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ÖZET 

Glioblastoma multiforme en sık rastlanan ve en agresif beyin tümörlerindendir. 

Yetişkinlerdeki beyin tümörlerinin %60'ını oluşturur. Modern tedavilere rağmen halen 

çok ölümcül ve hızlı prognozu olan bir hastalıktır. Temozolomid, glioblastoma 

hastalarında standart kemoterapi ajanıdır. DNA'da N7 ve O6 pozisyonundaki guanini 

metilleyerek DNA onarım mekanizmasını etkiler ve hücre siklusunu G2-M evresinde 

durdururarak apoptozu tetikler. O6-metilguanin metil taşıyıcı ise guaninin O6 

pozisyonuna bağlanan metili uzaklaştırarak temozolomidin antikanserojenik etkisini 

azaltmaktadır. Çalışmalarda MGMT enzim aktivitesi ve temozolomide dirençli GBM 

hücreleri arasında ilişki gösterilmiştir. Bu sebeple, çalışmanın amacı temozolomide 

dirençli ve duyarlı iki farklı GBM hücre hattına (T98G ve U87) temozolomid ile birlikte 

çoklu uygulanan kersetinin ilaç direnç mekanizmaları üzerine etkisinin incelenmesidir. 

Bu çalışmada T98G ve U87 hücre hatlarına 50 µM temozolomid ve/veya 25 µM 

kersetin 72 saat boyunca 24 saatte bir uygulanmış, gerçek zamanlı hücre analizi ile 

hücre canlılıkları ve akış sitometrisi ile de erken ve geç apoptoz üzerine etkileri 

değerlendirilmiştir. Aynı hücre hatlarına 120 saat boyunca 24 saatte bir 50 µM 

temozolomid ve/veya 25 µM kersetin uygulanmış, MTT ile hücre canlılığı ve RT-PCR 

ile de MGMT, LRP, ERCC2, EGFR ve Bcl-2 direnç genlerinin ekspresyon seviyeleri 

ölçülmüştür. 

Çalışma sonuçlarına göre T98G ve U87 hücre hatlarına temozolomid ve kersetin birlikte 

tekrarlı uygulandığında hücre canlılıklarını azaltmıştır. Temozolomide direnç 

gelişmesinden sorumlu MGMT ve bazı direnç genlerinin ekspresyon seviyeleri T98G 

hücre hattında yüksek bulunmuştur. Tekrarlı temozolomid ve kersetin uygulaması bu 

genlerin ekspresyon seviyelerini azaltmakta etkili bulunmuştur. Ayrıca kersetin ve 

temozolomid kombinasyonu erken ve geç apoptozu tetiklemiştir. Ancak kersetinin bu 

etkileri in vivo ve klinik çalışmalarla da desteklenmesi gerekmektedir. 

Anahtar kelimeler: Temozolomid, ilaç direnci, glioblastoma, kersetin, kanser 
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ABSTRACT 

Glioblastoma multiforme is one of the most common and agressive brain tumors. It 

forms the %60 of adult brain tumors. It is very mortal and rapid prognosis desease 

dispite novel therapies. Temozolomide is standart chemotherapy agent for patients with 

glioblastoma multiforme. The action of mechanism of temozolomide is the methylation 

of DNA guanin at position N7 and O6 and trigger apoptosis by interrupting cell cycle 

on G2-M. O6-methyl-guanin methyl transferase enzyme decrease the anticancinogenic 

effects of temozolomide by retake methyl at position O6. Relation between MGMT 

enzyme activity and temozolomide resistant GBM cell was shown in studies. So the aim 

of this study is to investigate the effects of repetative treatment of temozolomide and/or 

quercetin on resistant or sensitive GBM cell lines for temozolomide (T98G and U87). 

In this study, T98G and U87 cell line treated with 50 µM temozolomide and/or 

quercetin 25 µM once a 24 hours during 72 hours and evaluated after real time cell 

analysis for cell survival and flowcytometry analysis for early or late apoptosis. Cell 

proliferation rate and MGMT, LRP, ERCC2, EGFR ve Bcl-2 resistance genes 

expression level evaluated with MTT and RT-PCR analysis method after 50 µM 

temozolomide and/or quercetin 25 µM treatment as once a 24 hours during 120 hours 

also. 

According to our results, cell proliferation rate of T98G and U87 were reduced with 

repeatly temozolomid and quercetin treatment. Gene expression level of MGMT related 

to resistance for temozolomide and other resistance genes was evaluated as highly on 

T98G cell line. Treatment repeatly with temozolomide and quercetin found as effective 

for reducing these resistant genes expression levels. Temozomide and quercetin 

combination treatment induced early and late apoptosis also. However, there is still a 

need for further in vivo and clinical studies to confirm these results. 

Keywords: Temozolomide, drug resistance, glioblastoma, quercetin, cancer 
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1.GİRİŞ ve AMAÇ 

Beyin tümörlerinin kaynağı beyin dokusu ve zarları ile farklı hücrelerdir (Lapointe et 

al., 2018). Glioblastoma multiforme (GBM) ise en sık rastlanan ve en agresif beyin 

tümörüdür (Holland, 2000, Ohgaki et al., 2004). Yetişkinlerdeki beyin tümörlerinin 

%60'ı GBM'dir (Rock et al., 2012). Ayrıca santral sinir sisteminde oluşan beyin 

tümörlerinin %80'inden sorumlu olduğu söylenebilir (Schwartzbaum et al., 2006, 

Agnihotri et al., 2013). Modern tedavilere rağmen GBM halen ve hızlı prognozu olan 

ölümcül bir hastalıktır. Hastalar tanı konulduktan sonra yaklaşık 15 ay kadar hayatta 

kalabilmektediler (Ohka et al., 2012, Thakkar et al., 2014). Hastaların %50'si tanı 

konulduktan sonraki ilk yılı doldurmadan, %90'ı da üç yıl içinde ölmektedir (Ostrom et 

al., 2015).  

Temozolomid (TMZ), karmustin, lomustin gibi alkilleyici ajanlar özellikle GBM'de 

avantaj sağlamıştır. Karmustin ve lomustin çok sitotoksik ajanlardır ve bunlarla yapılan 

tedavilerde çok erken direnç gelişmektedir. Sadece TMZ GBM hastalarında standart 

kemoterapi ajanıdır (Friedman et al., 2000, Reardon and Wen, 2006). TMZ'nin tedavi 

edici etki mekanizması sitotoksik özelliğine dayanmaktadır. DNA'da N7 ve O6 

pozisyonundaki guanini metilleyerek DNA tamir mekanizmasında hasar oluşturması ve 

hücre siklusunda G2-M kesilmesiyle apoptozu tetikler (Scott et al., 2011). TMZ 

alkilleyici bir ajan olarak DNA adenin ve guanin rezervinin yaklaşık %90'ını N3-

metiladenin ve N7-metilguanin şeklinde metillerken, %5-10'unu da O6-metilguanine 

metiller. Metillenmiş DNA temel kesip çıkarma ile ya da DNA eşlenmeyen tamir yolları 

ile düzeltilir. O6-metilguanin metil taşıyıcı (MGMT) guaninin O6 pozisyonunda tersine 

metilasyon yaparken MGMT aktivitesi ile TMZ cevabında azalma arasında korelasyon 
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bulunmamıştır. DNA hasarına fonksiyonel olmayan p53 cevabı, MGMT aktivitesinden 

daha fazla TMZ direnciyle ilişkili bulunmuştur (Bocangel et al., 2002). 

MGMT ile ilgili insanda çok fazla çalışma yapılmış ve bu çalışmalara göre MGMT 

metilasyon kolaylaştırıcı ile TMZ ile tedavi edilen GBM hastalarının sağ kalımı 

arasında korelasyon bulunmuştur. Tüm GBM hastalarının metillemeyi kolaylaştırıcı 

MGMT'ye alkilleyici ajanlarla cevap vermediklerini göstermiş ve sonuç olarak başka 

moleküllerin de TMZ'e dirençte etkili oldukları gösterilmiştir (Stupp et al., 2005, Hegi 

et al., 2008). 

Son yıllarda yapılan araştırmalar bazı meyve ve sebzelerin düzenli olarak tüketiminin 

belirli kanserlere yakalanma riskini azaltabileceğini göstermiştir. Fitokimyasallar bazı 

meyve ve sebzelerin içeriğinde bulunan doğal bileşiklerdir ve bu bileşiklerin kanser 

oluşumunun önlenmesinde kullanılmasının yanı sıra kanser tedavisinde de 

kullanılabileceğine dair kanıtlar bulunmaktadır. Bu bileşiklerden kersetin, genistein, 

resveratrol, dialil sülfid, S-alil sistein, allisin, likopen, kapsaisin, kurkumin, 6-gingerol, 

ellajik asit, ürsolik asit, krisin, silimarin, anetol, kateşinler ve öjenol gibi aktif maddeler 

kanser önleyici ajanlar olarak adlandırılmaktadır (Dorai and Aggarwal, 2004, Kasala et 

al., 2015). 

Kersetin bitkilerde büyümeyi düzenleyen polar oksin taşıma inhibitörüdür (Sharma et 

al., 2018, Srivastava et al., 2016). Kersetin serbest radikal süpürücü ve metal iyon 

radikaline bağlanır (Costa et al., 2016, Sun et al., 2015). Bunun yanında aynı işlemde 

pro-oksidan etkileri de vardır. Kersetin oksitlendiğinde ilk oksidasyon ürünü stabil 

olmayan ve ikinci bir kinon oksidasyon işlemine giden semikinon radikalidir. Bu ürün 

kinonun toksik etkilerinden korumak için glutatyona bağlanır Ancak çok miktarda 

kersetine maruz kalan hücreler glutatyon azaldığında kinonlar proteinlere, lipitlere ve 

DNA’ya bağlanır ve hücredeki DNA hasarını indükler (Metodiewa et al., 1999, Chang 

et al., 2006, Fonseca-Silva et al., 2013, Bishayee et al., 2013). 

TMZ beyin tümörü hücre hatlarında kersetin ile beraber kullanıldığında hücre hattının 

TMZ’ye karşı duyarlılığının arttığı ve apoptoz, proliferasyon, metastaz işlemleri 

üzerinden hücre ölümünü artırdığı gözlenmiştir (Gibellini et al., 2011, Hashemzaei et 

al., 2017, Lugli et al., 2009). Bu sebeple, çalışmanın amacı GBM hücre hatları olan 

T98G ve U87’de kullanılan TMZ için kersetinin etkisinin ve kersetinin ilaç direnç 

mekanizmaları üzerine etkisinin incelenmesidir. 
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2. GENEL BİLGİLER 

2.1.BEYİN TÜMÖRLERİ 

Beyin tümörlerinin kaynağı beyin dokusu ve zarları ile farklı hücrelerdir. Metastatik 

beyin tümörleri ve primer beyin tümörleri olarak 2 gruba ayrılır. Beyin dışındaki bir 

dokudan kaynaklanan tümörlere metastatik beyin tümörleri, beyin kaynaklı tümörlere de 

primer beyin tümörleri denir (Butowski, 2015, SS., 1997, Louis et al., 2007). Primer 

beyin hücreleri SSS heterojen yapıdaki tümörler olarak da adlandırılır (Lapointe et al., 

2018).  

Gliomalar yetişkinlerdeki beyin kanserlerinin %75'ini oluştururlar ve glial ya da 

prekürsör hücrelerden (astrositomalar, olgodendrogliomalar ve ependimomalar dahil) 

oluşan nöroektodermal kökenli tümörlerdir. Bu sınıflandırmalar Dünya Sağlık 

Örgütü’nün (WHO) 2016'daki SSS tümörleri sınıflandırmasına girer.  

Primer beyin tümörü olan hastalar, beyinde spefisik bölge ile ilişkili ya da günden 

haftaya, haftadan aylara yıllara varan tümörün büyüme hızına veya yerine bağlı olarak 

oluşan semptomlarla hastaneye başvururlar. Ayrıca ilişkili olmayan nedenlerle yapılan 

beyin görüntülemelerinde de ortaya çıkabilir (Lapointe et al., 2018).  

Hayatta kalmayı azaltan, bilinen ve bilinmeyen çok fazla neden vardır. Bunlardan ana 

olanı ilaçların kan-beyin bariyerini geçememesi ki bu patojenlere karşı vücudu koruyan 

savunma mekanizmasıdır (Hayat, 2011). Terapi etkili olduğunda dahi yan etkiler birçok 

kısıtlama getirebilmektedir. Bir başka neden de difüze olmuş tümörün çıkarılması için 

sağlıklı dokuyu geçip tümöre ulaşılamamasıdır. Buna ek olarak bu malign hücreler 

kemoterapi ve radyasyon terapisine yüksek oranda dirençlidir. Radyasyon tedavisinin 

ve kemoterapinin istenilen tedavi etkisinin yanında toksik etkileri de bulunmaktadır. 

(Hayat, 2011). 
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2.1.1.Beyin Tümörleri Epidemiyolojisi 

SSS tümörleri nadirdir ve özellikle çocuklarda ve genç yetişkinlerdeki kanser 

ölümlerinin %20-30'undan sorumludur. Diğer kanserlere göre göreceli olarak daha 

ölümcüldür. Yeni kanser tanılarının %1,4'ünü kapsar ve tüm kanser ölümünün 

%2,4'ünden sorumludur (McNeill, 2016). Beyin kanserlerinde 5 yıl hayatta kalım söz 

konusu olup son 30 yılda ölüm oralarında da bir değişiklik olmamıştır. Çocuklarda 5 yıl 

hayatta kalma oranı 1970'lere kadar %25 civarında iken günümüzde %70 kadardır 

(Hayat, 2011).  

Çocuklarda en sık rastlanan SSS tümörleri, pilositik astrositoma, embriyonal tümörler, 

malign gliomalar iken yetişkinlerde en sık rastlanan beyin tümörleri ise meningiomalar, 

pitüiter tümörler, malign gliomalardır (Şekil 1 ve 2) (McNeill, 2016). 

Gliomaların yaklaşık yarısını glioblastomalar oluşturur. Amerika merkezi beyin tümörü 

kayıt kütüğü (CBTRUS) Amerika'daki tahmini glioma ve glioblastoma insidansı 

100.000'de 6,61 ve 3,19 olarak tahmin etmektedir (Ostrom et al., 2015). 

