo kanser modellerinde radyasyonla indiklenen apoptozisin
yabanil-tip (wt) p53 ile dogrudan iliskili oldugu gosteriimesine karsin GBM hdicrelerinde
p53’Un bulunup bulunmamasinin radyosensitivitede Onemli bir etkiye sahip olmadig
belirlenmistir (Haas-Kogan ve dig., 1996; Barker ve dig., 2001). Son zamanlarda, radyasyon
ile tetiklenen GBM hiicre 6élimiinde sitoplazmada asidofilik vezikiler organellerin birikimi
g6ze carpmis ve bu olimin otofaji ile olabilecegi belirtiimistir. wt-p53’e sahip GBM hiicreleri
radyasyona maruz birakildiginda hicrelerin hiicre dongisinin G1 evresinde tutuklu kaldigi,
birkag hafta igerisinde ise tekrar boélinmeye basladiklari belirlenmistir. Bu arastirmayla
iliskilendirilen klinik bir calismada ise GBM hastalarinda radyoterapinin ardindan 6-8 ay
icerisinde tumorun tekrar gelistigi belirlenmis ve hicre déngusinde G1 evresinde tutuklu
kalmanin bu duruma neden olabilecedi ve radyasyona karsi gelisen direngte rol

oynayabilecegdi yorumu yapilmistir (Haas-Kogan ve dig., 1996; Yount ve dig., 1996).



Standart tedavide kullanilan Gg¢lincli yaklasim da kemoterapidir. Kéti huylu beyin
timdrlerinde en sik kullanilan ajanlar prokarbazin, nitrozlreler ve vinkristindir. Niks eden
gliomalarda oldukg¢a etkili oldugu belirlenen alkilleyici bir ajan olan Temozolomid (TMZ;
Schering-Plough), malign gliomalarin tedavisinde bir adim oteye gidebilmeyi saglamistir.
Agizdan alinan TMZ neredeyse %100 biyoyararlanim ile emilebilmektedir (Newlands ve dig.,
1992). Kan beyin bariyerinden kolayca gegebilen TMZ, bu sayede serebrospinal siviya etkili
konsantrasyonda ulasabilmektedir. GBM hastalarinin sagkalim slresini neredeyse yari
yariya arttiran TMZ'nin hastalarin %53’Unde klinik etki olusturmasi dikkat cekmistir. TMZ'ye
karsi direngteki en énemli roli bir DNA tamir enzimi olan metilguanin-DNA metiltransferaz
(MGMT) ‘In oynadidi tespit edilmisti. MGMT'nin TMZ bagimli sitotoksisitede belirleyici rol
Ustlendigi ve devamli TMZ uygulamasinin MGMT’de defektlere yol actigi in vitro ve in vivo
calismalarla gosterilmistir. MGMT geninin promotér bdlgesindeki metilasyonun TMZ
uygulanan GBM hastalarinda sagkalim siresini 6nemli Olglide arttirdi§i gosterilmistir
(Friedman ve dig., 1998; Hegi ve dig., 2004; Hegi ve dig., 2005).

Kemoterapi etkinligini azaltan en énemli faktdér kan beyin bariyeridir. Kan-beyin
bariyeri bu tumdrlerle genel olarak bozulmamistir fakat kan-tumor bariyeri birgok
kemoterapétik ajanin etkili konsantrasyonda timdre ulasmasini engellemektedir. Kan-timaor
bariyeri, dogasi nedeniyle invazif 6zellie sahip olan GBM hiicrelerinin perifere gecerek
normal kan beyin bariyeri ile etkilesmesi ile olusmaktadir. Kemoterapétiklerin intra-arteriyel
olarak verilmesi de bdlgede yiksek toksisiteye neden olarak tedaviyi sinirlandirmaktadir (
Newlands ve dig., 1992; Shapiro ve diJ., 1992; Dropcho ve diJ., 1998).

Standart terapilerin kombine edilerek uygulanmasi da son yillarda yeni bir tedavi
yaklagsimi olarak o6nerilmektedir. Bir kemoterapdtik ajan ve radyasyon kombinasyonu,
kemoradyoterapi olarak isimlendirilir. in vitro ve in vivo GBM modellerinde TMZ ve
radyasyonun aditif veya sinerjistik etkiye sahip oldugu gdsterilmistir (Wedge ve dig., 1997,
van Rijn ve dig., 2000). TMZ ve radyasyonun etki mekanizmasi, TMZ'nin hcreleri
radyosensitif faz olan hiicre siklusundaki G2-M fazinda tutuklu kalmaya sirikleyerek
radyasyonun etkisini arttirmasiyla agiklanmaktadir (Hirose ve dig., 2001). Kemoradyasyon
yeni tani konmugs GBM hastalarinda standart tedavi olarak gunimuzde uygulanmaktadir.
Randomize yapilan klinik bir calismada TMZ kemoradasyonunun, TMZ ve radyasyon
uygulanan gruplar ile karsilastirildiginda ortalama sagkalim siresini 3 ay (p<0.0001) kadar
arttirdid1 belirlenmistir (Stupp ve dig., 2004; Stupp ve dig., 2005) .

1.1.4. GBM’yi Aragstirmada Kullanilan Model Hiicre Hatlari

U-87 MG ve T98G hicre hatlari, GBM’nin arastirildidi in vitro ¢alismalarda en yaygin
kullanilan model sistemlerdir.

U-87 MG hicre hatti, 44 yasinda Kafkasya kokenli bir GBM hastasindan 1966
yilinda elde edilmistir. Hlcreler epiteliyal 6zellikte olup adherent hicrelerdir. Karakteristik
olarak 44 kromozoma sahip hipodiploid hicrelerdir. Mutasyon analizleri sonucunda, 154

gende tek nlkletid varyasyonu, 178 gende kiglk insersiyon/delesyonlar, 145 gende blylk



mikrodelesyonlar ve 35 gende interkromozomal translokasyonlar olmak uzere 512 genin
homozigot mutant oldugu belirlenmistir. 2010 yilinda, Clark ve digerleri bu hicre hattinin
genomik sekans analizini yapmistir (Clark ve dig., 2010).

T98G hiicre hatti ise, 61 yasinda Kafkasya kdkenli GBM beyin timorli bir hastadan
1979 yilinda elde edilmistir. T98G, yine kendisi gibi kdkenini GBM'den almis T98 hiicre
hattinin poliploid varyantidir. Morfolojileri fibroblast hiicrelerine benzemektedir. T98G
hicreleri, hiperpentaploid hicreler olup, karakteristik olarak kromozom sayilari 128-132
arasindadir. Hicrelerin gogunda N5, N7, N11, N13, N20, N21, ve N22 kromozomlarinin 6
veya daha fazla sayida kopyasi bulunurken, X ve N15 kromozomlarinin yalnizca birer
kopyasi bulunmaktadir (Stein ve dig., 1979).

Calismalarda bu iki hicre hattinin model sistem olarak segilmesinin 6nemli
nedenlerinden biri p53 genindeki mutasyon durumlaridir. U-87 MG hiicre hattinda p53 geni
yabanil tip 6zellik gosterirken, T98G hiicre hattinda p53 geni mutant (237, Met > lle) tiptedir
(Clark ve dig., 2007).

1.2. lyonize Radyasyon Kaynakli DNA Hasari ve Olusan Hasarlara Tercihen Galisan

Tamir Yolaklan

Yasamin devamliligi, canlilarin enerji dénguleri igerisinde surekli olarak birbirleriyle
ve cevre ile etkilesmelerine, suregelen degisikliklere uyum sagdlamalarina dogrudan baghdir.
Bu slrecte, canlidaki hiyerarsik yapida etkilenen birincil organize sistem ise hulcrelerdir.
Hucrelerin etkisi altinda kaldiklari i¢ faktorlere érnek olarak normal metabolik siire¢ sirasinda
olusan yan drlnler verilebilirken, dig faktorlere 6rnek olarak ise iyonize radyasyon ve
kimyasal ajanlar verilebilir. Hicre igerisinde bu faktdrlerin dogrudan hedefi DNA'dir ve
sonugta DNA hasari meydana gelebilir. DNA ‘da endojen veya eksojen olarak hasar
olusturan temel kimyasal reaksiyonlar hidroliz, oksidasyon ve alkilasyon reaksiyonlaridir.
Hucrelerde DNA hasarina dogru seviyede ve dogru zamanda cevap verebilecek bircok DNA
hasar kontrol ve tamir mekanizmasi bulunmaktadir. Genel olarak DNA tamir mekanizmalari
olarak adlandirilan bu yolaklar, ¢ok cesitli sekillerde meydana gelebilecek hasar ¢esidini
taniyabilme ve tamir edebilme potansiyeline sahip, farkli hiicresel olgeklerde birbirleri
tarafindan da dlUzenlenebilen karmagsik bir organizasyona sahiptir. Bu yolaklar, olusan DNA
hasarina bagli olarak aktive olurlar ve hasara uygun tamiri gerceklegtirirler. Bu kontrol ve
tamir mekanizmalarina sahip olmayan veya bu mekanizmalari bir sekilde hasar gérmus olan
organizmalarin genomik butinlikleri yiksek risk altindadir. Hiicresel dlgekte hasarli DNA'nin
tam olarak tamir edilememesi genomik kararsizlik, apoptosis ve yaslanma gibi organizmanin
gelisim sdrecini yakindan ilgilendiren suregleri etkiler. Daha da énemlisi genomik butlnltgin
bozulmasi bagisiklik sisteminde yetersizliklere, nérolojik hastaliklara ve kansere neden

olabilir.



1.2.1. lyonize Radyasyon

Yasamin olusumu ve devami enerjiye baglidir. Yerylzindeki enerjinin kaynagi da
glinestir. Bir kaynaktan isin veya dalga formunda yayilan herhangi bir enerji cesidi
radyasyon olarak tanimlanir. Glines diinyamizdaki radyasyonun birincil kaynagidir ve canli
sistemler yagsamlari boyunca degisen dizeylerde radyasyona maruz kalirlar. Bir atom veya
bir molekulin sahip oldugu elektron sayisi degismeden, elektronunun bulundugu enerji
seviyesinden bir Ust dizeydeki enerji seviyesine c¢ikmasi “uyariima” olarak adlandirilir.
Canlilar disaridan radyasyona maruz Kkaldiklarinda kendilerini olugturan atom ve
molekullerinde bu uyarilma gergeklesir. Radyasyon bir atom veya molekilin orbitalinde
bulunan bir veya daha fazla elektronu firlatabilecek vyeterli enerjiye sahipse “iyonize
radyasyon” (IR) adini alir. IR'nin karakteristik 6zelligi icerisinde yiUksek miktarda enerji
barindirmasidir. Bir iyonizasyon olayinda harcanan enerji yaklasik 33 eV ‘dir ve bu deger
glclu bir kimyasal badi kirmak icin gereken enerjiden ¢ok daha fazladir. Ornegin, bir C=C
bagini kirmak i¢in gereken enerji 4.9 eV 'dir (Hall, 1998).

IR, pargacik ve elektromanyetik olmak Uzere iki alt sinifta kategorize edilir. Pargacik
tipi radyasyon elektron, proton, alfa-parcaciklari, déteron, negatif TT-mesonlar ve agir yuklu
iyonlar gibi yukli parcgaciklarini igerir. Yikslz olan nétronlar da pargacik tipi radyasyon
sinifina girer (Hall, 1998).

Elektromanyetik radyasyon x- veya y- i1sinlari, radyo dalgalari, radar, radyan isI ve
gorunir 1s1g1 kapsar (Sekil 1.2). x- veya y- isinlari, yapilari veya 6zellikleri agisindan farkhhk
gOstermezler. x- veya y- isinlari arasindaki belirleyici fark s6z konusu isinlari yaratan
kaynaklardir. x-1ginlari  ¢ekirdek disinda bulunan elektronlar tarafindan Uretilirken
(ekstranUklear), y- 1sinlar ¢ekirdek icerisinde bulunan elektronlar tarafindan Uretilir
(intrantklear). x-iginlari, elektronlari yiksek enerji kazanmalari i¢in hizlandiran ve aniden
istenilen bir hedefte yavaslatan, genellikle volframdan veya altindan yapilan elektrikli aletler
ile Uretilmektedir. Bu sayede elektrondaki kinetik enerjinin bir kismi x-1ginina dénustaraltr
(Hall, 1998).

IR nicelik olarak rontgen, rad veya gray ile ifade edilir. Rontgen (R), normal
kosullarda havanin 1 kg'inda 2,58x10™ coulombluk elektrik yukU degerinde pozitif ve negatif
iyonlar olusturan x- ve y- 1sini miktari olarak tanimlanir. Rad, 1sinlanan maddenin 1 kg'ina
107 joule’liik eneriji veren radyasyon miktaridir. Gray (Gy) ise, I1sinlanan maddenin 1 kg'ina 1
joule’lik enerji veren radyasyon miktaridir. Ge¢miste radyasyon birimi olarak “rad”
kullanilirken, son 30 yildir bu tanimlamada “gray” kullaniimaktadir. Sonugta 1 Gy, 100 rad’a
esittir (1 Gy=100 rad) (Hall, 1998).
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Sekil 1.2: Elektromanyetik radyasyon cesitleri

Biyolojik sistemlerde foton akisi veya enerji paketi olarak tanimlanan x- ve y- 1ginlari
benzer sekilde davranirlar. Bu 1sinlar canh organizmalar tarafindan emildiklerinde, icerdikleri
enerji dokular ve hicreler icerisinde birikir. Bu eneriji, bir kimyasal bagdi kolaylikla kirabilecek
ve zincirleme biyolojik olaylarin baglamasiyla sonuglanabilecek ¢ok sayida enerji paketine
diizensiz olarak ayrilir. Radyoterapide kullanilan yiksek enerjili radyasyon (100 keV- 25
meV) ile dokularda tetiklenen eneriji birikimi “ Compton olayi (veya Compton sagiimasi) ” ile
gerceklesir. Bu olay, yiksek enerijili x- veya y- isinlarinin fotonu ile karbon atomunun serbest
elektronunun carpigsmasi sonucu elektronun ve fotonun sacilimi ile agiklanabilir. Foton
enerjisinin bir kismi elektronlara kinetik enerji olarak aktarilir ve foton kalan enerjisiyle
yoninden saparak yoluna devam eder (Sekil 1.3). Yuksek enerjili radyasyon kullanildiginda
Compton olayl gerceklegirken dugsuk enerjili radyasyon kullanildijinda fotoelektrik olay

gercgeklesir (Tjong, 2009).

Gelen foton Diigiik enerjili foton

Elektron

Sekil 1.3: Compton olayi



1.2.2. lyonize Radyasyonla indiiklenen DNA Hasar Gesitleri

Radyasyonun kesfinden beridir sliregelen galismalarda DNA, radyasyonun biyolojik
etkisindeki temel hedef olarak belirtiimistir. Radyasyon ile tetiklenen hiicre o6limiinde
DNA'daki hasarlar sonucu olusan mutasyonlar ve kromozomal bozukluklar, hiicre 6limd,
hicre farklilagsmasi ve karsinogenez gibi stireclerde gézlenen en temel degisikliklerdir.

Radyasyon etkisi ile olusan serbest radikallerin (1) bazlari modifiye etmesiyle ve (2)
DNA tek zincir kiriklari olusumu ile de DNA hasari meydana gelebilir. Fakat radyasyonun
hicre icin en dlumcil etkisi (3) DNA ¢ift zincir kiriklari olusturmasidir. 1 Gy radyasyon,
DNA’da ortalama 1000 baz hasari, 1000 tek zincir kirngi hasari, 40 ¢ift zincir kirigi hasari
olusturmaktadir (Helleday ve dig., 2007).

Radyasyon etkisi ile hicrelerde depolanan enerjinin ¢ok buylk bir kismi su
tarafindan emilir ve bu durum hidroksil (OH") radikalinin olugsmasina neden olur. Hidroksil
radikali DNA ile etkileserek baz modifikasyonu olusumuna yol agar. Baz modifikasyonu ile
20’ye yakin baz hasar ¢egsidi ve baz kayiplari olugabilir (Cizelge 1.1) (Te’oule, 1987; Nicoloff
ve Hoekstra, 1996; Ward, 1998). Bu hasarlarin ¢ok buyik kismi baz kesip-¢ikarma tamir
(BER) yolagi Uzerinden tamir edilir. Hucreler, radyasyonun dolayli etkisi ile olugan
hasarlardan korunmak igin bazi savunma sistemleri gelismistir. Sulfidril gruplari igeren
glutatyon ve sistein gibi tiol bilesikleri, serbest radikallerle etkileserek onlarin hasar verme
potansiyellerini dusurir. C, E vitaminleri ve manganaz superoksit dismutaz da serbest

radikalleri temizleyebilme kapasitesine sahip molekullere drnektir (Tjong, 2009).

