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Bu tez ¢alismasinda, az sayida farkli kanser tiplerinde anti-kanserojenik etkileri
saptanmis, bitkisel bir alkaloid olan Taspine’in, malignitesi yliksek bir timor oldugu
ve tam bir kiiratif tedavisi olmadig1r bilinen Glioblastoma Multiforme (GBM)
tizerindeki etkilerini incelemek tizere, GBM hiicre serilerinde (U887 ve U118) anti-
proliferatif, apoptotik ve anti-anjiyogenik yolaklardaki etkileri arastirilmistir.
Taspine’in, ilk defa GBM hiicre serilerine uygulandigi bu calismada, farkh

ozelliklere sahip olan iki ayri GBM hiicre serisindeki etkileri incelenmistir.
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1. GIRIS

1.1. Sinir Sistemi Hiicreleri

Sinir sistemi, merkezi sinir sistemi (MSS) ve periferal sinir sistemi (PSS)
olarak iki gruba ayrilir. PSS, viicudun dis bolge alicis1 gibi islev goren, disaridan
alian duyu bilgilerini MSS’ne tasiyan ve bu bilgilere verilecek cevabi ilgili dokulara
gotiiren sinir agindan olusur (Allen ve Barres, 2009). Sinir sistemi hiicreleri genel

olarak ’Noron’’ ve ’Glia’” hiicresi olarak iki gruba ayrilir (Allen ve Barres, 2009).

Sinir sisteminde 6nemli fonksiyonlar1 olan glia hiicreleri néronlarin ¢evresinde
yerlesiktir. Genel olarak bu hiicreler, noronlara fiziksel destek saglanmasinda, besin
ve oksijen temininde, noronal iletisimde, patojenlerin yok edilmesinde ve Olen

norolarin temizlemesinde gorev almaktadir (Allen ve Barres, 2009).

Sekil 1.1. Sinir Sistemi Hiicreleri

1.1.1. Sinir Sistemi Hiicrelerinin Siniflandirmasi

Glia hiicreleri, morfolojilerine, fonksiyonlarma ve sinir sistemindeki

yerlesmelerine gore smiflandirilmaktadir (Sekil 1.1) (Verrkhratsky ve Butt, 2007).



Genel olarak bu hiicreler, MSS ve PSS’de yer alan glia hiicreler olarak ayrildiginda,
MSS’de yer alan hiicreler “Makroglia” ve “Mikroglia”, PSS’nde yer alan glia
olarak adlandirilir. MSS’de yer alan glia

hicreleri 1se “Schwann hiicreleri”

hiicrelerinden oligodendrosit, ependimal hiicre ve astrositler embriyonel olarak,
noral tliblin ventrikiiler bdlgesinde gelisirken, PSS’de yer alan suan hiicreleri ve

satellit hiicreleri noral krestten gelisir (Verrkhratsky ve Butt, 2007) (Sekil 1.2).

| Sinir sistemi hiicreleri |

¢ N

Noéronlar Glia
(%10) (%90)
| MSS | | PSS |
vl ¥
Makroglia Mikroglia Schwann
(%85-90) (%10-15)

4

N

Astrositler
(%80)

Ependimal
(%5)

Oligodendrositler

(%10)

Sekil 1.2. Sinir sistemi hiicrelerinin siniflandirmasi (Verrkhratsky Ve Butt, 2007).

1.1.2. Glia Hiicreleri ve Hastaliklar

Beyin hiicre populasyonunun biiyiik bir kismini glial hiicreler olusturdugu i¢in
bu hiicrelerin beyin ile ilgili her tiirlii hastalifin patogenezinde yer almasi beklenen
bir durumdur (Sofroniewe ve ark, 2010). Glia hiicrelerinin beyinle ilgli hastaliklarda
temel rol oynadigi belirtilmektedir (Allen ve Barres,2009). Glialar, bir ¢cok néronal

hastaligin gelisimine neden olabildigi gibi engel de olabilir. Omurilik hasari



sonrasinda astrositler, glial bag doku olusturarak aksonlarin yeniden rejenerasyonunu
engellerler. Astrositlerin  neden oldugu en yaygin hastaliklarin  basinda
“’Glioma’’veya Glioblastoma multiforme (GBM) olarak adlandiran beyin tiimdrleri

gelmektedir (Allen ve Barres,2009; Sofroniewe ve ark, 2010).

1.2. Beyin Tiimorleri

Beyin tiimorleri tiim kanserlerin %1.5’inden ve kansere bagli dliimlerin
%?2’sinden sorumludur (Lee ve ark, 2010). 20-70 yaslar1 arasinda yiiksek siklikta,
tim yas gruplarinda ise erkeklerde kadinlardan daha fazla goriinmektedir (Sarkar ve
ark, 2009). Bu tiimorler primer veya sekonder olarak siniflandirilir. Primer tomiirler
glial dokudan, néronlardan, meninkslerden, damarlardan veya endokrin hiicrelerden
kaynaklanmaktadir. GBM, destekleyici glial dokudan koken alan ndroepitelyal
timorlerdir. 1. Astrositik, 2. oligodendroglial, 3. oligoastrositik ve 4. ependimomlar

olmak {izere 4 gruba ayrilmaktadir (Sarkar ve ark, 2009, Hayden ve ark., 2010).

Merkezi sinir sistemi (MSS) tiimorleri giiniimiizde oldukg¢a yaygin olup,
tiimorlerin siniflandirmasi patolojilerine gore yapilir. (Tatter ve ark,2010; Louis ve
ark,2007). Diinya Saglik Orgiitii (DSO) tarafindan yapilan smiflandirmaya gére sinir

sisteminin baslica tiimorleri;

* Noroepitelyal,

* Metastatik,

* Germ Hiicreli Tiimorler,

* Kraniyal Ve Paraspinal Sinir Tiimorleri,

* Meninks Tlimorleri,

* Sellar Bolgenin Tiimorleri,

* Lenfomalar Ve Hematopoietik Neoplazmlardan Olusumaktadirlar

(Kleiheus Ve Ark, 2007;Kleihues Ve Ark, 1993).



Astrositomlar bu smiflandirmaya gore noroepitelyal doku tiimorleri

icerisinde yer almaktadir (Cizelge 1.1).

Cizelge 1.1.DSO 2007- MSS’nin Néroepitelyal Doku Tiimérleri (Kleihues ve ark,2007).
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6. Diger noroepitelyal tiimorler
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2. Ekstensif nodiilariteyle birlikte medulloblastom
3. Anaplastik medulloblastom
4. Biiyiik hiicreli medulloblastom
b. SSS primitif néroektodermel timOr (PNET).....cc.cciiieiiieiieieriieiesie ettt e v
1. SSS Néroblastomu
2. SSS Gangliondroblastomu
3. Medullaepitelyom
4. Ependimoblastom
c. Atipik teratoid/rabdoid tIMOT. ......c.uiieiiiiiiiiiicie e I\

1.2.1. Glioblastom Multiforme (GBM)

GBM, normal olarak noral hiicreleri destekleyen ve koruyan olgun glial

hiicrelerinden ya da daha az farklilasmis prekiirsorlerinden kdken alir (Huse ve ark,




2010) (Sekil 1.3). GBM eriskinlerde en sik goriilen ve en malign beyin tlimordiir
(Rosell ve ark, 2008). Intrakranial tiimérlerin %12-15’ini ve astrositik grubun ise
%50-60’11 olustumaktadir (Sathornsumetee ve ark, 2008).

GBM cocuk yaslarda nadir olarak, daha siklikla 45- 75 yaslar1 arasinda ve
erkeklerde kadinlara oranla 1.5 kat daha fazla goriiliir (lacob ve ark,2008).

GBM in %901 primer, %10’u sekonder olan iki gruptan olusmaktadir. Ileri
yasta kendine 6zgii ortaya ¢ikan lezyonlar “primer” olarak tanimlanmistir. Bunlar
glial oncii hiicrelerden direkt olarak gelisen tiimorlerdir. Hizli gelistikleri i¢in ilk 3
ay icinde klinik belirti verirler. Primer olan GBM (60 yas), sekondere gore (30-40
yas) ileri yaslarda daha sik ortaya ¢ikmaktadir (Durmaz ve ark, 2007).

Sekonder GBM diisiik dereceli gliomlarin (grade II ve III) progresyonuyla
birlikte gelismektedir. Diislik dereceli astrositomlarin GBM doniisme sresi ortalama

4-5 y1l stirmektedir (Durmaz ve ark, 2007).
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Sekil 1.3. Noroglial soy agaci (Huse ve ark, 2010).



MSS tim neoplazmlarinin %70’inden fazlasini olusturmakla, morfoloji,
lokasyon, genetik degisiklik acisindan ve terapiye karst olusturdugu yanitta, dnemli

Olctide farklilik gostermektedirler (Ohgaki ve ark, 2009, 2005).

Bu hastalik ¢ogunlukla kisa bir klinik seyirden sonra, hizli bir sekilde
ilerlemektedir. Sekonder GBM daha diisiik dereceye sahip olmakta ve daha yavas bir
stirede gelismektedir. GBM ve alt tipleri, farkli yastaki hastalarda, farkli genetik
degisikleri, farklit RNA ve protein ekspresyon profilleri ve kemoterapiye yanitta da
onemli degisiklikler gostermektedirler (Ohgaki ve ark, 2009, 2005).

1.2.1.1. Etiyoloji

GBM, cogunlukla herhangi bir genetik yatkinlik olmaksizin sporadik olarak
ortaya ¢ikmaktadir. Yapilan bir calismada sicanlarda yapay tatlandirici aspartam
tiiketimi, artan beyin timor vakasi ile iliskilendirilmistir (Oney ve ark, 1996). GBM’
nin SV40 (Baglietto ve ark, 2011, Dziurzynski ve ark¢é 2012), HHV-6 (Crawford
ve ark., 2009; Chi ve ark., 2012) ve sitomegaloviriis ile iliskili oldugu bulunmustur.
Ayrica, iyonlastirict radyasyon ile GBM arasinda diisiik bir baglanti goriilmuistiir

(Cavenee ve ark, 2000).

Diisiik dereceli astrositom’nin zaman iginde, daha yiiksek dereceli bir tiimore

neden oldugu saptanmustir.

Genetik diizensizliklerin s6z konusu oldugu No6rofibromatoz, Tiiberoskleroz,
Von Hippel-Lindau Hastaligi, Li-Fraumeni Sendromu, Turcot Sendromu ile artmis

GBM gelisme olasiligr iliskilendirilmistir (Blumenthal ve ark., 2005).


http://en.wikipedia.org/wiki/Neurofibromatosis
http://en.wikipedia.org/wiki/Tuberous_sclerosis
http://en.wikipedia.org/wiki/Von_Hippel-Lindau_disease
http://en.wikipedia.org/wiki/Li-Fraumeni_syndrome
http://en.wikipedia.org/wiki/Turcot_syndrome

1.2.1.2. GBM’nin Klinik Ozellikleri

Hastaligin yaygin semptomlari arasinda mide bulantisi, kusma, bas agrist ve
kismi felg bulunmaktadir. Bu belirtiler arasinda en yaygin semptom, temporal ve
frontal lobu i¢ermesi nedeniyle hafiza kaybi, kisilik ya da norolojik bozukluklarinin
ortaya ¢ikmasidir (Krakstad ve ark., 2010; Maity ve ark., 2004). Semptomlarin tiiri,
timoriin patolojik Ozelliklerinden daha ziyade tiimériin konumuna baglidir. Bu
hastaligin semptomlar1 hizli bir sekilde ortaya ¢ikabilmektedir ancak tiimor belli bir
biiyiikliige ulasana kadar asemptomatik bir durumda kalabilmektedir (Krakstad ve
ark., 2010; Maity ve ark., 2004).

1.2.1.3. GBM’nin Molekiiler ve Sitogenetik Ozellikleri

GBM’nin genetik yapis1 heterojendir. Farkli hastalara ait 6rneklerde ve ayni
timor dokusunda farkli genetik yap1 goOriilmektedir. Bu sebeple hastalik
“multiform’” olarak isimlendirilmektedir (Krakstad ve ark., 2010).

Son molekiiler parametreler, GBM’leri “’primer’” ve ‘’sekonder’’ tipler olarak

alt siniflara ayirmaktadir (Ohgaki ve ark., 2004; Sathornsumete ve ark., 2008).

Sekonder GBM patogenezinde p53 geninde, platelet kokenli biiyiime faktorii
reseptorii. A (PDGFRA), PDGFRA ligandinda ¢esitli genetik degisiklikler
saptanmistir. Ayrica pl6INK4A, retinoblastom yatkinlik lokusu protein 1 (pRB1)
genlerinde mutasyon, siklin bagimlhi kinaz (CDK) 4/6 ve insan double minute 2
(HDM2)’de amplifikasyon, kromozom 10 delesyonlar1 gosterilmistir (Ohgaki ve
ark., 2004; Sathornsumetee ve ark., 2008). 19q kromozomundaki heterozigosiluk
kayb1 bu grupta daha yaygin goriilmektedir (Ohgakive ark, 2009). Ayrica sekonder
GBM’de PTEN delesyonu saplanmustir.

Primer GBM icin EGFR genin amplifikasyonu karakteristik genetik
degisikliklerdendir. EGFR amplifikasyon ve asir1 ekspresyon, PTEN’de delesyonlar,



siklin bagimli kinaz inhibitorii 2 (CDKN2A) homozigot delesyonlar, kromozom
10g23°te heterozigosite kayb1 (LOH), MDM2’nin ampilifikasyon sonucunda asir1
ekspresyonu ve p53 geninde mutasyon GBM’lerde en sik saptanan genetik
degisikliklerdir (Durmaz ve ark, 2007).

Kromozom 10 kaybi, PTEN gen delesyonu, primer ve sekonder GBM’de
saptanan ortak genetik degisikliklerdir (Ohgaki ve ark., 2009; Durmaz ve ark., 2007).

Tirozin kinazlarin aktivasyonu Ras onkogeni araciligi ile mitojen aktive edici
protein kinaz (MAPK) yolagmi tetikleyerek, glia hiicresinde yasam ve biiylimeyi
kontrol eden genlerin ekspresyonuna neden olmaktadir. GBM’de tirozin kinaz
reseptorlerinde mutasyon olusmasi sinyal yolaklariin kontrolsiiz aktivasyonuna
neden olmaktadir. Son yillarda, oksidatif strese kars1 korumada yer alan izositrat
dehidrogenaz 1 (IDH1) geninde mutasyonlarin da GBM ile baglantis1 dikkat
¢cekmektedir (Ohgaki ve ark., 2009). Sitogenetik yap1 bakimindan GBM’lerde sayisal
ve yapisal kromozomal anomaliler sik gorilmektedir. t(15;19) ve t(10;19)
translokasyonlar1 ve 9p, 10p, 10q, 13q, 17p ve 19q boélgelerindeki delesyonlar sik

saptanan anomalilerdir(Cavenee ve ark., 2000) (Sekil 1.4).
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Astrositik/ Kok hiicre

/

[ Sekonder Yolak ] [ Primer Yolak ]
TP 53 mutasyonu (%50)
PDGF-A asir1 ekspresyonu
ST CRSpresy P16INK4a delesyonu (%30)
RB1 metilasyonu (%15)
[ Diisiik Dereceli Astrositom ] EGFR amplifikasyonu (%40-60)
- LOH 17p, 22q
LOH 19q CDKN2A amplifikasyonu
P14ARF amplifikasyonu $55§4r:$§;'2ﬁ%32%)
CDK4 amplifikasyonu/ asir1 ekspresyonu PTEN mutaglyonu (500/)
0
LOH 13/ 11p kaybi MGMT metilasyonu (%36)
v MDM2- 4 protein tiretimi
LOH 10q/ kr 10 monozomi
[ Anaplastik Astrositom ]
LOH 10q

PDGFR amplifikasyonu
P14ARF delesyonu (%20)
EGFR amplifikasyonu (%10)
TP53 mutasyonu (%65)
MGMT metilasyonu (%75)
PTEN mutasyonu (%5)

RB1 metilasyonu (%40)

[ |

Sekil 1.4. Primer ve sekonder GBM gelismesinde meydana gelen genetik degisiklikler (Kanu
ve ark, 2009).

1.2.1.4. GBM’de Bulunan En Onemli Biyolojik Belirtecler

GBM’de bulunan en 6nemli belirtecler ¢izelge 1.2°de siralanmistir (Weller ve
ark., 2010).
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Cizelge 1.2. GBM igin Tanimlanan Belirtegiler ve Biyolojik Rolleri (Weller ve ark, 2010).