Gliomalar erkeklerde %55 oranı ile daha baskın görülmektedir. Amerika'da gliomalar 

esmer olmayan ırkta, siyahi ve asyalı ırka göre daha fazla görülmektedir (Ostrom et al., 

2015). Evre 1 (pilositik astrositoma) çocuklarda ve genç yetişkinlerde baskın olarak 

görülürken Evre 2 (oligodendroglial) tümörler 20-30 yaş aralığında pik yapar. 60 lı 

yaşlara kadar malign glioma insidansı artar (Şekil 3) (McNeill, 2016).  
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Şekil 1: Çocuklarda histolojik olarak SSS tümörleri 

 

Şekil 2: Yetişkinlerde histolojik olarak tüm SSS tümörleri 
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Şekil 3: Yaşa göre düzenlenmiş en sık görülen SSS tümörleri insidansı 
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2.1.2.Beyin Tümörleri Etiyopatogenezi  

Beyin tümörlerinden sorumlu ve çalışılmış birçok muhtemel çevresel risk faktörü vardır 

fakat bunların birkaç tanesi iyi bilinmektedir. Beyin tümörleri ile birçok endüstriyel ve 

meslek maruziyet ilişkileri halen tam olarak aydınlatılamamıştır. İyonize radyasyon, 

genetik yatkınlık ve alerjik yönler dahil birçok risk faktörü ile beyin tümörlerinin ilişkisi 

kurulmuştur (Tablo 1) (Ostrom et al., 2015, Wrensch et al., 2002). En önemli risk 

faktörü arasında radyasyon bulunmaktadır ve cep telefonu kullanımının beyin tümörü 

oluşumunu artırdığı gösterilmiştir (Loiseau et al., 2009). 

 

2.1.3.Beyin Tümörlerinin Sınıflandırılması 

Geçtiğimiz yüzyılda beyin tümörü sınıflandırması genel olarak histogenez konsepti ile 

ki; mikroskopik benzerlikler ve hücrenin köken ve farklılaşmasına göre yapılmaktaydı. 

Bu belirleme de çeşitli boyalarla mikroskop ışığı altında protein ve yapısal karakterin 

immunohistokimyasal ekspresyonuna bağlıydı. Bu sınıflandırma yöntemleri ışığında 

2016’da yayınlanan son WHO beyin tümörü sınıflandırması aşağıdaki şekildedir (Tablo 

2) (Louis et al., 2016): 
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Tablo 1: Beyin kanserleri için epidemiyolojik çalışmalarda araştırılmış çevresel risk 
faktörleri 

Beyin kanseri ile ilişkili epidemiyolojik çalışmalarda araştırılmış çevresel risk 

faktörleri  

Az ilişkili kanıtlar 

Kafa travması 

Kalsiyumlu besin tüketme 

N-Nitrozlu besinler tüketme 

Antioksidan besin tüketimi 

Annenin N-nitroz içerikli besin tüketmesi 

Annenin veya hayatın ilk evrelerinde antioksidan tüketimi 

Annenin folat desteği alması 

Sigara içilmesi 

Elektromanyetik alanlar 

Hava kirliliği 

Yetersiz kanıt olanlar 

Pestisitler 

Gübre 

Formaldehit 

Sentetik kauçuk 

Petrokimyalar ve petrol 

Vinil klorit 
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Tablo 2: WHO santral sinir sistemi tümörleri sınıflandırması (2016) 

 

(Louis et al., 2016) 
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(Louis et al., 2016) 
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2.2.GLİOBLASTOMA MULTİFORME 

Glioma genel olarak beyin tümörleri için kullanılmakta; GBM ise en sık rastlanan ve en 

agresif beyin tümörüdür (Holland, 2000, Ohgaki et al., 2004). Yetişkinlerdeki beyin 

tümörlerinin %60'ı GBM'dir (Rock et al., 2012). Ayrıca santral sinir sisteminde oluşan 

beyin tümörlerinin %80'inden sorumlu olduğu söylenebilir (Schwartzbaum et al., 2006, 

Agnihotri et al., 2013). Modern tedavilere rağmen GBM halen çok ölümcül ve hızlı 

ilerleyen bir hastalıktır. Hastalar tanı konulduktan sonra yaklaşık 15 ay kadar hayatta 

kalabilmektedirler (Ohka et al., 2012, Thakkar et al., 2014). Hastaların %50'si tanı 

konulduktan sonraki ilk yılı doldurmadan, %90'ı da üç yıl içinde ölmektedir (Ostrom et 

al., 2015).  

Erken tanı konulabilmesi semptomların spesifik olmaması nedeniyle zordur 

(Goodenberger and Jenkins, 2012). Tedaviye en iyi yanıt veren hastalarda bile 2 yıl 

içinde ölüm görülmektedir. Çok az bir hasta grubu ise 3 yıldan daha uzun yaşamaktadır 

(Krex et al., 2007).  

Hayat sürelerini uzatmak için çalışmalar halen devam etmektedir. Klinik ve deneysel 

yöntemlerin yanında yeni tedavi yöntemlerine ihtiyaç vardır. Günümüz tedavisinde 

hastaların %95'inde tümörün çıkarılması ve akabinde radyoterapi ve TMZ ile 

kemoterapi uygulanmaktadır. Güncel çalışmalar genetik üzerine yoğunlaşmış ve uzun 

yaşayan kişilerdeki genetik farklılıklar araştırılmaya devam etmektedir (Kanu et al., 

2009).  

Dünya'da insidansı 100.000'de 10'un altındadır. Her yaşta görülebilir ancak 55-60 yaş 

aralığında görülme olasılığı en üst seviyededir. Kanser nedenli ölümlerin %2,5'i GBM 

nedenlidir ve 15-34 yaş arsındaki ölüm nedeni sıralamasında ise üçüncü sıradadır. GBM 

görülme sıklığı erkeklerde daha yüksektir (Ohgaki et al., 2004).  

Batı toplumlarında daha az gelişmiş ülkelere göre daha fazla GBM görülmektedir. 

Bunun sebebi de bildirimlerin ve tanının batıda daha fazla olması olabilir (Thakkar et 

al., 2014, Ohgaki et al., 2004). Az sayıda yapılmış çalışmalar siyah ırkta beyazlara göre 

(Asyalı, latin ve beyazlar dahil) daha az yatkın olduğunu göstermiştir (Iacob and Dinca, 

2009).   

Tedavisi mümkün olmayan beyin kanserleri hakkında çok az bilgi vardır. Altta yatan 

karsinogenetik nedenler tanımlanamamıştır. Şu zamana kadar yüksek doz iyonize 

radyasyon tanımlanmış risk faktörüdür (Inskip et al., 2001, Bondy et al., 2008, Ohgaki 

et al., 2004). 1960'tan beri bildirilmiş 116 vaka ile yüksek doz radyasyonun radyoterapi 
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ile görülme riskini %2,5 artırdığı görülmüştür. Ayrıca uzun süre düşük doz radyasyon 

da çocuklarda göreceli olarak deride hemanjioma riskini artırmaktadır (Salvati et al., 

2003, Wrensch et al., 2002). Japonya'ya atılan atom bombası sonrasında Nagasaki ve 

Hiroshima'da gliomalar dahil beyin kanserinin görülme insidansının arttığı görülmüştür 

(Prasad and Haas-Kogan, 2009).  

Pestisitlerin ve bazı bakır sülfür ile birleştirilmiş ilaçlar gibi çevresel faktörler hayvan 

çalışmalarında kanseri indüklediği bulunsa da kontrollü çalışmalarda bu 

doğrulanmamıştır (Wrensch et al., 2002). Bazı çalışmalarda over steroid hormonlarının 

GBM'i indüklediği göstermiştir (Kabat et al., 2010).  

Enfeksiyonlar ve alerjik durumlar bağışıklık sistemi aktive ederek GBM oluşumuna 

neden olmuş olabilir (Fisher et al., 2007, Bondy et al., 2008). 2007'de sunulan bir meta-

analizde alerjiden korunan grupta GBM gelişim riski %40'a kadar daha az olarak 

bulunmuştur (Linos et al., 2007).  

Gliomaların aileden genetik olarak aktarılabileceği düşünülse de sorumlu genler tam 

olarak bulunamamıştır. Bazı genetik hastalıklar ile artmış GBM insidansı hastaların %5-

10'unda gösterilebilmiştir (Bondy et al., 2008, Fisher et al., 2007).  

GBM'in en fazla görüldüğü anatomik bölge serebral hemisferdir ki bunların %95'i 

supratentoryal bölgeden çıkar. Çok az bir kısmı serebellum, beyin kökü ve spinal 

kordda oluşur (Nakada et al., 2011).  

Çağdaş ileri genomik gelişmeler GBM'yi tetikleyen anahtar moleküler değişimleri 

ortaya çıkarmaktadır. WHO malign gliomalar ile ilgili histolojik ve 

immunohistokimyasal benzerliklerin temellerini ortaya koymuştur. Bu özelliklerine 

göre (nekroz, mitotik özellikler, vasküler hiperplazi gibi) sınıflandırmalar da yapılmıştır 

(Louis et al., 2007, Cloughesy et al., 2014). Primer ve sekonder GBM özellikleri 

bakımından değişiklik gösterir. Primer GBM öncül hasar olmadan oluşur. Sekonder 

GBM ortaya çıkmasından düşük evreye kadar yavaş ilerleme gösterir (Agnihotri et al., 

2013).  

Şimdiki ve devam eden çalışmalarda primer GBM'de epidermal büyüme faktörü 

reseptörü (EGFR) gen mutasyonu ve çoğalması, fare double minute 2 (MDM2),  p16 

delesyonu ve 10q kromozomu fosfat tutucu ve tensin homologu (PTEN) 

heterozigotluğu kaybetme (LOH) ile korele değişiklikler mevcut. Sekonder GBM ile 

trombosit kaynaklı büyüme faktörü (PDGF), trombosit kaynaklı büyüme faktör 

reseptörü alfa (PDGFR), retinoblastoma, 19q heterozigotluğu kaybetme IDH1/2, TP53 
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ve ATRX gen mutasyonları ilişkili bulunmuştur (Ohgaki et al., 2004, Agnihotri et al., 

2013, Cloughesy et al., 2014). 

Analizler GBM'nin yaklaşık %88'inde tirozin kinaz/sıçan sarkoma virüs protein/fosfo 

inositol 3-kinaz (tirozin kinaz/RAS/PI3K), %87'sinde P53 yolağı, %78'inde 

retinoblastoma proteini (RB) sinyal yolağı üç ana sinyal yolağı üzerinden artmış genetik 

aşınma ve lezyon gerçekleştiğini göstermiştir. Pediyatrik GBM alanında yapılan güncel 

araştırmada primer ve sekonderden farklı olarak histon H3F3 gen mutasyonu olan ayrı 

bir kategori de olabilir (Aldape et al., 2015).  

Global gen ekspresyon çalışmaları, ekspresyon bazlı moleküler GBM sınıflandırması 

temelli klasik, mezenkimal, pronöral ve nöral alt tipleri hakkında bilgi sunmaktadırlar 

(McLendon et al., 2008, Agnihotri et al., 2013).  

Karakteristik tanı ve sıkça rastlanan moleküler değişimleri açıklamak ve yeni tümör 

sınıflandırması konseptini sunmak için çalışmalar yapılmaktadır. Böyle çalışmalar 

ölümcül maligniteler için terapötik stratejileri geliştirmek ve hastalığın yönetilmesinde 

yeni paradigmalar oluşturmak için vizyonlar sunmaktadır (Hanif et al., 2017). 

Ayrıca son yıllarda genomik ve proteomik çalışmalar da glioblastoma gelişimini ve 

bunun altında yatan mekanizmayı ortaya çıkarmak için yapılmaktadır (Long et al., 

2017).  

 

2.2.1.GBM Tedavisi ve Kemoterapi 

Son 20-30 yıl içinde GBM tedavisi hala medikal onkoloji için zorlayıcıdır ve düşük 

başarı oranlarıyla gerçekleştirilmeye devam edilmektedir (Mrugala, 2013).  

GBM tedavisinde ana zorluklar hastalığın anatomik ve morfolojik lokasyonu, 

kompleksliği ve heterojenliği ile ilişkilidir. Cerrahi yaklaşımdaki uzmanlık, radyoterapi 

ve destekleyici kemoterapi hayatta kalım ve hayat kalitesinde iyileşme sağlar. Fakat 

kötüleşme hala baskın olan durumdur. Olumlu sonuçlar elde edilmesi için, gerekli ve 

önemli adımlar atılmış olmasına rağmen diğer kanser türlerinde daha başarılı tedavi 

yapılabilmektedir (Mrugala, 2013, Ohka et al., 2012, Kesari, 2011).  

İleri evre gliomalı hastalar için standart tedavi, hastalara kapsamlı efektif bir tedavi 

desteği sunar. Etkin bir tedavi serebral ödem, gastrointestinal sistem rahatsızlığı, 

osteoporoz, venöz tromboemboli, kognitif bozulma tedavilerini de kapsar (Norden and 

Wen, 2006). 
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Spesifik tedavi yönetimi tümörün cerrahi rezeksiyonu ile başlar, sonrasında radyasyon 

ve birlikte TMZ kullanımı ile tedavi devam eder (Mrugala, 2013).  

TMZ, karmustin, lomustin gibi alkilleyici ajanlar özellikle GBM'de avantaj 

sağlamışlardır. Karmustin ve lomustin çok sitotoksik ajanlardır ve bunlarla yapılan 

tedavilerde çok erken direnç gelişmektedir. Sadece TMZ, GBM hastalarında standart 

kemoterapi ajanıdır (Friedman et al., 2000, Reardon and Wen, 2006). TMZ'nin tedavi 

mekanizması DNA'da N7 ve O6 pozisyonundaki guanini metilleyerek DNA hasarı 

oluşturması ve hücre siklusunu G2-M evresinde durdurarak apoptozu tetiklemesidir 

(Scott et al., 2011). 