Cizelge 1.1: Iyonize radyasyonla indiiklenen baz degisiklikleri ve bu degisikliklerin

gorilme sikliklari

Uriin Molekiil sayisi/10° DNA bazi
Formamidopirimidin (FaPy) Guanin 34.4
8-hidroksiguanidin 23.3
5-hidroksihidantoin 23.2

Timin glikol 10.2

FaPy Adenin 10
8-hidroksiadenin 5.5
2-hidroksiadenin 4.9
5-hidroksisitozin 4.7
5,6-hidroksisitozin 4.1
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Radyasyon, DNA’da tek zincir kiriklari olusturarak da hasar meydana getirebilir. Tek
zincir kiriklari, DNA bazlarinda meydana gelen hasarlarin nukleotiddeki N-glikozidik bagdin
kaybina yol agmasi ve sonugta abazik deoksiriboz birimlerinin olusmasi ile meydana gelir
(Sonntag, 1987; Ward, 1998). Bu tipteki DNA hasarlarin memeli hicreleri icin oldirici
olmadidi birgok calisma ile gosterilmistir. 0 °C sicaklikta hidrojen peroksit ile muamele edilen
memeli hicrelerinde DNA tek zincir kingi olustugu fakat hicre o6liminin gergeklesmedigi
tespit edilmigtir (Ward, 1985). Ote yandan hidroksil radikalinin azaltildi§i ortamda DNA tek
zincir kiriklari sayisinin da azaldigi gozlenmis ve bu radikalin DNA tek zinciri kirgi
olugsumunda énemli rolii oldugu gdsterilmistir. iyonize radyasyon ile tetiklenen DNA tek zincir
kiriklarinin ¢ok buylk bir kisminin baz kesip-gikarma tamir mekanizmasi ve DNA ligasyon
basamaginda tamir edildigi bilinmektedir (von Sonntag, 1987).

iyonize radyasyon ile tetiklenen Ugiincii ve hiicre icin en élimcil olan DNA hasari
ise DNA cift zincir kiriklaridir (DSB). Bu kiriklarin biyik bir bélima diger etkilerde oldugu gibi
hidroksil radikali olusmasi ve bu radikalin DNA ile etkilesmesi ile meydana gelir. Bir hiicrede
iyonize radyasyonla olusan DNA tek zincir kirndi sayisinin ¢ift zincir kingi sayisina orani
yaklasik 25’e 1 dir. Diger hasarlara gére goreceli olarak daha az olussa da, tek bir DSB
lezyonu genetik bilgide yaklasik 100 milyon baz ¢iftinin kaybina neden olur (Helleday ve dig.,
2007). Iyonize radyasyon ile karsilikl iki DNA zincirinde de kirik olusmasi, tamir icin gerekli
tamamlayici DNA dizisinin kaynak olarak kullanmasini engellemekte ve tamiri
zorlastirmaktadir. Tamir edilemeyen veya hatali tamir edilen DSB’ler, replikasyon ve
transkripsiyon slreglerinde bozukluklara, mutasyonlara ve kromozom anomalilerine,
nihayetinde genomik kararsizhidin artmasina ve kansere yol agabilir (Pfeiffer ve dig., 2000;
Hoeijmakers, 2001; Willers ve dig, 2004). Potansiyel olarak ¢ift zincir kiriklari ¢cok zararli
olmasina ragmen, immun sistem hucrelerinde DSB hasarlari immunoglobulin genlerinin
olgunlagsmasi sirasinda yeniden dizenlenmenin (V(D)J rekombinasyonu) baslatiimasinda rol
alarak biyolojik fonksiyon gorir. Ayrica DSB olusumu mayoz sirasinda homolog
kromozomlar arasinda genetik rekombinasyon igin gereklidir (Jackson ve Jeggo, 1995).
Hucrelerde DSB hasarlarinin onarimi igin evrimsel siregte korunmus iki farkli mekanizma

(homolog rekombinasyon ve homolog olmayan uglarin birlestiriimesi) tanimlanmistir.

1.2.3. lyonize Radyasyon Aracili DNA Gift Zincir Kiriklarina Hiicrenin Cevabi

iyonize radyasyonun hiicre (izerindeki 6limciil etkisi DNA gift zincir kiriklari olugumu
ile gerceklesmektedir. DSB hasarlarina verilen hicresel cevabin baglatilmasi,
MRE11/RAD50/NBS1 (MRN) kompleksi tarafindan DSB’nin kesilmesi ve olusan tek iplikli
DNA'nin RP-A (replikasyon proteini A) ile baglanmasi ile gergeklesir (D'Amours ve Jackson,
2002). Bu baglanma hem DNA'yl olasi yapisal ters dénmelerden ve olusabilecek ikincil
yapilardan korur; hem de ATM, ATR ve DNA-PK gibi cevabin olusturulmasi igin gerekli
proteinlerin hasarli bélgeye konuslanmasini saglar. MRN kompleksi, DNA (zerindeki DSB
boélgelerine konuslandiginir ve bunu takiben PI3K ile iliskili kinaz (PIKKs) ailesinden ATM’nin

(Ataxia telangiectasia mutated) aktivasyonu gergeklesir (Su, 2006). ATM’nin aktivasyonu,
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dimer/oligomerlerin monomerizasyonu veya ATM yapisindaki Ser1981°deki fosforilasyon ile
meydana gelir. Buna ek olarak DNA-PK (DNA bagimli protein kinaz) ve ATR (ATM - RAD3
iliskili proteini) de aktif hale gelir. Dakikalar icerisinde aktif ATM, ATR veya DNA-PK, DNA
hasarina cevapta rol alan proteinleri fosforiller. Bu proteinlerin basinda H2AX gelmektedir.
Serin139’dan fosforillenen H2AX’e, y-H2AX adi verilir. Bu fosforillenme, kromatinin yeniden
diizenlenmesi isleminin baslamasini saglar (Su, 2006). y-H2AX floresan boyalarla
boyanabildiginden deneysel ¢alismalarda DSB hasarinin belirteci olarak kullanilabilir (Tjong,
2009). DSB bdlgelerinde bulunan proteinlerin tamami (MDC1, 53BP1 ve BRCA1) ATM’nin
substratidir (Su, 2006). Bu proteinler, homolog rekombinasyon yolaginin dizenlenmesinde
de rol alir. MDC1 ve 53BP1, tamirde rol oynayan proteinlerin MRN kompleksine
baglanmasinda gorevlidir. BRCA1 bulunmayan hiicrelerde homolog rekombinasyon (HR)
sirasinda yanlis eslesmelerin meydana geldigi ve genomik kararsizligin induklendigi
gosterilmisti. BRCA1, DSB formasyonun ardindan H2AX bdlgesine gelir ve aktive olur.
BRCA2 ise 6zellikle Rad51’in DSB bodlgesine gelmesini sagladigindan énemlidir. ATR ise
Claspin, RAD17, BRCA1 gibi proteinleri fosforilleyerek HR tamir yolagdini indikler (Su, 2006;
Tjong, 2009).

ATM, ATR ve DNA-PK G1/S fazi, S-fazi ve G2/M fazi kontrol noktalari igin gereklidir
ve genomik bUtinligin korunmasinda rol oynayan kritik molekdillerdir. ATM veya ATR’deki
bozukluklar kendilerine has hastaliklar ile iligkilendirilir. ATM mutasyonlari otozomal ¢ekinik
bir hastalik olan Ataxia telangiectasia hastaligina; ATR mutasyonu ise yine otozomal ¢ekinik
bir hastalik olan Seckel sendromuna neden olur. ATM ve ATR ile kiyasla DNA-PK’ya ait bir
hastalilk olmamasi dikkat ¢ekici olmasina karsin; fare modellerinde yapilan arastirmalar
DNA-PK’deki mutasyonlarin bagisiklik sistemi yetmezligine yol actigini gostermektedir
(O’Driscoll and Jeggo, 2006).

1.2.4. DNA Cift Zincir Kinklarinin (DSB) Onarimi

DNA'daki ¢ift zincir kiriklari, homolog rekombinasyon (HR) ve homolog olmayan
uclarin birlestiriimesi (NHEJ) olmak Uzere iki ana tamir yolagi ile onarilir. Bakterilerde ve
mayalarda DSB’ler, tercihen HR ile onarilirken, memelilerde DSB’lerin %90’indan fazlasi
NHEJ ile onarilir (Krogh ve Symington, 2004).

HR onarim isleminde hasar tamiri, hiicre déngustinin S veya G2 fazlarinda hasar
goérmemis kardes kromatidi veya homolog kromozomu kullanarak yapilir. Onarimin S veya
G2 fazinda gergeklesmesinin nedeni, bu evrelerin kardes kromatidin onarim igin kalip olarak
kullanilabilir oldugu evreler olmasidir. HR’de izlenen yol, hasarli DNA’nin tamirinde, hasarh
olmayan DNA'nin kalip olarak kullanilip, dogru homolog dizinin eslestiriimesidir. Memelilerde
HR, Rad52 epitasis grubu proteinleri [Rad50, Rad51, Rad52, Rad54, NBS1 (Nijmegen
Breakage Syndrome-1) ve MRE11 (Meiotic Recombination-11)] ile olugtururlan molekdiler

makine kompleksleri ile dizenlenir (Khanna ve Jackson, 2001).
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HR’daki ilk basamak, Rad52 tarafindan DSB’nin taninmasi ve MRN (Mre11- Rad50-
Nsb1) kompleksi ile 5’-3’ yoninde hatali bdlgenin kesimi ile baslar. Rad52 proteinlerinden
olusan heptamerik halka kompleksi, tek iplikli DNA'nin 3’ ucuna baglanarak onu
eksonukleolitik kesimlerden korur. Rad51 tek ipliki DNA’ya baglanarak nukleoprotein
filamenti olusturur. RPA, Rad52, Rad54, BRCA1, BRCA2 ve diger Rad52 iligkili proteinler
filament olusumuna ve Rad571’in aktivitesini gostermesine destek saglarlar. Sonugta homolog
rekombinasyonla tamirin molekuler makinasi (Rad51 nukleoprotein filamenti) olusturulur.
Rad51 nukleoprotein filamenti ile kardes kromatid Uzerinde hasarsiz homolog DNA dizisi
bulunur. Homolog dizi bulundugunda, hasarli DNA hasarsiz DNA cift ipliginin arasina
yerlestirilir. DNA polimeraz (genellikle pold), yerlestirlen DNA’nin 3’ ucundan baslayarak
dogru DNA dizisini sentezler. Ardindan iplikler ¢ozulir ve DNA ligaz 1 ile bosluklar kapatilir.
Bu rekombinasyon islemi ile DSB hatasiz bir sekilde onarilmis olur (Sekil-4) (Khanna ve
Jackson, 2001).

Diger bir onarim mekanizmasi olan NHEJ isimli tamir mekanizmasinda ise hasarli
DNA zincirinin uglari komplementer diziye homolog olup olmadigina bakiimaksizin dogrudan
baglanir. Tamir sisteminin endojenik hata Uretim mekanizmasiyla da kiguk delesyonlarin
olugsumuna izin verilir. ilk asamada, Ku70(XRCC6) ve Ku80(XRCC5) heterodimerik protein
kompleksi, ¢ift zincir kirndi olusan DNA’ya sirasiyla yakin ve uzak uglardan baglanir ve onu
eksonukleotik yikimdan korur. Ku heterodimeri serin/treonin aktivitesine sahip olan DNA-
PK’'nin katalitik alt Ginitesine baglanir. XRCC4/ligaz 4 kompleksi kirik uglara baglanir ama
aktif degildir. Aktivasyon icin (kirik uglarin enzimatik yolla birbirine baglanabilmesi igin) kirik
uclarin énceden modifiye edilerek hazirlanmasi gerekir. MRN kompleksi veya FEN1 (flap
endonuclease 1) kirik uglardaki ligasyona engel olugturan kisimlari uzaklastirarak ligasyon
islemine olanak saglar. Hasarli boélgedeki NHEJ faktorleri, DNA-PKcs’nin otofosforilasyonu
ve/veya DNA-PK bagimli fosforilasyonu ile hasarli bdlgeden uzaklastiriir. Bu islemlerin
sonunda bagh olan XRCC4/DNA ligaz 4 kompleksi aktiflesir ve zincirleri komplementer
uclardan birlestirir (Sekil 1.4) (Lieber, 2010).
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Sekil 1.4: DSB tamir mekanizmalari

DSB onarimi konusunda merak edilen dnemli sorulardan biri, hlicrenin hasari hangi
sistemle tamir edeceginin secimidir. Genel olarak uzlasilan goéris, kalip komplementer dizi
kullanilabilir ve erigilebilir oldugu surece onarimin HR Uzerinden yapildigi, aksi durumlarda
ise NHEJ Uzerinden yapildigidir. Ornegin; S fazinda kardes kromatid fiziksel olarak hasarli
bolgeye ¢ok yakindir ve bu nedenle hasar HR ile onarilir. S ve G2 evreleri disindaki
evrelerde ise onarim NHEJ Gzerinden gergeklestigi sdylenebilir (Lieber, 2010).

Homolog rekombinasyonda rol oynayan molekillerden Rad51’in baskilanmasinin,
glioblastoma hicrelerinde radyasyona hassasiyeti arttirmak icin kullanilabilecek bir yaklagim
olabilecedi dusunulmektedir. Rad51’in dizenlenmesinde rol oynayan bir protein olan c-
Abl'nin spesifik inhibitéri olan Gleevec kullanimi bu yaklasim igin giizel bir érnektir. Glioma
hicre hatlari Gleevec ile 6n muamele edildiginde hiicrelerde radyasyona hassasiyetin arttigi
gosterilmistir. Ayrica BRCA1 ve DNA-PKcs’nin de bu hicrelerde radyasyon cevabini
etkiledigi bulunmustur (Guido F, 2009).

1.2.5. Baz kesip ¢ikarma onarim (BER) mekanizmasi

DNA’da en sik gézlenen hata baz hasarlaridir. Bunlarin tamiri BER mekanizmasi ile
yapilir (Wilson ve Bohr, 2007). Bu mekanizma iki farkli sekilde gerceklesir. Birincisi kisa-
yamali (short-patch) BER (SP-BER) olup sadece hasarli olan niikleotid degistirilir. ikincisi ise
uzun-yamali (long-patch) BER (LP-BER) olup hasari kapsayan 2-13 nikleotidlik parca

14



degistirilir. Her ikisinde ortak olan basamak, hasarli bazin uygun bir N-glikozilaz (Ogg1 ve
Mutyh gibi) tarafindan uzaklastirimasidir. Glikozilazlar ile hasarli bazin uzaklastiriimasi
sonras! apurinik/apirimidinik (AP) boélge olusur ve APE1 (APEX1) ile bu bdlgede c¢entik
olusturularak AP bolgesine komsu bir 3-OH ucu saglanir. DNA N-gikozilazlar ayrica AP liyaz
aktiviteleriyle AP bdlgedeki 3'-OH ucunda DNA omurgasini keserler ve bir sonraki adimda
uygun nukleotidin yer almasi i¢in abazik deoksiribozu uzaklastirirlar. PARP, DNA ¢entik
sensoérl gorevi gorur; dogru bazi sentezleyecek polimerazin ¢entigin yakinina
konuslanmasini saglar. PCNA proteini ise, bu reaksiyonlarin saglikh yiritilmesi igin destek
saglar (Hakem, 2008).

Kisa-yamali BER tamirinde daha sonra DNA polimeraz-8 uygun bazi bdlgeye ekler
ve hasarli DNA zincirindeki bosluklar, XRCC1 (X-ray cross-complementing group 1) ve Liglll
(Ligase lll) enzimleri ile giderilir. Uzun-yamal BER tamirinde ise DNA polimeraz & veya ¢
uygun bazi bélgeye ekler. Ardindan 5’ endonukleaz ve 5’-3’ ekzonikleaz aktivitelerine sahip
olan FEN1 (flap structure-specific endonuclease 1), 2-13 nukleotidlik parganin ¢ikartiimasini
sadlar. Centik Lig | ligaz ile kapatilir ($ekil 1.5) (Hakem, 2008).
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Sekil 1.5: BER mekanizmasi

Glioblastomalarda BER mekanizmasinin alkilleyici ajanlara karsi diren¢ olusumunda
rol aldigini belirten galismalar bulunmaktadir (Guido, 2009). Bu mekanizmada rol alan
enzimlerden biri olan PARP-1 baskilanmasinin, glioblastoma hicre hatlarinda TMZ'nin
sitotoksik aktivitesini arttirdigi  g0osterilmistir.  Glikozilazlarin ~ aktif rol aldigi BER
mekanizmasinin baskilandigi hiicrelerde sitotoksisitede artis gdézlenmistir. MGMT tarafindan
taninamayan N7-metilguanin ve N3-metiladenin kaynakli DNA hasarlarinin bu artista rolG

oldugu gdsterilmistir (Jann ve dig., 2008).
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1.2.6. Yanlis Eslesme Onarim Mekanizmasi (MMR)

MMR mekanizmasi, DNA replikasyonu sirasinda yanlis eslesmis bazlarin onarimini
yapar. Bu mekanizma, E.colide ayrintili olarak tanimlanmigtir. insanlarda da bu
mekanizmada rol oynayan proteinlerin homologlari bulunmasina karsin MMR mekanizmasi
henlz ayrintili olarak aciklanmamigtir (Jiricny, 2006). Cizelge 1.2'de, E.colide ve Okaryotik
organizmalarda MMR tamirinde rol oynayan enzimlerin gorevleri ayrintili olarak verilmistir
(Hakem, 2008).

