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KISALTMALAR

GBM: glioblastome multiforme

Trx: tiyoredoksin

TrxR: tiyoredoksin rediiktaz

NF : nérofibromatozis

SSS: santral sinir sistemi

HDM: hiicre disI matriks

VEBF: vaskiiler endotel blyiime faktori
b-FGF: beta-fibroblast blylime faktérl
PD-ECGF: platelet kdkenli endotel hiicre buyime faktérl
HGF/SF: hepatosit blylme faktéri/dagiima faktéri
EBFR: epidermal blylme faktori reseptori
DBF: dénUsturiict blyime faktéri

TBF: transforme edici blyime faktorl

FBF: fibroblast blylime faktorleri

iBBF: insulin benzeri blyime faktérleri
SBF: sinir blyime faktoéri

NT: nérotrofik faktér

PKBF: platelet kékenli blylime faktdri
RTK: tirozin kinaz reseptdri

CBK: siklin bagiml kinaz

LOH: heterojenite kaybi

FDG: floro 2 deoksi-D-glukoz

PCV: prokarbazin

HMPS: hekzosmonofosfat

G6PD: glukoz -6-fosfataz

ASK-1: apoptoz sinyal reglle edici kinaz
HIF: hipoksi indUkte edilebilir faktor

HRE: hipoksiye cevap elementleri

mTOR: mammalian target of rapamycin

MG: Moteksafin Gadolinyum



GiRIS

K&th huylu gliomlar, her yil yeni teshis edilen habis primer beyin timérlerinin yaklasik
% 70Q’ini olustururlar (1). Glioblastom multiforme (GBM) habis gliomlar igerisinde en
sik gorilen ve astrositlerden koken aldigr dasunidlen hizhi blylyen bir beyin
tUmoradir. Bu tOmorin yetiskin kanser o6lumlerinin % 2’sinden sorumlu oldugu
dustnulmektedir. GBM, her yas grubunda gdrilebilmesine karsin, 65-74 yaslari
arasinda goértulme sikligi en yiksek seviyeye ulagsmaktadir ve erkeklerde daha sik
g6ruldr (2). Olus sikhiginin degisik etnik grup ve cogdrafi kosullarda farklilik gosterdigi
dusundlmektedir. Hastalarin ¢ogunda bugline kadar belirli bir risk faktdri tespit
edilememistir. Her ne kadar bu timérler “Li-Fraumeni” veya “Noérofibromatoz” gibi
genetik hastaliklar ile veya belirsiz ailesel birikim hastaliklari (non-spesifik familial
agregasyonlar) ile iligkilendirilmis ise de, bu vakalar ¢cok kigcuk bir hasta grubunu
olusturmaktadir (3). Alerji, astim veya otoimmiin hastaliklar GBM’ye karsi bir sekilde
koruyucu olabilmektedir (4). Nitratlar, sentetik kauguk, petrokimyasallar, polivinil
klorid ve formaldehit gibi bircok cevresel faktér GBM gelisimi ile zayif bir sekilde
iliskilendirilmigtir. Bununla beraber, glioblastom gelisiminde kanitlanmis tek risk
faktdrlt iyonizan radyasyondur (5). Ancak, hastalarin sadece kigik bir bdliminde
iyonizan radyasyona maruz kalma hikayesi mevcuttur (6).

Kanser gelisimi icin, klasik olarak alti temel dedisikligin gerekli oldugu
savunulmaktadir (7): 1) Baylime sinyallerinin asiri gogalma igin yeterliligi, 2) Buyume
engelleyici sinyallere duyarsizlik, 3) Programli hiicre 6liminden (apoptoz) kagma, 4)
Sinirsiz cogalma potansiyeli ve 5) Solid timérler igin, anjiogenezin ve 6) Doku
istilasinin (invazyon) devamliligi. Kanser gelisiminde 6nemli bir roli oldugu son

zamanlarda ortaya atillan tiyoredoksin sisteminin de bu degisikliklerden bir kismi
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Uzerinde etkili oldugu ileri strdlmGstar. Teorik olarak, tiyoredoksin sistemi, kanser
hicrelerinde normalden fazla salinarak fonksiyonlarindaki artma nedeniyle,
ribondkleotid rediktaz enzim sistemlerine elekron vericiligi yapar ve mutajenik,
dengesiz deonikleotid protein yapilarinin artmasina neden olur. Bu biyolojik
déngunidn, belirgin genetik degisimlere yol acarak doku buyime kontrolinin
tamamen kaybi ve tedaviye direnc gelisim ile sonuc¢landigi distindlmektedir (8). Tum
bu reaksiyonlar sonucunda habis fenotip gelisimi hizlanabilir. Tiyoredoksin (Trx) ve
tiyoredoksin  rediktaz (TrxR), blyUimenin Kkolaylastiriimasi, apoptoz ve hicre
korunmasi gibi birgcok hlcreigi olayda gérev alan redoks aktif proteinleridir (9). Trx /
TrxR sistemi, bircok édnemli fizyolojik ve biyokimyasal fonksiyon ile iliskilendirilmistir
ve kanser tedavisinde 6nemli bir hedef olmustur. Trx salinimi, muhtemelen protein
yap! ve fonksiyonundaki degisikliklere bagh olarak, akciger, kolorektal, servikal,
hepatik ve pankreas kanseri gibi bircok insan kanser tlrinde artmis olarak
bulunmustur (10, 11, 12, 13). TrxR aktivitesi ve timér blylmesi arasindaki iliski ise
cok net degildir. Cok az klinik calismada, TrxR inhibitérleri kullanilarak bu sistemin
beyin timorleri Uzerindeki etkileri arastirilmisgtir (14, 15, 16). Trx / TrxR sisteminin
glioblastomlardaki diizeyini belirten bir calisma ise henliz yayinlanmamistir.

Bu prospektif klinik caligmada, histopatolojik olarak GBM tanisi konmus timor
dokularinda ve ayni hastalardan ameliyat 6ncesi elde edilen serum érneklerinde TrxR
aktivitelerinin 6lgtlmesi amaglanmistir. Bu ve bu gibi ¢alismalarin sonuglari, GBM
tedavisinde yeni boyutlara yol acabilecek ve yeni gelistirilecek anti-molekiler ajanlar

belki de bu timdorin kontrol altina alinmasini saglayabilecektir.



GENEL BILGILER

1. GLIAL TUMORLERIN BiYOLOJiSi

Son dort dekadda 6zellikle molekiler biyolojinin insan genomu Uzerindeki galismalari
sayesinde, beyin timoérlerinin  temel biyolojisi daha iyi kavranabilmigtir.
Deoksiribonikleik asit (DNA) yapisi disinildiginde, 1953°'de Watson ve CricK'in
tanimlamasi devrim niteligini tasimaktadir.  Genetik kod 1953 yilinda protein
dizeyinde c6zlilmeye calsiliyorken, 1968 yilinda blyik DNA molekdllerini daha
kiicUk alt birimlere bdlen restriksiyon endonukleazlar tanimlanmigtir. Gen transfer
teknikleri 1973 yilinda sahaya sokulmus ve zamanimiza kadar oldukca geligsmistir.
Bugun retroviral, adenoviral ve adenovirus ile iligkili vektorler araciligiyla gen transferi
yapilabilmektedir. DNA yapisinin tanimlanmasindan ancak 30 yil sonra polimeraz
zincir reaksiyonu teknigi tanimlanabilmis ve kigik miktardaki DNA alt gruplarinin
¢ogaltilabilmesi saglanmistir. Ginimizde molekiler dizeyde uygulanan timor
tedavilerinin gogunun temelini olusturan “timér baskilayici gen ailesi” 1986 yilinda
tanimlanmistir. Beyin timorlerinde 6nemli timor baskilayici genlere 6rnek olarak
P53, P16, norofibromatosis tip 1(NF1) ve nérofibromatosis tip 2(NF2) sayilabilir (17).
GUnUimuizde, genetik sendromlara ve tiimérlere ydnelik gen tedavisi protokolleri
bircok hastaya uygulanmaktadir ve basari orani arttikca bu tedavi protokollerinin
yayginlasacag! Dbildirilmektedir. Tumér genetigi ve biyolojisi daha fazla
anlasilabilinirse ileride daha etkili tedavi stratejileri uygulanabilecektir.

A. istila (invazyon)

Son dekadda, beyin timoérlerinin yakin doku istilasi degisik beyin timér tiplerinde
molekiler dizeyde calisilmis ve santral sinir sistemi (SSS) timérlerinin istila

mekanizmalarini hedef alan farmakolojik tedavi stratejileri ortaya konulmustur (18,
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19). Eger timor hdcrelerinin istila etme 6zelligi durdurulabilir ise habis beyin
tumorlerinin tedavisinde ¢ok dnemli bir agama kaydedilmig olacaktir.
Beyin tumorl istilasi 6zellikle astrositik timodrlerde énem kazanmaktadir. Bu
timdrlerin  en malin (k6th huylu) olant GBM, ortasi nekrotik, etrafi ise yanindaki
normal parankime infiltre olan, canh tim&r hiicreleri ile karakterizedir. Steriotaksi ile
timoér sinirnin 2 cm uzagindan alinan Orneklerde bile timdr hicreleri
gOsterilmistir(17). Her ne kadar GBM'lerde lokal, Ozellikle eksizyon kavitesinin
etrafinda niiks, kural denecek kadar sik gbzlense de bu tiimérlerin SSS digina
yayllimi olmamaktadir. Bu astrositik timdrler 6zellikle miyelinli aksonlari, lokal
damarlari ve bazal beyin zarlarini takip ederler(20). Miyelinli aksonlara olan
yatkinhklart bu tamérlerin  korpus kallozum, optik radyasyon, veya anterior
komistrden yaylimasini agiklar niteliktedir.
Genel olarak, timér hicrelerinin normal beyin parankimine istilasi kompleks bir
biyolojik olaydir ve asagidaki adimlari igerir;

a. Hulcre zarindaki 6zel hicre yluzey molekdlleri ile hicredigi matrikse (HDM)
baglanma,

b. TUmor hicreleri tarafindan uygun HDM Uretilmesi ve bunlarin birikmesi,

c. Tumor hacrelerinin HDM'yi ve  HDM'nin  hlcre ylzey reseptérleri ve
mikroiskelet  ile olan baglar koparabilecek  proteazlari UGretmesi ve
salivermesi,

d. Tumor hicrelerinin serebral HDM'ye aktif translokasyonu (21).

B. Anjiyogenez:

Timérin 2-3 mm® &tesine blyiyebilmesi igin besin ve oksiien saglayacak ve
katabolitleri uzaklastiracak mikrodamar agina ihtiyaci vardir. Bu, ancak surekli yeni
kan damarlarinin gelismesi ile olabilmektedir. TUmoér olusumu Uzerine yapilan

caligmalar goéstermistir ki, anjiyogenetik iglem timorin baslangicindan itibaren
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suregelir. Son yillarda anjiyogenetik molekiller ve anti-anjiyogenetik ajanlar tzerine
yapilan ¢aligmalar, geleceg@in anti-tumér tedavisinin yapitaglarindan birisi olacagina
dair isaretler vermektedir (22). Anjiyogenez mekanizmasi oldukga karmasiktir.
Ozetle, damarin bazal zari (membrani) lokal olarak parcalanir ve sekil degistirerek
etraf stromaya uzanir. Ardindan, HDM’nin parcalanmasi 6nemli rol oynar. Vaskdler
hicre gégcl (migrasyonu) gerceklesir ve hiicre gdé¢ini endotel hiicre cogalmasi izler.
Sonucta bir gé¢ kolonu olusturulur. Bu asamadan sonra degisim baslar, hicreler
farklilasir, birbirine sikica baglanir ve yeni kapiller limen olustururlar ve kan dolagimi
baslar. Bu arada mezenkimal kdkenli perisitler ve diiz kas hicreleri geligir (23).