Biyo belirtec

Biyolojik Fonksiyonu

GBM’de Onemi

Tiimor Doku Belirteleri

Hiicre Sikliist Kontrolii Ve

Mutasyon Sekonder GBM’de

P53 Primere
Dna Tamiri
Oranla Daha Yaygindir
Primer GBM’de
Egfr Proliferasyon, Invazyon Amplifikasyonu Ya Da Asir

Ekspresyonu Yaygindir

Biyolojik Rolii Bilinmiyor,
Oligodendroglial

Kodelesyon Seyrek Ve Rolii

1p/19q Translokasyonu ji 5
p/19q Yy Morfolojiye Bagimli Bilinmiyor
Esdelesyon Ve Olumlu
Sonug
Promotor Metilasyonu
Mgmt DNA Tamiri Sonucu Alkilleyici Ajanlara
Kars1 Artan Hassasiyeti
Biyolojik Rolii Bilinmiyor, Sekonder Gbm Bagli
Idhl Muhtemelen Proanjiogenik | Mutasyonlar Ve Pozitif G-
Yolaklarla Baglantili Cimp
Fonksiyon Bilinmiyor,
Belirteg Cd133+ Hiicrelerin Miktari
CD133

Glioma-Oncii Hiicrelerle
Tligkili

Daha Kotii Prognoz Ile Ilgili

Serum Belirtecleri

Metile MGMT Promoter DNA Tamiri Doku Testi I¢in Belirteg
. Anjiogenik Aktivite
Vegf(R) Anjiogenez L
Indikatori
) Kan Damarlarinin Bazal Vaskiiler Normalizasyonun
Kollajen IV o
Membrani Indikatori
. Gen Ekspresyonunun L

Mirna Bilinmiyor

Regiilasyonu
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1.2.1.4.1. Epidermal Biiyiime Faktorii Reseptorii (EGFR)

Epidermal biiyiime faktori (EGF) ve Epidermal biiylime faktorii reseptori
(EGFR) sinyal yolu; de novo GBM gelisimine katilan temel genetik degisikliklerden
biridir. EGFR “Tirozin kinaz” reseptor ailesine baglidir (Weller ve ark, 2010; Zhang
ve ark, 2012).

Kromozom 7q12’de bulunan EGFR geninin amplifikasyonu ve proteininin asir1
ekspresyonu gliobastomlarin yaklasik %35’inde bulunmustur (Yost ve ark, 2013;
Bleeker ve ark., 2012; Weller ve ark., 2010; Zhang ve ark., 2012). EGFR
amplifikasyonu gosteren olgularin tipik olarak kromozom 10’ da kayiplar1 oldugu
saptanmistir (Engstrom ve ark., 2012). GBM lerde EGFR amplifikasyonu %30-
40’1n tizerinde bulunmustur. EGFR amplifikasyonu primer GBM’de %39-73 iken,
sekonder GBM’ de %0-9.5 diizeyinde bulunmustur (Weller ve ark., 2010; Zhang ve
ark., 2012). EGFR’ lerinin aktivasyonu hiicrelerin ¢ogalmasi ve sagkalimindan
sorumlu mitojen aktive edici protein kinaz (MAPK) gibi sinyal yolaklarinin
aktivasyonuna neden olmaktadir. MAPK proteinlerinde asir1 ekspresyonu gosteren
hastalar, radyoterapiye karsi direngli ve kotii prognozla uyumlu bulunmustur. Ote
yandan MAPK ve AKT aktivasyonu, anaplastik astrositomlarin GBM
doniisiimiinden sorumlu tutulmaktadir (Rivera ve ark., 2010, Acquavivi ve ark.,

2011).

1.2.1.4.2. VEGF (Vaskiiler Endoteliyal Biiyiime Faktorii)

VEGF, organlarin gelisim evresine ve fizyolojik aktivitesine bagli olarak pek
c¢ok onemli biyolojik aktivitesi olan multifonksiyonel bir molekiildiir. Bilinen en
etkin anjiogenik sitokindir (Durmaz ve ark., 2007; Weller ve ark., 2010).
VEGF ekspresyon seviyesi GBM malignite derecesi ile direkt iliskili bulunmus olup;
GBM dokusunda VEGF’in ¢ok fazla eksprese edildigi saptanmistir (Franz ve ark.,
2011; Crocker ve ark., 2010, Jong ve ark., 2012).
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1.2.1.4.3. Ras ve PI3K/Akt

“’Ras association domain family protein 1°° (RASSF1A) insan DNA tamir
proteini ile etkilesime girmektedir. RASSF1A, Ras’in apoptozdaki roliine aracilik
etmektedir. Invazyon, hiicre sag kalimi ve proliferasyonu gibi durumlart RASSF1A,
PI3K/Akt tizerinden yonetmektedir. Aktif PI3K/Akt yolagi, tiimor derecesinin

artmast, apopitozun azalmasinda etkili bir yolak olarak taninmistir (Verhaak ve ark.,

2010; Chakravarti ve ark., 2004; Rivera ve ark., 2010).

Cesitli kanserlerin tiimorogenezi, en c¢ok promotor bdlgenin metilasyonu
yoluyla inaktiflesir. RASSF1A’nin metilasyonu gliomlar dahil farkli primer
timorlerde yiiksek oranda bulunmustur (Piperi ve ark., 2010).RASSF1A’nin

metilasyonu normal dokularda nadiren goriiliir (Piperi ve ark., 2010).

1.2.1.4.4. P53

p53, 17p’de yerlesmis tiimor supresor gendir ve genom koruyucu olarak bilinir.
Kodladig1 protein p53, hipoksi, iltraviyole, radyasyon ve ila¢ gibi nedenlerle
hiicrenin strese maruz kaldigi durumlarda p21, pl4, ARF, MDM2 ve Bax
aktivasyonu yaparak GI1, G2 kontrol noktalarinda siklusun durdurulmasina ve
apoptoza neden olmaktadir. Astrositom onkogenezinde p53’iin inaktivasyonu;
hiicrenin G1 fazindaki kontroliiniin (R noktasi) degismesi ve hiicrenin kontrolsiiz
cogalmasi ile sonucglanmaktadir (Yost ve ark., 2013). p53 proteinin fonksiyon
gérmemesi i¢in pS3 geninde mutasyon veya p53 gen lokusunu i¢ine alan allel kaybi
olmasi gerekmektedir. Astrositomlarin (G II), yaklasik 2/3’iinde p53 lokusun icine
allelde kayip ve diger allelinde de mutasyon saptanmistir (Yost ve ark, 2013;
Durmazve ark, 2007). Sonugta yabanil p53 yoklugu, hiicre gogalmasinin kontrol
edilememesi ve hiicrenin kendi kendini 6liime gotiirememesi yani bir anlamda
apoptoz olaymin gerceklesmemesi ile sonuclanmaktadir. Kromozom 17pl13
lokusunda bulunan p53 geni mutasyonunun astrositik tiimorler icinde en sik diffiiz

astrositomlarda saptanmis olmasi, p53’lin astrositom onkogenezinde ilk adimlardan
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biri oldugunu gostermektedir (Yost ve ark., 2013;). p53 mutasyonu tiim astrositik
timorlerde  gozlenmesine ragmen anaplastik astrositomda (%64) GBM
multiformeden (%26) daha fazla bulunmustur (Chun ve ark., 2013, Chen ve ark.,
2013). Bu, p53’in pl6 ve p21 gibi timdr inhibitér proteinlerle uyumlu ¢alismasini
engelleyerek, daha malign formlara doniisiimiinii agiklamaktadir. p53 genindeki
mutasyon sekonder GBM’de %65 iken, primer GBM’de sadece %10 olarak
bulunmustur (Franz ve ark,2011; Croce ve ark., 2008).

1.2.1.4.5. Kromozom 10 Kaybi

Kromozom 10’da heterozigosite kaybi GBM’lerde en sik karsilasilan
sitogenetik degisikliklerden biridir ve olgularin %80’inde goriiliir. Bunlar en sik 10p,
10923 ve 10g25-26 bolgesinde bulunur (Rivera ve ark., 2010). Kromozom 10’da
gozlenen bu kayiplar primer ve sekonder GBM’lerde esit siklikta gozlenmistir
(Rivera ve ark., 2010). Ancak 10. kromozomun bir allelinin kayb1 (monozomi) daha
cok primer GBM’lerde rapor edilmistir (Rivera ve ark., 2010). Kayiplar disiik
dereceli astrositomlarda nadiren saptanirken anaplastik astrositomlarda %40

diizeyinde bulunmustur (Rivera ve ark., 2010).

PTEN geni kromozom 10g23.3 bdlgesinde yerlesmis timor baskilayict gendir
ve iki aragtiric1 tarafindan 1997 yilinda saptanmistir (Chun ve ark., 2013, Chen ve
ark., 2013).. PTEN lokusunun kaybi, gliblastomlarda %80 dolayinda bildirilmesine
ragmen PTEN mutasyonu %?20-30 dolayinda ve daha yagh hastalarda rapor
edilmistir (Chun ve ark., 2013, Chen ve ark., 2013). Ancak PTEN geni mutasyonu
primer GBM’de %32, sekonder GBM’de %4 dolayinda bulunmustur (Naik ve ark.,
2012). Ote yandan primer GBM’de 10. kromozom’un q ve p kolunu iceren tiim bir
allelinin kaybina karsin, sekonder GBM’de HK (heterozigosite kaybi), kismi
delesyonlarla sadece q kolunda bulunmustur (Rivera ve ark., 2010). p53 mutasyonu
gosteren GBM’lerde PTEN lokusu disinda 6zellikle 10g25-qter bolgelerinde kayiplar
saptanmistir ki bu sekonder GBM gelisiminde baska tiimor baskilayict genlerin

varligini diisindiirmektedir (Durmaz ve ark., 2007).
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1.2.1.4.6. 1p ve 19q Kaybi

Oligodendrogliomalar ve anaplastik oligodendrogliomalar genellikle es
zamanlt 1p ve 19q kromozom delesyonlar1 (%80’e varan) tasimaktadir(Perry ve ark,
2012; Durmaz ve ark., 2007; Terada ve ark., 2002). Cogu olguda, bu delesyonlar 1p
ve 19q kollarinin tamamini kapsamaktadir (Perry ve arki, 2012; Durmaz ve ark.,
2007; Terada ve ark., 2002). Bu olay kromozom Ip ve 19q kollar1 arasindaki
dengesiz  translokasyon ile sonu¢lanmaktadir. [t(1;19)(ql0;p10)]. 1p/19q
kodelesyonu, bir hibrit kromozomun kaybina onciiliik eder ve diisiik dereceli
astrositomlarin, anaplastik astrositom veya GBM’lere doniisiimiinde rol
oynamaktadir. Kromozom 19q’da ki bu kayip; sekonder GBM’lerin %54’linde
gozlenirken, primer GBM lar %6 diizeyinde saptanmistir (Durmaz ve ark., 2007,
Terada ve ark., 2002;Perry ve ark.,2012).

1.2.1.4.7. Kitinaz 3-like 1 (CHI3L1)

Kitinaz benzeri protein GBM’de diger MSS tiimorleriyle karsilastirildiginda,
GBM’de asir1 eksprese edilen bir gen lrliniidiir. CHI3L1 tiimdr kitlesinin belirteci

olarak onerilmistir (Ducray ve ark., 2011).

1.2.1.4.8. izositrat Dehidrogenaz (IDH)1/2 Mutasyonu

[zositrat dehidrogenaz, Krebs devrine katilan bir enzimdir. Nikotinamid
Adenin diniikleotid (NAD+) NADH’a doniisiirken, a-ketogluterat ve CO, iireterek
izositratin oksidatif dekarboksilasyonunu katalizler. GBM’lerin %6-12’sinde bu
mutasyon belirlenmistir (Rivera ve ark, 2010). Sekonder GBM’de %50-88 oraninda
goriilen bu mutasyon primer grupta %3-7 oraninda saptanmistir (Ichimurave ark,
2009). Tim gliomlarda, IDH mutasyonu olan tiimorler, yaban tip igerenlere oranla
daha az agresiftirler (Labussiera ve ark., 2010; Weller ve ark., 2010). IDH1

mutasyonu, bilinen klinik ve molekiiler prognostik faktorlerden sonra sag kalim ile
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iligkili oldugu gosterilen bir mutasyondur (Rivera ve ark., 2010). IDH statiisiinii
belirlemek, radyoterapi (RT) ya da kemoterapi (KT)’ye verilen yanitlar1 tahmin

etmeye yardimci degildir.

1.2.1.4.9. MGMT (Metil Guanin Metil Transferaz)

Metil Guanin Metil Transferaz, enzim benzeri ve nispeten stabil bir proteindir
(Kaina ve ark., 2010, Perry ve ark, 2012). Ribozomlarda sentezlendikten sonra
sitoplazmadan ¢ekirdege gecer. MGMT, hiicresel genomu alkilleyici ajanlarin
mutajenik etkilerinden koruyan en 6nemli DNA tamir proteinidir (Dunwell ve ark.,
2010, Kaina ve ark., 2007, Parkinson ve ark., 2008). GBM hastalarinda 6nemli
degisim, DNA tamir enzimi olan MGMT’nin metilasyonudur. MGMT, alkilleyici
ajanlarin sebep oldugu DNA hasarim1 tamir ederek bu molekiillere karsi gelisen
diren¢ mekanizmasindan birini olusturmaktadir (Marchesi ve ark., 2007, Prittchet ve
ark., 2012, Yan ark., 2013). Kanser hiicrelerinde ise tedavi etkilerine karsi direng
gelismesine neden olmaktadir. GBM’lerdeki ilk calismalarda MGMT promotor
metilasyonunun kemoterapiye cevapta bir prediktif faktor olabilecegi diistiniilmiistiir.
Son caligmalarda ise metilasyonun, radyoterapi ve kemoterapi’ye cevapta iyi bir
prediktif marker oldugunu gosterilmistir (Hasse ve ark., 2010; Weller ve ark, 2010;
Ducray ve ark., 2011; Rosell ve ark., 2008; Sonoda ve ark., 2009).

1.2.1.4.10. Beklin-1

Beklin-1, 6nemli metabolik yolaklardan biri olan otofajide diger molekiillerle
kompleks halde vezikiil formasyonunu saglayan ve otofajinin varligini saptmada
kullanilan bir belirtegtir (Liang ve ark, 2008; Kang ve ark., 2011). Otofaji, stresin
indiikledigi katabolik bir islemdir ve tiim 6karyotlarda korunmus bir mekanizmadir.
Besin yoklugu gibi uygun olmayan kosullarda adaptif cevap olarak ortaya ¢ikan
otofaji, lizozomlar aracilig ile gergeklesen “kendini-yeme” mekanizmasidir (Levine

ve ark., 2004). Otofagozom denen ¢ift membranl vezikiiller, uzun 6miirlii proteinler,
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hasarli organeller ve invaziv patojenler gibi kargolar1 lizozomlara tasir.
Otofagozomun dis membrani lizozomal membran ile kaynasir ve otolizozomlari
olustururlar, i¢ membran ise kargo ile birlikte degrede edilir (Hoyer ve ark, 2007).
Sonugta makromolekiiller aglik durumunda yeniden kullanilmak {izere sitozole geri
birakilir. Hiicrenin sagkalimi i¢in baslattigi bu mekanizma metabolik fonksiyonlarin
normale donmesi icin yeterli olmasa, hiicre otofajik veya apoptotik yolaklar1 aktive
ederek Oliime gider. Bu sebeple Beklin-1 gibi otofajik belirtegler hiirce 6liim yolagini

belirlemede kullanilabilir.

Insan astrositik tiimérlerinde Beklin-1 geninin ekspresyon seviyesi, hastaligin
derecesi ile direkt olarak iligkili bulunmustur. Beklin-1’in diisiik ekspresyon seviyesi
hastaligin kotii prognozuyla paralellik gosterirken, bu genin yiiksek seviyede
ekspresyonu hayatta kalma siiresini arttirmakla direkt olarak iliskide oldugu
gosterilmistir (Pirtoli ve ark, 2009). Dolayisiyla Beklin-1 geninin kaybi otofaji
mekanizmasinda defektler yaratmaktadir. Yapilan g¢aligmalara dayanarak, otofaji
mekanizmasinda olusabilecek herhangi bir defektin, hastaligin progresyonu ve
tiimdriin inhibisyonuyla baglantili oldugu sdylenebilir. Ama buna ragmen otofaji
genelde onkogenler tarafindan inhibe edilir. Beklin-1, otofaji mekanizmasinda tiimor
siipresOr olarak anahtar role sahiptir. Beklin-1 ekspresyonu astrositik tiimorlerde
Ozellikle hastaligin dereceleriyle direkt olarak iliskide bulunmaktadir (Hoyer ve ark,
2007). Beklin-1, biyo-belirte¢ olarak anlamli sekilde hastaligin derecesini
gostermektedir. Ug yildan fazla sagkalima sahip olan hastalarda Beklin-1 yiiksek
ekspresyon gostermektedir. Sonug olarak glioma hastalarinda otofaji kapasitesi direkt
hastaligin progresyonuyla iliskidedir (Huang ve ark, 2010; Takeuchi ve ark, 2005;
Chen ve ark, 2009).