Yanlis eslesme, MSH2-MSH6 (MutSa) veya MSH2-MSH3 (MutSf) ve MLH1-PMS2
(MutLa) tarafindan taninir. Bu protein-protein / protein-DNA (¢li kompleks etkilesimleri ATP
bagimh olarak gergeklesir. PCNA, MSH6 veya MSH3'Un PIP (PCNA-interacting protein)
motifleri ile etkileserek onarima destek saglar. PMS2'nin endoniikleaz fonksiyonu ile ATP
bagimh olarak ¢entik agilir ve kesip ¢ikarma iglemi EXO1 ile gergeslestirilir. Tek iplikli DNA,
RPA ile kaplanarak korunur. DNA Polimeraz & ile bolgeye dogru baz eklenir ve ligasyon
basamagiyla islem tamamlanir (Sekil 1.6) (Martin ve dig., 2010).
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Sekil 1.6: MMR mekanizmasi
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Son yillarda, Cin hamster hicre hatlarinda, insan lenfoblastoid hicrelerinde, kanser

hicre hatlarinda yapilan c¢alismalarla MSH6 inaktivasyonunun kemosensitivitede rol

oynadigi gosterilmistir (Cahill ve dig., 2007).

Cesitli kemoterapétiklerin MMR (zerindeki etkileri yaygin olarak arastiriimaktadir.

iyonize radyasyonun MMR mekanizmasini etkileyip etkilemedigi tartismalidir. MMR’nin, IR

ile tetiklenen DNA hasarlarini tanimada ve hiicre donguisinin G2 fazinda duraksamada roli

olduguna isaret eden galismalar daha fazladir (Martin ve dig., 2010).

Cizelge 1.2: MMR mekanizmasinda rol alan tanimlanmis proteinler ve gorevleri

E.coli Goérevi Okaryotlardaki Goérevi
Homologu
MSH2-MSH6 Tek baz yanhis
(MutSa) eglesmelerini ve 1-2
Yanlis eslesmelere baglanir bazlik IDL*leri onarir
MutS
MSH2-MSH3 Tek baz yanlis
(MutSp) eslesmelerini ve 2
bazdan buyuk IDL’leri
onarir
MutL MMR’nin ¢oklu basamaklarini MLH1-PMS2 MutS homologuna
koordine eder, molekdllerin (MutLa) baglanacak molekdllerin
bélgeye konuslanmasini bdlgeye konuslanmasini
saglar saglar
MLH1-MLH2 Bilinmiyor
(MutLp)
MLH1-MLH3 Bazi IDL’lerin olusumunu
(MutLy) engelledigi distnaliyor
MutH Hasarli hemi-metillenmis Bilinmiyor Bilinmiyor
zincirde ¢entik agar
y-0 B-clamp’i DNA baglar RFC kompleksi PCNA’y baglar
Kompleksi
B-clamp MutS ile etkileserek tamire PCNA MutS ve MutL homologu
pozitif destek saglar ve DNA ile etkilesir
polimeraz III'in islem hizini
arttirir
Helikaz Il MutS ve MutL tarafindan Bilinmiyor Bilinmiyor
DNA'da olusturulan gentige
yuklenir ve tek zincirli DNA’nin
kesimi igcin DNA'yI gevsetir
Exol, Tek zincirli DNA'da 3’-5’ ydnde EXOI(Rth1) Cift zincirli DNA’da kesip
ExoX kesip ¢ikarmada rol alir ¢ikarma
RecJ Tek zincirli DNA'da 5°-3’ yonde Pol®’nin Tek zincirli DNA'da kesip

kesip ¢ikarmada rol alir.

3'eksonlkleaz

¢ikarma




aktivitesi
DNA pol lll | Dogru bazi ekleyerek onarimi DNA pold Dogru bazi ekleyerek
yapar onarimi yapar
SSB Baz kesip ¢ikarilmasinda ve RPA Baz kesip ¢ikarilmasinda
DNA sentezinin dizgln ve DNA sentezinin
ilerlemesinde rol alir dizgin ilerlemesinde rol
alir
DNA DNA sentezi sonunda ¢entigi DNA ligase DNA sentezi sonunda
ligase kapatir centigi kapatir

* IDL: Insersiyon-Delesyon loop
1.2.7. lyonize Radyasyon ile Tetiklenen Hiicre Dongiisiindeki Duraksama

Memeli hiicrelerinde hicre dongist G1, S, G2 ve M olmak Uzere 4 ana fazdan
olusur. Hucrelerin radyasyona karsi hassasiyeti de bu fazlara gére degiskenlik gdsterir.
Hicrenin radyasyona farkh duyarlilik duzeyleri, hiicrenin durumu hakkinda 6n bilgiler sunar.
Ornegin, hiicrelerin radyasyona en hassas oldugu fazlar G2 ve mitotik evrelerdir. G1
evresinin normale gére uzamasi, direng olugtugunu ima eder (Sinclair, 1968; Su, 2006).

Hucre dongusiinde bir fazdan bir sonrakine gegis siklin bagimli kinazlarin (Cdks)
fosforilasyonu veya defosforilasyonu ile dlzenlenir. Faz gegislerindeki kontroller
organizmalarda evrimsel sUregte korunmus olmasina ragmen memeli hiicrelerinde gézlenen
¢oklu basamaklar ve mekanizmalar hentz ayrintili olarak anlagilamamistir. ATM, ATR ve
DNA-PK bilinen en énemli faz gegisi kontrol proteinleridir. Bu proteinlerin hedef proteini olan
p53, hucre igin kritik kararin verilmesinde rol oynar. Hiicre, hiicre déngustinde kalici olarak
duraksayabilir, hiicre dénglstndeki faz gecislerinde gecici bir stire duraksayabilir ve son
olarak hasar tamir edilemeyecek diizeyde ise de apoptozis lGizerinden 6lime gidebilir (Ute ve
Oleksi, 2003).

DNA hasar tamiri gergeklesmez ise hlcrenin yasam dongusu duraksayabilir.
Duraksamay: tetikleyen ilk olay aktive olmus ATM ve ATR’nin, sirasiyla Chk1 (checkpoint
kinase 1) ve Chk2'yi (checkpoint kinase 2) fosforile ederek aktiflestirmesidir. Aktive olan
Chk1 ve Chk2, CDC25A’yi (cell division cycle 25 homolog A) fosforile ederek bu molekulin
yikimini baglatir (Su, 2006). CDC25A’nin kaybi CDC45’in (cell division cycle 45 homolog)
replikasyon orjinine yetersiz baglanmasina ve G1/S gegisinde duraksamaya neden olur.
Buna ek olarak, aktive olmus ATM, ATR, DNA-PK, Chk1 ve Chk2 p53’in fosforilasyon ve
aktivasyonuna yol agar. ATM, p53’U 15. serin birimleri basta olmak Uzere birgok bdlgesinden
fosforilleyerek aktive eder. Tim timor tiplerinde %40 mutasyona ugramis olan p53, DNA
hasar kontroliinde anahtar niteliginde bir proteindir. Aktive olmus p53, G1/S gegisini tesvik
edici iki siklin bagimh kinaz olan CDK2 ve CDK4’G baskilayan p21’i transaktive eder. Bu
durum G1 fazindan tutuklu kalmaya neden olur ve hasarli DNA ‘nin replike olmasini engeller
(Su, 2006). Ote yandan p53, Mdm2 tarafindan diizenlenmektedir. Mdm2, p53’lin amino
ucuna baglandijinda onu ubikitinasyon igin hedef hale getirir ve yikimina neden olur.

Mdm2'nin baskilandigi hiicrelerde asiri p53 artisina bagh olarak 6lim gergeklesirken, p53 ve
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Mdm2’nin birlikte baskilandigi hicrelerin canliligini sirdirdagu goésterilmistir (Ute ve Oleksi,
2003).

Hicre igerisinde duraksamaya yol acan paralel bir mekanizma da p53 ve p21
Uzerinden yuratalir. p21, siklin bagimli kinazlari baskiladigindan G1/S faz gegisi i¢in gerekli
olan temel proteindir. p53 ise bir transkripsiyon faktorl olarak gorev alarak p21’i dogrudan
duzenler. p21, bir yandan siklin D ve siklin E ile iligkili kinazlari baskilarken diger yandan da
DNA replikasyonu igin gerekli olan prolifere edici hlcresel nuklear antijeni (PCNA)
baskilayarak hucrelerin S fazina gegmesini 6nlemis olur (Su, 2006). Radyasyon sonrasi
tetiklenen G1/S faz gegisinin hiicre yagsamina etkisi olmadigi belirlenmistir (Lee, 1993).

Hilcre donglistinin S ve M fazlarindaki duraksamalar G1/S faz gegisindeki
duraksama kadar iyi anlasilamamis olsa da bu surecglerde de benzer molekillerin rol
oynadigi gosterilmistir. Hiicre dongusinin S fazinda gergeklesen duraksama, radyasyon
aracili DNA hasarlarinin tamir edilemeyecek kromozomal kiriklar olusturmasini dnlemek igin
onemlidir ve DNA’'nin replikasyon sirasinda tamir edilmesi sirecini igerir. G2/M fazinda ise
amag, replikasyon sonrasi olusabilecek genomik hasarlarin énlenmesidir. Erken S faz
duraksamasinda ATM’nin, ge¢ S fazi duraksamasinda ise ATR’nin rol oynadigi gdsterilmistir.
ATM sentezlemeyen hicrelere radyasyon uygulandidinda, hicrelerin her iki fazda da
duraksamaya gitmeyerek radyasyona direncli bir fenotipik 6zellik gosterdikleri belirtilmistir.
Her iki duraksamada da G1/S fazindaki duraksamaya benzer slreclerin isledigi
gorulmektedir. Etkili bir radyasyon cevabinin olusturulmasi igin Chk1 ve Chk2'nin ATM
tarafindan fosforillenmesi, ardindan CDC25A yikimi ve dengeli olarak p53 sentezi

saglanmasi bu stregler igin gerekli olaylardir (Tjong, 2009).

1.2.8. lyonize Radyasyon ile Tetiklenen Hiicre Oliim Tipleri

1.2.8.1. Apoptozis

Programlanmis hicre 6lumu olarak bilinen apoptozis, ¢ok htcreli organizmalarda
embriyonik gelisim, bagisiklik sistemi ve doku homeostazinin korunmasi igin gerekli fizyolojik
bir olaydir. Apoptotik mekanizmalardaki bozukluklar, noérodejeneratif hastaliklar,
ototimmunite ve kanser gibi ¢ok sayida patolojik durum ile iligkilendirilmistir. Memeli
hiicrelerinde apoptozis, kazpazlar olarak da bilinen sistein proteaz ailesi Uyeleri ile
gerceklestirilir. Hiicrede pro-kaspaz formunda bulunan kaspazlar, oligomerizasyon ile aktive
olurlar. Aktive olmus efektdr kaspazlar, hicreyi apoptozise goturecek olan bir seri
biyokimyasal ve morfolojik degisiklige neden olurlar. Kaspazlar, intrinsik veya ekstrinsik
apoptotik yolaklar ile tetiklenirler ve pro-apoptotik/anti-apoptotik molekillerdeki artis ve
aktivasyon ile apoptozisin dlzenlenmesinde rol alirlar. Hucrelerin  apoptozise
yonlendiriimesinde ¢ok sayida i¢ ve dig faktor rol oynar (Elmore, 2007). Bu faktorlerden biri

iyonize radyasyondur.
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1.2.8.1.2. iyonize Radyasyon Aracili Apoptozis

Radyasyona (farkli siddet ve surelerde) maruz birakilan hucreler, DNA hasarina
bagimh / bagimsiz olarak, hiicre dongisinin farkl evrelerinde (pre-mitotik / post-mitotik)
apoptozise gidebilirler.

DNA hasari-bagimh apoptoziste (intrinsik apoptozis), hlicre mitokondri Gzerinden
kaspazlar araciligiyla apoptozise striklenir (ElImore, 2007). Radyasyon, toksinler, hipoksi ve
serbest radikaller gibi DNA-hasarini tetikleyen etkenler i¢-mitokondriyal membran
potansiyelini azaltip pro-apoptotik proteinlerin sitosole salgilanmasini saglayabilir (Saelens
ve dig., 2004). Bu proteinlerin ilk grubu olan sitokrom-c, Smac/DIABLO ve Htra2/Omi
proteinleri kaspaz bagimh mitokondriyal apoptozisi aktive ederler (Du ve dig., 2000). Ayrica
sitokrom-c, Apaf-1’e ve pro-kaspaz 9a baglanip apoptozom kompleksini olusturur
(Chinnaiyan, 1999). Smac/DIABLO ve Htra2/Omi ise, apoptozisi baskilayan proteinleri
baskilayarak apoptozisi indukler. Mitokondriden salinan ikinci grup pro-apoptotik proteinler
ise AlF, endonukleaz G ve endonukleaz CAD’dir. Bu proteinlerin salinimi apoptozisin ge¢
fazlarinda olur ve iki yolla DNA fragmentasyonu gergeklesir. ilk yolda AIF, DNA fragmentleri
(yaklasik 50-300 kb) olusumuna ve kromatin kondensasyonuna neden olur (Joza ve dig.,
2001). Endonukleaz G ise, nuklear kromatini keserek oligonukleozomal DNA fragmentleri
olusturur (Li ve dig., 2001). ikinci yolda ise kaspaz-3 tarafindan kesilen CAD, dogrudan
oligonukleozomal DNA fragmentasyonuna neden olur (Enari ve dig., 1998).

Bcl-2 ailesi Uyeleri, apoptotik surecgteki mitokondriyal olaylari kontrol eder ve
duzenler. Bcl-2 ailesi mitokondriyal membran gegirgenligini degistirerek pro-apoptotik veya
anti-apoptotik cevap olusturabilir (Cory ve Adams, 2002) . Bu protein ailesinin diizenlenmesi
ise p53 Uzerinden olur (Schuler ve Green, 2001).

DNA hasarindan-bagimsiz apoptozis (esktrinsik apoptozis), hiicre membraninda
bulunan ve timor nekroz faktér (TNF) stperailesi Uyeleri olan dlim ligandlari ve reseptorleri
ile tetiklenir. Bu 6lim ligand ve reseptorlerinden en iyi tanimlananlari FasL/FasR, TNF-
a/TNFR1, Apo3L/DR3, Apo2L/DR4 ve Apo2L/DR5'tir. TNF reseptor ailesi Gyelerinin hepsi,
olim reseptorleri olarak adlandirilan sisteince zengin ekstraselller domaine sahiptir. Bu
domainler 8lum sinyalinin hiicre yuzeyinden hicre igi yolaklara iletiimesini saglar (Locksley
ve Killeen, 2001).

Ekstrinsik apoptozis yolagi reseptére baglanma ve kaspaz-8 aktivasyonu
basamaklarini igerir. Ligand baglandidinda, reseptére bagl olan sitoplazmik adaptor
proteinler (6lim domainleri) aktiflesir. Ornegin; Fas ligandinin reseptdre baglanmasi Fas-
iligkili 6lim domaini (FADD) proteininin, TNF ligandinin reseptére baglanmasi TNF reseptor
iligkili 61lum domaininin (TRADD) aktiflesmesini sagdlar. Ardindan adaptor proteinler dimerize
olur ve prokaspaz-8 ile etkilesir. Sonugta pro-kaspaz 8’in otokatalitik aktivasyonu gergeklesir
apoptozis tetiklenir (Kischkel ve dig., 1995).

Radyasyona maruziyet ile olusan DNA hasarina bagimli apoptozis hicre

doéngusindn farkh evrelerinde (pre-mitotik, post-mitotik) gerceklesebilir (Shinomiya, 2001).
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Hucre bélinmesinden dnce gergeklesen pre-mitotik apoptozis S fazinda gergeklesir,
kaspaz-3'Un hizli (1 saatten az sirede) aktivasyonu ile baglatilir ve mitokondriyal membran
potansiyeli diser. Hiicrelere ylksek dozda (hlicre hatlarinda 20 Gy) radyasyon uygulamasi
genellikle pre-mitotik apoptozis ile iligkilendirilir. Pre-mitotik apoptozis, hicre 6luminin daha
hizli gerceklestigi tiptir. Shinomiya ve digerlerinin yaptigi c¢alismada, kaspaz-3
aktivasyonunun pre-mitotik apoptoziste ¢ok hizli gergeklestigi gosterilmistir (Shinomiya ve
dig., 2000).

En az bir hiicre bélinmesinin ardindan hicrelerin apoptozise (post-mitotik) ugramasi
ikinci bélinmenin G2/M fazindan sonra gergeklesir. Radyasyon sonrasi ilk bélinmede, G2/M
fazinda hiicre dongisi duraksayabilir fakat kaspaz aktivasyonu gerceklesmediginden hicre
Olime gitmez. DislUk doz radyasyonun (hiicre hatlarinda 5 Gy) post-mitotik apoptozisi
indUkledigi gosterilmistir. Shinomiya ve digerlerinin yaptigi ayni ¢alismada hicreler, 5 Gy
radyasyona maruz birakilmistir ve kaspaz-3 inhibitérinin eklendigi hlcrelerde apoptozis

oraninin degismedigi bulunmustur (Shinomiya ve dig., 2000).