Beyin timorlerinde 6zellikle GBM’lerde goésterilmis anjiyogenetik molekdllerin bazilari
sOyle siralanabilir: vaskiler endotel blylime faktéri (VEGF), Angiopoitein 1 ve
angiopoitein 2, beta-fibroblast blylime faktéri (b-FGF), platelet kbkenli endotel hiicre
blyime faktéri (PD-ECGF), endotelin-1, ve hepatosit blylime faktéri/dagiima

faktori (HGF/SF) (24, 25, 26, 27, 28).

C. Cogalma

Genel olarak hicre bélinmesi (cogalma) ile programli hicre 6limi (apoptoz)
arasindaki denge, tumor gelisimini belirler. HenlGz tam anlagilmamis olmalarina
karsin, cogalma ve apoptoz arasindaki denge, ayni cogalma kapasitesine sahip iki
ayri tUmérin neden gercek gelisim hizlarinin farkl olduklarini aciklayabilir gibi
gobrulmektedir. Muhtemelen oligodendrogliomlar ile astrositomlar arasindaki farklihgin
nedeni c¢ogalma kapasitesinden ziyade, bu dengenin farkli olmasindan
kaynaklanmaktadir. Dolayisiyla, tani agisindan timéran nasil g¢ogaldigi  dedil,
cogalma 6zelliginin olmasi gercedi 6nem tagimaktadir. Hicre, 6lim hizlarindan

bagimsiz olarak distnudldiginde, genelde ¢ogalma hizlar yiksek olan timorler
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daha hizli timér gelisim hizlarina sahiptirler. Sonugta apoptotik hiz, benzer
tumorlerde genellikle prognostik cogalma sinirlarini etkilemekte gibi gézikmektedir.
Genel olarak, histopatolojide ¢cogalma kapasitesini degerlendirmek icin bélinme
(mitotik) aktivitesinin degerlendiriimesi en uygun ydéntem olarak kabul edilmektedir.
Noéropatolojide ise cogalmanin, Ozellikle astrositomlarin degerlendirilmesindeki
dereceyi belirleyen en 6nemli bilesen oldugu belirtiimektedir. Prognoz ile bu denli
yakin iligkisi nedeni ile, gogalma belirtegleri néropatofizyolojik ¢galigmalar i¢in 6zel bir
ilgi alani haline gelmis ve bir seri proliferasyon belirteci tanimlanmigtir (17):
Dogrudan  bélinme  aktivitesi  (Direk  mitotik  aktivite),  *H-Thymidine,
Bromodeoxyuridine, Ki-67 / MIB-1, ¢codalan hlcre c¢ekirdedi antijeni/ siklin, DNA
polimeraz, sitrometrik hicre siklusu analizi, Histon-3 in situ hibridizasyon, nikleolar
organize edilen hiicrelerin gimis boyamasi gibi. lyi bir cogalma belirteci; dogru,
tekrar edilebilir ve kolay kullanilabilir olmalidir. Bu agidan bakildiginda, bdlinme
aktivitesi ve Ki-67 / MIB-1 oldukg¢a uygundur ve yaygin olarak kullanima girmislerdir.
D. Buyime faktorleri
Astrositlerde habis gelisim, hiicre bluyime kontrolinin bozulmasi ile sonuglanan gok
basamakli bir siire¢ olarak bilinmektedir. insan astrositomlari, kromozom 9, 10, 17
Uzerindeki lokuslarin kaybi ya da yapisal degisikliklerini iceren cesitli sitogenetik
anormallikler gésterirler. Astrositik timérlerin habis dénisimi ve polipeptid blyime
faktorlerinin salinimi arasinda siki bir iligkinin oldugu gésterilmistir (29, 30, 31).
Blylme faktorleri, blylime, gelisme ve bir organizmanin devami gibi olaylar Gzerinde
6nemli rolleri olan ¢ok fonksiyonlu protein ailesinden olusurlar. Habis fenotipin
olusumunda, hicre ¢ogalmasi, hiicre yasaminin devam ettirilmesi, hiicre gog¢u, hicre
istilas1, anjiogenez ve immuln sistemden kagma yetenegdi kazandirmak gibi kolayliklar
saglarlar. Beyin tumor hicrelerinde, potansiyel otokrin ddngulerin varhidini akla

getiren, buyame faktorlerinin  ayni kbékten gelen kendi reseptdri ile beraber
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salindiginin acik kanitlari vardir. Bu duruma goére, habis beyin timér hicresi, ayni
hlcre Uzerindeki uygun reseptére baglanip, onu aktif hale getirerek kendi cogalimini
uyaran blyime faktérleri Gretir. Habis tUmor hcreleri tarafindan Gretilen bagka bir
blyime faktérl alt grubu ise es zamanli uygun reseptér salinimi  olmadan iglev
gérarler. Bu faktorlerin yeni damar olusumunu artiran ya da imman cevabi etkileyen
énemli parakrin fonksiyonlari vardir. Uglincii bir mekanizma ise, timér hiicrelerinin
kendi Uretmedikleri buylme faktorleri igin reseptor olusturmalaridir. Tumér hicresinin
endotelyal hiicre ile baglanmasinin sonucu olarak, timér icerisindeki aktif hale gelmis
endotelyal hicreler, timdr cogalimini artiran ilave blyame faktérleri olusturabilir.

e Epidermal biyime faktdri reseptéri (EBFR veya EGFR), Doénustiricu
blylime faktéri-alfa [(DBF-a)-Transforming blytime faktoéri-o (TGF-a)]: erbB
reseptorleri, mesela erbB1 ve, erbB2 [HER2, Neu], erbB3, erbB4 gibi. Bu
faktorler 6zel ligandlara baglanarak sinyal iletimini dizenleyen hucre zarlari
arasl reseptdr proto-onkogenlerinin prototipleridir. Endotel blyume faktéri
(EBF) ve DBF-a, EBFR’'ye ayni duyarllik ile baglanirlar. DBF-a, habis
gliomlarda siklikla salnirlar ve tirozin kinaz aktivitesini uyarirlar. Normal
sartlarda, EBFR ve ligandlari normal hiicre blyimesi ve bdlinmesi igin sinyal
Uretirler. Bu genlerin timéral stramleri  farkh ve bazen sirekli aktif olan
reseptodrleri kodlarlar ve diizensiz cogalmaya neden olurlar. GBM’lerde EBFR
gen degisikligi, hizlh blyume gosteren gliomlarin yaklagik % 50’sinde
goérulmektedir (32, 33). En sik gbrilen dogal EBFR mutasyonu, hicredisi
ligand baglama alaninin (ekson 2-7) silinmesini igerir (33). GBM’nin éngérilen
kaynagina, gbrilme yasina ve ilgili genetik farklilagmalara gére alt gruplara
ayrilabilecegine dair éneriler vardir. EBFR iceren GBM'nin genelde daha yasli

insanlarda bulundugu, p53’ln vahsi tip salinimi ile iligkili oldugu, p16 timor
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baskilayici  fonksiyonunun kaybi ile birlikte goéraldiglu ve belki de daha
saldirgan klinik gidigatinin oldugu gézlenmigstir (34). p53 mutasyonu ya da
silinmesi ile iliskili GBM’ler daha geng¢ insanlarda gorulir ve daha disuk
dereceli tumorlerin ileri bir evreye gegmesinden (progresif ya da sekonder)
olustugu dusundlmektedir.

Fibroblast bayime faktorleri (FBF): Bir cok hdcre tipini indikleme, inhibisyon
ve htcre farklilagsmasini saglama gibi etkileri vardir. FBF-1 ve FBF-2 salinimi
habis astrositomlarda normal beyin parankimine goére artmigtir (35, 36).
Astrositomlardaki FBF saliniminin, c¢ogalmayi ve istilayr artirdigina dair
kanitlar vardir. FBF-2 ve FBF-9 tedavisinin sirasiyla drokinaz plazminojen
aktivator protein ve matriks metaloproteinaziarin salinimlarint  uyardigi
gosterilmistir (37, 38). Bu yolla malin gliom hlcreleri beyin doku istilasi
sirasinda stromal yapilarin proteolizini indiklerler. FBF-2 ayni zamanda
vaskuiler endotelyal blylme faktérandndn salinimini  artirir. (25). FBF-2'ye
kargl olusturulan nétralizan antikorlarin glioblastom htcrelerinde htcre
O6liminG  indUkledigi gésterilmistir ve bu da FBF-2’nin  malin  beyin timor
hlcrelerinin yasamasi icin gerekli oldugunu ortaya koymaktadir. Bununla
beraber, FBF’lerin anormal hicre biyimesini ancak diger genetik degigsiklikler
zemininde arttirdigr unutulmamalidir.

instilin benzeri biylime faktérleri: insilin benzeri biiyime faktérleri (IBBF),
érnegin IBBF-1 ve IBBF-2 ve reseptorlerinin  SSS  gelisimi ve
olgunlasmasinda go6rev aldigi gosterilmistir (39). Fuller ve Bigner, normalde
fétal hiicrelerde salinan ancak erigkin hiicrelerde gériilmeyen IBBF baglayici
protein-2’nin GBM’lerde sirekli olarak fazla salinim gdésterdigini bildirmistir

(32).
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Norotrofik faktOrler ve reseptorleri: Norotrofik faktérler ya da ndérotrofinler,
prototipik nérotrofik faktér, sinir bllyime faktéri (SBF), nérotrofik faktér-3 (NT-
3), noérotrofik faktér-4/5 ve glial hicre serisi kdkenli ndrotrofik faktériinden
(GKNF) olusur. Bu peptid molekdller etkilerini tirozin kinaz reseptorleri
Uzerinden gosterirler (40).
Platelet kékenli blyime faktéri (PKBF): Bir polipeptid mitojen olan PKBF
diger normal ve degisime ugramis hulcrelerden de salinir. (41). PKBF
reseptorlerinin intrinsik kinaz aktiviteleri vardir. PKBF  &zellikle fibroblast,
osteoblast, vaskuler diz kas hicreleri ve glia gibi konektif doku hucreleri
Uzerindeki mitojenik etkileri ile karakterizedir (42). PKBF glia hucrelerinin
gelisiminde énemli rol oynar; SSS néronlari tGzerinde nérotrofik etkileri oldugu
goOsterilmistir  (43). Bircok calisma, PKBF ve reseptorlerinin  beraber
salinimlarinin - normal beyin dokusunda goérilmezken astrositik timdrlerde
go6ruldagand, bununla glial timérlerin gelismesinde parakrin ya da otokrin tipte
bir yol oldugunu gdstermektedir (44). Astrositik kdkenli timdrlerde ve dzellikle
yuksek dereceli olanlarda PKBF reseptdr salinimlarinin oldugu gdsterilmistir.
in situ hibridizasyonla olusturulan bircok GBM’ler PKBF-o. reseptériinii fazla
miktarda ortama verirken, tOmor icerisindeki kapiller endotelinde fazla
oranlarda PKBF-B reseptdrl icerdigi gosterilmistir. Buna gére, PKBF-a
reseptdrld timoér hicre cogalmasinda 6n planda iken, PKBF-B reseptdri timor
anjiyogenezinde énemli rol oynar (45).
Transforme edici blylime faktéri-p (TBF-B): TBF-B yapisal ve fonksiyonel
olarak birbiriyle iligkili 3 polipeptidden olusur (TBF-B1, TBF-B2 ve TBF-B3) ve
her biri ayrn genler tarafindan kodlanir. Hlcre c¢ogahmini, farklilasma,

embriyogenez ve immin fonksiyonlarini etkilerler. Son yillarda yapilan ve
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gliom hicre serilerini iceren ¢alismalarda artmig TBF-1 saliniminin programli

hicre o6limline olan yatkinligi artirdigi gosterilmistir  (46). TBF-B, ayni
zamanda B ve T lenfositlerinin aktivasyonunu engelleyerek astrositomlarin
blylmesine katkida bulunurlar (47).