 

2.2.2.Temozolomid'in Klinik Kullanımdaki Önemi 

TMZ imidazotetrazin türevi alkilleyici ajan dekarbazinin ön-ilacıdır. Kimyasal 

adlandırması 3-metil-4-oksoimidazo(5,1-d)(1,2,3,5)tetrazin-8-karboksamid'dir (Şekil 4).  

TMZ pH 5'in altında stabildir ancak pH 7'nin üzerinde hızlıca hidrolize olur. Fizyolojik 

pH'da kısa ömürlü aktif formu olan hidrolize 5-aminoimidazol-4-karboksamide dönüşür 

(Şekil 5). TMZ lipofilik yapısından dolayı kan-beyin bariyerini geçer ve oral olarak 

kullanılır (Moody and Wheelhouse, 2014, Reid et al., 1997). TMZ hücre siklusunu 

G2/M evresinde durduran ve apoptoza öncülük eden DNA alkilleyici bir ajandır. TMZ 

sitotoksitesini yapısındaki metil gruplarının gunaninin N7 ve O6 bölgelerine ve DNA 

adeninin N3 bölgesine eklenmesi ile gösterir. Guanindeki O6 bölgesinin alkillenmesi ile 

DNA replikasyonu sırasında metilguaninin karşısına sitozin yerine timin eklenir ve bu 

da hücre ölümüne neden olur (Alonso et al., 2007). 

TMZ malign melanoma ve astrositoma gibi kanser tiplerine karşı kullanılır ve Amerika 

Gıda ve İlaç Kurumu'nda 1999 yılında anaplastik astrositoma için onay almıştır. 

Yetişkin GBM kullanımı için 2005'te onay almıştır.  

Antitümör etkinliği çoklu uygulamada tek doz uygulamaya göre daha fazladır. Faz 1 

çalışması ile önerilen oral kullanım doz ve şeması 750-1000 mg/m2 4 hafta boyunca 

haftada 5 gün üst üste kullanılmasıdır. 5-250 mg'lık kapsülleri ve 100 mg intravenöz 

preparatı da mevcuttur (Middleton et al., 2000, Quirbt et al., 2007, Yung et al., 1999, 

Hart et al., 2008, Newlands et al., 1992).  
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Şekil 4: Temozolomidin kimyasal yapısı 

 

 

 

 

 

Şekil 5: Fizyolojik pH'da temozolomidin dönüşümü (F. G. Stevens et al., 1987) 

AIC: 5-aminoimidazol-4-karboksamid, MTIC: 5-(3-metiltriazen-1-yl)imidazol-4-karboksamid 
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Yeni GBM tanısı alan yetişkinlerde radyasyon tedavisi ile TMZ’nin birlikte kullanımı, 

sadece radyasyon tedavisi alanlara göre hayatta kalımı iyileştirmiştir. Yeni tanı almış 

GBM hastaları 6 hafta boyunca 6 siklus radyoterapi ile birlikte 75 mg/m2/gün TMZ alır. 

Takiben günlük 150 mg/m2 5 gün boyunca alır ve sonraki siklusa kadar 23 gün tedaviye 

ara verilir. IV olarak verilen TMZ 90 dakikanın üzerinde yavaş infüzyon ile verilir 

(Cohen et al., 2005).  

2.2.3.Temozolomid’in Sitotoksik Etkisine Direnç 

TMZ alkilleyici bir ajan olarak DNA adenin ve guanin rezervinin yaklaşık %90'ını N3-

metiladenin ve N7-metilguanine metillerken, %5-10'unu da O6-metilguanine metiller. 

Metillenmiş DNA temel kesip çıkarma ile ya da DNA eşlenmeyen (MMR) tamir yolları 

ile düzeltilir. MGMT enzimi guaninin O6 pozisyonunda revers metilasyon yaparken 

MGMT aktivitesi ile TMZ cevabı arasında korelasyon bulunmamıştır. Çalışmada DNA 

hasarına fonksiyonel olmayan p53 cevabı, MGMT aktivitesinden daha fazla TMZ 

direnciyle ilişkili bulunmuştur (Bocangel et al., 2002). Kanser hücresinin TMZ'e 

direncinde sadece p53 mutasyonu rol almaz. TMZ dirençli hücrelerde duyarlı hücrelere 

nazaran daha fazla MGMT ekspresyonu olduğu da gösterilmiştir. İyi bilinen TMZ 

duyarlı GBM hücreleri A172, U87, U251 ve U373 hücre hatlarıdır. Rezistan hücreler 

ise LN-18, T98G ve U138 hücre hatlarıdır (Alonso et al., 2007, Natsume et al., 2005, 

Liu et al., 2006, Hermisson et al., 2006, van Nifterik et al., 2010, Goellner et al., 2011).  

MGMT ekspresyonu, T98G gibi metillenmiş hücrelerde MGMT protein ekspresyonu ve 

TMZ direnci göstermesine rağmen MGMT metilasyon kolaylaştırıcı durumu ile ters 

orantılıdır (Uno et al., 2011). GBM hücrelerinin TMZ verdikleri cevap için en önemli 

iki parametre 1) MGMT protein ekspresyonu 2) MGMT metilasyon kolaylaştırıcı 

durumu. T98G'nin TMZ direncine sadece MGMT proteini değil alkilpurin-DNA-N-

glikozilaz (APNG) proteini de neden olur (van Nifterik et al., 2010, Uno et al., 2011, 

Agnihotri et al., 2013, Agnihotri et al., 2012).  

Bazı dirençli GBM hücreleri MGMT eksprese etmez. Örneğin CCF-STTG1 MGMT 

proteinini eksprese etmez ayrıca TMZ rezistandır. MGMT ekspresyonu yerine TMZ 

dirençli hücrelere göre daha fazla p16INK4A proteini eksprese eder (Lee et al., 2011). 

Yani TMZ’ye karşı direnç sadece MGMT enzimi üzerinden gerçekleşmemektedir. 

MGMT ile ilgili insanda çok fazla çalışma yapılmış ve bu çalışmalara göre MGMT 

metilasyon kolaylaştırıcı ile TMZ ile tedavi edilen GBM hastalarının sağ kalımı 
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arasında korelasyon bulunmuştur. Çalışmalar tüm GBM hastalarının metillemeyi 

kolaylaştırıcı MGMT'ye alkilleyici ajanlarla cevap vermediklerini göstermiş ve sonuç 

olarak başka moleküllerin de TMZ'e dirençte etkili oldukları gösterilmiştir (Stupp et al., 

2005, Hegi et al., 2008). MGMT ve APNG'ye ek olarak TMZ direncine yardım eden 

başka proteinler de bulunmaktadır. Örneğin TMZ’ye direnç artmış göğüs kanseri 

proteini-1, çıkararak ana düzeltme, nikotinamid fosforibozil transferaz, NAD+, CD133 

ekspresyonu ve apoptoz inhibisyonu ile ilişkili bulunmuştur. Ayrıca U87 ve T98G'nin 

TMZ (200µg) ile 72 saatlik tedavisinde artmış miR-9 ve epidermal büyüme faktörü ile 

indüklenmiş konnenksin43’de artış gözlenmiştir. Tüm bu veriler TMZ direncinin GBM 

hücrelerinin kompleks cevabı sonucunda olduğunu göstermektedir (Liu et al., 2006, 

Goellner et al., 2011, Munoz et al., 2013, Munoz et al., 2014). 

 

2.3.GBM VE DİRENÇ MEKANİZMALARI ARASINDAKİ İLİŞKİ  

GBM’de kemoterapötik ilaçların etkili olmasını kısıtlayan en önemli faktörler; ilaçların 

etki göstermesi beklenen hedef dokudaki etkin konsantrasyonunun azalması ile tümör 

hücrelerinin ilaca duyarlılığının azalması ve strese bağlı seçilim sonucunda gelişen 

doğal veya kazanılmış ilaç direncidir. Doğal direnç ilk kez alınan bir kemoterapötik 

ajana karşı tümörün çok az cevap vermesi ya da hiç cevap vermemesi; kazanılmış ilaç 

direnci ise, başta ilaca cevap veren tümörlerin belli bir süre sonra aynı ilaca cevap 

vermez hale gelmesidir (Bozkurt, 2013). 

GBM'deki ilaca karşı direnç diğer tümörlerin genel davranışları ile benzerdir. Genel 

olarak tümör hücrelerinin ilaca olan cevabını etkileyen ve hedef dokudaki 

konsantrasyonu azaltan olmak üzere temel olarak üç başlık altında değerlendirilebilir.  

A) Tümör hücrelerinin ilaca hassasiyetini azaltan mekanizmalar  

1. a. Beyni periferal dolaşımdan ayıran ve MSS’deki doğal savunma mekanizması 

olan kan beyin bariyeri (KBB),  

b. Membran transport proteinlerini kodlayan genlerin eskpresyonundaki artışa 

bağlı olarak hücre içine ilaç girişinin azalması,  

2. Artan ilaca bağlı olarak DNA tamir sistemlerindeki adaptif cevap,  

3. İlacın hedef molekülünde mutasyonlara veya posttranslasyonel modifikasyonlara 

bağlı olarak, hedef molekülün ilaca bağlanma etkinliğinin azaltılması,  
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B) İlaçların hedef dokudaki etkin konsantrasyonunu azaltan mekanizmalar 

1. Detoksifikasyonda rol alan proteinlerdeki değişimler,  

2. Tümör mikro çevresinde meydana gelen hipoksik bölgeler.  

C) Glioblastomada kemoterapötiklere karşı dirence zemin hazırlayan diğer olası 

mekanizmalar ve ilişkili moleküller  

1. Onkogenlerin aktivasyonu,  

2. Bcl-2 ailesi proteinlerinin ekspresyonundaki bozukluklar  

3. Kök hücrenin olası rolü,  

(Bozkurt, 2013). 

 

GBM hücrelerinin ilaca olan hassasiyetini azaltan mekanizmalardan KBB ilaç 

direncinin temel mekanizmalarındandır. Kılcal damarların kontrolünde ilaçların hücre 

içine girişleri mümkündür. Birinci olarak endotelyal hücrelerarası moleküllerle oluşan 

bariyer ve geçirgenlik; ikicisi ise endotel hücre membranında bulunan taşıyıcı proteinler 

ve enzimatik pompaların aktivite derecesi bu moleküllerin geçişini kontrol eder (Chen 

and Liu, 2012). Bu mekanizmalar KBB'den ilaçların geçişini etkilemektedirler. Zira 

tümörlü dokularda ilaçların KBB'yi geçmesi ve etkin konsantrasyona ulaşması 

bozulmuş durumdadır. Yapılan araştırmada paklitaksel ile yapılan tedavide GBM 

hücresinde normal beyin hücresine göre on kat daha düşük ilaç konsantrasyonuna 

rastlanılmıştır (Sevc et al., 2011).  

KBB'de bulunan kılcal damarların aktif transport ile hücre içine ilaç taşıması taşıyıcı 

proteinlerin aktivasyon düzeyleri ile ilişkilidir. Çoklu ilaç direncinde ortaya çıkan 

proteinler ATP-bağımlı kaset (ABC) taşıyıcı protein sınıfıdır. Bunlar P-glikoprotein, 

çoklu ilaç direnciyle ilişkili protein (MDR) ve meme kanseri direnç proteini (BCR)'dir. 

İlaç direncine neden olan diğer bir protein ise akciğer direnç proteini (LRP/MVP)'dir 

(Nagane et al., 1999, Haar et al., 2012, Potschka, 2010).  

DNA tamir mekanizmalarında adaptif cevap gelişebilir. GBM tedavisinde alkilleyici 

ajanlar kullanılır. Normal şartlarda hücre tamir mekanizmaları ile bu ajanlar 

uzaklaştırılır. Bu enzimlerin aşırı üretilmesi alkilleyici ajanlara (sisplatin, TMZ gibi) 

karşı direçte önemli rol oynarlar. Bu enzimler arasında MGMT, yanlış eşleşme tamir 

mekanizması (MMR) ve kesip-çıkarma çapraz grup tamamlama tamir mekanizması 
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(Excision Repair Cross-Complementation Group 2 - ERCC2) genleri rol oynamaktadır 

(Hayat, 2011, Fink et al., 1998, Ramirez et al., 2013). 

Bazı ilaçlar hücre içi moleküllerin çoğalması için kritik olan enzimleri (topoizomeraz, 

dihidroredüktaz gibi) etkilerler. Bu enzimlerde oluşabilecek mutasyonlar bu enzimlerle 

ilaçların bağlanmasını önleyebilir ve bu sayede direnç kazanabilirler (Bozkurt, 2013). 

Ayrıca ilacı vücuttan uzaklaştırıcı mekanizmaların rolü olduğu gösterilmiştir. Glutatyon 

s-transferaz gibi ilacın metabolizmasında rol oynayan enzimlerin kodlanmasında 

meydana gelen değişiklikler ve mutasyonlar ile ilacın vücuttan uzaklaştırılması 

etkilenebilir. GBM'de ilaca karşı gelişen dirençlerde bu mekanizma da rol oynamaktadır 

(Bredel and Zentner, 2002).  

Bazı genlerin glioblastoma hücrelerinde daha fazla eksprese edildiği görülmüştür. 

Örneğin EGF ve PDGF ve PDGFR fazla eksprese olmaktadır. Bu genlerin aktivasyonu 

sonrasında direnç kazanması ve apoptozun engellenmesine yol açmaktadır 

(Ronellenfitsch et al., 2010, Lo, 2010). 

Morfolojik olarak tanımlanmış farklı glioblastoma tümörleri farklı klinik seyir izler. Bu 

farklılıkları moleküler mekanizmaların farklılığı ile açıklamak mümkündür (Olar and 

Aldape, 2014).  

 

2.3.1.Glioblastomada İlaç Direnç Genleri 

Son yıllarda yapılan çalışmalar glioblastoma hücrelerinde direnç gelişmesi üzerinde 

etkili olduğu düşünülen LRP (Lung Resistance-Related Protein), MGMT, ERCC2, 

EGFR, Bcl2 (B-Cell CLL/Lymphoma 2) ve Bax (BCL2-Associated X Protein) gibi bazı 

aday belirteç moleküller üzerinde yoğunlaşmaktadır.  

LRP glial hücrelerde sentez edilmeyen ancak glioblastomalarda ve astrositik beyin 

tümörlerinde aşırı sentez edilen bir proteindir (Aronica et al., 2003, Berger et al., 2001). 