1.2.1.5. Prognoz

GBM, tedavisi zor kanserlerden biridir, yiiksek morbidite ve mortaliteye
sahiptir. Hastali§in kiiratif tedavisi yoktur (Gross ve ark., 1998). Hastalarin yasam

stiresi, en gelismis tedavi uygulamalarina ragmen ortalama 14.6 aydir (Blumenthal
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ve ark, 2005; Weller ve ark, 2010; Stupp ve ark., 2002). Tanidan sonra hicbir tedavi
olmaksizin ortalama hayatta kalim siiresi 3 aydir. Rezeksiyonun derecesi hayatta
kalmay1 en c¢ok etkileyen faktorlerden biridir. (Burger ve ark., 2002; Sonoda ve rak.,
2009; Esteller ve 2002). Artan yas (>60 yas) daha kotii prognostik risk tagimaktadir.
Oliim, genellikle serebral 6dem veya artan intrakraniyal baskidan dolay:

gerceklesmektedir (Burger ve ark., 2002).

1.2.1.6. Metastaz ve Yayilim

Infiltratif yayilma biitiin diffiiz astrositik tiimérlerin ortak bir 6zelligi olsa da,
GBM’lerin komsu beyin yapilarina hizli invazyonlar1 yaygindir. Tiimoriin korpus
kallozum boyunca kontralateral hemisferlere bilateral yayilmasi yaygin bir 6zelliktir.
Internal kapsiil, forniks ve anterior komissurda yayilim goriilebilir. Subaraknoid
bosluk nadiren tutularak serebrospinal sivi yoluyla metastaz olabilir. Perivaskiiler
bosluklar i¢inde ve boyunca ilerlemesi tiimor infiltrasyonunun baska bir 6zelligidir.
Damar liimenlerinin invazyonu ise nadir goriiliir. Ventrikiiloperitoneal sant yoluyla
peritoneal metastaz gozlenmistir. Duraya, vendz siniise ve kemige penetrasyon

yapabilmektedir (Burger ve ark, 2002; Kleihues ve ark, 2007).

1.2.1.7. GBM Tedauvisi

Yillar  boyuca olgularda standart tedavi olarak cerrahi ve radyoterapi
kullanilmaktayd: (Hasse ve ark., 2010; Krex ve ark., 2007), giiniimiizde miimkiin
olan en genis cerrahi rezeksiyon sonrasinda radyoterapi ve uygun olan hastalarda
kemoterapi uygulamasi tercih edilmektedir (Gross ve ark., 1998; Levin ve ark.,
2001).
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1.2.1.7.1. GBM Tedavisinde Cerrahi

Cerrahi tedavisinde amag, norolojik bozukluga neden olmadan tiimoriin
maksimum oranda  ¢ikartilmasidir (Levin ve ark., 2001). Tiimoriin boyutu ve

lokalizasyonuna gore kismi veya total rezeksiyon seklinde yapilir (Weingart ve ark.,

1993).

GBM’nin infiltratif yapisi nedeni ile tamaminin ¢ikartilmasi neredeyse
imkansizdir. Genis bir cerrahi sonrasinda bile alinamayan mikroskobik bir timor
rezidiisli nikkse neden olmaktadir. Cerrahi sonrasi niiksii ve kalan tiimor pargasinin
etkinligini ortadan kaldirabilmek i¢in radyoterapi ve kemoterapi uygulanmaktadir

(Hirose ve ark., 2001; Oh ve rak., 1999).

1.2.1.7.2. GBM Tedavisinde Radyoterapi

Cerrahi uygulamaya radyoterapinin eklenmesi, ana tedavi yaklagimidir. Ancak
sadece biyopsi yapilan olgularda radyoterapi, tek tedavi yoOntemidir. Boylece
hastalarin ortalama sagkalim stireleri artmakta ve yasam kalitelerinde diizelme

goriilmektedir (Leibel ve ark., 1994; Byrne ve ark., 1994).

1.2.1.7.3. GBM Tedavisinde Kemoterapi

Gliniimiizde primer GBM olgularinda, cerrahi sonrasi sirasiyla veya ayni anda
radyoterapi ve kemoterapi uygulamasi standart tedavi modelidir (Hegi ve ark,
2005).Yiiksek dereceli beyin tiimdrlerinde kemoradyoterapinin yalnizca radyoterapi
uygulamasina gore sag kalim oranmi %10 arttirdigr saptanmistir (Weingart ve ark,
1993). Kemoterapodtik maddenin se¢imi, dozu, uygulama siiresi ve hastanin genetik

yapist kemoterapi siirecini dogrudan etkileyen unsurlardir (Oh ve ark, 1999).
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Genel olarak GBM’nin kiiratif bir tedavisi yoktur ve belirtileri hastaligin son
asamalarinda kendini gostermektedir (Gross ve ark., 1998). Bunun en Onemli
nedenlerinden birisi GBM’nin her agidan (klinik, genetik, tedavi) heterojen bir
yapisinin olmasidir. Standart tedavi yaklagimlarina ragmen basarisizligin en énemli
nedeni, tlimoriin lokal kontroliiniin saglanamamasidir (Krakstad ve ark., 2010). Bu
giine kadar GBM i¢in kanser hiicre serilerinde ve fare modellerinde yapilmis
arastirmalara ragmen kesin bir tedavi protokolii elde edilmemistir (Van noort, 2006).
Ciinkii, arastirmalarin yapildig1 kanser hiicre serileri elde edilirken hastadan izole
edilen hiicreleri ¢ogaltmak i¢in onkogen aktivasyonu ve buna ek olarak biiyiime
faktorleri kullanilmaktadir ve bu uygulama hiicrelerin asil in vivo karakterinden
uzaklagmasina neden olmaktadir (Van noort, 2006). Fare modellerinde yapilan
calismalarin eksikligi ise fare genomunun insan genomu ile farklilik gdstermesi ve
bunun sonucunda tedaviye insan ile birebir Ortiisen bir sonu¢ vermemesidir. Bu
eksikliklere ragmen GBM hastaligin tedavisi i¢in aragtirmalar halen devam
etmektedir. Standart tedavi protokollerinin yani sira, farkli tedavi yontemleri de

deneysel diizeyde kullanilmaktadir.

Bitkisel tedavi, alternatif ve tamamlayic1 tedavi yontemleri arasinda yer
almaktadir (Nirmala ve ark, 2011; Yang ve ark, 2010). Son yillarda bitkilerin kanser
tedavisinde kullanilabilecek 6nemli dogal kaynaklardan biri oldugu kanitlanmistir
(Nirmala ve ark, 2011; Yang ve ark, 2010). Bitkisel ilaglar, bircok kanser
tedavisinde kullanilan kemoterap6tik ilaglarin toksisitesini azaltabilmektedirler.
Ayrica bazi bitkisel ilaclarin kanser tedavisinde, kemoterapoétik ilaglara gore daha az

toksisiteye sahip olmalar1 nedeniyle kullanimlari mevcuttur (Tanker ve ark., 1998).

Simdiye kadar bitkilerden izole edilen ¢ok sayida bilesik, arastirma agamasinda
bulunmaktadir. Bu anti-kanser amacla kullanilan bilesikler, ¢esitli kanser hiicre
serilerinde ve deneysel fare modellerinde klinik acidan etkili bulunmustur. Bu alanda
yapilacak daha kapsamli aragtirmalar, kanserin tedavisinde ilerlemeye yol agabilir
goriisii baz1 bilim adamlan tarafindan kabul gérmektedir (Yang ve ark., 2010;

Nirmala ve ark., 2011).
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1.2.1.8. Kanser Tedavisinde Bitkisel flaclarin Kullanim

llac hammaddeleri genellikle organik yapida maddelerdir. Bununla beraber
inorganik yapidaki maddelerden bazilar1 da ilag hammaddesi olarak kullanilir.
Organik ilag hammaddelerinin bir kismi dogal kaynaklardan elde edilir; bir diger
kismi ise sentez yontemiyle hazirlanir. Genellikle dogal {irlinler, yeni 6ncii bilesikler
ve yeni kimyasal maddelerin kesfi i¢in dnemli rol oynamaktadirlar. Dogal kaynaktan
elde edilen ilag¢ hammaddeleri Glusitler, Flavonoitler, Terpenler, Saponinler,

Proteinler, Antibiyotikler, Ugucu yaglar, Lipitler, Alkaloitler’e ayrilmaktadir.

1805°te Friederich Wilhelm Sertiirner adinda bir Alman eczacist Opium
tizerindeki ¢alismalar sirasinda kristalize bir madde elde etmistir. Biitiin bu sekonder
alkalik bilesiklere alkaloid adi verilmistir. Alkaloidler bitkilerden elde edilen,

kuvvetli fizyolojik ve farmakodinamik aktivite gdsteren maddelerdir.

Alkaloidlerin, afrodizyak, analjezik, damar genisletici, antihipertansif, uyarici,
nikotinik asetilkolin reseptdrii agonisti, idrar soOktiiriicli, adenozin reseptor
antagonisti, asetilkolinesteraz inhibitérii olmasinin yani sira anti kanserojenik
etkilerinin de oldugu saptanmistir. Taspine, bu smf igerisinde yer alan ve 6nemli
farmakolojik 6zellik gosteren bir alkaloidtir. Taspine (Sekil 1.5) bir alkaloid olarak,
Orta Asya, Iran, Afganistan, Giiney Amerika iilkelerinde, ve dzellikle ilk kez Cin’de
Rhizoma leontics’ten izole edilmistir. Manolya x Soulangeana ve Croton lechleri gibi
cesitli bitkilerde bulunmaktadir (Zhang ve ark., 2010; Zhan ve ark., 2012; He ve rak.,
2011).

Farmakolojik olarak anti-inflamatuvar, antiviral, antiproliferatif ve yara
iyilestirici etkilere sahip oldugu yapilan ¢aligsmalarda gosterilmistir (Zhan ve ark.,
2012; He ve rak., 2011).
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OMe

OMe

Sekil 1.5.Taspine’in kimyasal yapisi

Cesitli  kanser tipleri {lizerinde yapilan az sayidaki in vivo ve in
vitrogalismalarda, Taspine’in hiicre boliinmesi, timor biiyiimesi ve angiyogenez

yolaklart ile iligkili oldugu saptanmustir.

Epidermal karsinoma hiicre serisinde yapilan bir ¢caligmada, Taspine’in timor
anjiyogenezini ve hiicre  proliferasyonunu  engelledigi, ayn1 zamanda

apoptozuindiikledigi gdsterilmistir (Yanmin Zhang ve arkadaglari, 2011).

Kolorektal adenokarsinoma hiicre serisi iizerinde yapilan caligmada ise
Taspine’in farkli bir tiirevi olan Tas41 uygulamasi sonrasi, apoptozun indiiklendigi
ve anjiyogenezin  anlamli  derecede  azaldigi  gosterilmistir  (Yanmin

Zhangvearkadaslari, 2011).

Fare iizerinde veakciger kanseri hiicre serisi iizerinde yapilan bagka bir
calismada, yeni bir sentetik Taspine tiirevinin (HMQ1611) hiicre proliferasyonunu,
timor bliylimesini ve ayni zamanda doku vaskiilarizasyonunu onemli o6lciide

engellendigi gosterilmistir (Lu ve ark, 2012).

Farede ve karaciger hiicre serisi lizerinde yapilan ¢aligmada Taspine’in tiirevi

olan Tas13D’nin, apoptozu inhibe ettigi gosterilmistir (He ve ark, 2009).
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Hepatoma (Zheng ve ark, 2012), akciger kanseri (Zhang ve ark, 2008, Zheng
ve ark, 2012), meme kanseri (He ve ark, 2011, Zheng ve ark, 2012), mesane kanseri
(Zhang ve ark, 2010, Zheng ve ark, 2012) iizerinde yapilan in vivo ve in vitro
calismalarda Taspine’nin bir tiirevi olan Tal722’nin anti-proliferatif ve anti-

anjiyogenik etkisi gosterilmistir (Zheng ve ark, 2012).

Taspine’in bir tiirevi olan HMQ18-22’nin kolorektal kanseri olan farelerde,
anjiyogenezi anlamli derecede azalttigi, kanser hiicrelerinin ¢ogalmasini engelledigi

ve buna bagli olarak tiimor gelisimini engelledigi gosterilmistir (Zhang ark, 2012).

Taspine’nin melanoma ve kolon kanseri hiicre serisi lizerinde anti-proliferatif

etkisi oldugu saptanmistir (Montopoli ve ark, 2012).

Yapilan bu c¢aligmalarada Taspine’in anti-tiimérijenik ve anti-anjiyogenik
aktivitesi kanitlanmistir. Kanser ilerlemesinde anjiyogenezin dnemli derecede etkili
oldugu bilinmektedir. GBM tiimor dokusunda anjiyogenezden sorumlu olan genlerin
50 kat fazla eksprese oldugu saptanmistir (Franz ve ark, 2011). Ozellikle anjiyogenez
ile iliskili olan genlerin ve olast mekanizmalarinin, bu hastalifin malignite
derecesiyle direkt iliskili oldugu diisiiniilmektedir. Bunun yaninda hiicre boliinmesi
ve apoptoz mekanizmasindan sorumlu olan genlerin GBM’da mutasyona ugradig:
ve bu degisimin hastaligin gelisiminde énemli bir rolii oldugu bilinmektedir (Franz
ve ark, 2011).

Bu tez calismasinda, antiproliferatif ve antiangiogenik etkileri GBM disinda
diger bazi kanserlerde gosterilmis olan Taspine’in, anjiyogenez ile ilgili genlerin ¢cok

fazla exprese oldugu GBM f{izerine etkilerinin incelenmesi amaglanmaistir.
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2. GEREC ve YONTEM

2.1. Caliymada Kullamilan Kimyasal Malzeme ve Soliisyonlar

Taspine : TRC marka No:T007800

Besi yeri: Hyclone marka, Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM) /
Yiksek Glukoz (+4,00 mM L-Glutamin, +4500mg/L Glukoz, + Dodyum Piriivat),
No: 30243.01

Besi yeri: Hyclone marka, Roswell Park Memorial Institute (RPMI)-1640 (L-

Glutaminsiz)

Fotal Dana Serumu (FBS): Hyclone marka, No: SVV20160.03
L-Glutamin: PAA marka, 200 mM (100X), No: M11-004
Penisilin-Streptomisin: PAA marka. No: P11-010

Petri kutusu: Isotherm marka, 90 mm cap, steril

Bistiiri: AE marka, karbon ¢elik, 11 numara

Tripsin: Biological Industries marka, No: 41-920-5
Ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA): Applichem marka, No: 6381-92-6
Tripsin- EDTA karisim oranit: %0.25 Tripsin + %0.1 EDTA
Flask (75 cm?): Orange Scientific marka, No: 5520200

Flask (25 cm?): Orange Scientific marka, No: 5520100
Hiicre Dondurma Tiipleri: Greiner bio- one marka, 2 ml
Dimetilsiilfoksit (DMSO): Applichem marka, No: 67-68-5

Fosfat Tuz Tamponu (PBS) (pH: 7,4) (Ca™ ve Mg"" igermeyen): 140mM NaCl
(Gerbu marka, Lot No: 210307) 3 mM KCI (Carlo Erba marka, No: 7447-40-7) 3
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mM KH,PO, (Carlo Erba marka, No: 7778-77-0) 6.4mM NaHPO, (Carlo Erba
marka, No: 10028-24-7).

Kullanilan GBM Hiicre Dizileri: Calismamizda 2 adet GBM hiicre dizisi
kullanilmistir. Kullanilan hiicre dizileri U- 118 MG, U87MG (U87)’dir. Bu hiicrelere

ait genel 6zellikler Cizelge 2.1°de verilmistir.

Cizelge 2.1. Calismada kullanilan hiicre dizilerinin 6zelikleri

U-118 MG U7 MG
Organizma Insan Insan
Cinsiyet, Yas Erkek, 50 Bayan, 44
Doku Beyin Beyin
Morfoloji Karigik Epitel
Yiizey tutunma Yapisan hiicreler Yapisan hiicreler
Tiimorijenik Evet
Karyotip Pentaploiyle yakin, kr.X 2 kopya, | Hipodiploid

kr.Y yok, kr.10 tek kopya

Besi yeri RPMI-1640, %10 FBS DMEM (diisik glikoz)-,
%10 FBS

Besi yeri yenileme | Haftada 2-3 kez Haftada 2-3 kez

siiresi

Pasaj metodu 9%00.25 Tripsin + %0.1 EDTA %0.25 Tripsin  + %0.1
EDTA

Ayirma orant 1:3-1:6 1:2-1:5

Biyogiivenlik diizeyi | 1 1

2.1.1. Hiicre Kiiltiri

Hiicreleri Cogaltmak I¢in Hazirlanan Besiyeri:
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U-118 MG i¢in, RPMI-1640 %10 FBS, %1 Penisilin — Streptomisin, %1 L-

Glutamin

U87 MG i¢in, DMEM besiyeri, %10 FBS, %1 Penisilin — Streptomisin, %1 L-

Glutamin

Hiicre dondurma soliisyonu: %90 FBS ve %10 DMSO

Tranfer Pipeti: Citotest marka, 155 mm, Lot No: 090036

Serolojik Pipet: Greiner bio-one, 5 ve 10 mI’lik

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

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

Hiicre kiiltiir isleminde steril kabin olarak Holten S-20100 1,8, CO,’ li etiiv
olarak Sanyo MCO-20 AIC ve ters mikroskop olarak Nikon TS 100 kullanildi.