Vaskiler endotelyal buyume faktori (VEBF): Vaskiler gecirgenlik faktort
olarak da bilinir. Endotel hlcrelerine Ozellesmis bir mitojendir. Hipoksi ile
salinimi artar. Neovaskuler cevabi uyararak 6zellikle timoér devamliliginda ve
ilerlemesinde rol alir. in situ hibridizasyon ile yapilan ¢alismalarda, GBM'deki
tumor hdcrelerinden nekrotik odaga daha yakin olanlarda VEBF yapiminin
daha fazla oldugu gosterilmigtir (48). VEBF salinimi, gliomun histolojik
derecesi ile paralellik goésterir. VEBF-mRNA kopyalarinin, GBM’de distk
dereceli astrositomlara gére 50 kat daha fazla oldugu bildirilmigtir (49). VEBF
ayni zamanda anjiyogenez yoluyla timor gelisimi ve buylmesine katkida

bulunur.
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2. GLIOBLASTOM MULTIFORME
GBM en sik goérilen primer beyin timdéridir ve baslica astrositik farklilasma
gbsteren en malin neoplazmdir. Histopatolojik &zellikleri arasinda nikleer atipi,
hlcresel pleomorfizm, mitotik aktivite, vaskiler tromboz, mikrovaskiler proliferasyon
ve nekroz yeralir. Tipik olarak erigkinlerde gorular ve 6zellikle serebral hemisferlerde
yeralir. Cogu GBM hizli bir sekilde de novo olarak ortaya ¢ikar (primer glioblastom).
Sekonder GBM'ler ise, yavas olarak difiz astrositom (WHO Grade Il) ya da
anaplastik astrositomlardan (WHO Grade lll) geligirler (50). GBM, WHO Grade IV
dereceli bir timoérdir. Bu timorin yetigkin kanser olimlerinin % 2’sinden sorumlu
oldugu dusuntlmektedir. Tam intrakraniyal tGmoérlerin % 12-15’ini ve astrositik
timobrlerin % 60-75'ini olustururlar (51). Her yasta goérllebilmesine karsin 45-75
yaslari arasinda goértlme oranlari en yiksek seviyeye cikar. Erkeklerde daha sik
g6ruldr. Gortlme sikhginin etnik grup ve cogdrafi kosullarda farkhhik gdsterdigi
distnulmektedir (52). Ayni zamanda son zamanlarda daha sk GBM tanisi
konulduguna yoénelik yaygin bir géris mevcuttur. Kugkusuz bunun en énemli nedeni
bilgisayarli tomografi (BT) ve manyetik rezonans goérintileme (MRG) gibi
gobrunttileme ydntemlerinin geligtiriimis olmasidir. Bunun yaninda insanin beklenen
6mrindn uzamasinin ve degisen cevre faktérlerinin de etkili oldugu disuntlmektedir.
GBM genelde serebral hemisferlerin subkortikal beyaz cevherinde goriltr. TUmoér
istilas1 komsu kortekse ve korpus kallozum yoluyla diger hemisfere yayilir. Beyin sapi
glioblastomu nadir gorilir ve genellikle cocuklari etkiler (53). Serebellum ve
omurilikte nadir goralUrler.
Hastaligin klinik hikayesi, timér daha dlsUk dereceli bir astrositomdan gelismemisse
(sekonder glioblastom) genelde 3 aydan daha kisadir. Artmisg kafa ici basinci

bulgular ve semptomlari géralar (1).
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Cogu GBM hastasinda herhangi blylk bir risk faktérl tespit edilememektedir. Her
ne kadar bu timorler “Li-Fraumeni” veya “Norofibromatoz” gibi genetik hastaliklar ile
veya belirsiz ailesel birikim hastaliklari (non-spesifik familial agregasyonlar) ile
iligkilendirilmis ise de, bu vakalar ¢cok kig¢lk bir hasta grubunu olusturmaktadir (3).
Alerji, astim, veya otoimmuln hastaliklar bir sekilde koruyucu olabilmektedir (54).
Nitratlar, sentetik kauguk, petrokimyasallar, polivinil klorid ve formaldehit gibi birgok
cevresel fakiér GBM gelisimiyle zayif bir sekilde iliskilendirilmistir. iyonizan radyasyon
kanitlanan tek risk faktori olmasina ragmen, hastalarin kiiguk bir b6limu buna maruz
kalmistir. Elektromanyetik dalgalar (mobil telefonlar veya yiksek akim hatlan) ile su
ana kadar bir iligki kurulamamistir (55).
A. Molekiler Patogenez
GBM’lerde molekller bozukluk iki blylk kategoriye ayrilabilir: Birincisi proto-
onkojenlerin fazla salinimi ve ikincisi tUmér baskilayici genlerin az salinimu.
GBM’lerde fazla aktif onkojenler genellikle tirozin kinaz reseptéri (RTK)-ras-AKT
mekanizmasina aittir. Bunlar arasinda EBFR, PKBF, PKBFR ve ras sayilabilir.
GBM’lerde kaybedilen cogu timor baskilayici geni, hiicre siklusu regilasyonunda rol
almaktadir. Bunlara 6rnek olarak, p16, p14, p53, Rb, siklin D, siklin E, siklin-bagiml
kinaz 4/6 (CBK); verilebilir. Bazi timér baskilayici genleri normalde RTK-Akt yolunu
inhibe ederler.
GBM’ler klinik ve molekiler faktérler géz énline alindiginda primer ve sekonder
olmak Uzere ikiye ayrilirlar (56, 57). Primer GBM’ler direk olarak daha énceden disik
dereceli astrositom olmadan olugurlar ve artmig EBFR ve MDM2 aktivitesi ve
azalmis fosfataz ve tensin homologu (phosphatase and tensin homolog-PTEN) ve
P16 aktivitesi ile iligskilendirilmistir. Buna karsilik sekonder olanlarda, dnce dusik
dereceli astrositom olusur ve takiben GBM olusur. Bunlar genellikle daha gencg

yaslarda gorilirler. Oncelikle p53 kaybi, PKBF artisi ve timoériin ilerlemesi
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sirasinda Rb ve CDK4/6 kaybi ile iliskilendirilmistir. Bunlara ek olarak hem primer
hem sekonder GBM’lerde anjiyogenez artirici, hiicre 6limind énleyici ve bagisiklik
sisteminden kagmaya yonelik mekanizmalar gelismistir.

B.Patoloji

GBM'’ler cogunlukla ilkel astrositlere benzeyen hicrelerden olusmus yaygin
intraaksiyel beyin timdrleridir. Timor siniri gbézle goérultr bir sekilde belirgin degildir
ve erken ve ge¢ donemde kirmizi ve kahverengi kanama odaklari gérulebilir. Santral
nekroz toplam tumar kitlesinin % 80'ini olusturabilir (1).

Glioblastomlar komsu beyin dokulara hizli yayilhimi ile bilinirler. En sik gérilen 6zelligi
tumorun diger hemisfere korpus kallosum yoluyla yayilarak, bilateral simetrik lezyon
(kelebek gliomu) gbérinimi olusturmasidir. Yine internal kapsul, forniks, anterior
kommisir ve optik radyasyon icerisinde hizli yayilim g6rdlebilir. Glioblastom
istalasinin  énemli bir 6zelligi de, timdér hacreleri tarafindan timér hicrenin gégini
artinici hicredisi matriks salinimidir (58).

Primer ve Sekonder Glioblastom

Glioblastomlarin biyik bir kismi (> %90) kisa bir klinik stre¢ sonrasi (< 3 ay),
O6ncesinde daha az habis bir timo6r varhiginin klinik ya da histopatolojik  kanit
olmaksizin hizh bir sekilde geligirler (Primer ya da de novo Glioblastoma ). Bu tip,
genelde daha yash hastalarda goérulir (50). Glioblastom ayni zamanda diffliz
astrositom (WHO grade 1l) ya da anaplastik astrositomun (WHO grade Ill) ilerlemesi
sonucunda olugabilir ve bu tip, sekonder glioblastom olarak adlandirilir. TGm
glioblastomlarin < %10’in1 olustururlar ve daha geng insanlarda gorularler (59). Bu tip
timord olan hastalarin yasam siresi belirgin olarak daha uzundur. Primer ve
sekonder glioblastomlar farkli genetik yollarla olusurlar ve tedaviye cevaplari da
farklihk gésterir ancak her ikisinde de kromozom 10g’da ylksek oranda heterojenite

kaybi (LOH) goralir.
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Histopatoloji
Glioblastom, az diferansiye, pleomorfik, belirgin nikleer atipi ve canl mitotik
aktiviteye sahip astrositik tGmoér hicrelerinden olusan anaplastik, hicresel bir
gliomdur. Belirgin mikrovaskiler g¢ogalma ve/veya nekroz Onemli tani
kriterlerindendir. Glioblastomlar bélgesel farkliliklar gésterdikleri i¢in doku érneklerinin
az olmasi durumunda histopatolojik tani guclesebilir. Doku 6rneklerinde, timor
merkezinde buyldk nekrotik alanlar, periferde ise canl timér hicreleri kimelenmigtir.
Cevresel hiicre c¢ogalmasi ve anormal damarlanma radyolojik olarak goérilen
kontrast-halkasindan sorumludur. Glioblastom hiicreleri SSS’deki sinir bélgelere
ulastigi zaman, ana odaktan uzaga gbéc etme kapasiteleri iyice belirgin hale gelir.
Tamor huicreleri korteksin subpial bdlgesinde, subependimal bdlgede, néronlarin
etrafinda (satelloz) ve damarlarin etrafinda siralanip, depolanirlar. Bu olusumlar
“sekonder yaplilar” olarak adlandirilir ve gliom hicrelerinin ev sahibi beyin yapilari ile
iliskisinden kaynaklanir. Yuksek oranda tani koydurucudur.
C.Tani
GBM'in belirti ve bulgulari diger yer kaplayici lezyonlarla genelde benzerdir ve artmis
kafa ici basinci bulgulari (bulanti, kusma, basarisi, ¢ift gérme veya gérme netliginde
azalma, sersemlik hali) yaygindir. Bunlara papilddem, ekstraokiler palsi, pupil
anormallikleri veya biling durumunda bozulma eslik edebilir. Genellikle bulgu ve
belirtiler sabahlari daha belirgindir ve gun icinde hafiflerler. Epileptik nébet, vakalarin
yaklasik Ucte birinde goéralar (1). Tiumdrian yerine gére nérolojik bozukluklar olabilir.
Bununla beraber bazi hastalarda nérolojik bozukluk ancak tani konulduktan sonra
ortaya ¢ikabilmektedir. GBM'lerde laboratuvar tetkikleri taniya yardimci olmaz. Tani