LRP’nin varlığı ilk defa, ABCB1 negatif, çoklu ilaç direncine sahip akciğer dokusu 

kanser hücrelerinin nukleus zarında gösterilmiştir. DNA’yı hedef alan 

kemoterapötiklere karşı hücreyi koruyan LRP, P-glikoprotein mekanizmasına benzer 

şekilde ilaçların hücre içi birikimini azaltır (Lu and Shervington, 2008, Sasaki et al., 

2002).  

MGMT, guanine bağlı promutajenik alkil gruplarını kendi sistein akseptör bölgesine 

transfer ederek guaninde oluşabilecek mutasyonları engelleyen bir DNA tamir 
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enzimidir. MGMT enzim aktivitesinde artış olduğunda ilaç direnci geliştiği gözlenmiştir 

(Silber et al., 2012). MGMT bulunmayan hücrelerde O6-metiloguanin (O6 MeG) tamiri 

mümkün olmayacağından, bu hücreler alkilleyici ajanların mutajenik ve sitotoksik 

etkilerine daha duyarlıdırlar. O6 MeG, MGMT tarafından tamir edilmez ise 

kromozomal anomaliler ve nokta mutasyonları gibi durumlar gözlenebilir. 

Glioblastomalarda O6 MeG, Fas ve p53 bağımlı yolaklar üzerinden apoptozu 

indüklemektedir. Friedman ve arkadaşlarının yaptığı bir çalışmada, glial tümör 

hücrelerinin TMZ duyarlılık düzeyi ile MGMT geni arasında bağlantı olduğu 

gösterilmiştir. MGMT geni bulunmayan hücrelere transfeksiyon ile bu enzim eklenmiş 

ve bu yolla TMZ direncinin arttığı görülmüştür (Friedman et al., 1998). Birçok klinik 

çalışmada glioblastomada MGMT’nin metilasyonu, MGMT gen ekspresyonunun düşük 

olması ya da hiç olmaması, glioblastomanın nitrozo-ürelere (kloroetilnitrozo-üre, 

BCNU, lomustin ve fotemustin) ve TMZ’ye karşı daha iyi klinik cevap alınması ile 

ilişkilendirilmiştir (Hegi et al., 2005, Paz et al., 2004, Weller et al., 2009). 

Adapte TMZ direnci hem oluştulmuş GBM hücreleri hem de insan beyin primer 

tümörleri için TMZ ile 72 saatten 6 aya kadar farklı zamanlarda oluşabilir. Çalışmalarda 

duyarlı olduğu bilinen hücrelerin (A1972,SNB-19,U87,U251 gibi) yanında dirençli 

olduğu bilinen hücreler (LN-18, T98G) de kullanılmaktadır (Ujifuku et al., 2010, 

Happold et al., 2012, Kohsaka et al., 2012, St-Coeur et al., 2015). TMZ dirençli GBM 

hücreleri altı aya kadar 1-1000µg TMZ ile tedavi edildikten sonra TMZ maksimum 

tedavi dozuna cevap verip vermemelerine göre tanımlanır. Adapte dirençli hücreler 

konak hücreye göre TMZ'e 2-98 kez daha fazla dirençlidir. SNB-19 hücresinin Auger 

ve arkadaşlarının çalışmasında TMZ için LC50 değeri 55-101 µg iken Zhang ve 

arkadaşlarının yaptığı çalışmada 280 µg bulunmuştur (Auger et al., 2006, Zhang et al., 

2010).  

Transkripsiyon faktör IIH’nin, on alt ünitesinden biri olan ERCC2 olarak da bilinen 

XPD (Xeroderma pigmentosum grup D) proteini, RNA polimeraz II tarafından 

transkripsiyonun başlaması için gerekli olan bir proteindir. İnsan glioblastoma hücre 

soylarında yapılan çeşitli çalışmalarla ERCC2’nin kloroetilnütroz-üre gibi alkilleyici 

ajanlara gelişen dirençte rol aldığı gösterilmiştir (Chen et al., 1997, Chen et al., 1998). 

2011 yılında temozolomid uygulanan 58 malign glioblastoma hastasıyla yapılan bir 
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çalışmada, temozolomide duyarlı hastalarda MGMT ve ERCC2 transkript düzeylerinin, 

dirençli hastalarla karşılaştırıldığında daha az olduğu tespit edilmiştir (Hou et al., 2011). 

Glioblastoma tümörlerinin dikkat çeken karakteristik özelliği, Epidermal Büyüme 

Faktörü (EGF) reseptörlerinin aşırı ekspresyonudur. Epidermal Büyüme Faktörü 

Reseptörü (EGFR), Tirozin Kinaz (TK) reseptörlerinin erbB ailesine ait bir trans-

membran proteindir. Ligandının EGFR’ye bağlanması sonucu, RTK’nin (Reseptör 

Tirozin Kinaz) otofosforilasyonu gerçekleşir. Fosforile olmuş RTK, hücrenin yaşamını 

sürdürmesinde, proliferasyonunda ve farklılaşmasında rol alan sinyal yolaklarını aktive 

eder (Friedman et al., 1998). Örneğin; glioblastomalarda fosforile RTK, glikolitik 

aktiviteyi arttırıcı genleri (glikoz taşıyıcı 1 (GLUT1)) ve onkogenleri aktive ederken, 

tümör baskılayıcı genlerin inhibisyonuna yol açar (Ronellenfitsch et al., 2010).   

GBM’de, EGFR ve/veya onun aktive olmuş varyantı EGFRvIII’ün aşırı 

eskpresyonunun, glial tümörlerin daha invazif ve tedaviye daha dirençli olmasına yol 

açtığı gösterilmiştir (Lo, 2010). 

Kemoterapötik ilaçlara karşı gelişen çoklu ilaç direncinde apoptotik hücre ölümünü 

engelleyici faktörlerin de etkili rol oynadığı tespit edilmiştir (Potschka, 2010). 

Apoptozun düzenlenmesinde anti-apoptotik BCL-2 protein ailesi üyeleri Bcl-2 ve Bcl-

XL ile birlikte Bax ve Bad gibi pro-apoptotik üyeler de rol alır. BCL-2 protein ailesi 

üyelerinin ekspresyonundaki artış ya da azalışların hem radyoterapiye hem de 

kemoterapiye karşı gelişen dirençte etkili olduğuna dair çeşitli çalışmalar vardır (George 

et al., 2009a, George et al., 2009b, Streffer et al., 2002, Weller et al., 1995). Malign 

glioblastoma hücrelerindeki Bcl-2 protein düzeylerinin, sitotoksik Fas antikorlarına 

karşı direnç gelişiminde belirleyici bir etken olduğu tespit edilmiştir (Weller et al., 

1995). Düşük dozlarda taksole maruz bırakılan insan glioblastoma hücrelerinde, siRNA 

kullanılarak Bcl-2 geni susturulduğunda apoptozun %70 oranında arttırdığı be-

lirlenmiştir (George et al., 2009a). Bcl-2 geni susturulmuş glioblastoma tümörlü 

farelerde, taksol tedavisinin tümör büyümesini ve anjiyogenezi büyük ölçüde inhibe 

ettiği gösterilmiştir (George et al., 2009b). 
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2.3.2.GBM ve Kemoterapötik İlaç Dirençliliğinde Doğal Ürünlerin Önemi 

Son yıllarda yapılan araştırmalar bazı meyve ve sebzelerin düzenli olarak tüketiminin 

belirli kanserlere yakalanma riskini azaltabileceğini göstermiştir. Fitokimyasallar bazı 

meyve ve sebzelerin içeriğinde bulunan doğal bileşiklerdir ve bu bileşiklerin kanser 

oluşumunun önlenmesinde kullanılmasının yanısıra kanser tedavisinde de 

kullanılabileceğine dair kanıtlar bulunmaktadır. Bu bileşiklerden kersetin, genistein, 

resveratrol, dialil sülfid, S-alil sistein, allisin, likopen, kapsaisin, kurkumin, 6-gingerol, 

ellagic asit, ürsolik asit, krisin, silymarin, anetol, katekinler ve öjenol gibi etken 

maddeler kemopreventif ajanlar olarak adlandırılmaktadır (Dorai and Aggarwal, 2004, 

Kasala et al., 2015). Çünkü bu ajanlar kanser hücrelerinin proliferasyonunu baskılar, 

apoptozu indükler, nükleer faktör kappa'yı (NF-kB), AP-1 ve JAK-STAT aktivasyon 

yolağını ve anjiyogenezi inhibe eder, antiapoptotik proteinlerin ekspresyonunu baskılar, 

siklooksijenaz-2’yi inhibe eder (Dorai and Aggarwal, 2004, Wang et al., 2014). Bu 

kemopreventif ajanlar ayrıca kanser tedavisi gören hastalarda çok yakın zamanda 

kemoterapötik dirençliliği de tersine çevirmiştir. Bu yüzden, bu kemopreventif ajanlar 

kanser tedavilerine katkı olarak kullanılma potansiyeline sahiptir. Ayrıca doğal 

kaynaklardan elde edildiğinden farmakolojik güvenirlilikleri de oldukça yüksektir. 

Sonuçta amaç kemoterapötik kaynaklı toksisiteyi minimuma indirmektir.  

Yapılan son çalışmalarda bu doğal ürünler düşük dozda etkinliği arttırmak amacı ile 

kemoterapötik ajanlarla kombine edilerek kullanılmaya başlanmıştır (Wang et al., 2014, 

Terlikowska et al., 2014). Bu besinsel ajanların karsinogenezin başlangıcında 

proliferatif ve inflamatuvar süreçleri baskıladığına inanılmaktadır. Bu inhibitör etkiler, 

karsinogenezin anjiyogenez ve metastaz olarak adlandırılan son adımlarını baskılar. 

Güncel standart tedavilerle özellikle çoklu ilaç direnci olan veya sisplatine dirençli olan 

hastalardan tatmin edici sonuçlar alınamamıştır. Dahası, tedavinin yan etkilerinden 

dolayı hastaların yaşam kalitesinin düştüğü görülmüştür. Yeni stratejiler klinik yanıtı 

arttırmak ve kanser terapisinin toksisitesini azaltmak için bu kemopreventif ajanlar 

üzerine odaklanmıştır (Wang et al., 2014).  
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2.4.KERSETİN’İN ANTİKARSİNOJENİK VE KEMOTERAPÖTİK 

ÖZELLİKLERİ 

Kersetin flavonoid yapısında önemli bir gıda bileşenidir. Molekül formülü C15H10O7 ve 

kimyasal adı 2-(3,4-dihidroksifenil)-3,5,7-trihidroksikromen-4-on'dur. Farklı 

sebzelerde, meyvelerde, tohumlarda, çay ve kırmızı şarapta bulunur.  

Batı ülkelerinde günlük kersetin alımı 30 mg'a ulaşmaktadır ve biyoyararlanımı besinde 

bulunan metabolik formuna bağlıdır (Gibellini et al., 2011, Jacobs et al., 2010). Aslında 

kersetin bitkide kersetin-glukoz konjugatı şeklinde bulunur ve enterositlerden emilir. 

Emildikten sonra kersetin-glikona dönüşmek için glikolize olur ve sonrasında 

enterositik transferazlar ile metillenir, sülfonillenir ve glukonidatlarına metabolize olur 

(O'Leary et al., 2003). Metabolitler intestinal lümene ve sonrasında kersetin-3-glukronid 

ve kersetin-3-sülfata dönüştürülmek üzere karaciğere taşınır. Plazmada bu şekilde ana 

metabolit olarak dolaşır (O'Leary et al., 2003, Williamson et al., 2018, Docampo et al., 

2017). 

Kersetin bitkilerde büyümeyi düzenleyen polar oksin taşıma inhibitörüdür (Sharma et 

al., 2018, Srivastava et al., 2016). Kersetin serbest radikal süpürücü ve metal iyon 

dönüşümüne bağlanır (Costa et al., 2016, Sun et al., 2015). Bunun yanında pro-oksidan 

etkileri de vardır. Kersetin oksitlendiğinde ilk oksidasyon ürünü stabil olmayan ve 

ikinci bir kinon oksidasyon işlemine giden semikinon radikalidir. Bu ürün kinonun 

toksik etkilerinden korumak için glutatyona bağlanır; ancak çok miktarda kersetine 

maruz kalan hücreler glutatyon azaldığında kinonlar proteinlere, lipitlere ve DNA’ya 

bağlanır ve hücredeki DNA hasarını indükler (Metodiewa et al., 1999, Chang et al., 

2006, Fonseca-Silva et al., 2013, Bishayee et al., 2013).  

Kersetin kanser hücresinde oluşan kinazları inhibe eder. Kinaz inhibitörü olarak kersetin 

farklı evrelerdeki meme, özafagus, akciğer ve karaciğer kanser hücre hatlarındaki p21, 

siklin B, p27 ve siklin-bağımlı kinazları düzenleyerek hücre siklusunun durdurulmasını 

indükler (Srivastava et al., 2016, Atashpour et al., 2015). Buna ek olarak B lenfosit 

hücreleri tarafından aktive edilen NFϏ-β engeller. NFϏ-β hücre canlılığının ve 

farklılaşmasının temel düzenleyicisidir (Zhang et al., 2015, Friedmann-Morvinski et al., 

2016, Zhou et al., 2003, Xiang et al., 2014).  Kersetin ayrıca direkt olarak BCL-2 ve 

BAD gibi mitokondriyal proteinleri etkiler ve hücre bütünlüğünü bozar; kaspaz bağımlı 

apoptozu aktive eder (Liu et al., 2015).  
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Kersetin pro-apoptotik etkisini birçok farklı yolaktan gerçekleştirebilir. Birincisi MDA-

MB-231 hücrelerinde, kersetin tedavisiyle sitozolik Ca+2 seviyesi artar ve mitokondriyel 

membran potansiyelini azaltır ki bu da kaspaz-3, -8 ve -9 aktivasyonunu kolaylaştırır 

(Chien et al., 2009). U937 hücrelerinde mitokondriyal yolakla apoptozu indüklediği 

doğrulandı. Bu hücrelerde sitokrom-c'nin sitoplazmada salımının tetiklenmesini 

durdurur ve birden fazla kaspazı sıralı aktive eder (Riccio et al., 2019, Lugli et al., 

2005).  