2.1.2. [3-(4,5- Dimethyldiazol-2-yl)-2,5 Diphenyl Tetrazolium Bromid]
MTTSitotoksisite Testi

MTT tozu: Bioworld marka, No: 42000092-2

MTT soliisyonu: 5 mg toz MTT 1 ml steril PBS igerisinde ¢o6ziildii ve filtre
edilerek (0.20 um’lik) kullanildi.

MTT besiyeri karisimi (96’lik plaka her bir kuyucuk ic¢in): 10 ul MTT
sollisyonu (5mg/1ml) 90 pul besi yeri
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DMSO: Applichem marka, No: 67-68-5

96 kuyucuklu plak: Orange Scientific marka, No: 5530100

2.1.3. RNA izolasyonu

Tri-reagent RT: Molecular Research Center Marka, No: RT 111.

BAM (4-bromoanisole): Molecular Research Center marka, No: BN 191

Isopropanol: Merk marka, No: K37727334

Etil Alkol (%75°1ik, soguk): Riedel-de Haen, No: 64-17-5

Diethylpyrocarbonate (DEPC): Applichem marka, No: 1609-47-8

2.1.4. RNA Kantitasyonu

RNA miktarinin 6l¢limii spektrofotometre yardimyla yapildi.

RNA izolasyonunda Eppendorf 5415R marka sogutmali satrifiij kullanilda.

2.1.5. Komplementer DNA (cDNA) Sentezi

cDNA sentezi i¢in Transcriptor High Fidelity cDNA Synthesis Kiti kullanildi.

Bu izolasyon i¢in kit disinda sarf malzeme olarak 200 ul’lik ependorf tiipler ve

steril dH»O kullanildi.


http://www.roche-applied-science.com/shop/products/transcriptor-high-fidelity-cdna-synthesis-kit
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2.1.6. Ger¢ek Zamanh PZR (RT_PZR)

RT PZR igin, Roche marka Light Cycler 480 cihazi kullanilarak yapildi.

2.1.7. Agaroz Jel Elektroforezi

Agaroz, normal erime sicakligina sahip: Pronase marka, Lot No: 084518PR

TEB soliisyonu (pH: 7.5): Tris baz (Biobasic marka, No: 77-86-1)

Yiikleme tamponu: 1XTBE soliisyonu, 100 ml

Etidyum Bromiir: 10 mg/ml (Invitrogen marka, No: 15585-011)

DNA marker: Jena Bioscience marka, No: M-213, 50 baz cifti (b¢)’lik

%1°lik agaroz jel: 1 gr Agaroz, 100 cc 1XTBE (Tris Borik Asit EDTA), 2.5 ul
Etidyum bromiir

2.1.8. Tek Hiicre Jel Elektroforezi (KOMET)

Agaroz, normal erime sicakligina sahip: Pronadisa, No: 8012

Agaroz, diislik erime sicakligina sahip: Sigma marka, A0701

Lamel: Isotherm marka, 24X32 mm
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Tris-Borik Asit EDTA (TBE) soliisyonu: Tris baz (Biobasic marka, No: 77-86-
1) (pH: 7.5) Borik asit (Amresco marka, No: 10043-35-3) Na,EDTA (Merk marka,
No: 324503)

DTT (Dithiothreitol): Fermentas, No: R0861

Sodyum Lauril Sarkozinat: Amresco, No: 137-16-6

Lamlarin Hazirlamasi: Lamlar %1°lik normal erime sicakligina sahip agaroz ile
oda sicakliginda kaplanmistir. 100 ml PBS igerisinde hazirlanmis %1°lik normal
erime sicakligina sahip agaroz bir sale igerisinde aktarilmistir. Kullanilacak olan
temiz lamlar bu sale icerisine yaklagik 2 saniye batirilmis ve 24 saat oda sicakliginda

kurumaya birakilmistir.

Lizing soliisyonu (soguk): NaCl (2.5 M/L), EDTA (0.1 M), Tris (0.01 M),
Triton X-100 (%1), Sodyum Lauril Sarkozinat (%1), DTT (%0.14)

Ayrica kullanilan plastik tiipler, PBS, Triton-X 100, Lam, Proteinaz K (20
pg/ml), NaOH, NaCl, Tris, EDTA, TBE ve Etidyum Bromiir (8 pg/ml)

malzemelerine ait bilgiler yukarida belirtilenlerin aynisidir.

2.1.9. Sitogenetik Analizi

Sitogenetik analizi i¢in ekstra gerecler:

Kolsisin:Biological Industries / Israel, No: 12-003-1C

Metanol: Merck/Germany, No: 53350

Asetik asit: Merck/Germany, No: K 40332763
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Tripsin: Biological Industries marka, No: 41-920-5

Giemsa: Biostain/ A.B.D, No: 1.0920412500

KCI (Carlo Erba marka, No: 7447-40-7)

2.2. Yontemler

2.2.1. Hiicre Kiiltiirii

e Kiiltiir flaski %70 oraninda hiicre ile kaplaninca pasaj islemi yapildi.
Bunun igin hiicrelerin iizerindeki besiyeri atilarak steril PBS (Ca™" ve
Mg"" icermeyen) ile hiicreler yikandh.

e PBS yikanmasindan sonra PBS alinarak 25 cm?lik flaska 0.4 ml, 75
cm?lik flaska 1 ml Tripsin/EDTA eklenmis ve 37 °C’de 5 dakika inkiibe
edildi.

e Inkiibasyon sonrasinda birbirlerinden ve tutunduklar1 yerden kopan
hiicrelerin lizerine Tripsin/EDTA miktar1 kadar medyum eklendi.

e Hiicreler 1200 rpm (revolutions per minute, dakikadaki devir sayis1)’de 3
dakika santrifiij edildi. Santiflij sonrasi stipernatan kisim atildi. Hiicrelerin
bir kismi dondurmak iizere ayrildi. Geri kalan kismin {izerine serolojik
pipet yardimiyla pasaj yapilacak flask sayisina gore kiiltiir medyumu
eklenerek karistirnllmistir. Karistirildiktan sonra hiicreler flasklara homojen
bi¢cimde dagitilda.

e Dondurulacak hiicre populasyonun iizerine dondurma soliisyonu
eklenerek karistirilmistir ve sonrasinda 6zel dondurma tiiplerine aktarildi.
Bu tiipler, buz igerisinde -20 °C’de 1 saat ve -80 °C’de 24 saat tutulduktan

sonra likit nitrojen bulunan tanklara aktarildi.
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2.2.2. MTT ile Sitotoksisite Testi

Taspinin’nin hiicreler {izerindeki sitotoksisite diizeylerini (IC50=Inhibitér doz)
saptamak amaciyla MTT yontemi kullanildi. Bu amagla asagida yer alan protokol

izlendi.

Hiicre kiiltiirlinde elde edilen hiicre dizilerine ait hiicrelerden 96 kuyucuklu
plakin her bir kuyucuguna 20.000 hiicre olacak bi¢giminde 100 pl hiicre besiyeri ile
kanistirilarak ekim yapildi. Plak kuyucuklarina hiicrelerin homojen bir bigimde
yayilmasi saglandi. Bu hiicrelerin 37 °C’de, %5 CO2’li etiivde bir gece yapismalari
beklendi.

Bekleme siiresi sonrasinda yapisan hiicrelerin tlizerindeki besiyeri alinarak
farkli konsantrasyonlarda Taspin iceren besiyerleri eklendi. Hazirlanan ilag
konsantrasyonlar 1, 2.5, 5, 7.5, 10uM Taspin’dir. Ilaclar 24 saat, 48 saat ve 72 saat
aralikla uygulandi. Bunlarin yani sira kontrol amach ilag verilmeyen kuyucuklara
ilacin ¢oziliciisinden ayni oranda uygulandi (<0,001). Hazirlanan farkli ilag
konsantrasyonlarinin her biri i¢in en az 5 kuyucuk kullanildi. Bu siire sonunda
hiicrelerin {izerindeki besiyeri alinarak daha Once hazirlanan MTT soliisyonu
(5mg/ml) toplam besiyeriyle karistirilip ve hiicrelerin tizerine birakildi. MTT hiicre

besiyeri karigimi toplamda 100 pl’dir.

e Plak 37 °C’de, %5 CO2’li etiivde 2 saat bekletildi.

e Bu siire sonunda plak alinip kuyucuklarin iizerindeki MTT hiicre besiyeri
karisimi atildi ve her bir kuyucuga 100 ul DMSO eklendi.

e Tiim kuyucuklar karistirildiktan sonra spektrofotometrede 550 ve
690nm’de 6l¢iim yapildi.

o Spektrofotometrik analiz: Spektrofotometrede bos ve hiicre igeren
kuyucuklardan elde edilen veriler GraphPad Prism programinda
degerlendirildi, taspinin farkli hiicrelerdeki sitotoksisite degerleri

hesaplandi.
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2.2.3. RNA izolasyonu

RNA izolasyon islemi son derece temiz bir ortamda gergeklestirildi. kullanilan
biitin malzemelerin RNAas ac¢isindan steril olmasma dikkat edildi. Hiicre
kiltiiriinden elde edilen hiicreler 6’lik plaklara ekildikten sonra MTT sonucunda
saptanan konsantrasyonlarda ilag kombinasyonlar1 uygulandi. ilag uygulandiktan ve

24 saat bekledikten sonra agagidaki protokol izlenerek RNA izolasyonu yapildi.

e Hiicre kiiltiiriinde, 6’lik plaklarda bulunan ve ila¢ uygulandiktan sonra 37
°C %5 CO2’li etiivde bekletilen hiicrelerin silire sonunda {izerlerindeki
besiyeri alinmis ve atildi.

e Kalan hiicrelerin iizerine “’Tri Reagent’’ isimli soliisyondan 1 ml eklenmis
ve mikropipet yardimiyla karigmasi saglandi. Bu karisim 2 ml’lik yeni,
steril bir ependorf tiipline aktarilarak 10 dakika kadar bekletildi.

e Bu siire sonunda, bu tiipiin iizerine, 4-bromoanisole soliisyondan 50 pl
eklenmis ve hizli bir sekilde, 15 saniye boyunca el yardimiyla kuvvetlice
karigtirilmis ve 10 dakika kadar bekletildi.

e Bekleme islemi sonunda +4 °C’de, 12.000 rolatif satriftij giliciinde (rcf,
relative centrifugal force) 15 dakika santrifiij edilmis ve sonunda tiiplerde 3
faz olugsmustur. En lstte kalan berrak fazda RNA, ortada kalan kopiik
rengindeki kistmda DNA ve en alta kalan kirmizi renkli kisimda ise protein
bulunmaktadir.

e Ust berrak kisimdan yaklagik olarak 500 ul alinip yeni, steril bir 2 ml’lik
ependorf tiipiine aktarildi. Bu islem sirasinda DNA kontaminasyonu
onlemek icin DNA oldugu belirtilen kisma yaklagilmamalidir.

e RNA’nin yer aldigi yeni ependorf tiipline 500 pl soguk izopropanol
eklenmis ve tiip hafifce alt {ist ederek karistirildi. Bu karisim 10 dakika
kadar oda 1sisinda bekletildi.

e Bekleme sonunda tiip +4 °C’de, 12.000 rct’de 10 dakika santrifiij edilmis
ve satriflij sonunda tiipiin tist kismi (dip kismina yaklagilmadan) yavasca
dokiildii. Tiipiin lizerine 1 ml %75’lik soguk etanol eklenip alt iist edilerek
karistirildi. Bu asamada RNA ¢iplak gozle goriilebilir hale geldi.
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e Bu karisim +4 °C’de 7.500 rcf’de 5 dakika santrifiij edildi.

e Santrifiij sonunda tiipiin ist kismi dip kismima yaklasilmadan yavasca
mikropipet yardimiyla atildi ve tiip kurumaya birakildi.

e Yaklasik 5-10 dakika sonunda 50 pl steril, DEPC ile muamele edilmis
distile su eklenerek RNA’nin ¢oziilmesi saglandi.

e Elde edilen 50 ul hacmindeki RNA’nin 4 pul kadar1 bagka bir temiz 200
ul’lik ependorf tiipline aktarildi. Bu islem ana stogun siirekli dondurma ve
cozlinme siireclerine maruz kalmasini dnlemek i¢in yapilmaktadir. Ayrilan
bu RNA miktar1 agaroz jelinde RNA kalitesinin degerlendirilmesi ve

spektrofotometrede Olclilmesi i¢in kullanildi. Geri kalan RNA hemen -

80°C’ye kaldirild1.
RNA 'min kalitatif degerlendirmesi:
e Elde edilen RNA’dan ayrilan 2pl RNA etidyum bromiir eklenmis %1°lik
agaroz jel de ylritildi.
e Yirime sonunda 28S, 18S ve 5S RNA goriintiisii net bir bi¢imde

gozlendi. Gorlintiide herhangi bir RNA pargalanmasi gozlenmez ise bu

elde edilen RNA’nin kalitesinin iyi olduguna isaret etmektedir.

RNA min kantitasyonu:

e RNA miktarmin 6l¢timii Biotek marka spektrofotometre ile yapildi.

2.2.4. cDNA Sentezi

Bu caligmada qRT-PCR yontemi kullanilarak genlerin ifadesi kantitatif olarak

analiz edildi. Ilk olarak hiicrelerden’den izole edilen RNA &rneklerinden 500 ng
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kullanilarak "Transcriptor High Fidelity c-DNA synthesis Kkit" ile c-DNA

sentezlendi (Cizelge 2.2).

Cizelge 2.2. c-DNA sentez protokolii

Kalip-Primer Mix Hazirlams:

Komponentler Hacim Final Konsantrasyon

Total RNA Degisken 500 ng

Random Hexamer Primer 2ul 60uM

H,0, PCR-grade Degisken Son hacim H,O ile 11.4 ul’

ye tamamlanir.

Toplam Hacim

114 pl

65 °C’ de 10 dk == inkiibasyon

Master Mix Hazirlanisi:

Komponentler Hacim Final Konsantrasyon
Transcriptor High Fidelity
Revers Transkriptaz 4 ul 1X
Reaksiyon Buffer (5X)
Protector RNaz Inhibitor
0.5 ul 20U
(40 U/ pl)
Deoksintikleotid Karigimi ]
) 2ul 1 mM her bir ANTP

(10 mM her bir ANTP)
DTT 1 ul 5mM
Transcriptor High Fidelit

P g Y 1.1ul 10U
Revers Transkriptaz
Toplam Hacim 20l

P9 °C’ de 10 dk ==pinkiibasyon

48 °C’ de 60 dk ==pinkiibasyon

85 °C’ de 5 dk m=Prevers transkriptaz inaktivasyon
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2.2.5. RT-PZR (Gerc¢ek Zamanh Poimeraz Zincir Reaksiyonu)

Hiicre kiiltiirtinde ila¢ verildikten sonra RNA ve cDNA sentezi yapilan
hiicrelerdeki EGFR, p53, VEGFR, BIM, BAD, BAX, BCL2 genlerinin ekspresyon
diizeylerini analiz etmek amaciyla RT-PZR yontemi kullanildi. PZR sonrasi elde
edilen sonuglar dongli numaralarina gére ve konsantrasyonlarina gore hesaplandi.

RT-PZR reaksiyon sartlar1 Cizelge 2.3 te verildi.

gRT-PZR uygulamalarinda kullanilacak olan genlere 6zgii primerler. "Perl

Primer" programi kullanilarak tasarlandi.

VEGF F: CTCCGAAACCATGAACTTTCTG
VEGF R: CACCACTTCGTGATGATTCTG
EGER F: AGACTCACTCTCCATAAATGCT
EGER R: GATTTCTAGGTTCTCAAAGGCA
Hprt: 5’F: TGACACTGGCAAAACAATGCA
Hprt: 5’R: GGTCCTTTTCACCAGCAAGCT
Bad: 5’F: GATGAGTGACGAGTTTGTGGA
Bad: 5’R: CAAGTTCCGATCCCACCAG
Bcl-2: 5° F: CGCCCTGTGGATGACTGAGT
Bcl-2: 5’R: GGGCCGTACAGTTCCACAA
BIM: 5’F: ATCTCAGTGCAATGGCTTCC
BIM: 5’R:CATAGTAAGCGTTAAACTCGTCTCC
Bax: 5’ F: GACGGCAACTTCAACTGGG
Bax: 5> Rt AGGAGTCTCACCCAACCAC

"SYBR Green" floresans boyasi kullanilarak primerlerin optimize edildigi
sicaklik olan 60°C’de kantitasyon (qQRT-PCR) yapild1 (Cizelge 2.3).
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Cizelge 2.3. VEGF, EGFR, p53, BIM, BAX, BCL2, BECLIN1 ve HPRT i¢in RT-PZR
sartlar1

Master Mix Hazirlamsi:

Komponentler Hacim
H,0, PCR-grade 2ul
Primer (10xconc) (Forward) 0.5 ul
Primer (10xconc) (Reverse) 0.5 ul
Sybr Green (2xconc) 5ul
c-DNA 2ul
Toplam Hacim 10 pl

gRT-PCR Programu:

Denatiirasyon 95°C 5 dak

Amplifikasyon 95°C 30sn Y

60°C 30sn {50 siklus

72°C 30sn  ~

Erime 95°C 10 sn

65°C 1 dak

95°C continuous

Soguma 40°C 10 sn
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2.2.6. Tek hiicre jel elektroforezi (Komet)

Hiicerelere ilag verildikten sonra hiicrelerde meydana gelen DNA hasarini
tespit etmek icin KOMET (kuyruklu yildiz) testi yapildi. Bu testin baslangi¢inda
hiicrelerin hazirlanmasi stireci hiicre kiiltiiriinde diger asamalar1 ise los bir 1sikta
molekiiler laboratuvarinda gergeklestirildi. Bu islem i¢in izlenilen protokol asagida

yer almaktadir.