goérunttleme teknikleri ile konulur.
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D.Goruntileme Teknikleri
Cogu néro-onkolojik timérlerde oldugu gibi GBM’lerde de BT ve MRG teknikleri,
taninin yapitaslarini olusturmaktadir. Kontrastsiz BT'de GBM’ler genellikle hipodens
gorularler. Kontrast verildiginde kontrast tutan dizensiz halka seklini alirlar, nekrotik
olan bdlge hipodens olarak gozlenir ve etrafi ise 6demli oldugundan yine hipodens
olarak goéruldr (60). Kontrastlanma genellikle timérin yiksek dereceliligi ile dogru
orantihdir, ancak bu durum kural degildir. Ginimizde MRG, GBM tanisinda,
cerrahinin ve radyoterapinin planlamasinda blylk 6lcide BT'nin yerini almistir.
Gerek yumusak doku anatomisini daha iyi géstermesi gerekse cok ydnli goérintd
saglamasi MRG'ye bu konuda blylk dstinlik saglamaktadir. Kontrastsiz T1
kesitlerde hipointens, kontrastsiz T2 ve FLAIR (Fluid Attenuation Inversion Recovery)
kesitlerde ise hiperintens goérantd verir. Kontrastlanma ise BT'de oldugu gibidir.
Bununla beraber unutulmamalhidir ki hi¢bir gérantd tGméran gergek sinirlarini tam
anlami ile géstermemektedir. Kontrastlanmanin diginda ve hatta timdértn etrafindaki
O6demin diginda bile tumor hlcrelerinin olabilecegi unutulmamalidir. Her ne kadar
MRG ilk tani igin yeterli ise de gerek cerrahi gerekse radyoterapi sonrasinda
uygulanan takipler icin yeterli olmayabilir. Cerrahinin kendisi dogasi nedeni ile bir
travma oldugundan, olusturdugu inflamasyon, 48 saat sonrasindan 4 haftaya kadar
kontrastlanma gdstermektedir. Benzer bicimde radyoterapi sonrasinda radyoterapiye
sekonder hasar ve nekroz kontrastlanma gdsterebilir. Son olarak, kullanilan steroid
altta yatan timoérlt degdistirmeden kontrast tutulumunu azaltabilir. Bu agidan
degerlendirildiginde biyolojik gdérintileme calismalari GBM tedavi ve takibinde
giderek 6nem kazanmaktadir. 2-['®F] fluoro-2-deoxy-D-glucose (FDG) and pozitron
misyon tomography (PET) (FDG-PET) biyolojik olarak aktif timéri (niks?) inaktif
nekrozdan ayirtedebilir (61). Bununla beraber ulasim zorlugu ve radyoizotop

gerekliligi dezavantajdir. Buna karsin Proton Manyetik Rezonans Spektroskopi
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(MRS) normal ve anormal doku metabolitlerini ayirt edebilir. Yaygin olarak kolin,
kreatin, N-asetil aspartat, laktat ve lipid metabolit pikleri kullanilir (62). Aktif tGmor
genellikle normal dokudan daha fazla kolin ve daha az N-asetil-aspartat aktivitesi
gOsterir. Nekrotik dokuda lipid haricindeki metabolitlerin hepsinin genel olarak
aktivitesi dismustir. Benzer olarak MR perflizyon ¢alismalari, aktif ve ileri evreli bir
timordeki artmis kan hacmini ve nekrotik dokudaki azalmig kan hacmini gosterir.
Diger goérintileme teknikleri GBM'lerde c¢ok fazla énem tasimazlar, vakalara 6zel
durumlarda kullanilabilirler.
E. Tedavi:
GBM hastalarinin genellikle ilk tedavileri semptomatiktir. ClnkU heniiz tani patolojik
olarak ortaya konmamistir. Cerrahi hazirlik déneminde semptomlara yoénelik
tedavinin basinda steroidler “deksametazon” gelir. Steroidler vazojenik 6demi
azaltarak semptomlari geriletir ve cerrahiyi daha guvenli hale getirir. Anti-epileptik
tedavi supratentoriyal timdrlerde peri-operatuvar nébetleri engellemek veya azaltmak
icin baglanmalidir. Bununla beraber Amerikan Noéroloji Akademisinin yayinladigi bir
kilavuzda, ndbet gegirmemis beyin timora olan hastalarda profilaktik antiepileptik ilag
kullanimi 6nerilmemektedir (63). Asetaminofen gibi kodein icermeyen hafif
analjezikler bas agrisinin kontroltinde kullanilabilir.
Cerrahi, GBM tedavisinde anahtar rol oynamaktadir. Endikasyonlarini; histopatolojik
tani saglamak, aktif timor hdcrelerini mimkin oldugu kadar azaltmak, kitle etkisini
azaltmak ve beyin omurilik sivi (BOS) akimini ydénlendirmek olarak siralayabiliriz
(64). Cerrahi prosediir segenekleri: Stereotaksik biyopsi, acik biyopsi, kitle etkisini
azaltma ve tamama yakin rezeksiyon olarak siralanabilir. Bir cok ¢alisma gdstermistir
ki tamama yakin rezeksiyon iyi prognoz ile iliskilendirilmistir (65, 66). Her ne kadar
bu calismalar cogunlukla retrospektif ise de bircok otorite ndérolojik bozukluk

beklenmeyen ulagsilabilir timorlerin  tamamina yakininin  ¢ikarilmasi gerektigi
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konusunda hemfikirdirler. Cerrahi tekniklerin son zamanlarda gelismesi ile (6rnegin,
mikroskopik cerrahi, uyanik kraniyotomi, intraoperatuvar goérlntileme ve
intraoperatuvar elektrofizyolojik beyin haritalandiriimasi), daha fazla timér guvenli
olarak cikartilabilir duruma gelmistir (64, 67). Bununla beraber yapilan cerrahi iglem;
brakiterapi, anti-neoplastik ajan yerlestiriimesi gibi lokal tedavilere de olanak
saglamaktadir.

Konvansiyonel radyoterapi hasta tedaviyi reddetmedigi sirece tim GBM hastalarinda
tedavinin vazgecilmez parcasidir. Tipik olarak erken postoperatuvar dénemde verilir.
Yasam siresini iyi yonde etkiler. Genellikle 6-6,5 hafta boyunca haftanin bes gini
1,8-2 Gy (Gray) olarak aralikh sekilde toplam 60 Gy dozunda verilir. Radyoterapinin
diger formlari olan; stereotaksik radyosirurji, brakiterapi ve partikil terapisi halen
tartismalidir.

Kemoterapi de GBM tedavisinde rol oynamaktadir. Fakat zamanlama degiskendir.
Bazi protokollerde tedavinin devami olarak radyoterapiden sonra uygulanirken,
bazilarinda ise sadece niks vakalarda uygulanmaktadir (68).

Genellikle ilk seri ilaclar olarak temazolamid, Karmustin veya PCV (procarbazine,
CCNU ve vincristine’nin bir kombinasyonu) kullaniimaktadir. Temazolamid bunlar
arasindan ilk secilmesi gereken ilagtir. ikinci seride karboplatin, VP-16, CPT-11
bulunmaktadir. Bunlar da GBM'lerde etkili olabilmekle beraber ilk seri kadar etkili
degillerdir. Diger bircok kemoterapétik ilaclarin, daha az olmak Gzere etkili olduklari
gosterilmistir. Bununla beraber, lokal yavas salinimli kemoterapdétik ilaglarin timér
yatagina konulmasinin yararli olabilecegi distntlmektedir (69).

Batin bunlarin yaninda biyolojik bazli deneysel tedavi secenekleri tGzerinde halen
calisilmaktadir. Bunlara 6rnek olarak gen tedavileri, immunoterapiler (1-70) ve

sitotoksik viral terapiler sayilabilir.
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F.Prognoz

Tani, cerrahi tedavi ve cerrahi tedavilere yardimci tedavilerdeki elde edilen kayda
deger gelismelere ragmen GBM’li hastalarda ortalama yasam siresi yaklasik olarak
1 yildir ve tekrarlayan vakalarda bu stre 4 aydir (6). Bazi faktbrler iyi prognoza isaret
edebilir: 45 yasindan geng¢ olmak, iyi fonksiyonel durum ve tama yakin rezeksiyon
gibi (71). Bu Klinik faktorlere ek olarak bazi molekiler ve sitogenetik faktorler de
prognozu etkileyebilir. Normal P53 degerleri ile beraber EBFR’nin artmis salinimi,
uzamis ortalama yasam ile iligkilendirilmistir (50). Uzamis ortalama yasam, ayni

zamanda 1p, 19q kromozom delesyonlari ile de iligkilidir.
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3. TIYOREDOKSIN REDUKTAZ- TIYOREDOKSIN SISTEMi VE KANSER
Tiyoredoksin rediktazlar (TrxR), Cys-Val-Asn-Val-Gly-Cys katalitik bélimi ve
nikotinamid adenin dintkleotid fosfat-oksidaz (NADPH) baglanma bdlimi olan
flavoproteinlerdir. Ayrica, katalitik b6ltim ile etkilesime giren ve redoks aktivitesi icin
gerekli olan C-terminal selenosistein sirasindan olusurlar ve selenyum igerirler (72,
73). TrxR aktivitesi, oksidatif hekzosmonofosfat (HMPS) siklusunun hiz azaltici
enzimi olan glukoz-6-fosfat dehidrogenez (G6PD) ile uretilen NADPH tarafindan
diizenlenir (74). iki adet TrxR klonlanmistir: baslica sitoplazmada bulunan 54 kDa’luk
bir enzim ve mitokondiride bulunan 56 kDa'luk ikinci bir enzim (72).
Tiyoredoksinler (Trx) ise Trp-Cys-Gly-Pro-Cys-Lys katalitik bélimi iceren 10-12
kDa’luk bir protein ailesidir. Bu proteinlerin iki sistein grubu geri dénUsimll
oksidasyon / rediksiyona ugrar. Trx'in redikte olmus dithiol formu [Trx-(SH)2 ]
disulfid grubu iceren oksidize protein substratlarini redikte eder, oksidize disulfid
formu [Trx-(S-S)] ise TrxR tarafindan dizenlenen NADPH-bagimh bir yolla siklusa
geri katilir (72, 75). Trx’in iki temel formu klonlamistir: Trx-1 tipik olarak sitoplazmada,
ayrica normal endometriyal stromal hicrelerin, timoér hicreleri ve primer solid
timorlerin gekirdeginde bulunan 104 aminoasitli bir proteindir. Trx-2 mitokondiride

bulunan 166 aminoasitli bir proteindir (72).