İkinci olarak kersetin hücre büyümesini ve apoptozu inhibe eder. Bunu siklin D1 ve 

survivini downregüle ederek ve β-katenin/Tcf sinyali aktivite transkrisiyonunu 

downregüle ederek yapar. Kersetin ile indüklenmiş apoptoz regülasyonunun survivin 

modülasyonu yoluyla olması akciğer hücre hatlarında olduğu gibi gliomalarda da 

gösterilmiş (Wei et al., 2008, Hashemzaei et al., 2017).          

Yapılan bir çalışmada kersetinin U87 ve U251 glioblastoma hücrelerinde kullanılan 

TMZ'in etkisini hsp27'i bloke ederek etkinliğini artırdığı gösterilmiştir. Yine aynı 

çalışmada sadece TMZ kullanıldığında apoptoz normal seviyede olan dozda, kersetin ile 

beraber kullanıldığında daha fazla apoptoza gitmiş hücreler gösterilmiştir (Sang et al., 

2014).   
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3.GEREÇ ve YÖNTEM 

3.1.Kimyasallar 

• DMEM F-12 besiyeri (Thermoscientific 12634010),  

• Dimetilsülfoksit (DMSO, Applichem A1584),  

• Fetal bovine serum (FBS, Sigma F2442),  

• Penisilin/Streptomisin (Sigma P4333),  

• Tripsin EDTA, (Merck T4049) 

• L-glutamin (Sigma G7513) 

• Temozolomid (Sigma T2577),  

• Kersetin (Sigma Q4951),  

• MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolyum bromid)) (Sigma M2128) 

• RealTime ready Cell Lysis Kit 50 reaksiyon, 06 366 821 001 ROCHE  

• RealTime ready Katalog Assays 300 reaksiyon, 05 532 957 001 ROCHE  

• LightCycler 480 Probes Master 500 reaksiyon, 04 707 494 001 ROCHE  

• Transcriptor High Fidelity cDNA Synthesis Kit 50 reaksiyon, 05 081 955 001 

ROCHE  

• LightCycler 480 Multiwell Plate 1 x 10 plate, 04 729 692 001 ROCHE  
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3.2.Cihazlar 

• -20 º C dondurucu ve +2/+8 º C (Siemens) 

• -80 º C dondurucu (OPERON) 

• DS-11 Spektrofotometre(DeNovix®) 

• Etüv(EcoCell) 

• Hassas Terazi (Adventurer, OHAUS)  

• Isıtıcı ve Magnetik Karıştırıcı(Hei-Standart, Heidolph MR) 

• Isıtıcı ve Soğutucu Blok(CHB-202,Bioer) 

• İnkübatör (Biosan) 

• Multifonksiyonel Mikroplaka Okuyucu (Biotek synergy HT) 

• PCR cihazı (Lightcycler®480 Roche) 

• Santrifüj (Nüve NF 1200R, Nüve Mikro200R) 

• Spin Capsulefuge(GmClab,GİLSON®) 

• T100TMTermal Döngüleyici (Bio-Rad) 

• Vorteks (UM-10,Wisemix) 

• xCELLigence cihazı RTCA (Acea) 

• Işık mikroskobu (Optech Inverted Microscope) 

• 1-10, 20-200, 100-1000 µL Mikropipetör ve uçları (Eppendorf) 

• 200µl Multipipetör (Eppendorf) 

• Laminar kabin (Safefast elite) 

• Peolab perfect spin (GmClab,Gilson) 

• Otoklav (Hirayama) 

• Hücre sayıcı (Cedex innovatis XS) 

• Light Cycler 480 (Roche) 

• Pipet tabancası (Eppendorf) 



 27

• Flasklar, Steril 15mL ve 50mL santrifüj tüpleri 

• 6’lık ve 96’lık hücre kültür plakaları 

• Dondurma tüpleri, 0.22 µM’lik şırınga filtresi 

• Enjektör (5-20cc) 

• 1.5-2 ml’lik ependorf tüpleri 

3.3.Hücre Kültürü 

T98G (ATCC CRL-1690), U87 (ATCC HTB-14) hücre hatları kullanılmıştır. Hücreler 

DMEM F12 tam besiyerinde 37 °C’de, %5 CO2’li etüvde çoğaltılmıştır.  

50 ml tam besiyeri hazırlamak için; 

44 ml DMEM F-12’nin üzerine 5 ml FBS (%10), 0,5 ml Penisilin/streptomisin (%1) ve 

0,5 ml L-glutamin (%1) eklendi ve +4 ˚C’de saklandı. 

Hücreler flaskta yaklaşık %80 doluluğa ulaştığında sayılarak 96 lık plakalara hücre 

canlılık analizi, RT-PCR ile gen ekspresyonu ve akış sitometrisi için ekildi. Hücre 

canlılık analizi için gerçek zamanlı hücre analizi (xCelligence; GZHA) ve 3-(4,5-

dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide (MTT) metotları kullanıldı. 

Hücreler DMEM tam besiyerinde çoğaltıldıktan sonra her bir deney grubu için plaklara 

farklı hücre sayısında ekilmiş ve uygulanan prosedürler ilgili deney grupları altında 

açıklanmıştır.  

3.4.MTT 

TMZ ve kersetinin T98G ve U87 hücrelerinde sitotoksik etkilerini saptamak amacıyla 

MTT yöntemi kullanılmıştır. Hücrenin mitokondriyal aktivitesi üzerinden canlılığı 

hakkında fikir veren bu yöntem; çözünür halde (sarı renkli) olan MTT molekülünün 

hücre canlılığıyla doğru orantılı olarak formazan tuzuna (mor renkli) dönüşmesi ve 

formazan kristalleri uygun çözücü (0,1 M HCl içersinde % 10 SDS ) ile çözündükten 

sonra 570 nm de absorbans şiddetinin okunması olarak özetlenebilir. 

Çalışmamızda TMZ ve kersetinin tek başına ve birlikte kullanımlarının kısa süreli (24 

saat) ve kronik (ardışık doz uygulamalı (5 gün)) süre ile ardışık uygulaması sonucunda 

hücre canlılığı üzerine etkileri MTT yöntemi ile araştırılmıştır. 
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Her bir kuyucukta 10.000 hücre olacak şekilde 100 µl hücre DMEM tam besiyeri 

içerisinde ekim yapılmış ve kuyucuklara hücrelerin homojen bir biçimde dağılımı 

sağlanmıştır. Daha sonra bu hücreler 37 °C’de, %5 CO2’li etüvde 24 saat bekletilerek 

kuyucuklara tutunmaları sağlanmıştır. Her uygulamanın kontrol grubunda, uygulanan 

maddelerin çözücüsü olan DMSO’nun kullanılan en yüksek konsantrasyon olan %0,5 

DMSO kullanıldı.  

U87 ve T98G hücre hatlarında kersetin ile 24 saatlik MTT için hücrelerin tutunmasını 

takiben kontrol, 25-50 ve 100 µM kersetin uygulandı ve 24 saat sonra 570 nm de 

absorbansı ölçüldü.  

U87 ve T98G hücrelerinin TMZ ile 120 saatlik MTT için hücreler tutunduktan sonra 

kontrol grubu ile 25-50-100-200 ve 400 µM TMZ 120 saat boyunca 24 saatte bir 

uygulandı ve son uygulamadan 24 saat sonra 570 nm de absorbansı ölçüldü.  

Ayrıca U87 ve T98G hücre hatlarında TMZ 50 µM ve kersetin 25 µM tekli ve birlikte 

120 saat boyunca 24 saatte bir uygulaması sonrasında MTT gerçekleştirildi ve son 

uygulamadan 24 saat sonra 570 nm absorbansı ölçüldü.  

3.5.Akış Sitometri Tekniğinde Anneksin V-PI Yöntemi ile Apoptoz Tayini 

Membran fosfolipidlerinden biri olan fosfotidilserin, hücrenin plazma membranının 

sitoplazma kısmına bakan iç yüzünde olduğu halde, apoptotik sürecin başlaması ile 

hücrenin plazma membranının dış yüzeyine çıkmaya başlar. Apoptozun bu 

fizyopatolojik özelliklerinden yararlanılarak, apoptotik hücreler tespit edilebilmektedir.  

Anneksin V hücrenin dış yüzeyinde ortaya çıkan fosfotidilserine bağlanabilen bir 

protein olduğu için, hücre yüzeylerine Anneksin V bağlanma oranı, o hücre 

topluluğundaki apoptoza uğramış hücrelerin oranını vermektedir. Floresan bir madde 

olan FITC ile Anneksin kompleksinin hücre yüzeyindeki fosfotidilserine bağlanma 

oranı akış sitometri yönetimi ile kantitatif olarak ölçülebilmektedir. Propidyum iyodür 

(PI) non-vital bir boya olduğundan PI ile boyanan hücreler nekrotik hücrelerin 

tespitinde kullanılır. Bu nedenle akış sitometrisinde ikinci bir boya olarak PI 

eklenmektedir. Boyalarla boyanan hücreler akış sitometri cihazından geçirilir. Sıvı 

içinde sıra ile akan hücrelere lazer ışını gönderilir ve floresan madde ile işaretlenmiş 

hücreler de ışık yayarlar. Yaydıkları ışık farklılıkları nedeniyle canlı hücre, apoptoza 

veya nekroza giden hücreler tespit edilebilmektedir.  
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Apoptoz tespiti için 5x105 miktarında hücrelerine Annexin V-PI Detection kiti 

kullanıldı. MTT ve xCelligence ile çalışma için uygun TMZ ve kersetin 

konsantrasyonları kullanıldıktan sonra 72 saat sonra akış sitometri analizi 

gerçekleştirildi. Sonuçlar yapılmış olan diğer analizlerle birlikte canlı hücre oranı veya 

apoptoza giden hücre oranları bakımından değerlendirildi. 

3.6.Gen Ekpresyonunun Gerçek zamanlı-PCR (RT-PCR) Sistemi ile Tespit 

Edilmesi  

RNA İzolasyonu 

Hücrelerden RNA izolasyonu Roche RNA izolasyon kiti kullanılarak protokolün 

öngördüğü metod ile yapılmıştır. Bu şekilde nükleaz enzimlerinin inhibe edildiği 

ortamda RNA’nın mümkün olan en saf haliyle DNA ve proteinlerden ayırılması 

sağlandı. Elde edilen RNA örneklerinin spektrofotometre (Nanodrop) ile miktar tayini 

yapılarak RNA konsantrasyonları belirlendi ve her örneğin eşit konsantrasyonlara 

getirilmesi sağlanmıştır. RNA izolasyonunda kullanılacak tüm materyaller % 0.1’lik 

DEPC (dietilpirokarbonat) ve RNAaz’ı uzaklaştıran çözeltiyle nükleazlardan arındırıldı. 

cDNA Eldesi ve Saklanması 

İzole edilen RNA örnekleri Transcriptor High Fidelity cDNA Synthesis Kit - Roche 

cDNA reverse transkriptaz kiti kullanılarak cDNA’ya dönüştürüldü. Bu işlem için RNA 

örnekleri, oligo-dT primerler ile inkübe edildikten sonra, Thermal cycler’a yüklenerek 

cDNA  kitinin protokolüne uygun olarak işleme tabi tutuldu. Bu teknik sayesinde tüm 

genoma ait cDNA’lar elde edilecek ve reaksiyon sonucunda örnek başına 20µl cDNA 

kullanıldı. 

LRP, MGMT, ERCC2, EGFR ve Bcl-2 genlerinin gen ekspresyon seviyelerinin 

tespitinde uygun primerler ve taqman prob kullanılarak protokolün önerdiği metod ile 

Roche LightCycler 480 real-time PCR cihazı ile kantitatif değerlendirme yapıldı. Real-

time PCR değerlendirmesi esnasında normalizasyon amacıyla GAPDH gen 

ekspresyonundan faydalanıldı. Negatif kontrol reaksiyonu, template hariç tüm 

bileşenleri içerecek şekilde hazırlandı. Ayrıca her bir örnek üç tekrarlı olarak test edildi.  

PCR örnekleri için 2-∆∆CT denklemine göre örnek ve kontrol grupları arasında LRP, 

MGMT, ERCC2, EGFR ve Bcl-2 gen ekspresyon seviyelerinin kontrole değişimleri 

hesaplandı. 
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Hücre kültürü laboratuvarında T98G ve U87 hücre hatları çoğaltılarak Temozolomid 50 

µM, Kersetin 25 µM ve Temozolomid 50µM+Kersetin 25 µM konsantrasyonlarda 120 

saat boyunca 24 saatte bir uygulandı. 24 saat sonra RNA izolasyonu ve ardından RT-

PCR ile ölçümler gerçekleştirildi.  

3.7.Gerçek Zamanlı Hücre Analizi (RTCA, Xcelligence) 

xCELLigence gerçek zamanlı hücre analizi (Real time cell monitoring, RTCA, GZHA) 

cihazı özel elektrot kaplı plakası sayesinde impedans ölçerek hücrenin canlılığı, plakaya 

yapışma hız ve yetisi, proliferasyonu hakkında yazlımı sayesinde bilgisayara anlık bilgi 

aktarır.  

Elektronik plakaya hücreler ekildikten sonra plaka cihaza yerleştirildi. Deney başlatılır 

cihaz yazılımı sayesinde her 15 dakikada bir impedans ölçerek hücre indeksi (CI) 

hesaplar ve bilgisayara verileri anlık aktarır. Elektrotlar arasına yerleşen her hücre 

alternatif akım direncini artırarak hücre indeksini artırır. 

Bu test ile uygulanan maddelerin hücre canlılığı, hücre proliferasyonu, hücrelerin plaka 

tabanına tutunma yetisi ve üzerine yaptıkları etki gerçek zamanlı olarak izlendi. 

3.8.İstatistiksel Analiz 

Tüm hücrelerin MTT canlılık analizi ve RT-PCR gen ekspresyonu seviyesi analizi 

verilerinin istatistiksel değerlendirilmesi için Graphpad Prism 6.01 programı 

kullanılmıştır. Değerler ortalama ±standart hata olarak sunuldu.  