1.2.8.2. Otofaji

Otofaji, apoptozise benzer sekilde, fizyolojik sartlar altinda gergeklesen bir hiicre ici
olaydir. Doku veya organizmada enerji yetmezligi durumunda bu mekanizma aktiflestirilir ve
doku veya organ butiinligine katki saglanir. Ornegin; bozulmus veya gérevini yerine
getiremeyen organellerin, uzun slre kullaniimig proteinlerin ve patojenlerin lizozomlarda
yikimi otofaji ile gerceklesir. Otofajik hicre 6lumdnun apoptozisten farki, organellerin
lizozomlarda yikilmasindaki artisa bagl olarak hicrenin 6lume suriklenmesidir. Ancak
otofaji, normal fizyolojik sartlarin disinda cesitli etkenlerle de uyarilabilir. iyonize
radyasyonun bu uyaranlardan biri oldugu son yillarda gosterilmistir (Kiang ve dig., 2010).

Hucre ici yapilarin lizozomlara hangi yolla tasindigina bagh olarak otofaji fakli olus
bicimleri vardir; (1) mikrootofaji, (2) saperonlar aracili otofaji ve (3) makrootofaji (Kiang ve
dig., 2010).

Mikrootofaji, lizozom membranin ice ¢okmesi ile sitoplazmanin lizozom tarafindan
dogrudan yikilmasidir. Saperonlar aracili otofaji ise Lys-Phe-Glu-Arg-Gin (KFERQ) motifli
proteinlerin lizozom zarina segigi bicimde taginmasi ile gergeklesir (Arslan ve dig., 2011).

Makrootofaji (mAG) patolojik durumlarda otofajinin en sik gézlenen formudur. mAG,
sitoplazmanin pargalarinin ve organellerin ¢ift zarli vakuollerde paketlenmesi ve yikim igin
lizozomlara veya endozomlara tagsinmasini saglayan otofagozom olusumu ile karakterizedir.
Cok basamakh bir siire¢ olan mAG’deki diger bir basamak, LC3-I'in (hafif zincir protein 3 tip
1), redoks duyarli Atg4 serin proteazla veya Atg7 ve Atg3 ile tip II'ye (LC3-Il)
dénusturdlmesidir. LC3, Atg4, Atg7, DRAM (DNA hasariyla-indiklenen otofaji duzenleyici
proteinin) ve DAPK1 (6lim ile iligkili protein kinaz 1) proteinleri mAG calismalarinda belirte¢

olarak kullaniimaktadir (Kiang ve dig., 2010).
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iyonize radyasyonun hiicrelerde mAG’I tetikledigini  bildiren galigmalar
bulunmaktadir. Radyasyonun hiicrede serbest radikaller Ureterek, mAG’I aktive ettigi bilinen,
DRAM, DAPK1, Atg4 ve LC3-II proteinlerini aktive ettigi gosterilmistir (Kiang ve dig., 2010).

1.2.8.3. Nekrozis

Hucre 6lum tiplerinden bir digeri olan nekrozis, belli bir organizasyon goéstermeyen
ve hicre membraninin bozulmasi, organel degredasyonu ve hilcrede sisme gibi kendine
0zgu belirgin morfolojik 6zellikler iceren travmatik bir hiicre 6lumu sdrecidir. Nekroz genel
olarak enfeksiyon, inflamasyon ve iskemi (belli bir bolgede kan akiminin kesilmesi) gibi

patofizyolojik durumlarda gézlenir (Tjong, 2009).

1.3. Trabectedin Kaynakli DNA Hasar ve Olusan Hasarlara Tercihen Galigan Tamir

Yolaklari

Trabectedin’in etki mekanizmasi henidz tam olarak aydinlatilamamistir fakat
sitotoksik etkisini birincil olarak DNA’'da olusturdugu hasarlar Uzerinden gdsterdigi

bilinmektedir.
1.3.1. Trabectedin (Yondelis, Ecteinascidin 743, ET-743)

Ulusal Kanser Enstitisi’nin 1950'li yillarda baslattigi “bitkisel ve denizel kaynakli
antikanser madde tarama calismalar1” kapsaminda, Karayip Denizi'nde yasayan bir tunikat
olan Ecteinascidia turbinata'nin (Deniz Fiskiyesi) etanolik ekstraktinda yuksek anti-kanser
aktivite belirlenmistir. Ardindan bu tunikatin icerigindeki aktif maddelerin belirlenmesine
yonelik calismalar baslamistir. KL Rinehart, deniz fiskiyelerini toplamis ve Ecteinascidia
turbinata ekstraktinin icerdigi etken maddeleri belirlemeye ydnelik c¢alismalar yapmistir.
Ekstraktin iceriginde belirlenen maddeler arasinda en aktif olani, glinimuzdeki ismiyle
Trabectedin’dir. Trabectedin’in kimyasal yapisi, 1984 yilinda Rinehart tarafindan ortaya
konmustur (Rinehart, 2000).

ispanyol PharmaMar sirketi 1994 yilinda Trabectedin’in lisansini almis ve (iretimi igin
deniz fiskiyelerini kiltire etmeye baslamistir. Bir ton tunikattan ancak 1 gram Trabectedin
elde edilebilmesi, sirketi Trabectedin’in sentetik veya yari-sentetik Uretimi icin ¢alismaya
zorlamistir. E.J. Corey ve grubu, 1996 yilinda Trabectedin’i sentetik olarak Uretmeyi
basarmistir. Ayni grup, daha sonraki vyillarda Trabectedin’i yari-sentetik olarak da
Uretebilmistir. PharmaMar sirketi gunimuizde Trabectedin’in satisini Johnson&Johnson
firmasi Uzerinden, “Yondelis” adiyla yapmaktadir. Trabectedin, Avrupa birligi ve Amerikan
Gida ve ilag Dairesi tarafindan yumurtalik kanserlerinde ve yumusak doku sarkomlarinda
kullaniimak (izere onay almistir ve prostat ve meme kanserlerinde faz Il ¢alismalari devam
etmektedir. ((Maurizio ve Galmarini, 2010).)

Trabectedin molekuliinin kimyasal yapisina bakildiginda (g tane tetrahidroizokinolin

halkasina sahip oldugu goérilmektedir (Sekil 1.7). A ve B halkalari, tek koprulu pentasiklik
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iskeletle birlesmistir. C halkasi ise A ve B alt Unitelerine benzilik silfit baginin olusturdugu
lakton képrusi ile baglanir. A ve B halkalarinin DNA’nin kiguk olugu ile etkilesime girdigi, C
halkasinin ise transkripsiyon faktorleri ve DNA tamir enzimleri gibi molekillerle etkilestigi
bilinmektedir (Gago ve Hurley, 2002).
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Sekil 1.7: Trabectedin’in kimyasal yapisi

1.3.2 Trabectedin ve Kan Beyin Bariyeri

Glioblastomalarda kemoterapétiklerin etkinligini azaltan énemli bir faktér kan beyin
bariyeri (KBB) dir. KBB’deki kilcal damarlardan doku icine madde gegisi birkag yolla kontrol
edilir. Birincisi, endoteliyal hiicreler arasi baglanti molekdillerinin olusturdugu fiziksel bariyer
veya gegcirgenliktir. Hlcreler arasi madde gecisi, baglanti molekdllerinin izin verdigi olgclide
gercgeklesir. ikinci yol ise, endoteliyal hiicrelerin hiicre zarina yerlesmis olan ve enzimatik
pompa goérevi géren P-glikoproteini (P-gp), c¢oklu ila¢ direnci proteinleri (MDR) ve meme
kanseri diren¢ proteini (BCRP) gibi tasiyici proteinler ile kontrol edilir. Kullanilan
kemoterap6tik ajan bu proteinlerden birinin substrati degdil ise KBB’den gecemez ve
dolayisiyla timor hiicrelerine etkin dozda ulasamaz (Chen ve dig., 2012).

Beumer JH ve digerleri, Trabectedin’in P-gp substrati oldugunu ve bu sayede

KBB’den gectigini gostermistir (Beumer ve dig., 2007).
1.3.3. Trabectedin - DNA etkilesimi
Trabectedin birgok calismada alkilleyici ajanlar ve DNA'da gapraz baglanti olusturan

ajanlar siniflari altinda incelenmistir. Kanser tedavisinde kullanilan alkilleyici ajanlar (6rn:

cisplatin) genellikle DNA'nin blylk olugundaki N7 veya O6 pozisyonundaki guaninlere



baglanmaktadir. Trabectedin ise, DNA heliks yapisinin kiiclk olugundaki guaninlerin N2
pozisyonundaki amino gruplarina baglanarak G-C’ce zengin dizileri alkiller ve DNA'y1 blyUk
oluga dogru buker. Ayrica, A ve B halkalari ile komsu dizideki nukleotidlere Van der Waals
kuvvetleri ve hidrojen badlar ile baglanarak, iki DNA zinciri arasinda ¢apraz baglanmalar
olusturur (Gago ve Hurley, 2002).

Trabectedin’in etkisinde DNA ile etkilesimlerinde agikliga kavusturulan mekanizmalar
sunlardir: (1) alkilasyon ile DNA’da baz hasarlarina ve ¢apraz baglanmalara yol agarak,
DNA’ya baglanan proteinlerin gérevlerini yapmasini engeller. Bu durum, DNA replikasyonu
ve ftranskripsiyon gibi slreglerin baglayamamasiyla sonuglanir. (2) DNA’'da capraz
baglantilar olusturarak, devam eden replikasyon c¢atalinin ilerlemesinde gorev alan birgok
proteinin (6rn: topoizomerazlar) gorevini yerine getirememesine ve sonugta replikasyonun
duraksamasina neden olur. (3) DNA'da olusturdugu hasarlar sonucu devreye giren onarim
mekanizmalarinda, onarimda rol alan proteinlerle dogrudan etkileserek bdlgeye

baglanmalarini engeller (Herrero ve dig., 2006).

1.3.3.1. Trabectedin ile Tetiklenen DNA Hasarlarinin Tamirinde Rol Alan Mekanizmalar

Trabectedin’in DNA’da alkilasyon, baz hasarlari ve zincir igi/zincirler arasi ¢apraz
baglantilar olusturarak etki ettigi bilinmektedir. Trabectedin ile tetiklenen bu hasarlar,
hicrede sirasiyla “DNA hasarinin dogrudan geri cevrilmesi, Baz kesip-gikarma onarim
mekanizmasi ve Nukleotid kesip-gikarma onarim mekanizmasi ile iligkilendirilebilir. Yapilan
c¢alismalarin ¢ogunda Trabectedin’in NER mekanizmasinda hasar olusturarak etkisini
gosterdigi belirtilmistir. Trabectedin’in etkisinde BER mekanizmasi ve hasarin dogrudan geri

gevriimesi mekanizmalarinin arastinldigi calismalar oldukga kisithdir.

1.3.3.1.1. DNA Hasarinin Dogrudan Geri Cevrilmesi

DNA hasarinin dogrudan geri ¢evrilmesi yoluyla tamir mekanizmasi, digerleri ile
kiyasla ¢ok basamakh degildir ve ¢cok sayida protein etkilesimi gerektirmez. Glioblastoma
tiumorlerinde bu mekanizma ile onarilan hasarlarin en ©6nemlisi guaninin 6. oksijen
atomundan alkillenmesi ile olusan OG-aIkiIguanin’dir. Bu hasar tamir edilmedidi taktirde nokta
mutasyonlari ve kromozom anomalileri olugturabilir. Alkilleyici ajanlar guanine metil veya etil
gruplari ekleyerek bu bazin DNA replikasyonu sirasina sitozinle eslesmesini engelleyebilirler
(Sedgwick ve dig., 2007). DNA’daki OG-aIkiIguanin hasari, OG-metiIguanin-DNA
metiltransferaz (MGMT) ile onarilir. MGMT, guanine bagl pro-mutajenik alkil gruplarini kendi
sistein akseptor bolgesine transfer ederek guaninde olusabilecek mutasyonlari engelleyen
bir enzimdir. Alkil grubunun transferi sonrasinda MGMT'nin aktif bdlgesi yenilenemez ve
proteinin alkillenmesi sonucu ubikitinasyon iglemi ile enzim yikima ugrar. Bundan dolay! bu
mekanizma "intihar mekanizmasi” olarak da bilinir (Sekil 1.8) (Tsuzuki ve dig., 1996). MGMT
bulunmayan hicrelerde OG-metiIoguanin (O6 MeG) tamiri mUmkin olmayacagdindan, bu
hicreler, alkilleyici ajanlarin mutajenik ve sitotoksik etkilerine daha duyarlidirlar. MGMT

aktivitesinin kaybolmasi, glioblastomalarda sik gézlenen (%50) bir durumdur (Silber ve dig.,
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2012). Literatirde henliz Trabectedin ve MGMT arasindaki iliskinin arastirildigi bir ¢alisma
bulunmamaktadir.

DNA hasarinin dogrudan geri ¢evrilmesi mekanizmasinda gorev alan diger enzimler
E.coli’de bulunmus AIkB homologu olan ABH2 (alkB, alkylation repair homolog 2) ve
ABH3'tir (alkB, alkylation repair homolog 3). Deoksijenaz 6zelligi gosteren bu enzimler
dzellikle 1-metiladenin ve 3-metilsitozin hasarlarinin tamirinde rol alirlar. iki enzim arasindaki
fark hasari onardiklari DNA zincirleridir. ABH2 bu islemi ¢ift zincirli DNA da gergeklestirirken,
ABH3 tek zincirli DNA’yi tercih eder. ABH2 ve ABH3’ten yoksun sicanlarda kendiliginden
kanser gelisimi gbzlenmedigi rapor edilmistir (Duncan ve dig, 2002; Aas ve dig., 2003).
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Sekil1.8: 0°-MeG hasarinin MGMT ile onariimasi

1.3.3.1.2. Baz Kesip Cikarma Onarim (BER) Mekanizmasi

BER mekanizmasi iyonize radyasyon ile tetiklenen DNA hasarlarinin tamirinde de rol
oynamaktadir. Bu mekanizma bdlim 2.5.’te ayrintili olarak agiklandigindan burada tekrar
deginilmeyecektir (Bkz: Bolim: 1.2.5 - Sayfa 15).

Ana B. Herrero ve digerleri, mayalar Uzerinde yaptiklari ¢alismada, BER ve HR
mekanizmalarinda goérev alan ve FEN1 proteininin homologu olan Rad13 proteininin

Trabectedin’e karsi gelisen direncte rol oynayabilecegini gostermistir (Herrero ve dig., 2006).

1.3.3.1.3. Niikleotid Kesip Cikarma Onarim Mekanizmasi (NER)

NER mekanizmasi ¢ogunlukla mutajenik kimyasallarin ve kemoterapétik ajanlarin
olusturdugu DNA eklentilerden kaynaklanan hasarlarin onarimini yapar. Ayrica UV

radyasyon kaynakl hasarlar da NER mekanizmasi ile onarilir. Memeli NER mekanizmasinda
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30’un Ustunde farkli protein rol alirken prokaryotlarda bu mekanizma sadece 3 protein (UvrA,
UvrB, UvrC) ile yartalur (Leibeling, 2006).