KOMET yapilacak hiicreler tripsine edilerek 15 ml’lik tiiplere alindi. Bu tiipler
1500 rpm’de 5 dakika santrifiij edildikten sonra siipernatan atildi ve hiicrelerin

tizerine transfer pipeti ile 2 ml PBS eklendi.

PBS ile karisan hiicrelerin 18 ul’si 36 ul %0.75’lik diisiik erime sicakligina
sahip agaroz ile karistirilip oda 1sisinda bekleyen ve normal erime sicakligina sahip

agaroz ile kapali lamlarin {izerine yayilarak iizerleri ince lamellerle kaplandi.

Uzeri hiicre ve agaroz karisimyla kaplanan lamlar buz iizerine alindi ve 20
dakika donmalar1 beklendi. Agaroz lam iizerinde donduktan sonra lameller dikkatlice
kaldirilir. Lameller kaldirildiktan sonra lamlar daha 6nce hazirlanmis olan ve +4
°C’de bekleyen soguk lizing soliisyonuda 1 saat bekletilir. Bekleme sonunda bu
soliisyona 14 ul (20 ug/ml) proteinaz K eklenir 37 °C’ lik etiive kaldirildi. Burada da

lamlar2 saat inkiibe edildi.

Iki saat sonunda lamlar soguk TBE nétral soliisyon da 20 dakika beklendi ve
ardindan 25V’ta 20 dakika yiiriitiildii. Yiirtitme islemi siiresince elektroforez tankinin
iistline soguk alkiiler ve buz parcalart konarak TBE soliisyonunun 1simnmasi

engellendi.

Elektroforezden alinan lamlar karanlikta, oda 1sisinda kurutulduktan sonra her
bir lamel 50 pl etidyum bromid (8 pg/ml) ile boyandi. Boyanan prepratlar floresan
mikroskopta (Olympus BX51) ilgili filtrede incelendi. Her bir hiicre DNA goriintiisii
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kuyruk uzunlugu ve kafa bolgesine gore degerlendi ve hasar miktarina gore 0
(hasarsiz), 1 (az hasarli), 2 (hasarli), 3 (orta hasarli), 4 (¢cok hasarli) olarak kategorize
edildi (Sekil 2.6). Her bir preparat i¢in 250 hiicre sayildi.

2.2.7. Hiicre Hatlarinin Sitogenetik Analizi

Ul18 ve U87 hiicre hatlarimin sitogenetik analizi GTG (Giemsa/Tripsin)
bantlama yontemine gore yapildi.Bunun icin 6nce etiivde bulunan U118 ve U87
Hiicre kiiltiirlerinden yaklagik 3’er ml alinarak T-25 flask i¢ine kondu ve {izerine 8’er
ml. besiyeri eklendi. Hiicreler 37 °C etiivde bir gece inkiibe edildi. Ertesi sabah hiicre
kiiltiirleri tizerine 200’er ul kolsisin eklenerek 1 saat inkiibe edildi ve ardindan hiicre

¢ikarimi yapildi.

Cikarima baslamadan 6nce yapisan hiicrelerin flasktan iyi ayrilmasi i¢in dnce
tizerindeki besiyerini alip ve hiicrelerin birbirinden ayrilmasi i¢in her flaska 1.5 ml
tripsin eklenip ve 5 dk 37 °C etiivde bekletildi. Bu asamadan sonra tripsini ortamdan
uzaklagtirmak icin tekrar besiyeriyle yikayip, tekrar 2500 rpm.’de 5 dk. gevrildi.
Bunun devaminda hiicreler 15 ml.’lik falkon tiiplerine alinarak 2500 rpm.’de 5 dk.
cevrildi ve siipernatan atildi. Pelet halindeki hiicrelerin iizerine yaklasik 12 ml 37
°C’de tutulan Potasyum Kloriir (KCI) ayn1 anda vortekslenerek eklendi ve 37 oC’lik
etiivde 20 dk. inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasi 2000 rpm.’de 5 dk. santrifiij edilerek
siipernatan atildi. Ardindan Carnoby soliisyonu ile (3:1 Metanol/Asetik asit))
yikamalara gecildi. Yaklagik 5 ml yikama soliisyonu ayn1 anda vortekslenerek hiicre
peleti lizerine damla damla eklendi ve takiben 2000 rpm.’de 5 dk. Sanrifiij edildi ve
stipernatan dokiildii. Fiksatif soliisyonu ile yikama islemine siipernatanin rengi beyaz
oluncaya kadar devam edildi. Bu sekilde hazirlanan hiicreler 1 gece +4 °C’de

tutularak ertesi sabah hiicrelerin lam iizerine alinma islemine gecildi.

Hiicrelerin alinacagi lam’lar bir giin 6nceden yikanmis ve distile su i¢inde +4
%C’de bekletildi. Hiicreler bunlarin iizerine yiiksekten, her lam iizerine yaklasik 3-4

damla olacak sekilde 3 ml.’lik pastor pipeti ile damlatildi. Ardindan  +65 °C ik
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etlivde bir gece yaglanmaya birakildi. Ertesi giin Giemsa/Tripsin metodu ile bantlama
islemine gecildi. Bantlama isleminde kullanilacak tripsin’den 1,5 ml alinarak 13,5
ml distile su i¢ine konarak sulandirildi. Etiivden ¢ikarilan lam’lar %2,5’luk tripsin ile
yaklasik 13-15 sn. muamele edilerek hemen serum fizyolojik su ile yikandi.
Ardindan Giemsa boyasi ile boyandi. Kuruyunca entellan yardimu ile {izeri lamel ile

kapatilarak analize hazir hale getirildi.

2.3. Sonuc¢larin Degerlendirmesi

Calismanin istatistiksel analizlerinin gergeklestirilmesi amaciyla SPSS 15.0 for
windows paket programi kullanildi. RT-PZR sonucunda bulunan genlerin ek kat
artig/azaliglart ortalamalarinin 1’¢ karsi test edilmesinde tek Orneklem T-testi
kullanilip sonuglar ortalama + standart sapma seklinde 6zetlendi. Ayrica U118 ve
U87 hiicrelerinin 24, 48 ve 72 saatlerinde 6 farkli grupta toplanan verilerinin analiz
edilmesi amaciyla dncelikle her bir zaman noktasina ait 6lgtimler Tek Yonlii Varyans
Analizi (ANOVA) ile gruplar arasinda karsilastirilip farkliligi yaratan gruplarin
tespiti amaciyla post-hoc ¢oklu karsilastirma testlerinden yararlanildi. Bununla
beraber zamana bagli degisimin her bir grup bazinda degerlendirilmesi amaciyla
tekrarlanan Ol¢iimlii ANOVA modeli kullanilmistir ve olasi tiim ikili zaman
noktalarinin karsilagtirilma sonuglar1 post-hoc testler ile ayrintili olarak elde edildi.
Her iki hiicreye ait (U18 ve U87) 6lclimlerin sonuglar1 ortalama + standart sapma

kullanilarak 6zetlendi. Istatistiksel anlamlilik seviyesi olarak p<0.05 alindu.
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3. BULGULAR

3.1. U118 ve U87 Hiicrelerin Mikroskobik Goriintiileri

Uygun kosullarda biiyiitilen U118 ve U87  hiicrelerinin morfolojik
goriintiileri ters mikroskopta goriintiilendi (Sekil 3.1).

Sekil 3.1. a) U87ve b)U118 Hiicrelerinin Mikroskobik Goriintiileri (10x20)

3.2. MTT Canhilik Testi (Sitotoksisite Analizi)

Taspinin  hiicreler iizerindeki sitotoksisite diizeylerini saptamak amaciyla
yapilan MTT testi sonucunda, hiicre dizilerinin taspine duyarliliklarmin farkli oldugu
saptandi. Ilag uygulamasi sonrasinda hiicrelerin canhilik durumlar asagidaki

cizelgelerde verildi.
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Cizelge 3.1. U118 Hiicre Serisinde Taspine’in Yiizde Canlilik Etkisi

U118 Hiicre Serisinde Taspine'nin Yiizde Canlilik etkisi

x 1 _— -
£ 30 T ] -
[
8 1] ] |
£ T - | ] T
T T 1 I I L I I_
Kontrol uM 2.5uM Sum 7.5uM 10uM

Taspine

Cizelge 3.2. U118 Hiicrelerinde 24. Saat MTT Sonucu

U118 hiicrelerinde 24.saat MTT sonucu

1,6
14 =

1,2 e
08 <

0,6
0,4 <
0,2
0 T T T T T
kontrol 1uM 2,5uM 5uM 7,5uM 10uM

absorbans 550-690

Taspine

Cizelge 3.3. U118 Hiicrelerinde 48. Saat MTT Sonucu

U118 hiicrelerinde 48.saat MTT sonucu

N
1
O N

kontrol 1uM 2,5uM 5uM 7,5uM 10uM

absorbans 550-690

Taspine
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Cizelge 3.4. U118 Hiicrelerinde 72. Saat MTT Sonucu

U118 hiicrelerinde 72.saat MTT sonucu
3
\A —
g 25
@
8 2
n
215
£
s 1
2
< 0,5
kontrol 1uM 2,5uM 5uM 7,5uM 10uM
Taspine

Cizelge 3.5. U118 Hiicrelerinde 24,48 ve 72. Saatlerde Yapilan MTT Sonucu

U118 hiicrelerinde MTT sonucu

N

\\ —e— 24 saat
- —=— 48 saat
'H 72.saat

o

absorbans 550-690
o (6] - a N [6)] w

T~ o
: : : P
kontrol 1uM 2,5uM 5uM 7,5uM 10uM

Taspine

U118 hiicre serisinde Taspine uygulandiktan 24 saat sonra 1uM Taspine
dozunda hiicre canliligr %87, 2.5uM uygulandiginda %85, 5uM Taspine dozunda
hiicre canliliglr %52, 7.5uM uygulandiginda %19 ve 10uM uygulandiginda %19’a
diismiistiir. Bu sonuglara gore Taspine uyguladiktan 24’uncu saatensonra 5-10uM

arasindaki ilag dozu istatistiksel olarak anlamli bulundu (p<0.001).

U118 hiicre serisinde Taspine uygulandiktan 48 saat sonra 1uM Taspine
dozunda hiicre canliligr %98, 2.5uM uygulandiginda %91, 5uM Taspine dozunda
hiicre canlilig1 %4, 7.5uM dozunda %0.99 ve 10uM dozunda %1.69’a diismiistiir. Bu
sonuclara gore Taspine uyguladiktan 48’inci saatten sonra 5-10uM arasindaki ilag

dozu istatistiksel olarak anlamli bulundu (p<0.001).
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U118 hiicre serisinde Taspine uygulandiktan 72 saat sonra 1uM Taspine
dozunda hiicre canliligt %92, 2.5uM uygulandiginda %93, SuM Taspine dozunda
hiicre canlilig1 %1.4, 7.5uM %0.79 ve 10uM uygulandiginda %0.98’e diismiistiir. Bu
sonuglara gore Taspine uyguladiktan 72’inci saatten sonra 5-10uM arasindaki ilag

dozu istatistiksel olarak anlamli bulundu (p<0.001) (Cizelge 3.6.).

Cizelge 3.6. U118 Hiicre Serisinde Taspine Uygulamasi Sonrasi Hiicre Canlilik Testi

Sonuglart

U118 1uM 2.5uM SuM* 7.5uM* 10uM*
24 saat %87 %85 %652 %19* %19
48.saat %98 %91 %4 %0.99 %1.69
72.saat %93 %1.4 %0.79 %0.98
* p<0.001

Cizelge 3.7.U87 Hiicre Serisinde Taspine’in Yiizde Canlilik Etkisi

U8T Hiicre Serisinde Taspine'nin Yiizde Canlilik Etkisi

11
:
é gﬁ - 024 saat
E %ﬁ 1 m48 saat
T 072.saat
* 10 - _|_‘|_ :_II_
kontrol 1um 2.5uM 5uM 7.5uM 10uM

Taspine
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Cizelge 3.8. U87 Hiicrelerinde 24. Saat MTT Sonucu

absorbans 550-690

0,8
0,6
04
02

U8T hiicrelerinde 24.saat MTT sonucu

L 4

\"’
kontrol 1uM 2,5uM 5uM 7,5uM 10uM
Taspine

Cizelge 3.9. U87 Hiicrelerinde 48. Saat MTT Sonucu

absorbans 550-690

U8T hiicrelerinde 48.saat MTT sonucu

NI

1uM 2,5uM 5uM 7,5uM 10uM

Taspine

kontrol

—o—48 saat
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Cizelge 3.10. U87 Hiicrelerinde 72.Saat MTT Sonucu

U8T hiicrelerinde 72.saat MTT sonucu

w
(S0 B =

J

\ ——T72.5aat

absorbans 550-690
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P
.

kontrol 1uM 2,5uM 5uM 7,5uM 10uM

Taspine

Cizelge 3.11. U87 Hiicrelerinde 24,48 ve 72. Saatlerde Yapilan MTT Sonucu

U8T hiicrelerinde MTT sonucu

o~
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absorbans 550-690
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—8—48.saat
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kontrol 1uM 2,5uM 5uM 7,5uM 10uM

Taspine

o

US87 hiicre serisinde Taspine uygulandiktan 24 saat sonra 1pM Taspine

dozunda hiicre canliligt %95, 2.5uM uygulandiginda %84, SuM Taspine dozunda
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hiicre canliligt %79, 7.5uM uygulandiginda %17 ve 10uM uygulandiginda %17 ye
diismiistiir. Bu sonuglara gore Taspine uyguladiktan 24 sonra 2.5-10uM arasindaki

ila¢ dozu istatistiksel olarak anlamli bulundu (p<0.001).

US87 hiicre serisinde Taspine uygulandiktan 48 saat sonra 1uM Taspine
dozunda hiicre canliligt %95, 2.5uM uygulandiginda %87, SuM Taspine dozunda
hiicre canlilig1 %77, 7.5uM dozunda %2.5 ve 10uM dozunda %2.3’e diigmiistiir. Bu
sonuglara gore Taspine uyguladiktan 48 sonra 2.5-10uM arasindaki ila¢ dozu

istatistiksel olarak anlamli bulundu (p<0.001).