Kontrol grupları ile karşılaştırmalar tek yönlü ANOVA ile değerlendirildi. Post-hoc 

testler Dunnett’s testi ile yapılmıştır. Gruplar arası karşılaştırmalarda ise Tukey’s çoklu 

karşılaştırma testi kullanılmıştır. P<0,05 istatistiksel olarak anlamlı kabul edilmiştir. 

Gerçek zamanlı hücre analizi testi ve akış sitometrisi analizi grafikleri için analiz 

cihazlarının dahili programından faydalanılmıştır. Tüm grafikler ve şekiller Graphpad 

Prism programı aracılığı ile çizilmiştir. 
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4.BULGULAR 

4.1.MTT 

Deneyin temel amacı TMZ’nin tek başına ve kersetin ile birlikte uygulandığında 

glioblastoma hücre hatları üzerine sitotoksik etkilerinin incelenmesidir. TMZ’ye duyarlı 

U87 ve TMZ’ye dirençli T98G hücre hatları tercih edilmiştir. U87 ve T98G hücre 

hatlarında kersetinin aynı konsantrasyonlarında hücre ölüm oranlarının incelenmesi ve 

kullanılacak kersetin konsantrasyonunun belirlenmesinde MTT testi kullanıldı. Ayrıca 

hücre canlılık testi ile yüksek oranda hücre ölümüne neden olmayan kersetin 

konsantrasyonunun bulunması için de yine aynı testten faydalanıldı.  

TMZ’nin ve kersetinin tekli ve birlikte uygulanmasıyla gerçekleştirilen hücre canlılık 

testinde 120 saatlik (5 gün çoklu uygulamalı) MTT testi tercih edildi. Çünkü onkoloji 

klinik pratiğinde TMZ’nin etkili kullanımı 5 gün süreyle günde bir defa uygulaması 

şeklindedir. 

Hücre canlılık testinde sadece canlı hücre oranı ölçüldü. Hücrelerin morfolojik 

görünümleri değerlendirilmedi. 

U87 ve T98G hücre hatlarına kersetin uygulanarak 24 saatlik inkübasyona bırakıldı ve 

hücre canlılıkları değerlendirildi. Kontrol grubu olarak besiyeri ve %0,5’lik DMSO 

kullanıldı. Kersetinin ise 25 µM, 50 µM, 100 µM konsantrasyonları kullanıldı. Kontrol 

grubu için hücre canlılığı %100 kabul edilerek kontrol grubuna göre hücre canlılığı 

değerlendirildi.  

U87 hücre hattında kersetin ile yapılan 24 saatlik hücre canlılık testinde 25 µM, 50 µM, 

100 µM konsantrasyonları karşısında sırayla %90,6±4,57 - %81,7±4,03 - %76,2±3,59 

hücre canlılığı ölçüldü. Tüm gruplarda 24 saatlik hücre canlılığı DMSO içeren kontrol 

grubuna karşı istatistiksel olarak anlamlı bulundu (p<0,05). Konsantrasyona bağlı olarak 

azalan hücre canlılığı gözlendi (Şekil 6). 
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T98G hücre hattında kersetinin 25 µM, 50 µM, 100 µM konsantrasyonlarıyla yapılan 24 

saatlik hücre canlılık testinde DMSO içeren kontrol grubuna karşı hücre canlılık 

oranları sırayla %94,4±4,32 - %81,1±2,87 - %71±3,09 olarak bulundu. Konsantrasyona 

bağımlı olarak canlılık azalırken 50 µM ve 100 µM gruplarında sonuçlar istatistiksel 

olarak anlamlı bulundu (Şekil 7)(p<0,05). 

U87 ve T98G hücre hatlarına 24 saat aralıklar ile 120 saat boyunca TMZ uygulandı ve 

%0,5 DMSO içeren kontrol grubuna karşı hücre canlılığı değerlendirildi. Her iki hücre 

hattında 25 µM, 50 µM, 100 µM, 200 µM, 400 µM konsantrasyonlarda TMZ kullanıldı. 

120 saat sonra kontrol grubuna karşı hücre canlılığı U87 hücre hattında 25 µM, 50 µM, 

100 µM, 200 µM, 400 µM TMZ konsantrasyonlarında sırasıyla %102,3±4,35 - 

%95,8±1,71 - %97,8±4,99  - %78,8±6,02  - %48,7±3,5 bulundu. 200 µM ve 400 µM 

grupları istatistiksel olarak anlamlıdır (Şekil 8)(p<0,001). T98G hücre hattında ise hücre 

canlılığı sırasıyla %79,3±3,86 - %78,1±6,22 - %76,8±5,91 - %66±4,20 - %51,8±4,03 

olarak bulundu. Tüm gruplar istatistiksel olarak anlamlıdır (Şekil 9)(p<0,001). 
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Şekil 6: U87 hücrelerinin kersetin (25,50 ve 100 µM) ile 24 saatlik inkübasyonu sonrası MTT 
ile ölçülen hücre canlılığı oranı. DMSO içeren kontrol grubuna karşı artan kersetin 
konsantrasyonunun hücre canlılığına etkisi ölçüldü. Konsantrasyona bağımlı olarak hücre 
canlılığı azaldı. En az hücre canlılığı 100 µM grubunda gözlendi (n=4).  

 

Şekil 7: T98G hücrelerinin kersetin (25,50 ve 100 µM) ile 24 saatlik inkübasyonu sonrası MTT 
ile ölçülen hücre canlılığı oranı. DMSO içeren kontrol grubuna karşı artan kersetin 
konsantrasyonunun hücre canlılığına etkisi ölçüldü. Konsantrasyona bağımlı olarak hücre 
canlılığı azaldı. En az hücre canlılığı 100 µM kersetin grubunda gözlendi (n=4). 
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Şekil 8: U87 hücrelerine 120 saat boyunca 24 saat aralıklarla TMZ (25,50,100,200 ve 400 µM) 
uygulanması ve inkübasyonu sonrası MTT ile ölçülen hücre canlılığı oranı. DMSO içeren 
kontrol grubuna karşı artan TMZ konsantrasyonunun hücre canlılığına etkisi ölçüldü. En az 
hücre canlılığı 400 µM grubunda gözlendi (n=4). 

 

Şekil 9: T98G hücrelerine 120 saat boyunca 24 saat aralıklarla TMZ (25,50,100,200 ve 400 
µM) uygulanması ve inkübasyonu sonrası MTT ile ölçülen hücre canlılığı oranı. DMSO içeren 
kontrol grubuna karşı artan TMZ konsantrasyonunun hücre canlılığına etkisi ölçüldü. 
Konsantrasyona bağımlı olarak hücre canlılığı azaldı. En az hücre canlılığı 400 µM grubunda 
gözlendi (n=4). 
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U87 ve T98G hücre hatlarına TMZ 50 µM ve Kersetin 25 µM tek başına ve birlikte 120 

saat boyunca 24 saat aralıklarla uygulandı ve hücre canlılıkları DMSO içeren kontrol 

grubuna karşı değerlendirildi.  

120 saat sonrasında U87 hücre hattında hücre canlılıkları TMZ 50 µM için 

%91,87±7,51, TMZ 50µM+Kersetin 25 µM kombinasyonu için %93,33±7,81,  Kersetin 

25 µM için ise %43,30±2,31 olarak bulundu. Kersetin grubu diğer tüm gruplar ile 

karşılaştırıldığında istatistiksel olarak anlamlı bulunmuştur (Şekil 10).  

T98G hücre hattında 120 saat sonunda kontrol grubuna karşı hücre canlılığı TMZ 50 

µM için %90,43±4,5, TMZ 50 µM+Kersetin 25 µM kombinasyonu için %61,67±6,60,  

Kersetin 25 µM için ise %79,53±4,03 olarak bulundu (Şekil 11). Tüm gruplar 

istatistiksel olarak anlamlıdır.  

Sonuç olarak kersetinin MTT canlılık testinde hücre canlılığını azaltan ve kaynaklarda 

da yakın konsantrasyonda uygulaması bulunan 25 µM, TMZ için ise 50 µM 

konsantrasyonları tercih edildi.  

Son hücre canlılığı deneyi TMZ 50 µM ve kersetin 25 µM konsantrasyonları 

kullanılarak 120 saat boyunca 24 saatte bir uygulama ile gerçekleştirildi. Bu deneyin 

amacı onkoloji kliniği rutin uygulaması benzeri uygulama yapılması ve hücre canlılığını 

azaltan ancak toksik olmayan konsantrasyonun doğrulanmasıdır. Bu testin sonucunda 

T98G hücre hattında TMZ, kersetin ile birlikte kullanıldığında daha fazla hücre ölümü 

sağlamıştır. 
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Şekil 10: U87 hücrelerine 120 saat boyunca 24 saatte bir TMZ 50 µM ve kersetin 25 µM 24 
uygulanması ve inkübasyonu sonrası MTT ile ölçülen hücre canlılığı oranı. DMSO içeren 
kontrol grubuna karşı TMZ, TMZ+kersetin ve kersetin gruplarının hücre canlılığına etkisi 
ölçüldü. En az hücre canlılığı kersetin grubunda gözlendi (n=3). 

 

 

Şekil 11: T98G hücrelerine 120 saat boyunca 24 saatte bir TMZ 50 µM ve kersetin 25 µM 24 
uygulanması ve inkübasyonu sonrası MTT ile ölçülen hücre canlılığı oranı.  DMSO içeren 
kontrol grubuna karşı TMZ, TMZ+kersetin ve kersetin gruplarının hücre canlılığına etkisi 
ölçüldü. En az hücre canlılığı TMZ+kersetin grubunda gözlendi (n=5).  
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4.2.GERÇEK ZAMANLI HÜCRE ANALİZİ (XCELLIGENCE) 

Gerçek zamanlı hücre analizi T98G ve U87 hücre hatlarında kersetinin ve TMZ’nin 

hücre canlılığı üzerine etkilerinin daha hassas değerlendirilmesi amacıyla 

gerçekleştirildi. Kersetinin veya TMZ’nin T98G ve U87 hücre hatları için IC50 

değerleri farklı kaynaklarda farklı yer almaktadır. Bu analiz ile hücre indeksi eğrileri 

farklı TMZ ve kersetin konsantrasyonlarında hücre sayılarındaki değişim daha net 

izlenebilecektir.  

Ayrıca TMZ ve kersetin uygulanan T98G ve U87 hücrelerinin çoğalma eğrilerini gerçek 

zamanlı hücre analizi ile gösteren ilk çalışmadır.  

T98G ve U87 hücre hatları, kuyucuklara 500-40000 arasında değişen sayıda ekildi. 

Hücre çoğalma eğrileri platoya ulaşana kadar izlendi. İzleme T98G ve U87 hücre hattı 

için yaklaşık 70 saat gerçekleştirildi.  

Her iki hücre hattı düşünüldüğünde kullanılacak en uygun hücre sayısı 10000 

hücre/kuyucuk olarak bulundu. T98G ve U87 hücre hatları üzerinde TMZ ve kersetin ile 

gerçekleştirilen gerçek zamanlı hücre analizlerinde bu hücre sayıları kullanıldı (Şekil 

12-13). 
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                   (Kuyucuk hücre sayısı) 

Şekil 12: xCelligence ile U87 hücre profillemesi (n=8). Bu deney ile U87 hücre hattı ile 
kuyucuklara 0-40000 arasında değişen farklı hücre sayıları ekim yapıldı ve 70 saat boyunca hücre 
çoğalması incelendi. 
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Şekil 13: xCelligence ile T98G hücre profillemesi (n=8). Bu deney ile T98G hücre hattı ile 
kuyucuklara 0-20000 arasında değişen farklı hücre sayıları ekim yapıldı ve 70 saat boyunca hücre 
çoğalması incelendi. 

 



 39

En uygun konsantrasyon olarak bulunan TMZ 50 µM, kersetin 25 µM ve TMZ 50 µM + 

kersetin 25 µM kombine uygulaması ile 72 saat boyunca 24 saatte bir uygulama yapıldı 

ve toplamda 120 saat takip edildi. 

Gerçek zamanlı hücre analizlerinde T98G ve U87 hücre hatlarında kontrol gruplarının 

çoğalmaya devam ettiği görüldü. T98G hücrelerinde TMZ ve TMZ’nin kersetin ile 

birlikte uygulaması hücrelerin çoğalmasını engelledi. Kersetin tek uygulanması ise 

TMZ grubuna göre daha az olmak üzere T98G hücre çoğalmalarını kontrol grubuna 

göre azalttığı gözlendi (Şekil 14). 

U87 hücre hatlarında TMZ’nin tek başına ve kersetin ile birlikte uygulanan grupta hücre 

ölümünün arttığı görüldü. TMZ ve kersetinin birlikte kullanılması ile diğer gruplardan 

daha fazla hücre ölümüne neden olması U87 hücre hattı üzerinde sitotoksik etki 

göstermesini düşündürdü. Kersetinin tekli uygulandığı grupta kontrol grubuna benzer 

hücre indeksi eğrisinin olduğu gözlendi (Şekil 15). 

Sonuç olarak xCelligence ile gerçek zamanlı hücre analizi, TMZ ve kersetin uygulanan 

T98G ve U87 hücre hatlarının 120 saat takip edilmesiyle hücre çoğalma eğrilerinin 

incelenmesini sağlamıştır. Amacımız hücre çoğalmasını azaltan ancak yüksek oranda 

hücre ölümüne neden olmayan konsantrasyonun doğrulanması ve akış sitometrisi ve 

RT-PCR yöntemi ile gen ekspresyonu sonuçlarının canlılık ve apoptoz yönünden 

yorumlanmasına katkı sağlamasıdır.  

TMZ ve kersetinin birlikte uygulanması TMZ’ye duyarlı U87 hücre hattında, TMZ’ye 

dirençli T98G hücre hattına göre daha fazla hücre ölümü sağlamıştır (Şekil 14-15). 

  



 40

 

 

Şekil 14: U87 hücre hattında TMZ’nin tekli ve kersetin ile birlikte uygulanması ile elde edilen 
hücre indeks eğrileri (n=8). Hücre hatlarına TMZ 50 µM ve kersetin 25 µM ile 24 saatte bir 
olmak üzere üç uygulama yapıldı ve toplam 120 saat takip edildi. TMZ uygulanan gruplarda 
hücre çoğalmasının önemli derecede inhibe edildiği gözlendi. En fazla hücre ölümü 
TMZ+kersetin grubunda görüldü. 