NER mekanizmasi 2 alt yolak ile gergeklesebilir. Bunlardan ilki, hasari tim genomda
bulup onaran Global Genom NER (Global Genome NER)/(GG-NER) iken, digeri aktif olarak
transkribe olan genlerde bu isi yapan Transkripsiyon Bagimh NER (Transcription Coupled
NER)/(TC-NER)dir. iki mekanizma arasindaki farklilik hasarin taninma mekanizmasindan
kaynaklanir. GG-NER'de DNA hasari XPC-Rad23B ve DDB1-DDB2/XPE protein
kompleksleri ile taninirken, TC-NER’de hasarin taninmasinda CSA (ERCC8) ve CSB
(ERCCE6) (Cockayne syndrome group A) proteinleri gorevlidir. Bundan sonraki basamaklar iki
alt yolakta da ayni sekilde yuritilir. XPA, RPA ve XPB (3-5’) / XPD (5°-3’)’'den olusan
TFIIH'nin kompleksi ile hasarli bolgeyi de igceren DNA'nin agilmasi saglanir. Agilan DNA
bolgesi, XPG (3’ ugtan kesilir) ve XPF/ERCC1 (5’ ugtan kesilir) nukleazlari ile kesilir ve 24-32
nukleotidlik bolim c¢ikartilir. Zincirde olusan bosluk RFC, PCNA ve DNA polimerazlar (5 ve €)
ile dogru nikleotidler sentez edilerek doldurulur. Son olarak ise zincirler arasindaki bogluklar
ligaz | enzimi ile birlegtirilir (Sekil 1.9) (Kulaksiz ve Sancar, 2007; Hakem, 2008).
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Sekil 1.9: NER mekanizmasi

Yapilan ¢alismalarda, Trabectedin’in sitotoksik etkisinin, NER mekanizmasi galigan
hiicrelerde galismayanlara gére 2-10 kat fazla oldugu gosterilmistir. (Erba ve dig., 2001;
Takabayashi ve dig., 2001; Damia ve dig., 2001). Trabectedin normal NER fonksiyonu olan
hiicrelerde RNA polimeraz II'nin hizli bir sekilde yikimina neden olur. XPD, XPA, XPG ve
XPF-yoksunu hiicrelerde bu etkisinin olmadigi tespit edilmistir (Aune ve dig., 2008).
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2. AMAG

Bu calismanin o6ncelikli amaci, GBM hicre kdltirlerine (U-87 MG ve T98G)
Trabectedin’in ve dlsilik dozlarda iyonize radyasyonun ardisik olarak uygulanmasi ile,
sitotoksik ve apoptotik etkinligin zenginlestirilip zenginlestirilemeyecegini test etmektir. ikincil
amag ise, Trabectedin aracili zenginlestiriimis etkide, DNA tamir mekanizmalarinin roltnd
arastirmaktir. Bu calismada asagidaki sorularin cevaplari aranacaktir:

1) a) Trabectedinin GBM hucre hatlarinda zamana ve doza bagh sitotoksik etki (hucre
canlihdinin élgimlenerek) diizeyinin belirlenmesi ve 1Cs, degerlerinin hesaplanmasi,
b) Iyonize radyasyonun GBM hiicre hatlarinda zamana ve doza bagh sitotoksik etki
diizeyinin belirlenmesi ve 1Cs, dederlerinin hesaplanmasi,
2) lyonize radyasyon ve trabectedin GBM hiicre kiiltiirlerine ardisik olarak uygulandiklarinda,
a) Ardisik uygulamanin sitotoksik etki diizeyinin belirlenmesi,
b) Olasi antagonistik/additif/sinerjistik etki gdzlendigi taktirde, bu etkinin kombinasyon
indeksi (Cl) hesaplama yontemiyle ortaya konmasi,
3) Olasi additif/sinerjistik sitotoksik etkinin apoptozis/nekrozis aracili olup olmadidinin,
nekrozisi ve apoptozisi ayirt edebilen ELISA tabanl bir kit ile belirlenmesi ve apoptozis
sonuglarinin kaspaz 3/7 aktivitesi Olgllerek dogrulanmasi,
4) Olasi additif/sinerjistik etkide DNA tamir mekanizmalarinin roliiniin, bu mekanizmalar ile
iliskili 85 geni iceren PCR array (SABiosciences, Frederick, MD, ABD) kullanilarak
arastiriimasi.
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3. GEREG VE YONTEM

3.1. Hiicre Hatlarinin Temini, Gogaltimi ve idamesi

insan glioblastoma multiforme hiicre hatlari U-87 MG ve T98G, Tilay Aktas Onkoloji
Hastanesi Tibbi Onkoloji Arastirma Laboratuarr'nin Interlab Cell Line Collection (ICLC, italya)
ve American Type Culture Collection (ATCC) (Wesel, Aimanya)’den temin ettigi hiicre hatlari
stogundan temin edildi.

Hucre kdltir islemleri ultraviyole ile sterilize edilen laminar hava akiml galisma
kabinlerinde (NuAire, USA) gergeklestirildi. -80 °C‘de saklanan hiicreler, 37 °C su
banyosunda ¢6zildi ve 75 cm?lik filtreli hiicre kiltiir flasklarina aktarildi.

T-98G hiicreleri, DMEM/F12 (Dulbecco’'s modified Eagle’s minimal essential
medium) besiyerine % 10 fetal sigir serumu, 10.000 unite/ml penisilin ve 10 mg/mi
streptomisin eklenerek, U-87 MG hiicreleri ise RPMI 1640 besiyerine % 10 fetal sigir
serumu, 10.000 unite/ml penisilin ve 10 mg/ml streptomisin eklenerek, 37 °C sicaklikta, % 5
CO, ve nem igeren inkUbatdrlerde gogaltildi.  Hucre hatlari canlilik, cogalma ve enfeksiyon
acisindan inverted mikroskopta gunlik olarak izlendi. Flasklarda %80’in lzerinde hicre

yogunlugu gdézlendiginde hiicreler pasajlanarak ¢ogaltildi.

3.2. Hiicrelerin Sayimi

Tripan mavisi ile muamele edilen hilcreler canli ise boyanmazlar ve mikroskopta
incelendiklerinde parlak goérilirler. Oli hiicreler ise boyanirlar ve mikroskopta incelendiginde
koyu renkte gorullrler. Bu nedenle Tripan mavisi, hicre canliiginin belirlenmesinde de
yaygin olarak kullanilan geleneksel bir yontemdir. Deneylerde hicre sayisinin
belilenmesinde Tripan mavisi ydontemi ile sayim yapan T4 cellometer otomatik sayim cihazi
(Cellometer, Nexcelom, ABD) kullanildi. U-87 MG ve T-98G hcrelerini iceren flasklardaki
besiyerleri ¢ekilip, 4 ml Tripsin EDTA eklenerek ~ 10 dakika inkibatérde bekletildi. Flask
zemininden ayrilan hiicreler 1:1 oraninda besiyeri ile nétralize edilip, 15 ml’lik steril santrif(j
tiplerine aktarildi. Santrifiijlenen hiicrelerin stpernatantlari atilarak dibe ¢oken hiicre pelleti
10 ml besiyeri iginde tekrar homojenize edildi. Bu suspansiyondan tripan mauvisi ile hicre
suspansiyonu 1:1 oraninda karistirildi. Bu karisim otomatik sayim cihazinin lamina aktarildi

ve mililitredeki canli hiicre sayisi otomatik olarak belirlendi.
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3.3. Trabectedin’in Stok Soliisyonlarinin Hazirlanmasi

Trabectedin lyofilize halde, dretici firma olan Pharma Mar (Madrid, ispanya)
yetkililerinden Dr. Carlos Galmarini'den temin edildi. 1.4 mg toz Trabectedin, 1 ml DMSO
(dimetilsulfoksit) icinde ¢oziilerek Trabectedin’in 1.8 mM'lik stok sollisyonu hazirlandi.
Hazirlanan stok sollsyonlar 0.22 um’lik filtreden gecirilerek sterilize edildi ve 100 ul'lik

pargalar halinde - 20°C ‘de saklandi. Her deney icin taze stok kullanildi.

3.4. Hiicre Canlhiiginin Belirlenmesinde Kullanilan Yontemler

Trabectedin’in hicre canliigi Gzerindeki etkisi gercek zamanl hlcre analiz sistemi
(xCELLigence) ile belirlendi. iyonize radyasyon ve sirali deneylerde ise, hiicre canlihginin
belirlenmesinde Tripan mavisi yontemi kullanildi.

3.5. Trabectedin’in Hiicre Canliigi Uzerindeki Etkisinin xCELLigence Sistemi ile

Belirlenmesi

xCELLigence sisteminde kullaniimak Uzere uretilmis olan E-plaka kuyucuklarina 50 pl
besiyeri eklendikten sonra her kuyucukta 10* hiicre olacak sekilde ekim yapildi. E-plaka oda
sicakliginda 30 dakika bekletildikten sonra inkiibatdrde bulunan gergek zamanli hiicre analiz
cihazina yerlestirildi. Hucrelerin logaritmik gogalim durumlari istenilen zaman araliklarinda ve
devamli olarak RTCA analiz cihaz! ile gbzlendi. 24 saat inkiibasyon sonunda, kuyucuklara
Trabectedin’in artan konsantrasyonlari (0.1-100 nM) eklendi. Tim kuyucuklardaki son hacim
150 ul olacak sekilde ayarlandi. Deneyin i¢ kontroli olarak sadece besiyeri ve
besiyeri+DMSO igeren kuyucuklar kullanildi. Trabectedin eklendikten sonra, hicrelerin
¢ogalim durumlari 72 saat boyunca cihaz tarafindan kaydedildi. Cihaz, hicrelerin
Trabectedin’e verdikleri kisa streli cevabi dlgebilmesi igin bir saat boyunca her 2 dakikada
bir, uzun sureli hlicresel cevabi dlgebilmesi icin ise deney suresince her 30 dakikada bir
hiicre ¢cogalimini dlgecek sekilde ayarlandi. Trabectedin’in ICsy degeri cihaza entegre veri
analiz yazilimi kullanilarak hesaplandi.

3.6. iyonize Radyasyon Uygulamasi

Ege Universitesi Tip Fakiiltesi Radyasyon Onkolojisi Anabilim Dali uzmanlarindan
Dr. Ozlem AKAGUNDUZ danismanliginda hiicrelere uygulanacak iyonize radyasyon dozlari,
4,6, 8,10, 12, 16 Gy seklinde belirlendi. iyonize radyasyon uygulamasi, Ege Universitesi Tip
Fakiltesi Radyasyon Onkolojisi Anabilim Dal’'nda, Electa Marka Precise Model Lineer
Hizlandirici 6MV Foton ile flask kalinhgi g6z éntnde bulundurularak 1cm bolus konulup
posteriyor sahadan doz orani 4Gy/dk olacak sekilde gergeklestirildi.
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3.7. liyonize Radyasyonun Hiicre Canlihgi Uzerindeki Etkisinin Tripan Mavisi

Yontemiyle Belirlenmesi

Hucreler, radyasyon uygulanacak her doz igin 500.000 hiicre/flask olacak sekilde 25
cm? flasklara ekildi ve flasklar 1 glin inkiibasyona birakildi. inkiibasyonun ardindan, flasklara
radyasyonun artan dozlari ile (4, 6, 8, 10, 12, 16 Gy) muamele edildi ve flasklar 24, 48 ve 72
saat sirelerince inkiibasyona birakildi. Iyonize radyasyon uygulamasinin her bir doz ve
zamani igin 3 ayri flask hazirlandi. Hicre canhhdinin belirlenmesinde, 3 ayri flasktaki hiicre
sayilarinin ortalama degeri kullanildi. iyonize radyasyonun hiicre canlih@i Gzerindeki etkisi
Tripan mavisi yontemi ile belirlendi. Bunun igin 24., 48. ve 72. saatlerde, U-87 MG ve T-98G
hicrelerini iceren flasklardaki besiyerleri ¢ekilip, 2 ml Tripsin EDTA eklenerek ~ 10 dakika
inkUbatorde bekletildi. Flask zemininden ayrilan hlcreler 1:1 oraninda besiyeri ile noétralize
edilip, 15 mllik steril santrif(ij tlplerine aktarildi. Santriflijlenen hicrelerin stpernatantlari
atilarak dibe ¢oken hicre pelleti 10 ml besiyeri iginde tekrar homojenize edildi. Bu
suspansiyondan tripan mavisi ile hiicre sispansiyonu 1:1 oraninda karistirildi. Bu karisim
otomatik sayim cihazinin (Cellometer, Nexcelom, ABD) lamina aktarildi ve hlcre sayimi
otomatik olarak yapildi. Hucreler otomatik hicre sayim cihaziyla paralel olarak 1sik
mikroskobunda Thoma lami ile sayildi. Tum sayimlarin ortalamalari alinarak mililitredeki
canli hiicre sayisi hesaplandi. Iyonize radyasyon uygulanan flasklardaki canli hiicre
sayisinin ortalamasi, kontrol flasklarindaki canl hiicre sayisinin ortalamasina oranlandi. Bu
oran 100 ile garpilip yizde (%) hicre canliligi hesaplandi. Yizde sitotoksisite, 6lgiimlenen
hicre canhh@i verilerinden dolayl olarak asagidaki formul kullanilarak hesaplandi.

% sitotoksisite= 100 — [ (ilag (veya radyasyon) uygulanmig flasklardaki canl hiicre

sayisinn ortalamasi/ Pozitif Kontrol Flasklarindaki canli hiicre sayisinin ortalamasi ) x100 ]

3.8. Trabectedin ve Iyonize Radyasyon Ardisik Uygulanmasinin Hiicre Canlilig

Uzerindeki Etkisinin Belirlenmesi

Hucreler, sirali deneylerde uygulanacak her doz igin 500.000 hiicre/flask olacak
sekilde 25 cm? flasklara ekildi ve flasklar 1 glin inkiibasyona birakildi. Sirali deneylerde,
Trabectedin’in 24. saatteki 1Cso degerinin altindaki konsantrasyonlar flasklara eklendi ve
flasklar 24 saat inkiibasyona birakildi. Ardindan besiyerleri yenilenip, flasklara 24. saatteki
ICso degerinin altindaki konsantrasyonlarda iyonize radyasyon uygulandi ve flasklar 24 saat
inkbasyona birakildi (Cizelge 3.1). Bu uygulamanin ardindan, flasklarda canli hicre sayimi
yapilarak sitotoksisite hesaplandi. Ayni deney duzenegi, Trabectedin ve iyonize

radyasyonun hicre kiltlrlerinde eklenme sirasi degistirilerek de gergeklestirildi.
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Cizelge 3.1: Trabectedin ve iyonize radyasyonun ardisik deneylerde uygulanan dozlari

U-87 MG hiicre kiiltiiru T98G hiicre kiiltiiri
Trabectedin dozlari 3ve5nM 7.5ve 13 nM
iyonize radyasyon dozlari 6 ve 8 Gy 6 ve 8 Gy

3.9. Ardisik Deneylerde Olasi Antagonistik/Additif/Sinerjistik Etkilerinin Hesaplanmasi

Trabectedin ve iyonize radyasyonun sirali uygulamalarinin etkilerini (sinerijistik,
antagonistik veya aditif) arastirmak igin CalcuSyn 2.1 (Biosoft, Cambridge, ingiltere) yazilimi
kullanildi. Bu yazilim otomatik olarak kombinasyon indeksi (Cl) degeri hesaplayip, iki veya
daha fazla faktorin olasi sinerjistik, antagonistik veya aditif etkilerini analiz edebilmeye
olanak saglamaktadir. Hicre canliliginin dlgiminden hesaplanan sitotoksisite degerleri
Calcusyn 2.1 yaziimina girilerek analiz edildi ve CI degerleri belirlendi. CI degeri 0.9'dan
kiglk ise sinerjistik etkilesimi, 0.9 - 1 arasinda ise additif etkilesimi, 1'den blylkse
antagonistik etkilesimi ifade etmektedir (Chou ve Talalay, 1984).

3.10. DNA Fragmentasyon Miktarinin Olgiimii ile Apoptozisin Gésterilmesi

Hucreler kitin icerdigi lizis solisyonu ile oda sicakliginda 30 dakika muamele edildi.
Elde edilen hicre lizatlari, kitin icerdigi streptavidin kapli mikroplakalara eklendi. Histon
proteinleri ve nukleozomlara baglanmayi sagdlayacak (Anti-histon biotin ve Anti-DNA-
Peroksidaz) antikorlari iceren reaktiften 80 yl eklenen mikroplaka, oda sicakliginda 2 saat
inkibasyona  birakildi. Inkiibasyon sirasinda anti-histon antikoru bir taraftan
nikleozomlardaki histonlara tutunurken bir taraftan da olusan immunokompleks streptavidin
kaph plakalara tutunmaktadir. Anti-DNA-Peroksidaz antikoru ise nikleozomlar arasindaki
DNA’lara  baglanmaktadir. Baglanmayan bilesenlerin  ylkama  basamaklariyla
uzaklastirlmasinin ardindan, nikleozom miktarlarinin kantitatif olarak belirlenmesi
immunokomplekslere tutunmus olan peroksidaz’larin  dlgllmesiyle  gercgeklestirildi.
Peroksidaz, ABTS (2,2'-azino-bis-[3-etilbenzthiazolin-6-silfonik asit]) substrati ile 405 nm ve
490 nm referans dalga boyunda mikro plaka okuyucuda (DTX 880 Multimode Reader,
Beckman Coulter, ABD) o¢lgildu. Kitin ihtiva ettigi %100 apoptotik hiicrelerin absorbans
degeri baz alinarak, hlicre lizatlarinda meydana gelen histon ve nikleozom miktarindaki

artig, apoptozis miktarindaki artigla dogru orantili olarak degerlendirildi.

3.11. Kaspaz 3/7 Aktivitesinin Olgiimii ile Apoptozisin Dogrulanmasi

U-87 MG ve T98G hicrelerinde kaspaz 3/7 aktivitesinin belirlenmesi amaci ile
Caspase-Glo 3/7 Assay kiti (Promega, Madison, WI, ABD) kullanildi. Hicreler toplam hacim
200 pl olacak sekilde 96 kuyucuk iceren hiicre kultirt plakalarina ekildi. Kitin ihtiva ettigi 2,5

31




ml Caspase-Glo 3/7 Buffer, Caspase-Glo 3/7 substrati ile karistirilarak substratin tamamen
¢6zinmesi saglandi. Elde edilen bu karisimdan her kuyucuga 100 pl eklenerek hicre kaltirt
plakasi, oda sicakhidinda bir saat inklibe edildi. Bir saatlik inkibasyon slresi sonunda
olusan liminesans miktari ok modulli plaka okuyucu ile dlguldu.