U87 hiicre serisinde Taspine uygulandiktan 72 saat sonra sonra 1uM Taspine
dozunda hiicre canliligr %98, 2.5uM uygulandiginda %85, SuM Taspine dozunda
hiicre canlilig1 %79, 7.5uM %1.7 ve 10uM uygulandiginda %1.5’e diigmiistiir. Bu
sonuclara gore Taspine uyguladiktan 72 sonra 2.5-10uM arasindaki ila¢ dozu

istatistiksel olarak anlamli bulundu(p<0.001) (Cizelge 3.12)

Cizelge 3.12. U87 Hiicre Serisinde Taspine Uygulamasi Sonrast Hiicre Canlilik Testi

Sonuglart

u87 1uM 2.5uM* SuM* 7.5uM* 10uM*
24 saat %95 %84 %79 %17 %17
48.saat %95 %87 %77 %2.5 %2.3
72.saat %98 %85 %79 %1.7 %1.5

* p<0.001

3.3. RNA Biitiinliik, Kalite ve Miktar Tayini

Izole edilen &rnekler spektrofotometrik olarak olgiildii (Cizelge 3.13),

ardindan %1’lik jele yiiklenerek goriintiilendi (Sekil 3.2).
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Cizelge 3.13. izole Edilen RNA Orneklerinin Spektrofotometrik Okumalari

Sample Location | 260 Raw | 280 Raw | 320 Raw | 260 280 260/280 ng/pl

Read#

u11875 B2 0,243 0,166 0,067 0,171 0,095 1,801 137,103
us87 7,5 B3 0,461 0,269 0,067 0,394 0,201 1,964 315,471
u1187,5 C2 0,159 0,116 0,04 0,112 0,071 1,581 89,839
us7 7,5 C3 0,767 0,42 0,044 0,735 0,381 1,931 587,718
u1187,5 D2 0,413 0,227 0,039 0,374 0,187 2,004 299,162
us7 7,5 D3 0,404 0,24 0,04 0,366 0,201 1,822 292,593
U1185 E2 0,29 0,161 0,039 0,249 0,12 2,083 199,548
U875 E3 0,311 0,177 0,039 0,273 0,137 1,999 218,528
U1185 F2 0,317 0,189 0,039 0,276 0,148 1,871 220,973
us75 F3 0,464 0,248 0,041 0,43 0,209 2,054 344,234
U1185 G2 0,643 0,347 0,04 0,608 0,308 1,976 486,252
us7 5 G3 0,396 0,221 0,04 0,358 0,18 1,984 286,315
U118 K H2 0,406 0,228 0,048 0,354 0,177 2,001 282,814
usg7 K H3 0,438 0,267 0,042 0,398 0,225 1,766 318,424
U118 K B2 0,59 0,31 0,04 0,554 0,271 2,04 442,88
usg7 K B3 0,471 0,248 0,039 0,436 0,21 2,075 348,661
U118 K C2 0,374 0,212 0,04 0,334 0,172 1,947 267,318
usg7 K C3 0,441 0,277 0,041 0,405 0,238 1,699 323,845

28s
18s

5s8

Sekil 3. 2. U118 ve U87 Hiicrelerinden izole Edilen RNA’larin %1°lik Agaroz Jel Gériintiisii
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3.4. Es Zamanh PCR (Real Time PCR, gRT-PCR) Bulgulari

Birbirinden farkli RNA konsantrasyonuna sahip her bir 6rnegin, baslangi¢

RNA miktar1 500 ng olacak bigimde ayarland1 ve cDNA sentezi gergeklestirildi.

Apoptoz ve anjiyogenezden sorumlu genlerve hprt (housekeeping gen)
genleri ic¢in tasarlanmis primerlerin optimizasyonu amaciyla yapilan PCR’larin

ardindan, elde edilen cDNA’lar ile qRT-PCR analizi gerceklestirildi.

gRT-PCR sonucu olugan {iriin miktarinin artmasiyla beraber SYBR Green |
daha c¢ok baglanmakta ve boylelikle floresan 1s1ma artmaktadir. Esik degerinin
tizerinde anlamli floresan artis1 gézlenen ilk dongii sayisina sayisina Ct (Siklus Esit
Deger) veya Cp (Kesisme Deger) denilmektedir. Sekil 3.3’de Bcl2’ye ait

amplifikasyon egrisi grafikleri gosterilmektedir.

Amplification Curves

25.051-
23.051
21.051
19.051

17.051

510)

5.051

3.0514

T

1.0514

Fluorescence (465.

w
=}
a1
=t

7.051

5.051

3.051

1.051

5 10 15 20 25 30 35 40 45 50
Cycles

Sekil 3. 3. Bcl2 Amplifikasyon Egrisi Grafigi

gRT-PCR analizi sonucunda her bir 6rnek i¢in ii¢ adet Cp degeri olugsmustur

ve bu degerlerin ortalamasi1 kullanildi.
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Her qRT-PCR analizinin ardindan, ¢ogaltilan bdlgenin istenilen hedef bolge
olup olmadigim1 anlayabilmek ic¢in erime egrisi analizleri yapildi. Sekil 3.4°te

Bcl2’ye ait erime egrisi grafikleri gériilmektedir.

Melting Peaks

9.250H
8,350+
7.450
6.550
5.650
4,750
3.850+

2.950

-(d/dT) Fluorescence (465-510)

2.050

1.150

0.250] -

£5 70 75 80 a5 0
Temperature (*C)

Melting Curves

= 34.957]

T T T T T

66 63 70 72 74 75 78 0 2 g4 3 g3 90 @2 94
Temperature (*C)

Sekil 3.4. Bcl-2 Erime Egrisi

Gen ifade oranlariin hesaplanmasinda;

ACP'Heges (Kontrol- Brnek )

(E

Hedef )

ACPRei( Kontrol- Omek )

(E.)

formiilii kullanildi. Bu formiil genlerin amplikasyon veriminin hesaplanip, sonuca
dahil edilmesini Ongoriir. Bu formiil ile hesaplanan gen ifadesi oranlari, log2

tabanina ¢evrildi.
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3.5. Apoptoz, Anjiyogenez ve Otofajiden Sorumlu olan Genlerin

Taspine Uygulanmasi Sonras1 ifadelerindeki Degisim

VEGF geninin Ul18 hiicrelerindeki ifade seviyesi 5uM Taspine
uygulandiginda kontrol grubuna gore 2 kat artis gosterdi ve bu artis istatistiksel
olarak anlamli bulundu (p<0.05). VEGF geninin U87 hiicrelerindeki ifade seviyesi
5uM Taspine uygulandiginda kontrol grubuna gore 1.2 kat artig gosterdi ve bu artis
istatistiksel olarak anlamli bulundu (p<0.05). VEGF geninin U118 hiicrelerindeki
ifade seviyesi 7.5uM Taspine uygulandiginda kontrol grubuna gore 2.5 kat artis
gosterdi ve bu artig istatistiksel olarak anlamli bulundu (p<0.05). VEGF geninin U87
hiicrelerindeki ifade seviyesi 7.5uM Taspine uygulandiginda kontrol grubuna gore

1.5 kat artis gosterdi fakat bu artis istatistiksel olarak anlamli bulunmadi.

EGFR geninin U118 hiicrelerindeki ifade seviyesi 5uM Taspine
uygulandiginda kontrol grubuna gore 1.7 kat artis gosterdi ve bu artis istatistiksel
olarak anlamli bulundu (p<0.05). EGFR geninin U87 hiicrelerindeki ifade seviyesi
S5uM Taspine uygulandiginda kontrol grubuna gore yaklasik 1.2 kat artig gosterdi ve
bu artis istatistiksel olarak anlamli bulunmadi. EGFR geninin U118 hiicrelerindeki
ifade seviyesi 7.5uM Taspine uygulandiginda kontrol grubuna gore 1.5 kat artis
gosterdi fakat bu artis istatistiksel olarak anlamli bulundu (p=0.05). EGFR geninin
U87 hiicrelerindeki ifade seviyesi 7.5uM Taspine uygulandiginda kontrol grubuna
gore yaklasik 1.3 kat artig gosterdi fakat bu artis istatistiksel olarak anlamh

bulunmadi.

P53 geninin U87 hiicrelerindeki ifade seviyesi SuM Taspine uygulandiginda
kontrol grubuna 1.6 kat artis gOsterdi ve bu artis istatistiksel olarak anlaml
bulundu(p<0.05). P53 geninin U87 hiicrelerindeki ifade seviyesi 7.5uM Taspine
uygulandiginda kontrol grubuna gore 1.7 kat artis gosterdi ve bu artis istatistiksel
olarak anlamli bulundu (p<0.05).

Bax geninin U118 hiicrelerindeki ifade seviyesi 5uM  Taspine

uygulandiginda  kontrol grubuna gore 0.8 kat azalis gosterdi fakat bu azalis
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istatistiksel olarak anlamli bulunmadi. Bax geninin U87 hiicrelerindeki ifade seviyesi
S5uM Taspine uygulandiginda kontrol grubuna gore 1.14 kat artig gosterdi fakat bu
artis istatistiksel olarak anlamli bulunmadi. Bax geninin U118 hiicrelerindeki ifade
seviyesi 7.5uM Taspine uygulandiginda kontrol grubuna gore 0.5 kat artis gosterdi
ve bu artis istatistiksel olarak anlamli bulundu (p<0.05). Bax geninin U87
hiicrelerindeki ifade seviyesi 7.5uM Taspine uygulandiginda kontrol grubuna gore

4.4 kat artis gosterdi ve bu artis istatistiksel olarak anlamli bulundu (p<0.05).

Bad geninin U118 hiicrelerindeki ifade seviyesi 5uM Taspine
uygulandiginda kontrol grubuna gore 0.5 kat azalis gosterdi ve bu azalis istatistiksel
olarak anlamli bulundu (p<0.05). Bad geninin U87 hiicrelerindeki ifade seviyesi
S5uM Taspine uygulandiginda kontrol grubuna gore 1.14 kat artis gosterdi fakat bu
artis istatistiksel olarak anlamli bulunmadi. Bad geninin U118 hiicrelerindeki ifade
seviyesi 7.5uM Taspine uygulandiginda kontrol grubuna goére 0.44 kat azalis
gosterdi ve bu azalis istatistiksel olarak anlamli bulundu (p<0.05). Bad geninin U87
hiicrelerindeki ifade seviyesi 7.5uM Taspine uygulandiginda kontrol grubuna gore
4.54 kat artis gosterdi ve bu artis istatistiksel olarak anlamli bulundu (p<0.05).

Bcl-2  geninin U118 hiicrelerindeki ifade seviyesi SuM  Taspine
uygulandiginda kontrol grubuna gore 1.7 kat artis gosterdi fakat bu artis istatistiksel
olarak anlamli bulunmadi. Bcl-2 geninin U87 hiicrelerindeki ifade seviyesi SuM
Taspine uygulandiginda kontrol grubuna gore 1.25 kat artis gosterdi ve bu artis
istatistiksel olarak anlamli bulunmadi. Bcl-2 geninin U118 hiicrelerindeki ifade
seviyesi 7.5uM Taspine uygulandiginda kontrol grubuna gore 0.7 kat azalig gosterdi
fakat bu azalis istatistiksel olarak anlamli bulunmadi. Bcl-2 geninin U87
hiicrelerindeki ifade seviyesi 7.5uM Taspine uygulandiginda kontrol grubuna gore
1.3 kat artig gosterdi ve bu artig istatistiksel olarak anlamli bulundu (p<0.05).

Bim geninin U118 hiicrelerindeki ifade seviyesi SuM  Taspine
uygulandiginda kontrol grubuna gore 0.5 kat azalis gosterdi ve bu azalis istatistiksel
olarak anlamli bulundu (p<0.05). Bim geninin U87 hiicrelerindeki ifade seviyesi

SuM Taspine uygulandiginda kontrol grubuna gore 1.24 kat artig gosterdi ve bu
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artig istatistiksel olarak anlamli bulunmadi. Bim geninin U118 hiicrelerindeki ifade
seviyesi 7.5uM Taspine uygulandiginda kontrol grubuna gore 0.8 kat azlig gosterdi
fakat bu azalis istatistiksel olarak anlamli bulunmadi. Bim geninin US87
hiicrelerindeki ifade seviyesi 7.5uM Taspine uygulandiginda kontrol grubuna gore
1.6 kat artis gosterdi ve bu artis istatistiksel olarak anlamli bulundu (p<0.05) (Cizelge
3.14 ve Cizelge 3.1

Cizelge 3.14. U118 Hiicrelerinde Taspine Uygulanmasi Sonrasi Genlerin ifadelerindeki
Degisim

U118 Hiicrelerinde Gen ifadeleri

2,51

1,51

B 5uM Taspine

Kat artigi

0,5 - B 7.5uM Taspine

BCL2 BAX BAD BIM VEGF EGFR

Genler

Cizelge 3.15. U87 Hiicrelerinde Taspine Uygulanmasi Sonrast Genlerin ifadelerindeki Degisim

U87 Hiicrelerinde Gen ifadeleri

5.
4 -

& 3

£

[}

ks 2] ® 5uM Taspine
1 B 7.5uM Taspine

BCL2 BAX BAD BIM VEGF EGFR p53

Genler
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Beklinl geninin U118 hiicrelerindeki ifade seviyesi 5uM Taspine
uygulandiginda kontrol grubuna gore 0.8 kat azalig gosterdi ve bu azalis istatistiksel
olarak anlamli bulunmadi (p<0.05). Beklinl geninin U87 hiicrelerindeki ifade
seviyesi 5uM Taspine uygulandiginda kontrol grubuna gére 1.01 kat artis gosterdi
ve bu artis istatistiksel olarak anlamli bulunmadi. Beklinl geninin U118
hiicrelerindeki ifade seviyesi 7.5uM Taspine uygulandiginda kontrol grubuna gore
0.9 kat azalis gosterdi fakat bu azalis istatistiksel olarak anlamli bulunmadi. Beklinl
geninin U87 hiicrelerindeki ifade seviyesi 7.5uM Taspine uygulandiginda kontrol
grubuna gore 1.1 kat artis gosterdi ve bu artig istatistiksel olarak anlamli bulunmadi

(p<0.05) (Cizelge 3.16 ve Cizelge 3.17).

Cizelge 3.16. U118 Hiicrelerinde Taspine Uygulanmasi Sonras1 BECLIN1 Genninin
Ifadelerindeki Degisim

U118 hiicre hattinda Beclin ifadesi

k3

1 -HEtl:InI:

Kt degigimi

(=]

SuM Tatpine T.5uM Taspine

Cizelge 3.17. U87 Hiicrelerinde Taspine Uygulanmasi Sonrasi BECLINI Genninin
Ifadelerindeki Degisim

U87 hiicre hattinda Beclin1 ifadesi

15

L

05

SuM Taspine 7.5uM Taspine
Kat degisimi
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3.6. Tek hiicre jel elektroforezi (Komet) Analizi

U118 ve U7 hiicre serilerinde, ilag verdikten sonra apoptozu isaret eden

DNA fragmantasyonunun varligt KOMET testi ile analiz edildi.

U118 geni icin; kontrol ve ilag gruplar1 hasarsiz ve az hasarl kategorileri

arasinda anlamli fark bulunmada.

U118 geni i¢in; kontrol ve ilag gruplar1 az hasarli ve orta hasarli kategorileri

arasinda anlamli fark bulunmada.

U118 geni i¢in; kontrol ve ilag gruplar orta hasarli ve hasarli kategorileri

arasinda anlamli fark bulundu (p<0.001).

U118 geni i¢in; kontrol ve ilag gruplari1 hasarli ve siddetli hasarli kategorileri

arasinda anlamli fark bulunmada.

U87 geni i¢in; kontrol ve ilag gruplari hasarsiz ve az hasarli kategorileri

arasinda anlamli fark bulunmadi.

U87 geni i¢in; kontrol ve ilag gruplar1 az hasarli ve orta hasarli kategorileri

arasinda anlamli fark bulunmada.

U87 geni icin; kontrol ve ilag gruplari orta hasarli ve hasarli kategorileri

arasinda anlamli fark bulundu (p<0.001).

U87 geni i¢in; kontrol ve ila¢ gruplar1 hasarli ve siddetli hasarl kategorileri

arasinda anlaml: fark bulundu.
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Cizelge 3.18. U118 ve U87 Hiicre serilerinde Taspine Uygulanmasindan 6nce ve sonra

DNA hasarlarinin ylizdesi

0.Derece 1.Derece 2.Derece 3.Derece 4.Derece
U118 Kontrol 0% 1.6% 36.9% 57.4% 4.1%
U118 Taspine 1.2% 6.1% 67.1% 24.4% 1.2%
U87 Kontrol 2.5% 16.9% 70.6% 8.7% 1.3%
U87Taspine 0% 10.6% 59.6% 29.8% 0%

Cizelge 3.19. U118 Hiicrelerinde Taspine Uygulanmasindan énce DNA hasarlarinin KOMET ile

gosterimi
U118 Kontrol
oO0. derece
4% 0% (2%
R B 1. derece
_ / -
/,,—--*—"'"7 ff; 07---- .
\‘ 6 37% 02. derece
— 97% .

5 R O3. derece

S~
T B4, derece

2.ve 3. Derece

Sekil.3.5. U118 Hiicrelerinde Taspine Uygulanmasindan 6nce DNA hasarlarinin KOMET ile

gosterimi
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Cizelge 3.20. U118 Hiicrelerinde Taspine Uygulanmasindan sonra istatistik olarak DNA
hasarlarinin KOMET ile gosterimi

U118 Taspine

1%1% 6% 00 derece
|1 derece

02 derece

67% O3 derece

@4 derece

2.ve 3. Derece 2 Derece

Sekil 3.6. U118 Hiicrelerinde Taspine Uygulanmasindan sonra DNA hasarlarinin KOMET ile

gosterimi

Cizelge 3.21. U87 Hiicrelerinde Taspine Uygulanmasindan once istatistik olarak DNA hasarlarinin
KOMET ile gosterimi

U87 Kontrol
00. derece
1% 2% E1.derece
02. derece
03. derece
B4. derece
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1 Derece 2 Derece

Sekil 3.7. U87 Hiicrelerinde Taspine Uygulanmasindan énce DNA hasarlarinin KOMET ile gosterimi

Cizelge 3.22. U87 Hiicrelerinde Taspine Uygulanmasindan sonra istatistik olarak DNA hasarlarinin
KOMET ile gosterimi

U87 Taspine

00 derece

W1 cderece

02 cerece

03 derece

B4 derece
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1.Derece 2. Derece

2.ve 3 Derece

Sekil 3.8. U87 Hiicrelerinde Taspine Uygulanmasindan sonra DNA hasarlarinin KOMET ile

gosterimi

3.7. Sitogenetik analiz

U118 ve U87 hiicre serilerinde, hiicrelerin kromozomal yapilarini arastirmak

i¢in sitogenetik analiz yapildi.