 

 

    

Şekil 15: T98G hücre hattında TMZ’nin tekli ve kersetin ile birlikte uygulanması ile elde edilen 
hücre indeks eğrileri (n=8).  Hücre hatlarına TMZ 50 µM ve kersetin 25 µM ile 24 saatte bir 
olmak üzere üç uygulama yapıldı ve toplam 120 saat takip edildi. TMZ uygulanan gruplarda 
hücre çoğalmasının önemli derecede inhibe edildiği gözlendi. 

 

Kontrol 
Kersetin 25 µM 
Temozolomid 50 µM + Kersetin 25 µM 
Temozolomid 50 µM 

 

Kontrol 
Kersetin 25 µM 
Temozolomid 50 µM + Kersetin 25 µM 
Temozolomid 50 µM 
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4.3.AKIŞ SİTOMETRİSİ 

U87 ve T98G hücre hatları 3 gün boyunca TMZ ve Kersetin ile tek başına ve birlikte 

uygulandıktan sonra hücreler üzerinde akış sitometri analizi gerçekleştirildi. Amaç 

T98G ve U87 hücre hatlarına ait erken ve geç apoptoza giden hücre oranlarının 

kantitatif tespit edilmesidir. Akış sitometri analizi, RT-PCR yöntemi ile elde edilen gen 

ekspresyon seviyeleri ve apoptoz yolağı üzerinden gerçekleşen grupların 

yorumlanmasına katkı sağlamıştır. 

TMZ etki mekanizmasının apoptoz yolağı üzerinden olması sebebiyle, erken ve geç 

apoptoza giden hücreler kantitatif olarak değerlendirilmiş ancak nekroza giden hücreler 

değerlendirilmemiştir. Şekillerde yer alan bölgeler Q1-nekroza uğrayan, Q2 geç 

apoptoz, Q3-canlı ve Q4-erken apoptoz durumunu temsil etmektedir.  

72 saat boyunca TMZ ve/veya kersetin uygulanan T98G hücre hattında kontrol, TMZ, 

kersetin, TMZ+kersetin uygulanmış grupların erken ve geç apoptoz oranları arasında 

farklılık gözlenmedi. T98G geç ve erken apoptoz oranları kontrol grubunda %2,3 - 

%4,3; TMZ grubunda %3,4 - %4,9; kersetin grubunda %3,9 - %5,8; TMZ+kersetin 

grubunda %3,2 - %5,4 olarak bulundu. Kontrol grubunda hücre canlılığı %80,7 iken, 

TMZ, TMZ+kersetin ve kersetin grubunda hücre canlılıkları sırayla %61,4 - %25,4 - 

%49,2 olarak ölçüldü. TMZ ve kersetinin birlikte kullanımının daha fazla hücre 

ölümüne neden olduğu gözlendi (Şekil 16-19). 
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Şekil 16: T98G hücre hattında DMSO içeren kontrol grubu ile 72 saat sonra gerçekleştirilen 
akış sitometri analizi. Hücreler TMZ ve kersetin uygulaması olmadan inkübe edildi ve 72 saat 
sonunda hücre canlılığı %80,7 olarak gözlendi.  
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Şekil 17: T98G hücre hattına 72 saat boyunca 24 saatte bir TMZ 50 µM uygulandıktan sonra 
gerçekleştirilen akış sitometri analizi. Erken (%4.9) ve geç (%3.4) apoptoz oranları birbirine 
yakın, hücre canlılığı ise %61,4 oranında bulundu.  
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Şekil 18: T98G hücre hattına 72 saat boyunca 24 saatte bir TMZ 50 µM ve kersetin 25 µM 
birlikte uygulandıktan sonra gerçekleştirilen akış sitometri analizi.  Erken (%5.4) ve geç apoptoz 
(%3.2) oranları birbirine yakın bulundu. Hücre canlılığı %25,4 olarak gözlendi. 
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Şekil 19: T98G hücre hattına 72 saat boyunca 24 saatte bir kersetin 25 µM uygulandıktan sonra 
gerçekleştirilen akış sitometri analizi.  Erken (%5.8) ve geç apoptoz (3.9) oranları birbirine 
yakın bulundu. Toplam hücre canlılığı %49,2 olarak gözlendi. 
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U87 hücre hattına TMZ ve kersetin tek başına ve birlikte 72 saat boyunca 24 saatte bir 

uygulandı ve üçüncü günün sonunda kontrol grubunda hücre canlılığı oranı (%34,2)  

diğer gruplardan daha yüksek bulundu. Hücre canlılıkları TMZ, TMZ+kersetin ve 

kersetin gruplarında sırasıyla %19,2 - %12,2 - %14,4 olarak gözlendi (Şekil 20-23).  

U87 hücre hattı ile gerçekleştirilen akış sitometrisi analizinde 72 saat sonrasında DMSO 

içeren kontrol grubunda geç ve erken apoptoz oranları %7,6 - %7,7 bulundu. 24 saatte 

bir uygulanan TMZ 50 µM ve/veya kersetin 25 µM sonrasında geç ve erken apoptoz 

oranları TMZ grubunda %14,2 - %10, TMZ+kersetin grubunda %7,2 - %9,7, kersetin 

grubunda %5,1 – %9,6 bulundu. TMZ grubunda erken ve geç apoptoz oranlarının diğer 

gruplara göre yüksek olduğu gözlendi (Şekil 20-23). Kersetin içeren gruplarda geç 

apoptoza giden hücre oranları kontrol grubuna göre düşük, erken apoptoza giden hücre 

oranları ise kontrol grubuna göre yüksek bulundu (Şekil 23). 
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Şekil 20: U87 hücre hattı DMSO içeren kontrol grubu ile 72 saat sonra gerçekleştirilen akış 
sitometri analizi.  Erken ve geç apoptoz oranları birbirine yakın ve toplam hücre canlılığı oranı 
%34,2 olarak bulundu. 
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Şekil 21: U87 hücre hattına 72 saat boyunca 24 saatte bir TMZ 50 µM uygulandıktan sonra 
gerçekleştirilen akış sitometri analizi. Erken ve geç apoptoz oranları %10 - %14,2 ve toplam 
hücre canlılığı %19,2 olarak gözlendi. 
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Şekil 22: U87 hücre hattına 72 saat boyunca 24 saatte bir TMZ 50 µM ve kersetin 25 µM 
birlikte uygulandıktan sonra gerçekleştirilen akış sitometri analizi. Erken ve geç apoptoz 
oranları %9,7 – %7,2 ve hücre canlılığı oranı %12,2 olarak bulundu. 
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Şekil 23: U87 hücre hattına 72 saat boyunca 24 saatte bir kersetin 25 µM uygulandıktan sonra 
gerçekleştirilen akış sitometri analizi. Erken apoptoz oranı %9,6 geç apoptoz oranı %5,1 ve 
toplam hücre canlılığı oranı ise %14,4 olarak bulundu. 
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4.4.RT-PCR 

U87 ve T98G hücre hatlarına 120 saat boyunca 24 saatte bir TMZ ve kersetinin tek 

başına ve birlikte uygulamaları gerçekleştirildi. 120 saat sonunda hücrelerin RNA’ları 

izole edilerek MGMT, Bcl-2, ERCC2, EGFR ve LRP-1 gen ekspresyon seviyeleri 

ölçüldü. Kontrol olarak GAPDH kullanıldı ve GAPDH ekspresyonuna göre artmış veya 

azalmış ekspresyon seviyeleri değerlendirildi. 

T98G hücre hattına 120 saat boyunca 24 saatte bir TMZ 50 µM ve kersetin 25µM tek 

başına ve birlikte uygulamaları gerçekleştirildi. Sonrasında her grubun gen ekspresyon 

seviyeleri ölçüldü ve kontrole göre hesaplandı.  

MGMT için, TMZ-1,68, TQ-1,63, Q-1,36; Bcl-2 için, TMZ-4,71, TQ-3,67, Q-1,54; 

ERCC2 için, TMZ-2,30 TQ-1,87, Q-1,30; EGFR için, TMZ-2,16, TQ-1,97, Q-1,43; 

LRP-1 için, TMZ-3,48, TQ-2.77, Q-2,48 olarak bulundu (Şekil 24-28). ERCC2 

ekspresyon seviyesi ölçümünde TMZ ve kersetin grupları arasında istatistiksel olarak 

anlamlılık bulunmuştur. 

U87 hücre hattına 120 saat boyunca 24 saatte bir TMZ 50 µM ve kersetin 25µM tek 

başına ve birlikte uygulamaları gerçekleştirildi. Sonrasında gen ekspresyon seviyeleri 

kontrol grubuna göre ölçüldü ve aşağıdaki sonuçlar elde edildi. 

Bcl-2 için, TMZ-1,13, TQ-2,75, Q-1,73; ERCC2 için, TMZ-1,88, TQ-1,36, Q-0,11; 

EGFR için, TMZ-1,28, TQ-2,52, Q-1,51; LRP-1 için, TMZ-1,40, TQ-2,73, Q-2,17 kat 

gen ekspresyon seviyesi bulunmuştur (Şekil 29-32). TMZ+Kersetin grubu, EGFR 

ekspresyon seviyesi için hem TMZ hem de kersetin grubuna, LRP-1 ekspresyon 

seviyesi için ise TMZ grubuna karşı istatistiksel olarak anlamlı bulunmuştur. Ayrıca 

TMZ+Kersetin grubu Bcl-2 ekspresyon seviyesi ölçümünde TMZ grubuna, ERCC2 

ekspresyon seviyesi için ise kersetin grubuna karşı istatistiksel olarak anlamlı 

bulunmuştur. 

U87 hücre hattında MGMT ekspresyonu belirlenemedi ancak dirençli olan T98G hücre 

hattında MGMT ekspresyonu gözlendi. 
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Şekil 24: T98G dirençli glioblastoma hücre hattında 120 saat boyunca 24 saatte bir uygulanan 
TMZ 50 µM ve/veya kersetin 25 µM sonrası elde edilen MGMT ekspresyon seviyeleri (n=3).  

 

  

Şekil 25: T98G dirençli glioblastoma hücre hattında 120 saat boyunca 24 saatte bir uygulanan 
TMZ 50 µM ve/veya kersetin 25 µM sonrası elde edilen Bcl-2 ekspresyon seviyeleri (n=3). 
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Şekil 26: T98G dirençli glioblastoma hücre hattında 120 saat boyunca 24 saatte bir uygulanan 
TMZ 50 µM ve/veya kersetin 25 µM sonrası elde edilen ERCC2 ekspresyon seviyeleri (n=3).   

 

 

Şekil 27: T98G dirençli glioblastoma hücre hattında 120 saat boyunca 24 saatte bir uygulanan 
TMZ 50 µM ve/veya kersetin 25 µM sonrası elde edilen EGFR ekspresyon seviyeleri (n=3). 
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Şekil 28: T98G dirençli glioblastoma hücre hattında 120 saat boyunca 24 saatte bir uygulanan 
TMZ 50 µM ve/veya kersetin 25 µM sonrası elde edilen LRP-1 ekspresyon seviyeleri (n=3). 
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Şekil 29: U87 duyarlı glioblastoma hücre hattında 120 saat boyunca 24 saatte bir uygulanan 
TMZ 50 µM ve/veya kersetin 25 µM sonrası elde edilen Bcl-2 ekspresyon seviyeleri (n=3). 

 

 

Şekil 30: U87 duyarlı glioblastoma hücre hattında 120 saat boyunca 24 saatte bir uygulanan 
TMZ 50 µM ve/veya kersetin 25 µM sonrası elde edilen ERCC2 ekspresyon seviyeleri (n=3). 
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Şekil 31: U87 duyarlı glioblastoma hücre hattında 120 saat boyunca 24 saatte bir uygulanan 
TMZ 50 µM ve/veya kersetin 25 µM sonrası elde edilen EGFR ekspresyon seviyeleri (n=3). 

 

 

Şekil 32: U87 duyarlı glioblastoma hücre hattında 120 saat boyunca 24 saatte bir uygulanan 
TMZ 50 µM ve/veya kersetin 25 µM sonrası elde edilen LRP-1 ekspresyon seviyeleri (n=3). 
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Sonuç olarak TMZ duyarlı U87 hücre hattında temel direnç mekanizmalarında aktif 

olan MGMT gen ekspresyonu gözlenmemiştir. Dirençli T98G hücre hattında ise 

MGMT ekspresyon saptanmış ve gen ekspresyonu seviyesi TMZ içeren gruplarda daha 

yüksek bulunmuştur. MGMT gen ekspresyonu dirençli hücrelerde yüksek bulunması 

beklenmekte idi ve bu doğrultuda T98G hücre hattında yüksek bulunup U87 hücre 

hattında bulunamamıştır. Diğer ölçülen tüm direnç genlerinin ekspresyon seviyeleri her 

iki hücre hattında TMZ ve TMZ+kersetin gruplarında kontrol grubuna göre daha yüksek 

bulundu.  

TMZ’ye duyarlı U87 hücre hattında ölçülen direnç genleri, TMZ grubunda daha düşük 

ekspresyon seviyesine sahip bulundu. Ancak TMZ’nin kersetin ile birlikte kullanıldığı 

gruplarda daha yüksek gen ekspresyon seviyesi ölçüldü. 

RT-PCR analizinin bu çalışmadaki amacı dirençli T98G hücre hattında kersetinin direnç 

genlerinin ekspresyon seviyesindeki neden olacağı değişikliğin incelenmesidir. 