Trx-So + NADPH + H* --------- — Trx-(SH). + NADP* (1)
(TrxR)
Trx-(SH)2 + Protein-S; < Trx-S; + Protein-(SH), (2)
(TrxR)
Net: NADPH + H* + Protein-S, --------- — NADP™ + Protein-(SH)> (3)
Trx

Sekil-1’de Trx / TrxR sisteminin hlcre igerisindeki roll 6zetlenmektedir.
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G6P Dehidrogenaz
G6P Thioredoksin_ RSSP
NADP rediiktaz
GSH Thioredoksin RSH + HSR
rediiktaz %
GSH
Glutaredoksin Thioredoksin RE
GSSG+PSH PSSP
» Riboniikleotid
rediiktaz PSH
GSSP
Nikleotid Deoksinikleotid DNA
difosfatlar difosfatlar —>»  Sentezi

Sekil-1. Trx / TrxR ve thioltransferazin sitoplazma ve mitokondri igerisindeki protein
homeostazi ve DNA sentezindeki rolli: ilk reaksiyonda (a) elekiron kaynagi olan
glukoz-6-fosfatin  (G6P) glukoz-6-fosfat dehidrogenaz tarafindan oksidasyonu
go6steriimektedir. Bu heksoz monofosfat santinin ilk basamagidir. Tam bir siklus
sonrasli 12 NADPH ve 6 CO. olusur. Bu blylk redlksiyon glici oksidatif stres icin
kullanihr ve protein homeostazi igin TrxR ve glutaredoksine elektron saglar.
NADPH’den gelen elektronlar TrxR’a gecer ve Trx’i indirgemek i¢in kullanilir. TrxR ve
Trx, ¢iftli reaksiyonlarda DNA sentezi i¢in gerekli olan deoksiribonukleotidin kaynagini

saglayan ve anahtar bir enzim olan ribonudkleotid redUktaza elektron saglar (14).

Trx 6nemli redoks duzenleyicilerinden birisidir. Trx geni kromozom 9932 Uzerinde,
protein Grind ise mitokondri ve sitozolde yeralir (72). Trx proteininin yapimi, oksidatif

stres, hipoksi, lipopolisakkaridler, viral enfeksiyonlar, X-isini ve UV radyasyon ile
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uyarilir. Trx, redoks dengesi Uzerinden p53, AP-1 gibi transkripsiyon faktorlerinin
DNA’ya baglanmasini etkiler. Ayrica Trx'in kanser hiicrelerinin sitotoksik ilaglara olan

direncini arttirdigi da gosterilmistir (72).

TrxR/ Trx Sisteminin Biyolojik Aktiviteleri

1. Deoksiribonikleik asit (DNA) sentezindeki kofaktér roli

TrxR/Trx sistemi, DNA sentezi ve hlcre c¢ogalmasi icin gerekli olan
deoksiribondkleotidlerin yapiminda kritik bir rol oynar. Trx, nikleotid difosfatlarin
deoksiribondkleotidlere ddnisimini katalizleyen bir enzim olan ribonUkleotid
reduktazin, ribozu indirgemesi igin gerekli olan elektronlari saglar (76).

2.Hticrelerin hiicre éliimiine karsi korunmasi

Trx-1’in lenfoid hdcre kdltdriine eklendiginde ya da geni bu htcrelere transfer
edildiginde hlcre dlUmunt engelledigi gosterilmigtir (10). Trx-2'nin hdcre 6limdne
karsi hangi mekanizma ile koruma sagladigi hentz bilinmemektedir. Ancak hicre
rediksiyon glcundeki artisin, oksidatif stresin zarar verdigi proteinleri indirgedidi,
bdylelikle htcre 8lumuna uyardigr dasunulebilir.

3. Anjiogenezin uyariimasi

insan meme kanseri MCF-7, kolon kanseri ve murin lenfoma hiicreleri gibi cesitli
degisik htcre serilerinin insan Trx-1 ile enfekte edilmesi sonrasi VEBF
sekresyonunda 6nemli oranda artis gorGlmustir (11). Buna karsin, redoks inaktif
mutant Trx ile enfekte edilmesinin VEBF yapimini kismi olarak engelledigi
g6ralmustar.

4. Hicre gogalmasinin uyariimasi

Trx-1’e maruz kalan lenfositler, fibroblastlar ve bir¢ok lI6semik ve solid timdér hlcre
serilerinin  bUyume hizinda artis goérdlmastir (72, 10). Bu c¢ogaltici etkinin

mekanizmasi tam olarak bilinmemektedir, ancak sitokin (IL-1, IL-2 ve TNF-o)
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Uretimindeki ve bliylme faktor (temel fibroblast blylme faktdri) aktivitesindeki artisa

bagh oldugu duasundlmektedir (72).

5. Tiyoredoksinlerin anti-oksidan etkileri

Glutatyon peroksidaz ve hicre zari peroksidazlarinin, hiicrenin oksijen radikalleri ve
peroksitlerin zararli etkilerine karsi korunmasinda &énemli rolG vardir (77). Bu
enzimler, reaktif oksijen UrUnlerini toplamak igin tiyol gruplarini elektron kaynagi
olarak kullanirlar. Trx, anti-oksidan etkilerini baglica tiyoredoksin peroksidazlara
elektron saglayarak yapar. Oksidize olmus peroksitleri indirgeyerek enzimin
monomerik formunu geri kazandirirlar ve bdylece oksiradikal toplama gdrevine

devam etmesini saglar (78). Trx, tiyoredoksin peroksidaz salinimini da artirir.

6. Transkripsiyon faktér aktivitesinin uyariimasi

Trx, NF-xB, AP-1 ve AP-2 gibi bir dizi transkripsiyon faktoriinin ve glukokortikoid ve
Ostrojen gibi nOkleer reseptorlerinin DNA-baglama  aktivitesini — arttirnir ~— (75).
Sitoplazmada ise Trx, paradoksikal olarak NF-kB’yi engeller (79). Trx’nin bazi
transkripsiyon faktorleri Uzerindeki etkisi, DNA-tamir endonlkleaz aktivitesi de olan

37 kDa'luk bir protein olan Ref-1’in rediksiyonu ile olur (72).

7. Tiyoredoksinin hiicresel proteinlere baglanmasi

Redikte olmug Trx-1, bir cok hicresel proteine baglanarak biyolojik aktivitelerini
dizenlerler. Trx, apoptoz sinyal reglle edici kinaz-1 (ASK1)’e, protein kinaz C’nin
cesitli izoformlarina, p40 fagosit oksidaza, nikleer glukokortikoid reseptdrine ve
lipokaline baglanir. Oksidatif stres durumlarinda ise, Trx’ini oksidize eden ve bdylece
ASK-1’den ayrilmasini artiran ve ASKT1’in aktive olmasini saglayan reaktif oksijen

drdnleri Gretilir.
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KANSERDE TiYOREDOKSININ ROLU
Trx saliniminin, muhtemelen protein yapi ve fonksiyonundaki degisikliklere bagli
olarak, akciger, kolorektal, servikal, hepatik ve pankreas kanseri gibi birgcok insan
kanser tOrinde arttigi gdésterilmistir (10, 11, 12, 13). Trx salinim yoklugu bu kanser
turlerinde, lenf nod negatifligi ve daha iyi klinik sonug ile birliktelik géstermig, bununla
beraber tumorin derecesi, evre ve histolojisinden bagimsiz oldugu gdsterilmigtir.
Arastirmacilara gbére, bu sonuclar Trx’nin bazi insan kanserlerindeki tahmin edilen
blylme arttirici rolini desteklemektedir ve asiri salinimi daha malin bir tGmor
fenotipinin gdstergeci olabilir.
TrxR aktivitesi ve timoér blylmesi arasindaki iliski cok net degildir. Katalitik aktivitesi
fonksiyonel olarak artsa da, timoér hcrelerinin TrxR enzim salinimini artirmalari
gerekmeyebilir.
Kanser hicreleri, neredeyse her solid timérde goérulen hipoksik sartlara adapte
olabilecek durumdadirlar (80). Hipoksi, kanser fenotipinin gelismesinde rol alan bir
transkripsiyon faktori olan hipoksi-indikte edilebilir faktérin (HIF-1) aktivasyonuna
neden olur. HIF 6&zellikle, hipoksiye cevap elementlerine (HRE) baglanarak,
anjiogenez (VEGF), metabolik adaptasyon (GLUT tasiyicilari, hekzokinaz ve diger
glikolitik enzimler) ve hlcre codalmasi ile yasam suresini uzatici bir takim genlerin
olusmasini uyarir (80, 81). Trx’nin asir saliniminin hem normoksik ve hem de

hipoksik sartlarda HIF-1a'y1 Gnemli oranda arttirdigi gosterilmigtir (11).
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TEDAVIDE HEKZOSMONOFOSFAT / TrxR / Trx CIiFTLIi REAKSIYONLARININ
HEDEF OLARAK KULLANILMASI
TrxR / Trx’nin biyolojik aktiviteleri ve saldirgan timor blylimesi ile olan baglantisi, bu
sistemin kanser terapisi icin d6nemli bir hedef oldugunu disinddrdr. Hem enzim hem
de substrati degistirilebilir. Glutaredoksin icermeyen hicrelerde, HMPS / TrxR / Trx
ciftli reaksiyonlarinin engellenmesi icin HMPS sonucu olusan NADPH'nin tikenmesi
ya da Trx veya TrxR’in direkt temasi, dogru bir yaklagim olabilir.
Suanda mevcut kemoterapdtik ajanlardan sisplatin dogrudan Trx / TrxR sistemini
etkileyebilmektedir (82).
Trx / TrxR sistem inhibitorleri ile ilgili deneysel ¢alismalar: Cesitli Trx / TrxR sistem
inhibitérleri tanimlanmistir. PX-12, Trx-1’in cys rezidisinu thioalkilleyerek inhibe
eder. PX-12'nin MCF-7 meme kanser hicrelerinin ve HT-29 kolon kanser hiicrelerinin
blyumesini inhibe ettigi gdsterilmigtir (83). PX-12, bu hlcrelerde hipoksi indikleyici
faktor-1 alfa (HIF-1a) seviyesinde hipoksiye bagli artisi engeller ve HIF aktivitesini,
VEGF yapimini, indiklenebilen nitrik oksit sentaz (iINOS) ekspresyonunu azaltir.
Plérotin, geri ddnistimsiz bir TrxR inhibitéridlr ve insan kanser hlcre paneline kargi
PX-12'ye benzer sekilde buylme inhibitor etkileri vardir (83, 84).
Cesitli anti-romatizmal ajanlarin Trx / TrxR sistemini etkiledikleri gdsterilmistir. Bir
penisilamin derivesi olan KE-298 ve aktif metabolitleri, konsantrasyona bagl olarak
insan monositik ve T hicre dizisi tarafindan salinan Trx’ini inhibe ederler (85).
Moteksafin Gadolinyum: Moteksafin gadolinyjum (MG), Gd*® iceren genislemis bir
porfirindir. Askorbat, NADPH, glutatyon, Trx gibi ¢esitli hicrei¢ci metabolitlerden
elektron kabul ederek katalitik aktivasyon gdésterir (86). MG, TrxR aktivitesini direk
inhibe eder, ancak ayrica glutatyon / glutaredoksin reaksiyonlarini da, muhtemelen

reaktif oksijen Griind yapimiyla ya da hidrojen peroksit ile GSH’In tlketilmesi sonucu
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engelleyebilir. Bu etkilerin bir sonucu olarak, MG kanser hicresi icindeki

metabolizmay! bozar, DNA tamirini engeller ve hicre 6limana kolaylastirir.
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KLINIK GEREC VE YONTEM

1. Hasta ve Kontrol Gruplarinin Sec¢imi

Calismaya istanbul tniversitesi Cerrahpasa Tip Fakiltesi Beyin ve Sinir Cerrahisi
Anabilim Dali Kliniginde 2008 yilinda cerrahi tedavi uygulanmis GBM tanisi almis
hastalar dahil edilmistir. Akut veya kronik enfeksiyon, immunolojik veya metabolik
hastalik, baska bir neoplastik hastalik, kardiyopulmoner hastalik ve son zamanlarda
blylk cerrahi gecirmis olan hastalar bu calismanin diginda birakilmigtir. Kontrol
grubunu ise Adli Tip Anabilim Dali’na otopsi amaci ile getirilen vakalardan alinan
beyin dokusu 6rnekleri ve degisik yastaki saghkli insanlardan alinan 12 serum 6rnegi
olusturmustur. Kontrol beyin dokulari 6limG takiben ilk 4 saat igerisinde adli tip
laboratuvarina getirilen vakalardan alinmigtir. Ayrica otopsi sirasinda beyin veya
baska organ neoplastik, inflamatuar veya belirgin lezyonu tespit edilmis olan vakalar
ile zehirlenme vakalari calisma digi birakilmistir. Kontrol serum érnekleri ise, hicbir
sistemik hastaligi olmayan saglikli bireylerden elde edilmigtir. Hasta ve kontrol grubu
bireylerinden veya yakinlarindan gerekli izinler alindiktan sonra 6rnekler alinmistir.
Bu calismaya Istanbul Universitesi Cerrahpasa Tip Fakiltesi Etik Kurulu onayi
alindiktan sonra baslanmigtir.