U87 hiicre serisinde sitogentik analiz sonucunda Kkaryotip: 43,XX,der(1),-2,-
6,-11,-14,-22,marl,mar2 (Sekil 3.9) gibi anomalilere rastlandi.

U118 hiicre serisinde sitogenetik analiz sonucunda karyotip:
120, XY ,+X,+Y,+1,+1,+1,+3,+5,+6,+7,+7,+8,+9,+10,+10,+11,+11,+12,+12 +13,+14,
+6x5,+17,+17,+18,+19,+19,+20x5,+21x5,+21,+21,+21,+marl.......... marl0
(Sekil3.10)
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R R R
RN
600 88 & & W

e 3 e

21 22 Y

mar1 mar2 mar3 mar4 mar5

Sekil 3.9. U87 Hiicre Serisinde Yapilan Karyotip Analizi (karyotip: 43,XX,der(1),-2,-6,-11,-14,-

22,marl,mar2)

2E50€¢% 33¢ 3882 38D pasd s

X

2582 2383 €9¢3 Foxx Swxn) si252 spias

REBE #s8R »08 SREARATE A3PRQ 8axas
13 14 15 16 17 18
axiad Bysngr saksunsy atasase aq
19 20 21 22 Y
g . ¢ B $a
mari mar2 mar3 mar4 mar5
< & & & [ ]
mar6 mar7 mar8 mar9 mar10

Sekil3.10. U118 Hiicre Serisinde Yapilan Karyotip
Analizi(karyotip:120,XY,+X,+Y,+1,+1,+1,+3,+5,+6,+7,+7,+8,+9,+10,+10,+11,+11,+12,+12,+13,+14
,+16x5,+17,417,+418,+19,+19,+20x5,+21x5,+21,+21,+21,+mar1.......... mar10).
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4. TARTISMA

Giliniimiizde kanser goriilme siklig1 giin gectikgce artmaktadir. Kanser tiirleri
arasinda beyin tiimorlerinin ve beyin tiimorleri icinde GBM’nin 6nemli bir yeri
vardir. GBM, primer MSS tiimérleri iginde en Oldiiriici olan ve en az kontrol

edilebilen tiimordiir (Allen ve Barres, 2009).

Bitkisel tedavi, alternatif ve/veya tamamlayici tedavi yontemleri arasinda yer
alir. Son yillarda bitkilerin kanser tedavisinde kullanilabilecek o6nemli dogal
kaynaklardan biri oldugu kanitlanmistir ((Nirmala ve ark, 2011; Yang ve ark, 2010;
Tanker ve ark, 1998).

Bitkisel ilaglar, bir¢ok kanser tedavisinde kullanilan kemoterapotik ilaglarin
toksisitesini azaltmaktadir. Ayrica bazi1 bitkisel ilaclarin kanser tedavisinde,
kemoterapoétik ilaglara gore daha az toksisiteye sahip olmalart nedeniyle kullanimlari

mevcuttur (Nirmala ve ark, 2011; Yang ve ark, 2010),

Simdiye kadar bitkilerden izole edilen yaklagik 30 bilesik, arastirma
asamasinda bulunmaktadir (Yang ve ark, 2010; Nirmala ve ark, 2011). Bu anti-
kanser bilesikler ¢esitli kanser hiicre serilerinde ve deneysel fare modellerinde klinik

acidan etkili bulunmustur.

Eom ve arkadaslar1 tarafindan yapilan bir c¢aligmada “Berberine”, tedavi
amactyla GBM hiicre serisine uygulandiktan sonra bu bitkininin hiicre serisinde
apoptozu (Bax ekpresyonunu arttirip Bcl2 ekspresyonunu azaltmistir) indiikledigi

gosterilmistir (Eom ve ark, 2010).

Lee ve arkadaslar tarafindan yapilan baska bir ¢alismada GBM hiicre serisi

tizerinde “Chinese Herb Danggui” bitkisini denedikleri zaman bu ilacin apoptozu
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indiikledigi ve VEGF ekprsyonunu azaltmak yoluyla anjiyogenezi yani timor

invazyonunu azalttig1 goriilmiistiir (Lee ve ark, 2006).

Li ve arkadaglan tarafindan yapilan baska bir calismada GBM hiicre serisi
tizerinde “Andrographolide” bitkisinin apoptozu indiikledigi ve hiicre boliinmesini

durdurdugu saptanmistir (Li ve ark, 2012).

Fang-Chang ve arkadaglari tarafindan yapilan bagka bir calismada “gamma-
mangostin” GBM hiicre serisinde denenmistir ve apoptozu indiikledigi bulunmustur

(Fang-Chang ve ark, 2010).

Man Tsai ve arkadaslar1 tarafindan yapilan baska bir ¢aligmada “Angelica
sinensis” GBM hiicre serisinde ve in Vvivo olarak farede denenmistir ve sonugta p53

bagimli apoptozu indiikledigi gosterilmistir (Man Tsai ve ark, 2005).

Calismamizda kullanilan bilesigin alkoloid yapida oldugu bilinmektedir.
Alkoloidlerin, uyarici, afrodizyak, analjezik, damar genisletici, anti-hipertansif,
idrar soktiiriicii 6zellikleri ve nikotinik asetilkolin reseptorii agonisti, adenozin
reseptOr antagonisti, asetilkolinesteraz inhibitdrii fonksiyonlarmin yani sira anti-
tiimdrijenik etkileri oldugu cesitli calismalarda saptanmistir (Zhang ve ark, 2010). Bu
tez c¢alismasinda literatiirde bazi tiimor tiplerinde anti-tiimorijenik 6zelligi
gosterilmis bir alkoloid olan ve kan beyin bariyerini gegebilen Taspine’in (Wen Lu
ve ark, 2008) insan GBM hiicre serisi tizerinde etkileri ilk kez ¢alisilmistir. Simdiye
kadar Taspine ile farkli kanser tiplerinde in-vitro ve in-vivo ortamda yiiriitiilmiis olan

az sayida calisma vardir.

Yanmin Zhang ve arkadaslari tarafindan karaciger hiicre serisinde yapilan bir
calismada, Taspine’in timor anjiyogenezini engelledigi gosterilmistir.  Ancak
karaciger hiicre serisinde hangi yolaklar ile hiicre proliferasyonunu inhibe ettigi ve
apoptozu indiikledigi heniiz bilinmemektedir. Bu ¢aligmada ilag dozuna bagli olarak

hiicre dongiisiinde gorevli olan CDK2, CDK4, ve apoptotik kaspaz-3 ve Bax’in
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mRNA ekspresyon seviyesinin arttigi, anti-apoptotik olan Bcl2 mRNA ekspresyon
seviyesinin azaldig1 gosterilmistir. Taspine’in, hiicre dongiisinii S fazinda
durdurarak boliinmeyi engelledigi ve apoptozu indiiklendigi saptanmistir (Yanmin

Zhang ve arkadaslari, 2011).

Yanmin Zhang ve arkadaslari tarafindan, kolorektal adenokarsinoma hiicre
serisi lizerinde yapilan baska ¢alismada Taspine’in farkli bir tiirevi olan Tas41
uygulamasi sonrasi, apoptozun indiiklendigi ve anjiyogenezin anlamli derecede
azaldig1 gosterilmistir (Yanmin Zhang ve arkadaglari, 2011). Bu ¢alismada apoptoz
yolaginda bulunan pro-apoptotik olan p53 ve Bax’in mRNA ekspresyon seviyesinin
arttig1, anti-apoptotik olan Bcl2 mRNA ekspresyon seviyesinin azaldigi; ayrica
anjiyogenezden sorumlu olan EGF ve VEGF’in mRNA ekspresyonlarinin anlamli
derecede azaldig1 gosterilmistir. Bu calismada sonug olarak Taspine’in apoptozu
indiikleyerek, kanser hiicrelerinin iizerinde anlamli derecede etkili oldugu

bulunmustur (Yanmin Zhang ve arkadaslari, 2011).

Zhang ve arkadaslar1 epidermal karsinoma hiicre serisinde yaptiklar1 bir
caligmada, Taspine’in tiimor anjiyogenezini ve hiicre proliferasyonunu engelledigini,
ayni zamanda apoptozu indiikledigini gostermislerdir (Yanmin Zhang ve arkadaslari,
2011).

Taspine’nin melanoma ve kolon kanseri hiicre serisi lizerinde de anti-

proliferatif etkisi oldugu saptanmistir (Montopoli ve ark, 2012).

Wen Lu ve arkadaglari tarafindan farede in vivo olarak ve akciger kanseri hiicre
serisi lizerinde yapilan bagka bir calismada, yeni bir sentetik Taspine tiirevinin
(HMQ1611) hiicre proliferasyonunu, tiimdr biiylimesini ve aym zamanda doku
vaskiilarizasyonunu 6nemli 6lciide engellendigi gosterilmistir (Lu ve ark, 2012). Bu
arastirmada sonug¢ olarak, HMQ1611’in akciger kanseri hiicre serisi iizerinde hiicre
proliferasyonunu ve VEGF sekresyonunu engellerken, doku vaskiilarizasyonunu
onemli Olclide inhibe ettigi gosterilmistir. Ayrica HMQI1611’in anti-tiimorijenik

aktivitesi nedeniyle, farelerde tiimoér biiylimesini engelledigi ve tiimori latent hale
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getirdigi, buna ilaveten anjiyogenezin inhibisyonunu sagladigi saptanmistir (Lu ve

ark, 2012).

Huai-Zhen ve arkadaslari1 tarafindan yapilan baska bir ¢alismada Taspine’in,
kansere kars1 Onleyici etkiye sahip oldugu gosterilmistir (Zhen ve ark, 2009).
Taspine’in bir bagka tiirevi olan Tas13D’nin ilging biyolojik ve farmakolojik
aktivitelere sahip oldugu gosterilmistir. In vivo, insan karaciger hiicre hatt1 ve atimik
fare zenografi ile yapilan c¢alisma sonucunda, Tas13D’nin farelerde tiimor
bliylimesini inhibe ettigi ve ayn1 zamanda doza bagimli olarak VEGF ve EGF mRNA
ekspresyonlarin1 anlamli derece azalttigi gosterilmistir. Sonug olarak Tas13D’nin
timor biiyiimesini, hiicre ¢ogalmasin1i ve hiicre gociinii, VEGF ve EGF mRNA
ekspresyonlarini azaltmak yoluyla inhibe ettigi saptanmistir. Bu calisma sonucunda,
Tas13D’nin bir kemoterapdtik ajan olarak gelecekte kullanilabilecegi diistintilmiistiir

(Zhen ve ark, 2009).

Yanmin Zhang ve arkadaslari tarafindan yapilan akciger kanseri hiicre
serisinde yapilan calismada, Taspine’in VEGFR-2 inhibitorii olarak vaskiilogenezde
kritik bir rol oynadig1 ve kanser tedavisinde kullanilabilecegi sonucuna varilmistir.
Bu calismaya gore Taspine ve sentezlenecek yeni tiirevlerinin, kanserlerde
anjiyogenez inhibitorii olarak kullanilabilecekleri disliniilmiistiir (Zhang ve

arkadaslari, 2008).

Zheng ve arkadaglari, hepatoma (Zheng ve ark, 2012), akciger kanseri (Zhang
ve ark, 2008, Zheng ve ark, 2012), meme kanseri (He ve ark, 2011, Zheng ve ark,
2012), mesane kanseri (Zhang ve ark, 2010, Zheng ve ark, 2012) iizerinde yaptiklar
in vivo ve in vitro calismalarda Taspine’nin bir tiirevi olan Tal722’nin anti-
proliferatif ve anti-anjiyogenik etkisini gostermislerdir (Zheng ve ark, 2012). Bir
Taspine tiirevi olarak Tal722’nin, hiicre proliferasyonunu, anjiyogenezden sorumlu
VEGF ve VEGFR-2 genlerinin ekspresyonlarin1 azaltarak anjiyogenezi engelledigi
gosterilmistir. Bu veriler sonucunda, Taspine’in anjiyogenez inhibitorii olarak kanser

tedavisinde umut vaad eden bir aday olabilecegi belirlenmistir (Zhang ve ark, 2012).
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Zhang ve arkadaglarmin yaptig1 calismada, Taspine’in farkli bir tiirevi olan
HMQ18-22’nin kolorektal kanseri olan farelerde, anjiyogenezi anlamli derecede
azalttigi, kanser hiicrelerinin ¢ogalmasini engelledigi ve buna baglh olarak timor
gelisimini engelledigi gosterilmistir (Zhang ark, 2012). Kolorektal kanser, diger
hastaliklar arasinda biiyiikk bir morbidite ve mortaliteye sahiptir (Dai ve Zhang ve
ark,2012). Anjiyogenez, kolon kanseri gelisiminde rol oynayan bir faktordiir. Bu
arastirmada, HMQ18-22’nin fare kolon dokusunda, anjiyogenezi arastirirken
VEGFR2, VEGFR1, Akt, PKCa and PLCc-1 mRNA ekspresyonunu anlamli
derecede azalttigi bulunmustur. Sonu¢ olarak HMQI18-22’nin, kolorektal kanser
hiicrelerinin  ¢ogalmasin1i  ve fare modelinde timor gelisimini engelledigi
saptanmigtir. Bu sonuclar HMQ18-22"nin yeni bir anjiyogenez inhibitdrii oldugunu
ve kolon kanseri i¢in ilerde terapdtik bir aday oldugunu ortaya koymustur (Dai ve
Zhang ve ark, 2012).

Sonug olarak yapilan ¢aligmalara gore Taspine akciger kanserinde anjiyogenezi
inhibe etmektedir (Wen ve ark, 2012). Kolon kanserinde yiiksek oranda hiicre
biiylimesini durdurur ve anti-proliferatif etkiye sahiptir (Montopoli ve ark, 2012).
Pankreas kanserinde ise EGF ve VEGF ifadesini baskiladigi gosterilmistir (He ve
ark, 2009). Taspine’nin meme kanseri hiicrelerinin invazyonunu ve adezyonunu
engelledigi ve metastaz1 da baskiladigi saptanmustir (Zhan ve ark, 2012; He ve ark,
2011). Hepatomda ise anjiyogenez inhibitorii olarak rol oynadigi rapor edilmistir

(Lei ve ark, 2012)

Astrositik beyin tiimorlerindeki ilk genetik degisiklik tiimor baskilayic
fonksiyonu olan p53 mutasyonudur. GBM’de p53 mutasyonu ve protein
ekspresyonu, prognostik bir belirteg¢ olarak kullanilmasa da, birgok anti-tiimorijenik
ilag, hedef olarak p53 seviyesini arttirmak suretiyle hasarin tamirine ya da apoptoza
yol agmaktadir. p53 geninde meydana gelen mutasyonlar bu dengeyi bozarak
gliomalarin daha malign formlara doniismesine neden olur. p53 mutasyonu tasiyan
hiicrelerde apoptoz yolaginda inhibisyon olur ve aktif DNA tamir mekanizmasinin

hiicrede hasar siirekli olarak tamir etmesi suretiyle hiicre sag kalimi saglanmaktadir.
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Bilindigi kadariyla EGFR sinyal yolagindaki malign degisiklikler, de novo
GBM gelismesinde temel rolii olan genetik faktorlerden biridir. GBM’de yapilan
calismalarda, EGFR geni amplifikasyonu tanimlanmis ve buna bagli olarak
EGFR’nin asir1 ekspresyonu ile hastalarin sag kalim siirelerinin azalmasi arasinda
belirgin korelasyon saptanmisfir. Gen amplifikasyonu sonucunda EGFR asiri
ekspresyonu GBM’larin %35’inde bulunmustur. Bu ekspresyon artigi, timor

hiicrelerinde apoptoza kars1 direng gelismesi ile sonuglanir.

Malignant glioma, insan timorleri arasinda en vaskiilerize olandir. Malignant
gliomanin gelisimi ve ilerlemesinin ¢ogunlukla anjiyogeneze bagli oldugu varsayilir,
bu olay tiimor gelisiminde patofizyolojik bir basamak olarak goriiliir. Anti-
anjiyogenik etkisi olan tedavi stratejileri diger tiimor cesitlerinde de basariyla
kullanilmaktadir. Vaskiiler endotelyal biliylime faktérii (VEGF), tiimoriin
neovaskiilerizasyonu, kanser hiicrelerinin kan dolagimina girmesi ve diger organlara
metastaz yapmasina neden olur. VEGF ekspresyonu bir¢ok kanser tipi i¢in ayirt edici
ozelliktir. VEGF ekspresyon seviyesi, GBM malignite derecesi ile direkt iligkili
bulunmus olup; GBM dokusunda VEGF’in 50 kat fazla eksprese edildigi

saptanmistir.