Hazirlanan Caspase-Glo 3/7 karisimi, kaspaz 3/7 substrati olan DEVD Asp-Glu-Val-
Asp dizisinin yani sira, hicre lizisini saglayan bir tampon ¢ozelti de igerir. Bu karisimin
hicrelere eklenmesi ile 6nce hicreler lize olur, ardindan da kaspaz substratinin yikimina
bagh olarak liminesans sinyal olusumu baglar. Olusan IUiminesans sinyal miktari,

hicrelerdeki kaspaz 3/7 aktivitesiyle dogru orantili olarak degerlendirilir.
3.12. Human DNA Repair PCR Array Uygulamalari

PCR Array Uygulamalari, RNA izolasyonu, PCR uygulamasi ve analiz basamaklarini

igerir.
3.12.1. RNA izolasyonu

25 cm? flasklara ekilen U-87MG ve T98G hiicrelerinin Trabectedin ve iyonize
radyasyon ardisik uygulamasinin sinerjistik bulunan dozlari, 24 saat (Trabectedin) ve 8 saat
(radyasyon) surelerince uygulandi. RNA izolasyonu igin besiyeri dokilen 6rneklere 1mi
Tridity G (Applichem, Almanya) eklendi. Mikrosantrifdj tlplerine alinan &érneklere 500 pl
kloroform eklendi 15-20 sn. calkalayicida c¢alkalandi. Daha sonra, 200 pl izopropanol
eklenerek 15 dk oda sicakliginda bekletildi ve sividaki faz olusumu gézlendi. 4 °C’de 12.000
g'de santrifijlenen 6rneklere ethanol eklendi ve tekrar santrifiij edildi. Elde edilen RNA
pelletinin Gzerindeki ethanol pipetorle ¢ekildikten sonra RNA pelleti 50 pl RNA icermeyen su
icinde ¢6zUldi. RNA miktarlari spekrofotometrede dlgildi. A260:A280 orani 2.0’dan buyik

olan drnekler array ¢alismasi i¢in kullanildi.

3.12.2. PCR Array Uygulamalari ve Analiz

PCR Array uygulamasi igin Sabiosciences firmasinin DNA hasarinin tamirinde rol
alan 85 geni igeren “Human DNA Repair PCR Array” kullanildi. Her érnekten 4 ug RNA
kullanilarak “QuantiTect Reverse Transcription Kiti ile cDNA sentezi gerceklestirildi. Her
primer i¢in 2,5 yl RT2 SYBR Green gPCR Master Mix , 10,5 ul DNAz-RNAz iceremeyen su,
1,0 pl gene-spesifik 10 yM PCR primerleri [QuantiTect Primer Assay (Qiagen, Hilden,
Almanya)] ve 1,0 yl cDNA 0rnegi karistinlarak PCR karigsimi hazirlandi. 96 kuyuklu
plakalarin her kuyucuguna bu karisimdan 25 pul eklendi ve 96 kuyucuklu plaka Light Cycler
480 (Roche Applied Science, Almanya) cihazina ylklendi. PCR islemi 95 °C'de 10 dk, 95
°C'de 15 sn, 60 °C'de 1 dk, 40 dongu olacak sekilde gergeklestirildi.

PCR array uygulamalari sonunda Light Cycler 480 cihazindan elde edilen CT
degerleri Excel dosyasina kopyalandi ve firmanin online data analiz programi kullanilarak

analiz edildi.
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Human DNA Repair PCR Array’in igerdigi genler asagida gosterilmektedir:

Baz kesip ¢ikarma tamiri (BER): APEX1, APEX2, CCNO, LIG3, MPG, MUTYH,
NEIL1, NEIL2, NEIL3, NTHL1, OGG1, PARP1, PARP2, PARP3, POLB, SMUG1, TDG,
UNG, XRCCA1.

Nukleotid kesip c¢ikarma tamiri (NER): ATXN3, BRIP1, CCNH, CDK7, DDBH1,
DDB2, ERCC1, ERCC2, ERCC3, ERCC4, ERCC5, ERCC6, ERCCS, LIG1, MMS19, PNKP,
POLL, RAD23A, RAD23B, RPA1, RPA3, SLK, XAB2, XPA, XPC.

Yanhs eslesme tamiri (MMR): MLH1, MLH3, MSH2, MSH3, MSH4, MSH5, MSH6,
PMS1, PMS2, POLD3, TREX1.

Cift zincir kinklarinin (DSB) tamiri: BRCA1, BRCA2, DMC1, FEN1, LIG4,
MRE11A, PRKDC, RAD21, RADS50, RAD51, RAD51C, RAD51B, RAD51D, RADS52,
RAD54L, XRCC2, XRCC3, XRCC4, XRCC5, XRCCB.

DNA tamiri ile iligkili diger genler: ATM, ATR, EXO1, MGMT, RAD18, RFC1,
TOP3A, TOP3B, XRCC6BP1.

3.13. istatistiksel Analiz

Deneylerde Trabectedin’in ve iyonize radyasyonun artan konsantrasyonlari tger
kuyucukta/flaskta test edildi ve her deney U¢ defa tekrarlandi. Her kuyucuga ait
absorbans/floresans deg@erleri, mikroplaka okuyucu tarafindan ortalama ve + SD degerleri
olarak hesaplandi. Deney sonuglarindan elde edilen degerler Excel'de tasarlanan sitotoksik
yuzde sablonuna transfer edildi. Hesaplanan sitotoksik yizde degerlerinin sinerjistik, additif
veya antagonistik etkilerini saptamak Uzere veriler CalcuSyn (Surim 2.1) programina
aktarildi. CalcuSyn’de hesaplanan doz-etki degerleri Graphpad Prism 6.0 istatistik
yazihminda istatiksel analize tabi tutuldu. Grafikler Graphpad Prism 6.0 kullanilarak ¢izildi.
istatistiksel analizierde ANOVA ve ardindan Dunnett's t-testleri kullanildi. xCELLigence

deneylerinin analizi, sisteme entegre bilgisayardaki RTCA yazilimiyla yapildi.
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A)

B)

4. BULGULAR

4.1. Trabectedin’in GBM Hiicre Kiiltirlerinde Doza ve Zamana Bagh Etkileri

Trabectedin’in artan dozlari (0.1-100 nM) ile muamele edilmis U-87 MG ve T98G
hlcre kdltirlerinin gogaliminda artan doza ve zamana bagl olarak anlamli azalma gézlendi
(Sekil 4.1 A ve B) (p<0.05). Trabectedin’in U-87 MG ve T98G hiicre kiltirlerinde 24. saatteki
ICso degerleri sirasiyla 8.4 nM ve 17 nM; 48. saatteki ICsy dederleri ise sirasiyla 5 ve 13 nM

hesaplandi.

Hiicre Indeksi

Medum
Kontrol
0.1 nM

1nM
10 n0

e e o
b

100 oM

Hitcre Indeksi

Medium

Kontrol
0.1 oM
1 oM

10 M
100 n™M

NERN

Zaman (saat)

Sekil 4.1: xCELLigence sisteminde izlenen U-87 MG (A) ve T98G (B) hiicre kilturlerinde
Trabectedin’in etkileri
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4.2. lyonize Radyasyonun GBM Hiicre Kiiltiirlerinde Doza ve Zamana Bagh Etkileri

iyonize radyasyonun artan dozlari ile muamele edilmis U-87 MG ve T98G hiicre
kultirlerinin gcogaliminda artan doza ve zamana bagli olarak azalma gozlendi (Sekil 4.2 A ve
B). Iyonize radyasyonun her iki hiicre kiiltirinde de, 24. saatte 10, 12 ve 16 Gy dozlarda;
48. ve 72. saatlerde ise tum dozlarda canhlik yuzdelerinin anlamli olarak azalttigi belirlendi
(*p<0.05). IR’nin 4, 6, 8, 10, 12 ve 16 Gy dozlari uygulanan U-87 MG hucre kultirlerinin 48.
saatteki canlilik yizdeleri sirasiyla, 80, 72.5, 50.5, 35.5, 28.5 ve 16.5 iken; T98G hicre
kaltarlerinin canlik yazdeleri sirasiyla, 80, 70.5, 50, 46, 42 ve 38 olarak hesaplandi.

iyonize radyasyon'un U-87 MG ve T98G hiicre kiiltiirlerinde 24. saatteki ICso
degerleri, sirasiyla 22Gy ve 25 Gy; 48. saatteki ICso dederleri, sirasiyla 8 Gy ve 9.8 Gy; 72.
saatteki ICsq degerleri ise, sirasiyla 6.2 Gy ve 5.7 Gy hesaplandi.

A) B)
T98G
100 -
—-— 24.s - 24.s
80 % 48.s % 48.s
—— T2.s —— 72.s

% Canlihk

604

40

% Canlihk

204

0

Kontrol 4 6 8 10 12 16 Kontrol 4 6 8 10 12 16
IR (Gy)

IR (Gy)

Sekil 4.2: iyonize radyasyonun U-87 MG (A) ve T98G (B) hucre kltrlerinin canlilik
yuzdelerine etkileri (IR: lyonize Radyasyon)

4.3. Ardisik Uygulamali Trabectedin ve iyonize Radyasyonun GBM Hiicre Kiiltiirleri
Uzerindeki Etkileri

ICso degerlerinin altindaki dozlarda 24’er saat sireyle ardisik uygulanan etkin
Trabectedin ve iyonize radyasyonun GBM hicre kiltUrlerinin ¢ogaliminda anlamli azalmaya
yol actigi gdzlendi (Sekil 4.3 A ve B) (p<0.05).

Yirmi dort saat Trabectedin (3 ve 5 nM) muamelesinin ardindan 24 saat IR (6 ve 8

Gy) ile muamele edilen U-87 MG hiicre kdltirlerinin canlilk ylzdeleri Sekil 4.3 A’ da
gOsterildi.

35




Yirmi dort saat Trabectedin (7.5 ve 13 nM) muamelesinin ardindan 24 saat IR (6 ve

8 Gy) ile muamele edilen T98G hicre kiltirlerinin canlilik ytzdeleri ise Sekil 4.3 B’ de

gOsterildi.
UsT-MG
100 — i
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Sekil 4.3: Ardisik uygulamali Trabectedin ve IR'nin U-87 MG (A) ve T98G (B) hucre
kilturlerinin canlilik ylzdelerine etkileri (TR: Trabectedin, IR: lyonize Radyasyon)

Her iki hicre kdltirinde de, 24 saat Trabectedin ve 24 saat iyonize radyasyon

ardisik uygulamasinin sitotoksik etkiyi zenginlestirdigi saptandi. Zenginlestiriimis sitotoksik

etkisi belirlenen dozlar ve kombinasyon indeksi degerleri Cizelge 4.1'de gosterildi.

Trabectedin ve iyonize radyasyonun hucre kultlrlerinde eklenme sirasi degistirildiginde ise

additif/sinerjistik sitotoksik etki gdzlenmedi.
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Cizelge 4.1: 24 saat Trabectedin ve 24 saat iyonize radyasyon ardisik uygulamasinin ClI

degerleri
U-87 MG T98G

Trabectedin | IR Cl Sineriji Trabectedin | IR Cl Sineriji
(nM) (Gy) degeri | Durumu | (nM) (Gy) degeri | Durumu
3 6 0.769 Sinerjizm | 7.5 6 0.693 Sinerjizm
3 8 0.552 Sinerjizm | 7.5 8 0.648 Sinerjizm
5 6 0.531 Sinerjizm | 13 6 0.557 Sinerjizm
5 8 0.488 Sinerjizm | 13 8 0.864 Sinerjizm

4.4. DNA Fragmentasyon Diizeyleri Uzerinden Trabectedinin GBM Hiicre
Kulturlerindeki Apoptotik Etkisi

Trabectedin’in artan konsantrasyonlari (0.01-100 nM) ile muamele edilmis T98G
hiicre kiltirlerinin DNA fragmentasyon miktarinda artan doza ve zamana bagh olarak artis
goézlendi (Sekil 4.4) (p<0.05). Ayni konsantrasyonlar uygulanmis U-87 MG hicre
kultdrlerinde ise DNA fragmentasyon miktarinda anlamli degisim gézlenmedi.

Trabectedin’in 0.01, 0.1 ve 1 nM dozlar ile 24 saat muamele edilen T98G hcre
kultirlerinin DNA fragmentasyon yizdeleri sirasiyla 20, 21.5 ve 31 olarak hesaplanirken 10
ve 100 nM dozlarda DNA fragmentasyon ylzdeleri 20 ve 24.5 olarak hesaplandi.

Trabectedin’in 0.01, 0.1 ve 1 nM dozlar ile 48 saat muamele edilen T98G hucre
kultarlerinin DNA fragmentasyon ylzdeleri sirasiyla 45, 75 ve 94 olarak hesaplanirken 10 ve

100 nM dozlarda DNA fragmentasyon ytzdeleri 31 ve 41 olarak hesaplandi.

T98G

% 48.s
—— 24.s

% DNA Fragmentasyonu

Trabectedin (nM)

Sekil 4.4: Trabectedin’in ile muamele edilmis T98G hiicre kdltirlerinde
DNA fragmentasyonu yuzdeleri
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4.5. Trabectedinin GBM Hiicre Kiiltiirlerinde Kaspaz 3/7 Aracili Apoptotik Etkisi

Trabectedin’in artan konsantrasyonlari (0.01-100 nM) ile muamele edilmis T98G
hicre kiltirlerinin kaspaz 3/7 aktivasyonunda artan doza ve zamana bagli olarak anlamli
artis gozlendi (Sekil 4.5) (p<0.05). Ayni konsantrasyonlar uygulanmis U-87 MG hiicre
kultirlerinde ise kaspaz 3/7 aktivasyonunda anlamh degisim gézlenmedi.

Trabectedin’in 0.01, 0.1 ve 1 nM dozlar ile 24 saat muamele edilen T98G hucre
kultirlerinde kaspaz 3/7 aktivasyonunda kontrole gore sirasiyla 2.5, 2.8 ve 5.1 kat artig
saptanirken, 10 ve 100 nM dozlarda 2.85 ve 3.15 kat artis saptandi.

Trabectedin’in 0.01, 0.1 ve 1 nM dozlar ile 48 saat muamele edilen T98G hlicre
kultirlerinde kaspaz 3/7 aktivasyonunda kontrole gore sirasiyla 3.25, 3.8 ve 7.75 kat artis
saptanirken, 10 ve 100 nM dozlarda 5.25 ve 4.75 kat artis saptandi.

T98G

—-— 24.s
—%- 48.s

Kaspaz 3/7
Aktivitesindeki Degisim (kat)

Trabectedin (nM)

Sekil 4.5: Trabectedin ile muamele edilmis T98G hucre kultirlerinde
kaspaz 3/7 aktivite diizeyleri

4.6. GBM Hiicre Kiiltiirlerindeki Apoptotik Etkinin Ardisik Uygulanan Etkin Trabectedin
ve lyonize Radyasyonla Zenginlestirilmesi

ICso degerlerinin altindaki dozlarda 24’er saat sireyle ardisik uygulanan etkin
Trabectedin ve iyonize radyasyonun T98G hicre kiltlirlerinde DNA fragmentasyon
miktarlarinda anlamli artisa yol actii gézlendi (Sekil 4.6) (p<0.05).

Yirmi dort saat Trabectedin (7.5 ve 13 nM) muamelesinin ardindan 24 saat IR (6 ve
8 Gy) ile muamele edilen T98G hucre kulturlerinin % DNA fragmentasyon miktarlari Sekil
4.6’ da gosterildi.
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Sekil 4.6: Ardisik uygulamali Trabectedin ve IR'nin GBM hicre kiilturlerinde DNA
fragmentasyonu yizdeleri (TR: Trabectedin, IR: lyonize Radyasyon)

4.7. Ardisik uygulanan etkin Trabectedin ve iyonize radyasyonun GBM hiicre

kiiltiirlerinde Kaspaz 3/7 aracili apoptotik etkisi

ICso degerlerinin altindaki dozlarda 24’er saat slreyle ardisik uygulanan etkin
Trabectedin ve iyonize radyasyonun T98G hicre kiltlrlerinde kaspaz 3/7 aktivasyon
diizeylerinde anlamli artisa yol agtigi belirlendi (Sekil 4.7) (p<0.05).

Yirmi dort saat Trabectedin (7.5 ve 13 nM) muamelesinin ardindan 24 saat IR (6 ve
8 Gy) ile muamele edilen T98G hiicre kulturlerinin kaspaz 3/7 aktivasyonun kontrole gére

degdisimi Sekil 4.7’ de gosterildi.
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Sekil 4.7: Ardisik uygulamali etkin Trabectedin ve IR'nin GBM hticre kiltrlerinde kaspaz 3/7
aktivasyon dizeyleri (TR: Trabectedin, IR: lyonize Radyasyon)

4.8. Ardisik Uygulanan Etkin Trabectedin ve ilyonize Radyasyonun Etkiledigi DNA
Tamiri ile iligkili Genlerin mRNA Diizeyindeki Degisiklikler

U-87 MG hiicre kiltirlerinde 8 Gy, T98G hiicre kiltlrlerinde 6 Gy doz IR
uygulamasinin DNA tamir mekanizmasi ile iligkili genlerin mRNA dlzeyindeki anlamli
degisikliklere yol actigi belirlendi (Cizelge 4.2 ve 4.3) (p<0.05).

U-87 MG hicre kiltirlerinde 5 nM, T98G hucre kiltirlerinde ise 13 nM doz
Trabectedin uygulamasinin DNA tamir mekanizmasi ile iligkili genlerin mRNA dizeyindeki
anlamh degisikliklere yol actigi belirlendi (Cizelge 4.4 ve 4.5) (p<0.05).