2. Demografik Bilgiler

Bu calismada hasta grubunu, histopatolojik olarak tanisi desteklenmis 27 GBM
hastasi, kontrol grubunu ise 10’u trafik kazasi ve 2’si yUksekten disme sonucu
6limleri gerceklesen toplan 12 otopsi vakasi ve 12 saglam insandan alinan serum
ornekleri olusturmustur. Kontrol doku grubundaki higbir vakanin beyin dokusunda
belirgin patoloji saptanmamistir. Hasta grubundaki 10 vakanin lezyonu sag
hemisferde, 16 vakaninki sol hemisferde ve 1 vakaninki de ventrikil icinde

bulunmustur. Timdrlerin 7’si frontal, 7’si temporal, 4’U pariyetal, 3’0 temporopariyetal,
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2’si frontopariyetal, biri oksipital, biri 3. ventriktl, biri pariyetooksipital, biri
oksipitotemporal yerlesimli olarak tespit edilmistir. Hastalarin 13’G erkek, 14’0
kadindan olusmustur. Ortalama yaslari 48.5 £ 15.8 yil olarak bulunmustur. Yirmibes
hastanin kraniyal MRG tetkikinde tiimor etrafinda 6édem saptanirken, 2 hastaninkinde
0deme rastlanmamigtir. Hastalardan 4 tanesi daha oOnce ameliyat edilmis ve
bunlardan 2 tanesine radyoterapi uygulanmistir. Postoperatuvar dénemde higbirinde
herhangi bir komplikasyon gelismemis ve hepsi tedavilerinin devami i¢cin Radyasyon
Onkolojisi ve Medikal Onkoloji Anabilimdallar ile konsllte edilmistir. Tablo 1’de

calismaya dahil edilen hastalarin demografik ve klinik dzellikleri 6zetlenmektedir.



Tablo 1. Hastalarin demografik ve klinik 6zellikleri.

Hasta No

1 36
2 36
3 56
4 48
5 73
6 32
7 38
8 52
9 27
10 62
11 53
12 69
13 63
14 52
15 50
16 36
17 23
18 26
19 47
20 49
21 55
22 78
23 71
24 56
25 42
26 20
27 62

Yas

Cinsiyet

m X XM X m|[XxX mm

m

m

X Xmm X XM XM XX X

HASTALARIN DEMOGRAFIK OZELLIKLERI

Semptom ve bulgular

Kas glgsizItgu
Konusma bozuklugu

Kas glgsizItgu
Konusma bozuklugu

Kas glgsizItgu
Basagrisi

Bulanti, kusma, basagrisi
Oryantasyon kaybi

Kas glgsizItgi

Nobet gegirme

Basagrisi

Oryantasyon kaybi,
konusma bozuklugu

Basagrisi
Konfiizyon

Kas glgsizItgi

Konfiizyon

Basagrisi, bulanti, kusma
Basagrisi, nébet gegirme
Basagrisi

Kas glgsizItgu

Nobet gegirme

Suur bulanikhigi
Basagrisi, bulant

Disfazi

Bas dénmesi

Basagrisi

Go6rme bozuklugu

Nérolojik
Muayene

Sagd hemiparezi
Disfazi

Sag hemiparezi
Disfazi
paraparezi
Normal

Sol hemiparezi
Konfiizyon

Sag hemiparezi,
motor afazi

Sagd hemiparezi,
Sag santral KS7
parezisi,

dizartri

Normal
Disfazi

Normal

Sol hemiparezi,
Sol fasyal parezi

Sol hemiparezi,
Sol apraksi

GKS:13 (MgV,E3)
Normal

Normal

Normal

Sagd hemiparezi
Normal

Sol hemiparezi
Normal

Sagd hemiparezi
YlrlyQs ataksisi
Normal

Sol hemianopsi

Lezyonun Yerlesimi

Sol parietal

Sol frontal operkulum
Sol parietal

Sag frontoparietal
Sol oksipitotemporal
Sol frontal

Sag temporoparietal
Sol parietal

Sol temporal

Sol posterior parietal

Sag frontal
Sol temporal

Sol temporoparietal
Sag temporal

Sag temporal

Sol temporal

3. ventrikdl

Sol temporoparietal
Sag temporal

Sag frontoparietal
Sol frontal

Sag frontal

Sag frontal

Sol temporal

Sol oksipitoparietal
Sag frontal

Sag oksipital

30

Karnofsky
skoru

60
80
90
90
20
90
60
90
30

70

100
90

100
80

70

100
90
100
100
60
100
20
90
80
90
100
80

E: Erkek, GKS: Glasgow koma skalasi, K: Kadin, KIBAS: Kafa ici basing artisi, KS: Kraniyal

Sinir.
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3. Orneklerin Toplanmasi ve Calisiimasi
Yirmiyedi hastada GBM dokusu ve serumlarinda, 12 kontrol beyin dokusu (otopsi) ve
12 (saglikli kisiler) normal serum 6rneginde tiyoredoksin rediktaz enzimi ¢aligildi.
Her hastadan tiUmdr dokusu operasyon sirasinda cikartilan dokunun % 20’sini
gecmemek kaydi ile ve kontrol grubundan beyin dokusu ise otopsi sirasinda alindi.
Hasta grubunun hepsinden operasyon éncesi 2 cc serum 6rnekleri toplandi. Bilinen
bir hastaligli olmayan ve degisik yas grubundaki saglikli 12 kigiden 2 cc serum 6rnegi
alindi. Dokular mamkin oldugunca cabuk —70 derecede muhafazaya alindi ve
calisilincaya kadar sakland.

Tiyoredoksin rediktaz aktivitesi kolorimetrik ydntem ile tayin edildi. Bu
yéntemde NADPH araciligiyla 5,5 -ditiobis (2-nitrobenzoik) asit (DTNB), 5-tiyo-2-
nitrobenzoik asid’e (TNB) indirgenir. Olusan trin, TNB, kuvvetli sari bir renk olusturur
ve bu renk 412 nm’de O&lgulir. Kit icerisinde, memeli tiyoredoksin rediktaz
aktivitesinin spesifik inhibisyonu i¢in inhibitér sollisyonu bulunmaktadir. Biyolojik
orneklerdeki bazi enzimler de DTNB'yi indirgediginden kit icerisinde yer alan spesifik
inhibitdér 6lcim sirasinda kullanilarak, sadece tiyoredoksin rediktaz aktivitesi'nden
kaynaklanan DTNB indirgenmesi tayin edilmigtir.

Prosediir

Memeli tiyoredoksin rediktaz aktivitesi DTNB’yi substrat olarak kullanan

Tiyoredoksin Rediktaz Kit’i (Sigma) ile tayin edildi.

DTNB + NADPH + H* <> 2TNB + NADP”*

Her 1 mol NADPH oksidasyonuna karsilik 2 mol 5-tiyo-2-nitrobenzoik asid

(TNB) olusur. Oda 1sisinda (25°C) yapilan analizde olusan TNB 412 nm’de
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maksimum absorpsiyon (molar ekstinksiyon katsayisi [eM] = 14,150 M cm™) verir.
Biyolojik érneklerde glutatyon rediktaz ve glutatyon peroksidaz gibi diger enzimlerde
DTNB'yi indirgediginden, DTNB indirgenmesinde gdzlenen oran daha yuUksek olur.
Bu enzimlerin total DTNB indirgenmesine katkisi spesifik inhibitér solisyonu
kullanilarak hesaplanabilir. Calisma esnasinda serum ve homojenize doku
orneklerinde sadece tiyoredoksin rediktaz aktivitesine bagh DTNB indirgenmesini
tayin etmek amaciyla iki 6lcim yapilmistir. ilkinde drnekteki total DTNB indirgenmesi,
ikincisinde ise tiyoredoksin rediktaz inhibitér solisyonu varliginda 6lgim yapilmistir.
Her iki 6lcim arasindaki fark tiyoredoksin rediktaz aktivitesine bagli DTNB
indirgenmesi olup, dolayl olarak enzim aktivitesi hesaplanmistir.

Doku homojenatlari proteaz inhibitér kokteyli kullanilarak (katalog numarasi
P8340-Sigma) 1:100 oraninda diluye edildikten sonra calisiimistir. Béylece doku
orneklerindeki istenmeyen proteoliz énlenmesi amaclanmistir. Doku 6rnekleri buz
icerisinde %0.9 NaCl ve homojenizatdr ile homojenize edildikten sonra 10000 rpm’de
+4C°de 15 dakika santrifuje tabii tutulmustur. islemden sonra dipteki peletler atilarak

sUpernatantlar alinip, enzim kaynagi olarak kullaniimistir.

Hesaplama

Unit/mL= AA4;-/dk (tiyoredoksin rediiktaz) x dil
enzvol

Asq2/dK (tiyoredoksin rediktaz)= [AA412/dKk (6rnek) - AA412/dk (6rnek+inhibitér)]

dil= 6rnek dilisyon faktorl

enzvol= enzim hacmi (ml)
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Unite tanimi: 1 (nite memeli tiyoredoksin redilktaz aktivitesi, 1 dakikada, pH
7.0'de, 25°C’de (sadece DTNB iceren, eslesmemis yontem kullanilarak, ortamda
NADPH bulunmayan), 1 ml’de, Asi2’de artisa yol agan enzim aktivitesinin U/ml

cinsinden ifadesidir.