Bu bilgiler 1s1ginda, bu tez c¢alismasinda, GBM disinda baska kanserler
tizerinde antikanserojen etkileri gosterilmis olan Taspine’in, GBM iizerindeki etkileri
incelenmistir. GBM U87 ve Ul18 hiicre serilerine doza bagl olarak Taspine
uygulanmas1 ve sonrasinda antiproliferatif, apoptotik ve anti-anjiyogenik
etkilerininin incelenmesi gergeklestirildi. GBM hiicre serilerinde, apoptoz yolaginda
gorevli olan 6nemli genlerden p53, Bax, Bim, Bad ve Bcl2; anjiyogenezde etkili olan

VEGF ve EGFR ve otofaji yolaginda etkili olan Beklin-1 geni arastirildi.

Calismamizda literatiire uyumlu olarak U87 hiicre serilerinde 0-10uM doz
araliginda Taspine’nin hiicre proliferasyonunu engelledigi gosterildi (Zhang ve ark,
2008, 2011). Literatiirde Taspine ile yapilmis diger caligmalarla uyumlu olarak bizim
calismamizda da Taspine’nin ayni doz araliginda p53 mutasyonu tagimayan U87

hiicre serisinde apoptotik genlerinin ekspresyonunu, Bax/Bcl-2 oranmi arttirdigi
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saptandi (Zhang ve ark, 2011). Calismamizda p53 mutasyonu tasimayan U87 hiicre
serisinde, apoptotik yolakta bulunan p53, Bax, Bim ve Bad genlerin ekspresyon
seviyesinde anlamli artis saptandi. Bcl2, VEGF ve EGFR gen ekspresyon
seviyesinde anlamli degisiklik goriilmedi. Bu sonuglar hiicrelerin dogrudan p53
bagimli apoptoza gittigini diisiindlirdii. U87 hiicre serisinde DNA hasarini tespit
etmek amaciyla Taspine uygulanmasi sonrasi hiicrelerde meydana gelen DNA
fragmantasyonunun morfolojik olarak incelenmesi KOMET analizi kullanilarak
yapild1 ve hiicrelerde DNA hasarinin varligi tespit edildi. DNA’da meydana gelen bu
fragmantasyonun agirlikli olarak apoptoz bagimli bir yolak nedeniyle olustugu

sonucuna varildi.

Caligmamizda U118 hiicre serisinde literatiirle uyumlu olarak 0-10uM doz
araliginda Taspine’nin hiicre canliligini azalttig1 saptandi. Bunu takiben hiicrelerin
kullandig1 6liim yolagini belirlemek amaciyla, p53 mutasyonu tasiyan U118 hiicre
serisinde apoptoz yolaginda etkili olan genler arastirildi. p53 tarafindan regiile edilen
apoptotik genler Bax, Bad ve Bim iizerinde herhangi bir degisiklik saptanmadi. Bu
durumun aksine hiicrede apoptotik 6liim mekanizmasini inhibe eden ve hiicrenin
hayatta kalimmi devam ettiren Bcl-2 geninde anlamli bir artis saptandi. Yapilan
calismalara gore, timor siipresor olan pS3 geninin aktivasyonu, timdr anjiyogenezi
ve VEGF transkripsiyonunu baskilayarak, timoriin ilerlemesini dnlemektedir. p53
mutant olan hiicrelerde bu genin fonksiyon kaybi nedeniyle anjiyogenezden sorumlu
olan genlerin, mRNA ekspresyon seviyesi anlamli derecede artmaktadir. Dolayisiyla
p53 mutant olan kanserlerde anjiyogenez daha yiiksek bulunmaktadir (Qin ve ark,
2006). Bagka bir calismada VEGF’lin p53'/' olan tiimorlerde, p53 mutant olmayan
tiimdrlere gore daha yliksek seviyede eksprese oldugu gosterilmistir. Anjiyogenezde
etkili olan VEGF, tiimor malignitesi ile orantili olarak artar. p53 mutant hiicrelerde
EGFR expresyon seviyesinde de p53 mutant olmayan hiicrelere gére anlaml artig
saptanmistir (Lewin ve ark, 2008; Bheda ve ark, 2008; Shapira ve ark, 2013).
Literatiirde kanser tedavisi ile ilgili yapilan calismalarda bazi agresif timor
hiicrelerinin 6liimden korunmak amaciyla, bir hayatta kalim mekanizmasi olarak
VEGF genini ve devaminda programlanmis hiicre 6liimiinii 6nlemek i¢in Bcl2 genini

aktive ettigi gosterilmistir (Beierle ve ark., 2002; Pidgeon ve ark, 2001; kaneko ve
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ark, 2007). Bu mekanizma tiimor hiicrelerinin devamliligini saglar. Bunun
devaminda apoptoz yolaginda gorevli olan genler aktive olur ve hiicrelerin hayatta
kallm mekanizmas1 bozulur (Beierle ve ark., 2002). Yapilan c¢alismalarda
noroblastoma hiicrelerinde Bcl2 ekspresyonunun tomorijeniteyle yani tiimorin
malignite derecesiyle korele oldugu gosterilmistir. Beierle ve arkadaslarinin yaptigi
calismada ekzojen VEGF uygulamasi sonrasi, noroblastoma hiicrelerinde Bcl2’nin
yiiksek ekspresyonu sonucu hiicrenin apoptoza karsi direng kazandigi gosterilmistir
(Beierle ve ark., 2002). Bu nedenlerden dolay1, ¢alismamizda p53 mutasyonu tasiyan
ayn1 zamanda agresivitesi yiiksek olan U118 hiicre serisinde, Taspine uygulamasi
sonrast apoptoz yolaginda gorevli olan genlerden Bax, Bim ve Bad gen ekspresyon
seviyesinde anlamli bir degisiklik saptanmazken, EGFR, VEGF ve Bcl2
ekspresyonunun kontrole gore anlamli sekilde arttig1 tespit edildi. Yapilmis baska
caligmalar gbz Oniine alindiginda artan Bcl-2, VEGF, EGFR gen ekspresyon
artisinin, hiicrelerde ilacin etkisinden korunmak ve hiicre sag kalimini saglamak

amactyla oldugu, sonucuna varildi (Kil ve ark. 2012; Beierle ve ark., 2002).

DNA hasarini tespit etmek amaciyla Taspine uygulanmasi sonrasi hiicrelerde
meydana gelen DNA fragmantasyonunun morfolojik olarak incelenmesi KOMET
analizi kullanilarak yapildiginda, U118 hiicre serisinde, DNA hasarinin varlig1 tespit
edildi fakat apoptotik genlerin aktive olmamasi bize burada p53 bagimsiz bir 6liim
yolagmin etkili oldugunu diislindiirdi. Bu 06lim yolagini saptamak amaciyla
programli 6lim yolaklarindan digeri olan otofajide, efektor gen Beklin-1’in
ekspresyon seviyesi de RT-PCR kullanilarak bakildi, fakat bu genin ekspresyon
seviyesinde herhangi bir degisiklik saptanmadi. Programli 6liim yolaklarindan otofaji
ve apoptozdan sorumlu olan genlerin aktive olmamasi, fakat hiicre 6liimiiniin ve
DNA hasarinin gézlenmesi bu hiicre serisinde programli nekroz gibi farkli bir 6liim

mekanizmasinin kullanildigini, diisiindiirm{istiir.

Bu tez ¢alismasinda bir alkoloid olan ve GBM disinda bazi kanserlerde anti-
tiimoral etkileri gosterilmis olan Taspine’in, ilk kez GBM iizerindeki etkileri in vitro
olarak incelendi. Taspine’in p5S3 mutant U118 ve p53 saglam U87 hiicre serilerinde

antiproliferatif etkilerinin; U87’de apoptoz yolagi ile Ul18’de ise apoptoz ve
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otofajiden bagimsiz bir yolakla gergeklestigi sonucuna varildi. Anjiyogenez ve
proliferason icin 6nemli olan genlerden VEGF, EGFR ekspresyonunun Taspine
uygulamasindan sonra U87’de anlamli bir sekilde degismedigi gozlenirken, p53
mutant agresif U118 hiicre serisinde Bcl2, VEGF, EGFR ekspresyonunun anlamli
sekilde arttig1, bu artigin ilacin etkisinden korunmak ve hiicre sag kalimini saglamak
amactiyla gerceklestigi, P53 mutasyonunun, GBM tedavisine yanitta 6nemli bir role

sahip oldugu sonucuna varildi.
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5. SONUC ve ONERILER

Bu tez calismasinda,

e Alkaloid kokenli Taspine GBM hiicre serilerinde literatiirde ilk kez
kullanilmustir.

e GBM hastaliginin genetik olarak heterojen bir yapida oldugu, bu ¢alisma ile
desteklenmistir.

e Hiicre serilerinin Taspine’e olan duyarliliklarinin farklilik gdsterdigi ilk kez
bu ¢alismada gosterilmistir.

e GBM hiicre serilerinin Taspine’e olan duyarliliklarinda p53 mutasyonunun
onemli oldugu gosterilmistir

e P53 mutasyonunun, GBM tedavisine yanitta 6nemli bir role sahip oldugu
distiniilmistiir.

e Heterojen yapida olan GBM hiicrelerinde p53 saglam hiicrlerde apoptozun,
p53 mutant hiicrelerde ise apoptoz disinda, farkli 6liim yolaklarinin etkili
oldugu diistiniilmektedir. Bu 6liim yolaklarinin ¢alisilmasi planlanmaktadir.

e Hiicrelerin Taspine’e kars1 gostermis oldugu duyarlilik farkinin p53
mutasyonundan olabilecegi ilk defa gosterilmistir.

e P53 mutant olmayan hiicrelerde Taspine’nin ilk defa apoptozu indiikledigi
GBM hiicre serilerinde saptanmaigstir.

e P53 mutant hiicre serisinde Taspine’in antiproliferatif etkisinin apoptoz ve
otofajiden bagimsiz farkli bir 6liim yolag: ile gerceklestigi, bunun
arastirtlmasinin tedaviye farkl bir yaklagim getirebilecegi diistiniilmektedir.
Programli nekroz yolaginin arastirilmasi planlanmaktadir.

e P53 mutant olan GBM hiicre serisinde angiyogenezin belirtegi olarak kabul
edilen VEGF ekspresyonunun artmis oldugunun saptanmasi, GBM’de artmis
anjiyogenezin etyopatogenezinden p53 mutasyonun sorumlu olabilecegini
diistindiirmektedir.

e (GBM tedavisinde Taspine’nin kanser hiicrelerine antiproliferatif agidan etkili

olabilecegi ancak anti-anjiyogenik etkisinin olmadigi bu tez ¢alismasinda
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gosterilmistir, derivatifleri kullanilarak etkilerinin arastirilmasi
planlanmaktadir.
Bir sonraki asamada yapilmasi planlanan ¢aligmalar
e Sonuglarimiza ve literatiirde Taspine ile yapilmis olan caligmalara
dayanarak Taspine’in derivatiflerini kullanarak, aynit GBM hiicre
serileri tizerindeki etkilerini incelemek
e Taspine’i in vivo olusturulmus GBM hayvan modellerindekiin vivo

etkilerini incelemek planladigimiz ¢alisma
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OZET

U118 ve U87 Glioblastoma hiicre serisinin sitogenetik olarak incelenmesi ve
Taspine’nin bu hiicre serisi iizerindeki antiproliferatif, antianjiyogenik ve
apoptotik etkilerinin arastirllmasi

Beyin tiimorleri tiim kanserlerin %1,5’inden ve kansere bagli dliimlerin
%2’sinden sorumludur. GBM eriskinlerde en sik goriilen ve en malign beyin
tiimoriidir. Hastaligin kiiratif tedavisi yoktur ve yiiksek morbidite ve mortaliteye
sahip olan noroepitelyal bir tiimoriidiir. Standart tedavi protokollerinin yani sira,
farkli tedavi yontemleri de deneysel diizeyde kullanilmaktadir. Bitkisel tedavilerin,
son yillarda alternatif ve tamamlayici tedavi yontemleri arasinda yer alarak kanser
tedavisinde kullanilabilecek 6nemli dogal kaynaklardan biri oldugu kanitlanmistir.
Caligmamizda kan-beyin bariyerini gecebildigi aynt zamanda cesitli kanserlerde
apoptozu indiikleyip anti-anjiyogenezde etkili oldugu bildirilen bir bitkisel ham
madde olarak Taspine’in, ilk kez GBM hiicrelerinde antiproliferatif, apototik, anti-
anjiyogenik ve otofajik etkisi aragtirilmistir.

Bu kapsamda, GBM hiicrelerin sitogenetik karakterleri aragtirilmig, sonra
kiltlir ortaminda, Taspine'nin degisik dozlarinin uygulanmasini takiben uygun doz ve
saat, MTT testi ile belirlenmistir. RNA izole edilerek, anjiyogenik genler olan VEGF,
EGFR, apoptotik genler p53, Bim, Bad, Bax, Bcl2 ve otofajik gen olan Beklin 1’in
ekspresyon diizeyleri RT-PCR yontemiyle incelenmistir. Apoptozun, DNA
fragmantasyonu ile incelenmesi i¢in Komet testi ile DNA hasar oranlar
belirlenmistir.

Bu c¢alismada, tiimoriin in vivo 6zelliklerine yakin olan ve p53 mutant ve
normal olan iki farkli hiicre serisinde Taspine’in etkileri incelenmistir. GBM hiicre
serilerinde bir alkoloid olan Taspine duyarliligin farkli oldugu ve bu farkta p53
mutasyonunun etkili oldugu diistintilmiistiir.

Ik kez, bu tez ¢aligmasinda Taspine’in p53 mutant olan ve olmayan hiicre
serileri lizerindeki antiproliferatif etkileri gosterildi. Taspine’in p53 normal hiicre
serisinde, antiproliferatif etkisini apoptozu indiikleyerek, p5S3 mutant hiicre serisinde

ise apoptoz ve otofajiden farkli bir hiicre 6liim yolag ile bu etkisini gerceklestirdigi
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sonucuna varildi. Taspine’in p53 normal U87 hiicre serisinde anjiyogenez ve
proliferasyon icin 6nemli olan VEGF ve EGFR ekspresyonlarini anlamli olarak
degistirmedigi ancak p53 mutant U118 hiicre serisinde Bcl2, VEGF ve EGFR
ekspresyon diizeylerini anlamli Olgiide arttirdigi, bu artisin ilacin etkisinden
korunmak ve hiicre sag kalimmni saglamak amaciyla gerceklestigi, P53
mutasyonunun, GBM tedavisine yanitta onemli bir role sahip oldugu sonucuna

varildi.

Anahtar Kelimeler: Taspine, Glioblastoma Multiforme
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SUMMARY

Cytogenetic analysis of U118 and U87 glioblastoma cell line and
investigation of the Taspine’s antiproliferative, antiangiogenic and

apoptotic effects on this cell line.

Brain tumors are responsible for 1.5%of all cancers and 2%of cancer deaths. In
adults, glioblastoma is the most common and most malignant brain tumors. There is
no curative treatment of the disease. GBM as a neuroepithelial tumor has high
morbidity and mortality. In addition to the standard treatment protocols, different
types of treatments are used in the experimental level. In recent years herbal
therapies as an alternative and complementary methods of treatment has proven to be
one of the important natural resource can be used in cancer therapy. Taspine as an
alkaloid, not only can pass the blood-brain barrier, but also has effected on
apoptosis and angiogenesis in various cancer. In our study antiproliferative,
apoptotic, anti-angiogenic effect of Taspine was investigated for the first time on
GBM cell lines.

In this context, cytogenetic characteristics of GBM cells were investigated. the
sensitivity of GBM cell lines to Taspine has been determined by MTT. Subsequently,
RNA was isolated from these cells. Expression levels of angiogenic genes, VEGF,
EGFR; apoptotic genes, p53, Bim, Bad, Bax, Bcl2 and autophagic gene Beklin 1
have been investigated after Taspine added to each cell lines by real time PCR. Also
the proportion of DNA fragmentation after Taspine application has been analyzed by
KOMET assay.

In this study the effects of Taspine has been investigated on two different cell
lines p53 mutant and p53 normal cell lines which are close to the in vivo
characteristics of tumors. Sensitivity of GBM cell lines to Taspine were different.
The reason of the different sensitivity to Taspine was thought to be because of the
presence and absence of p53 mutation.

For the first time, it was shown the effect of Taspine on GBM p53 mutant, and
p53 normal cell lines in this thesis study. The antipolifrative effect of Taspine on p53

normal cell line was due to apoptosis, but on p53 mutant cell line, it was due to



74

another programmed cell death, other than apoptosis and autophagy. Taspine
addition did not change VEGF and EGFR expression in p53 normal U87 cell line
however, it increased the expression level of Bcl2, VGEF, EGFR significantly in p53
mutant U118 cell line. It was thought, this increase might be due to protect the cells
from the effect of Taspine in order to survive. It was concluded that p53 mutation
might be one of the important factor in response to the treatment of GBM.

Key Words: Taspine, Glioblastoma Multiforme
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