U-87 MG hiicre kdltirlerinde 5 nM Trabectedin ve 8 Gy IR, T98G hiicre kdltlrlerinde
ise 13 nM Trabectedin ve 6 Gy IR ardisik uygulamalarinin DNA tamir mekanizmasi ile iliskili
genlerin mRNA diizeyindeki anlamh degisikliklere yol actigi belirlendi (Cizelge 4.6 ve 4.7)
(p<0.05).
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Cizelge 4.2: U-87 MG hdcre kiiltirlerinde 8 Gy doz IR uygulamasinin DNA tamir mekanizmasi ile iligkili genlerin mRNA diizeyindeki anlamli degisiklikler

Baz Kesip Cikarma Tamiri (BER)

Nukleotid Kesip Cikarma

Yanhs Eslesme Tamiri

DNA cift zincir kirklarinin

Diger Genler

Tamiri (NER) (MMR) Tamiri (DSBR)

Gen Sembolii Degisim orani | Gen Sembolii | Degisim orani | Gen Sembolii | Degisim orani | Gen Sembolii | Degisim orani | Gen Sembolii | Degigsim orani
OGG1 +2.4203 ATXN3 +6.2127 MLH1 +1.6879 LIG4 +3.4948 ATR +2.5407
PARP1 +2.7042 BRIP1 +9.1591 MLH3 +2.6486 MRE11A +2.4372 EXO1 +1.6879
POLB +2.4036 CCNH +2.107 MSH2 +1.9796 PRKDC +1.6191 MGMT +1.5532

SMUG1 +2.0353 CDK7 +1.5212 MSH3 +2.4712 RAD21 +2.742 RAD18 +5.1167
TDG +2.8191 DDB1 +2.1663 MSH4 +5.2242 RAD50 +2.3057 TOP3A +2.5761
DDB2 +2.4884 MSH5 +4.8407 RAD51 +1.6996 TOP3B +2.0212
ERCC2 +2.7042 MSH6 +2.2118 RAD51B +2.4203
ERCC3 +3.5191 PMS1 +1.8728 RAD51C +2.0353
ERCC4 +6.7985 PMS2 +3.8243 RAD51D +4.8743
ERCC5 +1.847 POLD3 +2.9798 RAD52 +5.446
ERCC6 +2.8584 XRCC2 +4.774
ERCCS8 +3.0005 XRCC3 +3.1279
LIG1 +2.7042 XRCC5 +2.4372
PNKP +2.1217
POLL +1.6762
RAD23A +3.0849
RAD23B +4.0705
RPA1 +2.4203
SLK +5.2605
XPA +1.5424
XPC +3.2834
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Cizelge 4.3: T98G hucre kdlturlerinde 6 Gy doz IR uygulamasinin DNA tamir mekanizmasi ile iligkili genlerin mRNA dizeyindeki anlamli degisiklikler

Baz Kesip Gikarma Tamiri (BER)

Nukleotid Kesip Gikarma

Yanlhis Eslesme Tamiri

DNA cift zincir kiriklarinin Tamiri

Diger Genler

Tamiri (NER) (MMR) (DSBR)

Gen Sembolii Degisim orani | Gen Sembolii | Degisim orani | Gen Sembolii | Degisim orani | Gen Sembolii Degisim orani Gen Sembolii Degisim orani
CCNO -2.027 CCNH -2.084 MLH1 -1.7646 BRCA1 -1.7283 ATM -3.3854
NEIL2 -1.5793 CDK7 -2.3446 MSH2 -2.2028 BRCA2 +2.2826 ATR -4.1105
NEIL3 -4.3751 DDB2 -1.9991 MSH3 -1.8395 DMCH1 -2.1426 EXO1 -2.9268
NTHL1 -2.2335 ERCC6 -3.5784 MSH4 -2.1426 FEN1 -1.5468 RFC1 -2.027
PARP1 -1.6464 LIG1 -2.0411 MSH5 -1.9991 LIG4 -2.7689 TOP3A -2.9883
PARP2 -3.362 MMS19 -2.4611 MSH6 -3.2251 MRE11A -1.8782 TOP3B -2.7119

UNG -2.8468 POLL -1.7646 PMS1 -3.5292 PRKDC -3.2701
XRCC1 -1.7646 RAD23A -1.5684 TREX1 -1.8652 RAD21 -2.9677
RAD23B -1.9853 RADS0 -3.7046

RPA3 -2.8076 RAD51B -2.1575

XAB2 -2.2181 RAD52 -2.5835

XPA -2.2028 RADS54L -3.5784

XRCC4 -2.5303

XRCC6 -2.0985
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Cizelge 4.4: U-87 MG hucre kulturlerinde 5 nM Trabectedin uygulamasinin DNA tamir mekanizmasi ile iligkili genlerin mRNA dizeyindeki anlamli degisiklikler

Baz Kesip Cikarma Tamiri (BER)

Nukleotid Kesip Cikarma Tamiri

Yanhs Eslesme Tamiri

DNA cift zincir kiriklarinin

Diger Genler

(NER) (MMR) Tamiri (DSBR)

Gen Sembolii Degisim Gen Sembolii Degisim orani Gen Sembolii Degisim orani | Gen Sembolii | Degisim orani | Gen Sembolii | Degisim orani
NTHLA1 +2.6674 ATXN3 -4.3607 MSH3 -2.9578 FEN1 +1.6999 EXO1 +2.0076
PARP1 -1.8082 BRIP1 -2.1803 MSH4 +3.8516 MRE11A -1.641 MGMT +3.8516
PARP2 +1.5427 CCNH +1.6765 MSH5 -2.1803 PRKDC -1.7833 RAD18 -1.5851
SMUG1 -1.7107 CDK7 +1.7117 PMS2 -1.859 RAD51B -3.7962

TDG -1.9925 DDB2 +2.4716 TREX1 +2.1817 RAD54L +1.6082
ERCC2 -1.771 XRCC4 -6.5639
ERCC3 -1.8334 XRCC6 +1.6999
ERCC4 -2.3531
ERCC5 +1.532
ERCCS8 -1.7107

LIG1 +1.3245
RAD23B -1.6639
RPA3 +1.7844
SLK -1.5311
XAB2 +1.9937
XPA +1.7236
XPC +3.0641
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Cizelge 4.5: T98G hucre kultirlerinde 13 nM Trabectedin uygulamasinin DNA tamir mekanizmasi ile iligkili genlerin mRNA duzeyindeki anlamli degisiklikler

Baz Kesip Cikarma Tamiri (BER)

Nukleotid Kesip Cikarma Tamiri

Yanhs Eslesme Tamiri

DNA cift zincir kiriklarinin Tamiri

Diger Genler

(NER) (MMR) (DSBR)

Gen Sembolii Degisim orani Gen Sembolii Degisim orani | Gen Sembolii | Degigsim orani Gen Sembolii | Degigsim orani Gen Sembolii Degisim orani
APEX1 +1.7168 BRIP1 -5.8169 MLH1 -3.3875 BRCA1 -1.7414 ATM -28.6455
NEIL3 -3.0956 CCNH -1.9456 MSH2 -3.1389 BRCA2 -4.3162 ATR -4.7907
OGG1 +2.0276 CDK7 -1.9188 MSH3 -31.5647 FEN1 +3.2037 MGMT -9.5814
UNG -2.1291 DDB1 -1.8664 PMS1 -16.0027 LIG4 -1.7174 RFC1 -5.1346
XRCC1 -1.516 DDB2 -3.1827 MRE11A -2.189 TOP3B -2.2505
ERCC1 -1.7414 PRKDC -21.8603
ERCC2 +2.4619 RADS50 -11.3943
ERCC3 +2.9277 RAD51B -8.5756
ERCC4 -2.0709 RAD51C +2.0846
ERCC6 -5.7368 RAD51D +2.0991
ERCCS8 -2.5673 RAD52 -1.6024

LIG1 -1.8028 XRCC2 +2.4449
MMS19 -3.053 XRCC3 +1.9316
RAD23A -1.5803 XRCC4 -27.2888
RAD23B -2.0142 XRCC6 -1.9592

XPC +1.7898
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Cizelge 4.6: U-87 MG hicre kilttrlerinde 5 nM Trabectedin ve 8 Gy IR uygulamasinin DNA tamir mekanizmasi ile iligkili genlerin mRNA diizeyindeki anlamli degisiklikler

Baz Kesip Cikarma Tamiri

Nukleotid Kesip Gikarma Tamiri

Yanlhs Eslesme Tamiri

DNA cift zincir kiriklarinin Tamiri

Diger Genler

(BER) (NER) (MMR) (DSBR)

Gen Sembolii Degisim orani Gen Sembolii Degisim orani Gen Sembolii | Degisim orani | Gen Sembolii Degisim orani Gen Sembolii Degisim orani
NTHLA1 +1.6173 ATXN3 -2.0942 MSH2 +2.911 FEN1 +3.0814 ATR +1.6977
OGG1 -4.5517 CCNH +4,4493 MSH4 +9.4714 LIG4 +2.3031 EXO1 +2.895
PARP1 -1.7368 CDK7 +3,3026 MSH5 -1.5871 RAD50 +1.6061 MGMT +9.4714
PARP2 +1.9911 DDB1 -1,56437 MSH6 +2.1193 RAD51B -5.5651 RFC1 +3.0814

UNG +2.2093 DDB2 +2,5911 PMS1 +1.5195 RAD51C +2.0189 TOP3A -1.6317
ERCCA1 -2,7443 TREX1 +2.3679 RAD54L +2.4514 TOP3B -2.229
ERCC2 -1,995 XRCC2 +1.6061
ERCC3 -2,2601 XRCC3 -1.9405
ERCC4 -1,5762 XRCC4 -6.8991
ERCC5 +2,664 XRCC6 +1.9637

LIG1 +1,6977
PNKP -2,9209
POLL -1,6893
RAD23A -1,6545
RAD23B +1,6513
RPA3 +2,6273
SLK +2,8355
XAB2 +1,584
XPA +4,4493
XPC +3,7674
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Cizelge 4.7: T98G hucre kulturlerinde 13 nM Trabectedin ve 6 Gy IR uygulamasinin DNA tamir mekanizmasi ile iligkili genlerin mRNA dizeyindeki anlamli degisiklikler

Baz Kesip Gikarma Tamiri (BER) | Nukleotid Kesip Gikarma Tamiri Yanhs Eslesme Tamiri DNA ¢ift zincir kirklarinin Diger Genler
(NER) (MMR) Tamiri (DSBR)
Gen Sembolii Degisim orani | Gen Sembolii Degisim orani Gen Sembolii | Degisim orani | Gen Sembolii | Degisim orani | Gen Sembolii | Degisim orani
APEX1 +2.1855 BRIP1 -4.4139 MLH1 -3.816 BRCA1 -2.3328 ATM -21.2893
LIG3 -2.3167 CCNH -1.5074 MSH2 -3.0358 BRCA2 +5.7675 ATR -9.5935
NEIL2 -3.0781 DDB1 -3.3684 MSH3 -25.8493 FEN1 +4.9862 MGMT -14.9498
NEIL3 -3.9233 DDB2 -2.7742 MSH5 -2.3654 LIG4 -3.0148 RFC1 -3.2991
PARP1 -2.1024 ERCCA1 -2.8129 PMS1 -11.811 MRE11A -3.6605 TOP3A -3.7116
UNG -1.5074 ERCC3 +1.9972 TREX1 +2.6536 PRKDC -14.4406 TOP3B -3.1867
XRCC1 -2.0168 ERCC4 -1.5714 RAD50 -10.1405
ERCC6 -3.978 RAD51 +1.6911
ERCCS8 -3.5114 RAD51B -6.8783
LIG1 -2.0592 RAD51C +1.7629
MMS19 -3.2312 RAD51D +1.6794
POLL -2.6983 XRCC4 -29.2843
RAD23A -2.349
RAD23B -2.7742
SLK -1.5714
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5. TARTISMA

Glioblastoma multiforme timoérlerinin tedavisinde, kemoterapi/radyoterapi ardisik
uygulamasinin etkinligi uzun yillardir tartisiimaktadir. Gelisen teknolojiye paralel olarak
mikrondrocerrahi, iyonize radyasyon terapisi, radyolojik goérintileme sistemleri ve yeni
kemoterapoétikler basariyla gelistiriimis olmasina karsin, GBM timorlerinin  tedavisi
bulunamamistir. GBM tedavisine katki saglayacak yeni yaklasim ve tedavi protokollerinin
gelistiriimesinde énemli bir basamak, in vitro hicre kiltirlerinde antikanser aktivitesi bilinen
ajanlar kullanilarak radyoterapinin yararhihidinin arttirilhp arttirlamayacaginin arastiriimasidir.
ilk defa bu tez galismasinda, GBM hiicre kiiltirlerinde (U-87 MG ve T98G) Trabectedin ve
iyonize radyasyonun ardisik uygulamasinin sitotoksik ve apoptotik etkiyi arttirdig
gOsterilmigtir.

In vitro ¢alismalarda kullanilimak Gzere Uretilmis ve 6zellikleri tanimlanmis ¢ok sayida
insan GBM hiicre hatti bulunmaktadir. Bunlar igerisinden, 2000’in (izerinde yayinda (Clark ve
dig., 2010) kullanilan U-87 MG ve T98G GBM hicre hatlari segildi. Bu tez ¢alismasinda U-
87 MG ve T98G hicre hatlarinin segilmesinin nedeni, Trabectedin'in yumusak doku
sarkomu, melanom, klguUk hicreli akciger kanseri, yumurtalik kanseri ve meme kanseri
hicre hatlarinda sitotoksik etkilerine dair veriler olmasina ragmen GBM hucre hatlarina dair
herhangi bir verinin olmayigidir. (Reid ve dig., 1996; Hendriks ve dig., 1998; Izbicka ve dig.,
1998; Li ve dig., 2001; Scotlandi ve dig., 2002).

Bu calismada, literatlir ile benzer sekilde Trabectedin’in sitotoksik aktivitesinin
nanomolar konsantrasyonlarda (0.1 - 100 nM) gergeklestigi bulundu. Trabectedin ile yapilan
galismalar incelendiginde, kullanilan hicre kuiltirine, muamele siresine ve kullanilan
yonteme bagli olarak kiiglk farkhliklar olusmasina karsin, calismalarin blylk bdliminde
Trabectedin’in nanomolar ve nanomolar altindaki (0.1 - 100 nM) konsantrasyonlarda
sitotoksik aktivite gosterdigi rapor edilmistir (Ghielmini ve dig., 1998; Erba ve dig., 2000;
Erba ve dig., 2001; Takahashi ve dig., 2002).

Yansitici arastirmalardaki dikkat edilmesi gereken hususlardan biri, galigilan in vitro/
in vivo modele uygulanan ila¢ konsantrasyonlarinin, klinikte kullanilan dozlara yakin veya
ortislyor olmasidir. Bu calismada kullanilan Trabectedin konsantrasyonlarinin, Kklinik
dozlarla értismesi, ¢alismanin klinige uygulanabilirligini arttirmaktadir. Yapilan ¢alismalarda,
hicre kdltirlerine nanomolar konsantrasyonlarda uygulanan Trabectedin’in, klinikte
hastalara uygulanan dozlar ile drtustigu belirtiimistir (van Kesteren ve dig., 2000; Twelves ve
dig., 2003; Romero ve dig., 2008).

Bu calismada, Trabectedin ile 48 saat muamele edilen U-87 MG hiicre kiltiriinde
ICs9 degeri 5 nM, T98G hucre kultirinde ise 13 nM hesaplandi. Itamochi ve digerlerinin

yaptigi calismada ise, Trabectedin ile 48 saat muamele edilen RMG1 ve RMG2 hiicre
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kultdrlerinde 1Cso degerleri sirasiyla 37 ve 34 nM bulunmustur (ltamochi ve dig, 2002).
Takahashi ve digerlerinin yaptigi calismada, Trabectedin ile 96 saat muamele edilen MCF-7
hicre kdltirlerinde 1Csq degeri 1.5 nM bulunmustur (Takahashi ve dig., 2002). ICs
degerlerindeki bu farkliliklarin, ¢alismada kullanilan hicre kiltiri cesidi, Trabectedin ile
muamele siresi ve sitotoksisite Olgimu igin kullanilan ydntemlerden kaynaklanmis
olabilecegdi dusunulebilir.

Secilen iyonize radyasyon dozlari (4, 6, 8, 10, 12, 16 Gy) ve uygulama sirelerinin
(72 saat), literatdr ile uyumlu oldugu belirlendi. Kawakami ve digerleri, U-87 MG’yi de igeren
GBM hiucre kdulturlerine, iyonize radyasyonu 2.5, 5 ve 10 Gy dozlarda 72 saat suresince
uygulamistir (Kawakami ve dig., 2005). Fujiwara ve digierleri U-87 MG hicre kultirlerinde
yaptiklari ¢alismada 2, 5 ve 10 Gy iyonize radyasyonu 72 saat slresince uygulamiglardir
(Fujiwara ve dig., 2007). Sarcar ve digerleri ise, U-87 MG ve T98G hiicre kiiltirleri Gizerinde
yaptiklari ¢alismada 2, 4, 6, 8, ve 10 Gy iyonize radyasyonu 72 saat slreyle uygulamiglardir
(Sarcar ve dig., 2011).