4. istatistiksel Analiz

Kontrol ve hasta gruplar doku ve serum Kkarsilastiriimalarinda “Non-parametrik
Mann-Whitney U” testi kullanilmistir. Korelasyon analizlerinde ise “Non-parametrik
Pearson Korelasyon” testi kullanilmistir. Sonuc degerleri, “ortalama * standart
deviyasyon” olarak verilmigtir. 0.05’den blUyUk degerler (p) anlamh olarak kabul

edilmistir.
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BULGULAR

Tiyoredoksin redliktaz diizeyleri
Ornekler tiyoredoksin rediiktaz icin analiz edilerek her iki grup karsilastiriimistir.
GBM ve normal beyin dokusundaki tiyoredoksin rediktaz diizeyleri hasta ve kontrol
grubuna gére belirgin farklilik géstermistir. Kontrol grubunda bu molekdlin ortalama
konsantrasyonu 14.8 = 3.4 U/gr olarak bulunmustur. Buna kargin tim hastalarin
GBM dokularinda daha yiksek konsantrasyonlar saptanmistir. Bu grubun ortalama
degeri 74.5 £ 14.9 U/gr olarak bulunmustur (Tablo 1 ve 2). Kontrol grubundaki
tiyoredoksin redlktaz serum degerleri ortalamasi 203.0 + 11.3 U/mL iken, hasta
grubunda bu deger 296.3 + 43.6 U/mL olarak hesaplanmistir (Tablo 3 ve 4).
Tiyoredoksin rediktaz doku ve serum degerleri, hastalarda kontrol gruplarina
nazaran anlamli yiksek bulunmustur. Hasta-kontrol doku degerleri kargilastiriimasi
istatistiksel olarak gok anlamli bulunmustur (p = 0.00001). Ayni sekilde hasta-kontrol
serum degerleri karsilastiriimasi da istatistiksel olarak gok anlamh bulunmustur (p =
0.00001). Tablo 5, hasta ve kontrol gruplari doku ve serum ortalama degerlerini

icermektedir. Sekil 2 ve 3, istatistik sonuglarinin bir zetini vermektedir.



Tablo 1. Hasta (GBM) grubu tiyoredoksin rediiktaz doku degerleri.
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(U/Gr)
Hasta 1 95,4 Hasta 10 63,1 Hasta 19 82,96
Hasta 2 61,36 Hasta 11 54,97 Hasta 20 58,43
Hasta 3 63,32 Hasta 12 82,25 Hasta 21 76,28
Hasta 4 67,04 Hasta 13 60,31 Hasta 22 68,36
Hasta 5 81,92 Hasta 14 60,31 Hasta 23 79,24
Hasta 6 81,92 Hasta 15 87,12 Hasta 24 87,3
Hasta 7 87,44 Hasta 16 86,48 Hasta 25 91,6
Hasta 8 71,4 Hasta 17 64,3 Hasta 26 91,6
Hasta 9 65,6 Hasta 18 69,21 Hasta 27 72,43




Tablo 2. Kontrol (otopsi) grubu tiyoredoksin rediktaz doku degerleri.
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(U/Gr)
Kontrol 1 10,24 Kontrol 7 16,43
Kontrol 2 15,62 Kontrol 8 12,21
Kontrol 3 21,24 Kontrol 9 14,72
Kontrol 4 9,52 Kontrol 10 16,58
Kontrol 5 14,3 Kontrol 11 19.53
Kontrol 6 13,66 Kontrol 12 14,71




Tablo 3. Hasta (GBM) grubu serum tiyoredoksin rediiktaz degerleri.

37

(U/ML)
Hasta 1 295,6 Hasta 10 306,4 Hasta 19 331,36
Hasta 2 263,2 Hasta 11 205,2 Hasta 20 272,2
Hasta 3 360,11 Hasta 12 2877 Hasta 21 288.,5
Hasta 4 345,5 Hasta 13 315,62 Hasta 22 263,51
Hasta 5 289,6 Hasta 14 296,44 Hasta 23 241,05
Hasta 6 344 4 Hasta 15 287,5 Hasta 24 23271
Hasta 7 286,6 Hasta 16 236,06 Hasta 25 341,53
Hasta 8 341,6 Hasta 17 386,44 Hasta 26 295,34
Hasta 9 340,8 Hasta 18 244,68 Hasta 27 301,4

GBM: Glioblastom multiforme.




Tablo 4. Kontrol (saglikh bireyler) grubu serum tiyoredoksin rediiktaz degerleri
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(UML)
Kontrol 1 197,04 Kontrol 7 208,94
Kontrol 2 2064 Kontrol 8 225,38
Kontrol 3 2172 Kontrol 9 204,79
Kontrol 4 184,08 Kontrol 10 200,24
Kontrol 5 201,25 Kontrol 11 206,21
Kontrol 6 186,24 Kontrol 12 198,47
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Tablo 5. Tiyoredoksin redlktaz doku ve serum dizeylerinin hasta ve kontrol

gruplari ortalama (+ standart deviyasyon) degerleri.

Parametreler (n) Hasta doku Hasta serum Kontrol doku Kontrol
@7t (27) * (12)t serum (12) ¥

Thioredoksin 745 +£14.9 296.3 + 43.6 14.8 £+3.4 203.0 £11.3

rediktaz

p 0.00001 0.00001 0.00001 0.00001

1 Degerler ‘U/gr’ olarak verilmigtir.

1 Degerler ‘U/mL’ olarak verilmistir.
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Hasta Kontrol

Sekil 2. Hasta (GBM) ve kontrol (otopsi) grubundaki doku tiyoredoksin rediiktaz degerleri.
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U/mL

200,00 —

100000 =

000 <

30558

Hasta

AA02

Kontrol

Sekil 3. Hasta (GBM) ve kontrol (saghkli bireyler) grubundaki serum tiyoredoksin rediiktaz

degerleri.
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Hasta grubunda, cinsiyet farkina gére karsilastirma yapildiginda, erkek ve kadin
doku degerleri arasindaki sonu¢ anlamsiz bulunmustur (p = 0.90). Hasta grubunda
yapilan erkek ve kadin serum degerleri kargilastirmasi da anlamsiz bulunmustur (p =
0.55). Cinsiyet farkina gbre hasta grubu doku ve serum ortalama degerlerinin

karsilastiriimasi Tablo 6’da verilmistir.

Tablo 6. Glioblastom multiformeli hastalardaki tiyoredoksin rediiktaz ortalama doku

ve serum degerlerinin cinsiyete gore karsilastirilmasi.

Parametreler (n) Erkek hasta Kadin hasta Erkek hasta Kadin hasta
doku degerleri doku degerleri serum degerleri serum degerleri
13+ a4t 13 # (14) %

Thioredoksin 749 +13.1 74.0 £10.7 U/gr. 299.8 +44.6 293.0+44.1

rediiktaz Ulgr U/mL. U/mL.

(ortalamazx SD)
p degerleri 0.90 0.90 0.55 0.55
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Korelasyonlar
Hasta serum ve doku tiyoredoksin redtktaz degerleri arasinda anlamli bir korelasyon
saptanmamistir. (Pearson korelasyon; p = 0.47). Bu sonuglar, glioblastom
multiformeli hastalardaki tiyoredoksin rediktaz ylksekliginin sadece beyinde
gerceklestigini ve sistemik etkiden kaynaklanmadigini distindirmektedir.
Hasta doku degerleri ile Karnofsky skalasi arasinda anlamli korelasyon
saptanmamistir (Pearson corelasyon; p = 0.96). Hasta serum degerleri ile Karnofsky
skalasi arasinda anlamli korelasyon saptanmamistir (Pearson corelasyon; p = 0.93).
Hasta doku degerleri ile parankim &demi arasinda anlamli korelasyon

saptanmamistir (Pearson corelasyon; p = 0.78).
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TARTISMA

Glioblastom multiforme, kétl huylu gliomlarin yaklasik % 60-70’ini olusturur (1, 2).
Yeni teshis edilmis kdtl huylu gliomlarda standart tedavi, cerrahi rezeksiyon,
radyoterapi ve kemoterapiden olugsmaktadir. Optimum tedaviye ragmen glioblastomlu
hastalarda ortalama yasam stlresi sadece 12-15 aydir (6). Son yillarda yapilan
deneysel ve klinik ¢alismalar kéta huylu gliomlarin molekiler patogenezinin daha iyi
anlasiimasini saglayarak, tedavide yeni seceneklerin ortaya ¢ikmasini ve molekuler
hedefli terapilerin kullaniimasini olanakl hale getirmistir (56, 87). Molekuler hedefli
terapilerin etkinligini artirmak igin gelistirilien mevcut deneysel stratejiler, birden gok
kinazi hedefleyen tek bir ajanin kullanilmasi, EBFR ve mTOR (mammalian target of
rapamycin) gibi birbirini tamamlayici hedefleri durduran ajanlarin kombinasyonu ve
hedefli ajanlarin radyoterapi ve kemoterapi ile kombinasyonunu icerirler (56, 87, 88,
89).

Bu konuda ilgi 6zellikle, EBFR, PKBF ve VEGFR gibi reseptdr tirozin kinazlari
hedefleyen inhibitdrler ve cesitli sinyal-ileti inhibitérleri Gzerine yogunlagmistir (90, 91,
92). Hucre ici apoptotik yollari hedef alan bircok sitotoksik ilacin kombine kullanildigi
terapiler ve kemoterapdtiklerin timaér icinde kullanimi da klinik odak haline gelmistir
(16).

Kanser arastirmalarinda apoptoz merkezi bir rol oynar. Daha &nceki yapilan
calismalarda, ylksek hicre ddéngistne sahip olan timérlerin disik apoptoz hizinin
TrxR enziminin fazla salinimi ile iligkili olabilecegi ileri strGlmustar. Ayrica, TrxR ve
Trx salinimlarinin, gesitli kanser hicre tiplerinde apoptotik diren¢ ile paralellik
go6sterdigine dair literatlrde kanitlar sunulmustur (93).

Trx / TrxR sistemi, birgok ©6nemli fizyolojik ve biyokimyasal fonksiyon ile

iliskilendirilmigtir ve kanser tedavisinde &6nemli bir hedef olmustur. Hucresel
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calismalar, Trx / TrxR'In DNA sentezinde kofaktér olarak calistigini, apoptozu
durdurdugunu , hlcre ¢odalmasi ve anjiyogenezi uyardigini , transkripsiyon faktor
aktivitesini arttirdigini  géstermektedir (10, 11, 72, 75). TrxR’'nin, malin 16semi ve
melanoma hicre serileri yaninda, normal kan monositleri tarafindan da salindigi
gosterilmistir (9). Bizim ¢alismamizda da normal kontrol grubunda insan serumunda
belli diizeyde tiyoredoksin rediktaz degerlerinin elde edilmesi yukarida bahsedilen
verileri destekler niteliktedir.

Monositlerden TrxR salinmasi, oksidatif yangilyr da iceren enflamatuar cevap
sirasinda salinan reaktif oksijen tlrlerini engelleyerek, monositler i¢cin hiicre koruyucu
anti-oksidan bir rolU oldugunu gdésterebilir. Trx ve TrxR’nin hicre saliniminin artmasi,
dogal 6ldurtct hacreler [Natural killer (NK)] ya da T hudcrelerinin imman atagini
engelleyebilir ve bdylelikle hicrenin savunmasi artmig olabilir. Bu etki t0mor
hlcrelerine uyarlanirsa, TrxR’in  timdr hadcrelerinin - immin sistemden kacan
varyantlar olugturmasini sagladigi sdylenebilir (9).