Hall ve Giaccia; hicrelerde etkin dozda iyonize radyasyona maruziyete ragmen,
protein sentezi ve DNA replikasyonu gibi sureclerin devam edebilecegini, hiicrelerin bir veya
iki defa daha mitoz gegirebilecegdini belirtmistir (Hall ve Giaccia, 2006). Bu bilgiler i1s1ginda,
iyonize radyasyonun hicre kulturlerinin canlilik dizeylerine etkilerini, hicre igi ATP miktari
(6rn: ATP testi) ve metabolik aktivite olgimi (6rn: MTT, XTT, WST) gibi yontemlerle
saptamaya c¢alismanin, yanlis pozitif sonuglara yol acgabilecedi distnilerek bu calismada
tripan mavisi yontemi uygulandi. Literatirde de iyonize radyasyonun hicre canlihdi
Uzerindeki etkilerini tripan mavisi yontemi ile dlgen ¢ok sayida ¢alisma bulunmaktadir (Sun
ve dig., 2005; Fujiwara ve dig., 2007; Schiewer ve dig., 2012). Bu g¢alismada, iyonize
radyasyon’un U-87 MG ve T98G hucre kultirlerinde 24. saatteki ICsy degerleri, sirasiyla 22
Gy ve 25 Gy; 48. saatteki ICs5q degerleri, sirasiyla 8 Gy ve 9.8 Gy; 72. saatteki IC5, degerleri
ise, sirasiyla 6.2 Gy ve 5.7 Gy hesaplandi. Clark ve digerlerinin ¢calismasinda, IR'nin U-87
MG hicre kiltirlerinde 168. saatteki ICsy dederi ~6 Gy, T98G huicre kultlrlerindeki 120.
saatteki ICso degeri ise 7 Gy bulunmustur. Bu tez ¢calismasinda 48. saatte elde edilen veriler
ile benzerlik gosteren degerler Clark ve digerlerinin ¢alismasinda ancak 120. ve 168.
saatlerde saptanmistir (Clark ve dig., 2007). Sirelerdeki bu farkhhigin, Clark ve digerlerinin
Olgimlerde ATP assay kullanmasindan kaynaklanis olabilecegi dustnulebilir.

Bu tez calismasinda, 24’er saat sireyle 5 nM Trabectedin ve 8 Gy IR ile ardisik
olarak muamele edilen U-87 MG hiicre kulturlerinde, hiicre canhhdinin % 85.5 azaldigi
belirlendi. Benzer sekilde 13 nM Trabectedin ve 6 Gy iyonize radyasyon ile muamele edilen
T98G hucre kdlturlerinde ise, hiicre canliliginin % 70 azaldidi belirlendi. Literatirde, iyonize
radyasyon ve Trabectedin’in birlikte uygulandigi yalnizca bir galisma bulunmaktadir. Bu
c¢alismada Romero ve digerleri DU145, HelLa, HT29 ve HOP62 hicre kdltirlerini model
sistem olarak kullanmistir. Ardigik uygulamanin HelLa ve DU-145 hicre kdultirlerinde
zenginlegtiriimis sitotoksik etkiye yol actigini, diger hicre kiltirlerinde ise bu etkinin

g6zlenmedigini rapor etmistir. Bu durum, ardisik uygulamanin yol acgtigi etkilerin htcre
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kulturlerine bagl olarak degdisebilecegini géstermektedir ve bu nedenle uygulamanin farkli
hiicre kdultirlerinde de arastiriimasi hususunda gereklilik olusturmaktadir. Romera ve
digerlerinin galismasinda da, en yuksek etki bu ¢alismaya benzer sekilde, hlcre kulturlerine
ardisik olarak ICsy konsantrasyonunda (DU-145: 2.5 nM, HelLa: 30 nM) 24 saat Trabectedin
ve 24 saat 4 Gy iyonize radyasyon uyguladiginda saptanmistir (Romero ve dig., 2008). Bu
tez calismasinda, Romero ve digerlerininkinden farkli olarak 6 ve 8 Gy iyonize radyasyon
uygulanmasi, GBM hcrelerinin tim kanser tipleri icinde radyoterapi uygulamalarina en
direngli olmasindan dolayi olabilir.

Literatirde Trabectedin aracili sitotoksisitenin hiicre 6lim tiplerinden hangisi ile
gerceklestiginin arastirildigi ¢alisma sayisi oldukga kisithdir. GBM hiicre kiltirlerinde ise
tezin yazimi sureci igerisinde herhangi bir galismaya rastlanmamistir. Calismalar ¢ogunlukla
Trabectedin’in hiicreyi apoptozis lGizerinden 6lime gotirdigi yéninde yogunlagmaktadir. Bu
¢alismada da Trabectedin ile muamele edilen T98G hicre kiltlrlerinde, apoptozis belirgin
Olgude artarken, U-87 MG hucre kulturlerinde ise anlamli degisiklik gdézlenmedi. Bu yizden
U-87 MG hucre kiltirlerinde diger hicre 6lum tiplerinin arastirilmasi konusunda yapilacak
¢alismalara ihtiyag vardir. T98G hicre kdlturlerinde, dlgllen her iki apoptotik belirtecte de
Trabectedin’in nanomolar kontastrasyonlarda en yiksek etkiyi gdsterdidi saptanirken, daha
dislik ve ylksek konsantrasyonlarda apoptotik etkinin azaldigi belirlendi. Gajate ve
arkadaslari, Trabectedin’in l6semi hicre kiltirlerinde sitokrom-c salinimini arttirarak
apoptozisi indikledigini gostermistir (Gajate ve dig., 2002). Romero ve digerleri de
Trabectedin’in, nanomolar konsantrasyonlarda HelLa ve DU-145 hicre kiltlrlerinde
apoptotik etki gosterdigini belirlemistir (Romero ve dig., 2008).

Bu tez calismasinda, ardigik olarak 24’er saat 13 nM Trabectedin ve 6 Gy iyonize
radyasyon ile muamele edilen T98G hucre kultirlerinde, DNA fragmentasyonu (% 63.5) ve
kaspaz 3/7 aktivasyonunun (kontrole kiyasla 5.35 kat) anlamli sekilde arttigi belirlenirken U-
87 MG hiicre kilttrlerinde bu etki gdzlenmedi. Romero ve digerleri de, ardisik uygulamanan
Trabectedin ve iyonize radyasyonun HelLa ve DU-145 hiicre kiltlrlerinde zenginlestirilmis
apoptotik etkide anlamli bir degisiklige yol agmadigini rapor etmistir. Ardisik uygulanan
Trabectedin ve radyasyonun T98G hiucrelerinde apoptozisi hangi molekiller Gzerinden
indUklediginin arastiriimasi hususunda yeni ¢alismalara ihtiya¢ vardir.

Bes nanomolar Trabectedin uygulanan U-87 MG hicre kulturlerinde, ATXN3 (NER
mekanizmasinda hasarin taninmasinda goérevli), RAD51B (DSBR mekanizmasinda kardes
kromatid Uzerinde hasarsiz homolog DNA dizisinin bulunmasinda gorevli) ve XRCC4
(homolog zincirlerin komplementer uglardan birlestiriimesinde goérevli) genlerinin mRNA
diizeylerindeki anlamli azalis, Trabectedin’in NER ve DSBR mekanizmalarinda bozulmalara
yol agarak etki gosterebilecegini distindirmektedir. Sekiz gray iyonize radyasyon uygulanan
U-87 MG hicre kultdrlerinde, ATXN-3, BRIP1, RAD23B, SLK (NER mekanizmasinda
hasarin taninmasinda gérevli), ve ERCC4/XPF’nin (hasarli bélgenin kesilmesinde gorevli)
mRNA dizeylerindeki anlamli artis, NER mekanizmasinin aktive oldugunu; MMR

mekanizmasiyla iligkli, MSH4 ve MSH5 (MutS ailesi Uyeleri olan ve heterodimer olugturup
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aktifleserek kromozomlarin ayriimasinda gdérevli) genlerinin mRNA duzeylerindeki anlaml
artis, MMR mekanizmasinin aktive oldugunu; RAD51D, RAD52 ve XRCC2 (DSBR
mekanizmasinda kardes kromatid Uzerinde hasarsiz homolog DNA dizisinin bulunmasinda
gorevli) genlerinin mRNA dizeylerindeki anlamh artis, DSBR mekanizmasinin aktive
oldugunu; RAD18 (replikasyonun ardindan gerceklesen tamir sistemleri igin gerekli protein)
geninin mMRNA dizeyindeki anlamli artis ise replikasyon sonrasi tamir sistemlerinin
uyarildigini  géstermektedir. Iyonize radyasyon uygulamasi sonrasi, neredeyse tiim
mekanizmalara ait genlerin mRNA duzeylerinde artis belirlenmesi, iyonize radyasyon aracili
hasarin hicre tarafindan tamir edilmis olabilecedini disindirmektedir. Ardisik uygulamada
ise, OGG1 (BER mekanizmasinda hasarli bazin uzaklastirmasinda gorevli), RAD51B ve
XRCC4 genlerinin mRNA dizeylerinde anlamli azalig, Trabectedin’in U-87 MG hicre
kultirlerinde NER ve DSBR mekanizmalarinda bozulmalara yol agarak, hiicreleri iyonize
radyasyona karsi hassaslastirdigi yorumu yapilabilir.

On G¢ nanomolar Trabectedin uygulanan T98G hticre kilttrlerinde, MGMT (hasarin
dogrudan geri cevrilmesi mekanizmasinda goérevli) geninin mRNA dizeyindeki anlamli
azalig, hasarin dogrudan geri gevrilmesi mekanizmasinin baskilandigini; ERCC6 ve BRIP
(NER mekanizmasinda hasarin taninmasinda goérevli) genlerinin mRNA dizeylerindeki
anlamli azalis NER mekanizmasinin baskilandigini; MSH3 (MMR mekanizmasinda hasarin
taninmasinda gorevli) ve PMS1 (MMR mekanizmasinda c¢entigin aciimasinda gorevli)
genlerinin mRNA duUzeylerindeki anlamli azalis; MMR mekanizmasinin baskilandigini;
BRCA2 (DSBR mekanizmasinda Rad51 nukleoprotein filamentinin goérevini yapmasina
destek saglamada gorevli), PRKDC, RAD50, (MRN kompleksinin bir Uyesi olan RAD50
proteini kodlanir) RAD51B ve XRCC4 (homolog zincirlerin komplementer uglardan
birlestiriimesinde godrevli) genlerinin  MRNA duzeylerindeki anlamh azalis, DSBR
mekanizmasinin baskilandigini; ATM ve ATR (DNA hasarina olusturulan cevabin
baslatiimasinda goérevli) genlerinin mRNA duzeylerindeki anlamh azalis, DNA hasarina
olusturulan cevabin engellendigini; RFC1 (DNA polimerazin goérevini gerceklestirmesine
destek saglar) geninin mRNA dizeyindeki anlamli azalis, DNA polimerazin gorevini
gerceklestiremedigini gostermektedir. Bu bulgulara dayanilarak, Trabectedin’in hicrelerde
DNA hasarina karsi olusan cevapta, hasarin dogrudan geri ¢evrilmesi tamiri, MMR, NER ve
DSBR mekanizmalarinda bozulmalara yol agarak hicreyi apoptozise slrikleyebilecegi
yorumu yapilabilir. Alti gray iyonize radyasyon uygulanan T98G hucre kiltirlerinde, NEIL3
(BER mekanizmasinda hasarli bazin g¢ikarilmasinda goérevli proteini kodlayan) geninin
mRNA dizeyindeki anlamli azalis BER mekanizmasinin baskilandigini; RAD50 ve ATR
genlerinin mMRNA dlzeylerindeki anlamli azalis, DSBR mekanizmasinin baskilandigini ve
DNA hasarina olusturulan cevabin engellendigini géstermektedir. Bu bulgulara dayanilarak
iyonize radyasyonun hicrelerde DNA hasarina karsi olugsan cevapta, BER ve DSBR
mekanizmalarinda bozulmalara yol acarak etki gosterdigi yorumu yapilabilir. Ardisik
uygulamada ise, MGMT (hasarin dogrudan geri gevrilmesi mekanizmasinda goérevli) geninin

mMRNA dlzeyindeki anlamli azalig, hasarin dogrudan geri cevrilmesi mekanizmasinin
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baskilandigini; NEIL3 geninin mRNA dizeyindeki anlamli azalig, BER mekanizmasinin
baskilandigini; BRIP, ERCC6 ve ERCC8 (NER mekanizmasinda hasarin taninmasinda
gorevli) genlerinin  mMRNA dizeylerindeki anlamli azalis, NER mekanizmasinin
baskilandigini; MSH3 ve PMS1 genlerinin mRNA dizeylerindeki anlamli azalis, MMR
mekanizmasinin  baskilandigini; PRKDC, RAD50, RAD51B ve XRCC4 (DSBR
mekanizmasinda goérevli) genlerinin - mMRNA dizeylerindeki anlamli azalis, DSBR
mekanizmasinin baskilandidini; ATM ve ATR genlerinin mRNA duzeylerindeki anlamli
azalis, DNA hasarina olusturulan cevabin engellendigini; TOP3A (transkripsiyon sirasinda
DNA’nin 3 boyutlu yapisini degistirmede gérevli) geninin mRNA duzeyindeki anlamli azalis,
DNA slperheliks yapisinin  bozuldugunu goéstermektedir. Bu bulgulara dayanilarak,
Trabectedin’in T98G hiicre kdltirlerinde DNA hasarina karsi olusan cevapta, hasarin
dogrudan geri gevrilmesi tamiri, MMR, NER ve DSBR mekanizmalarinda bozulmalara yol
agarak hucreleri iyonize radyasyona karsi hassaslastirdigi ve apoptozise yonlendirdigi

yorumu yapilabilir.
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6. SONUG

GBM hiicre kilturlerinde (U-87 MG ve T98G) Trabectedin ve iyonize radyasyonun
ardisik uygulamasinin sitotoksik ve apoptotik etkileri, DNA tamir mekanizmalarini nasil

etkiledigi ilk defa bu ¢alisma ile ortaya konuldu.

» Trabectedin’in U-87 MG ve T98G hicre kultirlerinde 24. saatteki 1Cs, degerleri
sirasiyla 8.4 nM ve 17 nM; 48. saatteki IC5, degerleri ise sirasiyla 5 ve 13 nM hesaplandi.

« lyonize radyasyon’'un U-87 MG ve T98G hiicre kiiltirlerinde 24. saatteki ICs
degerleri, sirasiyla 22Gy ve 25 Gy; 48. saatteki IC5, degerleri, sirasiyla 8 Gy ve 9.8 Gy; 72.
saatteki ICsq dederleri ise, sirasiyla 6.2 Gy ve 5.7 Gy hesaplandi.

* ICso degerlerinin altindaki dozlarda 24’er saat sireyle ardisik uygulanan etkin
Trabectedin ve iyonize radyasyonun GBM hicre kulturlerinin ¢ogaliminda anlamli azalmaya
yol actigi gosterildi.

* Her iki hucre kulltirinde de, 24 saat Trabectedin ve 24 saat iyonize radyasyon
ardisik uygulamasinin sitotoksik etkiyi zenginlestirdigi saptandi.

» Trabectedin’in artan konsantrasyonlari (0.01-100 nM) ile muamele edilmis T98G
hicre kiltirlerinin DNA fragmentasyon miktarinda artan doza ve zamana bagh olarak artis
tespit edildi.

* Gozlenen apoptotik etkilerin dogrulanmasi icin kaspaz 3/7 aktivitesi de o&lguldi.
T98G hucre kulturlerinde, artan kaspaz 3/7 aktivitesi ile apoptozisi diizeyi arasinda pozitif
korelasyon gdézlendi.

* IC5o degerlerinin altindaki dozlarda 24’er saat sireyle ardisik uygulanan etkin
Trabectedin ve iyonize radyasyonun T98G hiicre kiltiirlerinde DNA fragmentasyon
miktarlarinda anlamli artisa yol actigi gézlendi.

» Go6zlenen apoptotik etkilerin dogrulanmasi i¢in kaspaz 3/7 enzim aktivite si de
Olglldl. T98G hiicre kiltirlerinde, artan kaspaz 3/7 aktivitesi ile apoptozisi diizeyi arasinda
pozitif korelasyon gdzlendi.

* U-87 MG hicre kiltirlerinde 5 nM Trabectedin ve 8 Gy IR’ile, T98G hicre
kultdrlerinde ise 13 nM Trabectedin ve 6 Gy IR ardisik uygulamalarinin DNA tamir
mekanizmasi ile iligkili genlerin mRNA dlzeylerindeki anlamli degisikliklere yol agtigi
belirlendi.

* Her iki hicre kultirinde de Trabectedin’in, DNA tamir mekanizmalari ile iligkili
genlerin mRNA dizeylerinde anlamli degisiklige yol acarak iyonize radyasyon uygulamasina

karsi hassaslastirdigi belirlendi.
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Bu tez calismasi, Trabectedin’in GBM hastaliginin tedavisinde hucreleri
radyoterapiye uygulamasi i¢in hassaslastirmada kullanilabilecek etkin bir kemoterapétik
olabilecegine dair temel veriler icermektedir. Bu verilerin etki mekanizmalarinin

aydinlatilacagi in vitro ve in vivo ¢alismalara ihtiyag vardir.
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