TrxR ile indirgenmis Trx, reaktif oksijen tdrlerinin yakalanmasi ve apoptoz sinyal-
dizenleyici kinaz (ASK) enzim fonksiyonlarini durdurarak kazandigi anti-apoptotik
aktivite ile taninir (94). Trx sisteminin anti-apoptotik etkisi, kiicik hicre digi akciger
karsinomunda yapilan bir galismada, Trx / TrxR salinimi ile apoptoz arasinda negatif
bir korelasyonun oldugu ve bdylelikle timdr hlcre yasam sdresini artirdigi
gOsterilerek kanitlanmigtir (95).

Trx / TrxR sisteminin t0mor ilerlemesinde  ¢esitli rolleri vardir. Birincisi, Trx
riboniikleotid redtiktaz igin proton vericisidir (96). ikincisi, Trx bir apoptoz mediyatdrii
olan hicreigi hidrojen peroksiti indirgeyerek anti-apoptotik gérev Ustlenir (97). Ayrica,
Saitoh ve arkadaslarinin son calismalarinda memeli Trx’ninin apopitoz sinyal-

dizenleyici kinazin dogrudan inhibitéri oldugu bulunmustur (98).
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Trx saliniminin  artis1 ¢esitli tmoér olusumlarinda goésterilmistir ve son bulgular bu
molekdlin malignite, kisa yasam sulresi ve koti prognoz ile iligkili oldugunu
savunmaktadir (10, 11, 12, 99). Bu zamana kadar, Trx’'in onkojen bir molekul
olduguna dair kanit bulunamamigtir. Trx mutajenik olmaktan c¢ok, anti-oksidan
koruma mekanizmasinda ve muhtemelen oksidize proteinlerin tamiri veya kanserojen
oksidanlarin uzaklastirilmasiyla kanserin engellenmesinde rol alir (8).
Literatirde Trx / TrxR sistemine dair bir gok ¢alisma yeralirken, TrxR'in glioblastom
multiforme dokusundaki degerlerini serum degerleriyle kiyaslayarak ortaya koyan bir
calisma henlz yayinlanmamigtir.  Ancak, Trx’in  oligodendrogliomlar ve
astrositomlardaki ekspresyonunu inceleyen kisitl caligmalar mevcuttur. Sally ve
arkadaslarinin yaptigr 85 oligodendrogliom vakasini iceren ¢alismada (100), tumor
hacrelerinin Trx ve TrxR’I da iceren antioksidanlara karsi olan imminreaktiviteleri
Olctlmus, %29'unda Trx, %76’sinda TrxR’a karsi immunreaktivitenin oldugu tespit
edilmigtir. Bu calismada ayni zamanda, Trx saliniminin oligodendrogliomlarin
derecesiyle de iligkili oldugu tespit edilmig, Trx pozitif timdr 6rneklerinde apoptotik
hizin daha fazla oldugu bulunmustur.
Haapasolo ve ark. antioksidan enzimler ile ilgili yaptid1 benzer bir ¢galismada (101),
433 astrositom olgusunun % 46’sinda Trx, % 66’'sinda TrxR imminreaktivitesi
gbzlenmistir. Yaygin (diflz) astrositomlarda Trx ve TrxR boyanmasinin pilositik
astrositomlara gbére daha yodun oldugu géralmuastiar. Bu calismada da, Trx pozitif
timorlerin yuksek proliferasyon aktivitesi ve kot prognozla iligkili oldugu ileri
sUrdlmdstir. Bizim calismamizda ise glioblastom multiforme timoér dokularindaki
TrxR degerleri Olgllerek normal parenkimle kiyaslanmis ve bu enzimin gbm
vakalarinin timdnde anlamli oranda fazla salgilandigi tespit edilmistir. Ancak gbm

dokularr arasinda TrxR dizeyleri arasinda belirgin bir fark bulunamamigtir.
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Bu calismalarin yaninda, Trx / TrxR sisteminin c¢esitli inhibitérleri tanimlanmis ve
GBM vakalarini da icine alan deneysel calismalarda kullaniimistir: Ornegin, MG
gelisme agsamasinda olan bir ajandir ve selektif olarak kanser hicrelerine yerleserek,
hem Trx'i direk olarak inhibe eder, hem de reaktif oksijen tirleri olusturarak
tiyoredoksin ve glutaredoksin sistemlerinin galismasini engeller (14).
Trx aktivitesinin direk inhibitoéri olan MG adli bu ajan, solid timdérden beyin metastazi
olan 61 hastayi iceren Faz Ib/ll ¢alismasinda tim beyin radyoterapi ile beraber
degerlendirilmigtir (102). Calismanin Faz Il kisminda, % 72 oraninda radyolojik cevap
oldugu goérulmistir. Tedavi sonrasi 11 aylik takipte timoér kiicliimesi devam etmistir.
Kontrastsiz MR gérintilemelerinde, MG’nin normal dokuda degil, 6zellikle beyin
metastazlarinda lokalize oldugu gosterilmigtir.
Bu calismaya ek olarak, tim beyin radyoterapisi uygulanan 24 GBM'li hastada c¢ok-
dozlu Faz | gahsmasi yapilmistir (15). MG’nin 4 mg/kg (22 dozda) dozunda
radyoterapi ile eszamanl verildiginde iyi tolere edildigi goéraimastar. MR
incelemelerinde, MG’nin  GBM timérleri icerisine alinip biriktigi gdsterilmistir. Bu
hastalarin ortalama yasam slresi 17 ay olarak bulunmustur (103).
Ahmaid ve arkadaslari, glioblastom sican modelinde etkili Trx inhibitérleri olan 4-
merkaptopiridin platinum nitrat ve 2-merkaptopiridin platinum nitratin etkilerini
incelemiglerdir (16). Hayvanlarin kandaki metabolik ve redoks parametrelerinde
degisiklik gozlenmezken, timér dokusundaki TrxR aktivitesi énemli oranda azalmig
olarak bulunmustur. Bu ajanlarin ani-timoér aktivitelerinin, degisik apoptotik
belirteclerle gbsterildigi Uzere, programli hicre 6limuyle degil, TrxR inhibisyonu ve
hicre doéngudsinin durmasina yolacan DNA etkilesimlerine baglh oldugu
kanitlanmistir.
Literatirde yer alan ve Trx’in glial timdrlerdeki salinimini gésteren ve ayrica TrxR’in

beyin timorlerinin gelisimindeki yerini TrxR inhibitorleri ¢caligilarak gésteren bu sayil
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c¢ahigsmalarin diginda, glioblastomlarda TrxR’in normal doku degerleri ile kiyaslandigi
bir calisma yoktur. Bu acidan bakildiginda yaptigimiz arastirma literatire katki
saglayacak bir caligma niteligindedir. Bu tez calismasinda, TrxR’in glioblastomali
hastalarin serumunda da normal insan serumuna gbére daha fazla oldugu tespit
edilmistir. Ancak, hastalarin serum ve doku degerleri arasinda anlamli bir
korelasyonunun olmamasi, olayin sadece beyinde gerceklestigini ve sistemik etkiden

kaynaklanmadigini distndtrmektedir.

SONUC
Bu calisma ile GBM’li hastalarda, tiyoredoksin rediktaz diizeylerinin serum ve timér
dokusunda artmis oldugu bulunmustur. Bu sonuglar, tiyoredoksin rediktazin, daha
6nce yapilan timér calismalarindaki benzer yol tizerinden GBM gelisiminde de bir
rolinin olduguna isaret etmektedir. Bununla beraber, Trx / TrxR sisteminin
karsinojenezde tam olarak ne kadar rol oynadigini agiklamak icin ve TrxR’a bagli
apoptozun engellenmesine ybénelik tedavilerin gelistiriimesi icin daha fazla ve buyuk

capl ¢calismalara ihtiya¢ duyulmaktadir.
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OZET

Amacg
Bu calismanin amaci, timér biylimesinde roll oldugu distnllen tiyoredoksin rediktazin,
glioblastom multiformeli (GBM) hastalarin timér dokularinda ve serum &rneklerindeki
degerlerini incelemektir.
Materyal ve Metod
Tiyoredoksin redlUktaz degerleri, 27 hastadan alinan GBM dokularinda ve hasta serum
orneklerinde ve Olimlerinin ilk doért saatinde gelmis 12 otopsi vakasinin normal beyin
dokularinda, ayrica 12 saglkli insandan alinan serum 6rneklerinde dlgilmuUstir. Tiyoredoksin
rediktaz o6lciimi, tiyoredoksin redlktaz aktivitesini tayin etmede kullanilan kalorimetrik
ybnteme dayali bir kit olan tiyoredoksin rediiktaz kiti (sigma) ile yapilmistir. Sonuglar
karsilastiriimis ve aralarinda korelasyon olup olmadigina bakilmistir.
Bulgular
Ortalama tiyoredoksin redliktaz diizeyi GBM'lerde (74.5 £ 14.9 U/gr) normal beyin dokularina
(14.8 + 3.4 U/gr) gbre oldukca ylksek bulunmustur. Bu farkhlik istatistiksel olarak anlamli
sonuc vermistir (p = 0.00001). Bununla beraber, GBM'i hastalardaki serum ortalama
tiyoredoksin rediktaz ortalama degeri (296.3 + 43.6 U / ml) kontrollere (203.0 + 11.3 U/ml)
gbre belirgin olarak artmis bulunmustur. Bu farkllik da istatistiksel olarak anlamlidir (p =
0.00001). Ayni zamanda, hasta serum ve doku tiyoredoksin redlktaz degerleri arasinda
anlamli bir korelasyon olmadigi saptanmistir (p > 0.05).
Sonug¢
Bu sonuglar, GBM’in malignite ézelligi ve olusum mekanizmasi iginde artmis tiyoredoksin
rediktaz degerlerinin etkili olabilecegini disindirmektedir. Ayni zamanda, tiyoredoksin
rediktaz seviyesini dislrmeyi hedefleyen tedavilerin bu malin beyin timoérine sahip
hastalarin klinigine ve yasam sirelerinin uzamasina vyararli etkilerinin olabilecegini

disinmekteyiz.



50

SUMMARY

Aim

The purpose of this study was to assess the levels of thioredoxin reductase, which is
considered to take place in tumor progression, in blood and tumor samples of glioblastoma
multiforme (GBM) patients.

Materials and Methods

Thioredoxin reductase levels were evaluated in blood and GBM tissues extracted from 27
patients, in normal brain tissues of 12 subjects who underwent autopsy within first 4 hours of
death and in blood samples of 12 healthy subjects. The level of thioredoxin reductase was
measured by Thioredoxin Reductase Kit (sigma); quantitive assay for thioredoxin reductase
activity was analyzed using ImAnOx Colorimetric test system. The results were compared
between tumor and control groups, any correlation between the groups was determined.
Results

The mean level of TrxR in GBM tissues (74.5 £ 14.9 U/gr wet tissue) was remarkably higher
than in normal brain tissues (14.8 + 3.4 U/gr wet tissue). The difference was statistically
significant (p = 0.00001). The mean thioredoxin reductase levels in blood were significantly
higher in GBM patients (296.3 £ 43.6 U / ml) than that of controls (203.0 £ 11.3 U/ml). This
difference was also found to be significant statistically (p = 0.00001). We found no significant
correlation between the tissue and serum levels of thioredoxin reductase in GBM patients.
Conclusions

These findings suggest that higher levels of thioredoxin reductase may be related to the
aggresiveness and malignancy of glioblastoma multiforme. Treatments targeting to inhibit the
effects of thioredoxin reductase may be beneficial for patient outcome with these highly

destructive brain tumors.
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