Analizlerde kersetin tek başına uygulandığında direnç genlerinde kontrol grubuna göre 

daha yüksek ekspresyon seviyesi gözlendi. TMZ’nin tek başına uygulandığı T98G 

hücre hattında artmış olan direnç genlerindeki ekspresyon seviyeleri kersetin 

eklendiğinde daha düşük bulundu. 
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5.TARTIŞMA VE SONUÇ 

Günümüzde kansere yakalanma sıklığı ve buna bağlı olarak da kanser araştırmaları ve 

önemi giderek artmaktadır. Kanser türü ve evresine göre yeni ilaçlar geliştirilmekte ve 

ilaç direncini kırmak veya azaltmak çalışmaların odak noktası halindedir. Bu 

çalışmaların başarıya ulaşması moleküler düzeyde iyi çözümlemeye ve hedef 

moleküllerin belirlenmesi ile alakalıdır (Bozkurt, 2013). Bu zamana kadar GBM 

tedavisi için asıl problem TMZ direncidir ve bu da DNA alkilasyon proteinleri ve DNA 

tamir enzimlerinin seviyelerinin farklılığından kaynaklanır (Lee, 2016). İlaç 

etkinliklerini artırmak ve ilaca karşı direncin azaltılması için doğal ürünler ile kombine 

kullanılmaya başlanmıştır (Wang et al., 2014, Terlikowska et al., 2014). Kersetin de 

antikanserojenik etkinliğini çok farklı mekanizmalar üzerinden gerçekleştirmektedir 

(Liu et al., 2015, Chien et al., 2009, Riccio et al., 2019, Lugli et al., 2005, Wei et al., 

2008, Hashemzaei et al., 2017). Bu çalışmamızda da TMZ ile kersetinin birlikte 

kullanımlarının ilaç direncine etkisi incelenmiştir.          

İlaç direncine etki eden çok sayıda mekanizma bulunmaktadır. p53 gen mutasyonuna 

duyarsız veya MGMT üretmeden TMZ’ye karşı direnci olan GBM hücreleri veya hücre 

hatları olduğu gösterilmiştir (Bocangel et al., 2002, Lee et al., 2011). Dirençli GBM 

hücrelerinde olan ve en fazla görülen ilaç direnç mekanizmalarına ait protein veya 

enzimlerin gen ifadeleri tercih edilmiştir. LRP, MGMT, ERCC2, EGFR ve Bcl-2 

genleri tercih edilip dirençli hücre davranışı ile ilgili genlerin yanında GBM’nin en 

temel direnç mekanizması olan MGMT ile TMZ’nin tümör hücresi DNA’sında yaptığı 

alkillemeyi tamir ederek dirence yol açan MGMT geni de dahil edilmiştir (Lu and 

Shervington, 2008, Sasaki et al., 2002).  
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T98G ve U87 hücre hatlarında kersetin ile yapılan 24 saatlik MTT hücre canlılık 

testinde tek başına ve özellikle de TMZ ile birlikte kullanım için en uygun 

konsantrasyonun bulunması amaçlanmıştır. Bu testte dirençli T98G ve duyarlı U87 

hücre hatlarının ikisinde de 25 µM, 50 µM ve 100 µM kersetin ile konsantrasyona 

bağımlı olarak hücre ölümünün arttığı gözlendi (Şekil 6-7). Benzer hücre ölümü oranı, 

kersetin uygulaması sonrası hücre ölümlerinin dirençli T98G ve duyarlı U87 hücre 

hatlarının benzer mekanizma ve direnç mekanizmalarından farklı bir mekanizma 

üzerinden yürüdüğünü göstermiştir. Kaynaklarda kersetinin etkisini, Hsp27 proteini 

inhibisyonu yaparak, JAK/STAT yolağı inhibisyonu yaparak, siklin B seviyesini 

artırarak hücre siklusunu G2/M fazında durdurarak, hücre içi sitozolik kalsiyumu 

artırarak ve mitokondriyal membran potansiyelini artırarak, kaspaz 3 enzimini aktive 

ederek, siklin D1 ve survivin seviyesini azaltarak, p38 aktivasyonu yaparak, selüler 

mikrotübülleri bağlayarak, TNF ile ilişkili apoptozu tetikleyici ligand aracılığıyla 

gösterdiği belirtilmektedir (Senggunprai et al., 2014, Chien et al., 2009, Lee et al., 2010, 

Gupta and Panda, 2002, Jung et al., 2010). Bu farklı yolaklar üzerinden gerçekleşen 

hücre öldürücü etkide T98G ve U87 hücrelerinin ölümünde aditif etki sağlayabileceği 

muhtemeldir.  

Kersetin ile yapılan 24 saatlik MTT canlılık testi sonrasında deneylerde 25 µM 

konsantrasyonun seçilmesindeki dayanak, sitotoksik etkinin en az görüldüğü 

konsantrasyon olması ve klinikteki rutin GBM tedavisinde TMZ’nin 120 saat boyunca 

24 saatte bir uygulama ile yapılıyor olması ve bizim çalışmamızın protokolünde de bu 

şekilde uygulanacak olmasıdır (Middleton et al., 2000). Çünkü 120 saat boyunca seri 

TMZ ve kersetin uygulaması ile hücre canlılığının tamamen sonlanması istenmemiştir. 

Kalan hücrelerde ilaç direnç mekanizmalarında rol oynayan belirlediğimiz genlerin 

ekspresyon seviyelerinin ölçülmesi amaçlanmıştır.  

T98G ve U87 hücre hatlarında kersetin ile 0-100 µM’a kadar değişen 4 farklı grupta 

yapılan 24 saatlik MTT hücre canlılığı testinde konsantrasyona bağımlı olarak azalma 

gözlenmiştir. Kersetin TMZ’in aksine dengeli profil göstermiştir. Kersetinin 

antikanserojenik özelliğinin olduğu bilinmekte ve çalışmalarımızda kersetinin 25 µM 

konsantrasyonunun çok fazla sitotoksik etkisinin olmadığı görülmüştür. Bu 

konsantrasyonda TMZ’in antikanserojenik etkisini güçlendirip güçlendirmediğini 

görmenin ve dirençli olan T98G hücre hattında direnci kırıcı etkilerinin araştırılmasının 
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uygun olduğunu düşündüğümüz için bu konsantrasyon uygun bulunmuştur. Benzer 

TMZ ve kersetin kombinasyon uygulama deneyinde TMZ ile aditif etkisi için 30 µM 

kersetin kullanılmıştır (Sang et al., 2014).  

Bununla birlikte U87 ile yapılan MTT hücre canlılık testinde TMZ’nin varlığında 

konsantrasyona bağımlı olarak canlılığın azaldığını söylemek güç olsa da T98G hücre 

hattında olduğu gibi canlılıkta 25 µM’da azalma gözlenmiştir. Yayımlanan daha önceki 

çalışmalar da tutarlı IC50 sonucu alınamadığını göstermiştir. 7-204 µM’a kadar değişen 

konsantrasyonlarda olan U87 için IC50 değeri, gerek TMZ dirençli, gerekse duyarlı 

GBM hücre hatlarının ne kadar değişken davranış ve cevaplara sahip olduğunu 

göstermektedir (Auger et al., 2006, Zhang et al., 2010).  

TMZ 50µM, Kersetin 25µM ve TMZ 50µM+Kersetin 25µM konsantrasyonları ile 

yapılan ve 5 günlük MTT testinde U87 ve T98G hücre hatları TMZ ve kersetin 

monoterapilerinde sınırlı hücre ölümü sağlamışlardır. Ancak kombine tedavilerde her 

iki hücre hattında da daha fazla hücre ölümü gerçekleşmiştir. U87’de TMZ ile %91 olan 

hücre canlılığı TMZ+kersetin ile %43’e; T98G için ise %90’dan %61’e inmiştir. 

Kombine uygulamada hücre ölümünün artması kersetinin farklı mekanizmalar 

üzerinden hücre ölümüne ve TMZ’nin antikanserojenik etkisine katkı sağladığı 

muhtemeldir. Çünkü kersetinin JAK/STAT kaskadını baskıladığını, G2/M fazını 

durdurarak hücre ölümüne neden olduğunu, Hsp27 üzerinden apoptozu tetiklediğini 

gösteren çalışmalar mevcuttur (Sang et al., 2014, Senggunprai et al., 2014, Wang et al., 

2013). T98G dirençli hücre olması sebebiyle TMZ ve kersetin ile U87’e göre daha 

düşük hücre ölümü oranına sahiptir denilebilir.  

120 saatlik TMZ ile yapılan hücre canlılık testinde yine hücre canlılığını her iki hücre 

hattında da kısmi olarak azaltan ortak konsantrasyonun 50 µM olduğuna karar verildi 

(Şekil 8-9). Bu canlılık testinde dirençli T98G hücre hattındaki gruplarda daha fazla 

hücre ölümü beklenirken U87 hücre hattında daha fazla görüldü. Xcelligence ile gerçek 

zamanlı hücre analizinde 24 saatte bir olmak üzere 3 defa 50 µM konsantrasyonda TMZ 

uygulaması yapıldı ve 120 saat takip edildi ancak duyarlı U87 hücre hattı beklenildiği 

gibi TMZ’e daha iyi yanıt vererek hücre ölümü daha fazla olduğu görüldü (Şekil 14-

15). Hücre ölümünün U87 hücre hattında daha az olması TMZ’ye karşı direnç 

geliştiğini düşündürdü. Çünkü adapte TMZ direnci hem oluştulmuş GBM hücreleri hem 

de insan beyin primer tümörleri için TMZ ile 72 saatten 6 aya kadar farklı zamanlarda 
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oluşabilmektedir (Ujifuku et al., 2010, Happold et al., 2012, Kohsaka et al., 2012, St-

Coeur et al., 2015). GBM hücre yada hücre hatlarında TMZ kullanım zamanının 

uzamasıyla direnç gelişme olasılığının artışı düşünülebilir.  

5 günlük TMZ ile T98G ve U87 hücre hatlarında yapılan MTT’de konsantrasyona tam 

bağımlılık gözlenmemiştir ancak konsantrasyon arttıkça değişen oranlarda hücre 

canlılığında azalma olmuştur. Geometrik artış ile yapılan konsantrasyon artırımında 

beklenildiği gibi 400 µM’da en fazla hücre ölümü gerçekleşmiştir. Duyarlı olan U87 

hücre hattında hücre ölümünün daha fazla olması beklenirken daha az gerçekleşmiştir. 

Bu çalışmanın xCelligence bölümünde de benzer şekilde kersetin tekli uygulamada 

hücre ölümünü artırmadığı da gözlenmiştir. Klinik uygulamalarda 72 saatten sonra 

direncin oluşabileceğini, ortalama üçüncü kürden sonra TMZ’e karşı direncin oluştuğu 

çalışmalarda bulunmuştur (Ujifuku et al., 2010, Happold et al., 2012, Kohsaka et al., 

2012, St-Coeur et al., 2015). 5 günlük uygulama ile hücrelerin dirençli hale gelerek 

hücre ölümünün azaldığı düşünülmüştür. Çalışmamıza benzer bir çalışmada da gerçek 

zamanlı hücre canlılığı takibi ile U87 hücre hattı izlenirken 50 µM’a kadar hücre ölümü 

yerine canlılığın arttığı ve 50 µM’dan sonra ise hücre ölümünün konsantrasyona bağlı 

arttığı bulunmuştur (Dikmen, 2017).  

xCelligence ile gerçek zamanlı hücre analizinde T98G için kontrolden 20.000 

hücre/kuyucuğa kadar ve U87 için ise kontrolden 40.000 hücre/kuyucuğa kadar değişen 

hücre sayısında hücre hatlarından ekilerek zaman içinde (70 saat) çoğalma eğrileri 

incelendi. Bu hücrelerde gerçek zamanlı hücre analizi ile elde edilen hücre çoğalma 

eğrileri ilk kez bu çalışma ile gösterilmiş olup, tezin özgün yönlerinden birini 

oluşturmaktadır. T98G daha stabil çoğalan ve hücre indeksi grafiği doğrusal eğriye 

yakın iken U87 ekimin ilk saatlerinde hızlı çoğalan ve sonra platoya benzer eğri ile 

çoğalmaya devam eden hücre indeks eğrisi  çizdiği görülmektedir (Şekil 12-13). U87 

hücre hattı daha kararsız çoğalan ve hücre sayılarıyla değişen çoğalma hızına sahiptir. 

Bu da deneylerde beklenmeyen sonuçlar ortaya çıkarabilir. Kontrol grubu için 

kullanılan çalışmalarda zorluklar oluşturabilir. Bu şekilde dizayn edilen çalışmalarda 

başka U87 yerine U251 gibi başka hücre hatları tercih edilebilir. 

xCelligence ile hücre canlılığı takibinde U87 ve T98G hücre hatlarına uygulanan 

kersetinden 24 saat sonra başlanan ve 3 gün süreyle günlük TMZ ve kersetin mono ve 

kombine tedavilerinde kontrol grupları çoğalmaya devam ettiği görülmüştür. 
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TMZ+kersetin kombine tedavisi 120 saat sonunda T98G’de sitostatik, U87’de ise 

sitotoksik etki göstermiştir. U87’nin TMZ’ye duyarlılığının artması ve aynı zamanda 

kersetinin antikanserojen etkisi sebebiyle hücre ölümü daha fazla olmuş olabilir. Bir 

çalışmada kersetin ile Hsp27 etkinliğinin arttığı ve kersetinin U87 duyarlılığını da 

artırdığı gösterilmiştir (Sang et al., 2014). Yapılan 3 günlük akış sitometri analizinde de 

duyarlı olan U87 hücre hattı daha kısa zamanda erken ve geç apoptoz oranlarında 

yüksek sonuçlar vermiştir (Şekil 11). Bu sonuçla kersetinin U87 hücrelerindeki 

duyarlılığını artırdığını göstermektedir. Dirençli T98G hücre hattında ise daha uzun 

sürede programlı hücre ölümüne gitmesi de beklendiği gibi gerçekleşmiştir. Ancak 

TMZ ve kersetin kombine uygulaması TMZ tekli uygulamaya göre daha yüksek erken 

ve geç apoptoz oranlarını vermiştir. Kersetinin dirençli T98G hücre hattında apoptozu 

artırdığını ve TMZ’nin etkisini duyarlı U87’de olduğu kadar olmasa da artırdığını 

söylemek mümkündür (Şekil 33-34).  

T98G ve U87 hücre hatlarına 72 saat boyunca 24 saatte bir TMZ 50 µM, kersetin 25 

µM ve TMZ 50 µM+kersetin 25 µM uygulanarak akış sitometrisi analizi yapıldı. T98G 

hücre hattında erken ve geç apoptoz oranları kontrol grubuna yakın bulundu. Ancak 

gruplar arasındaki hücre canlılığı farkı bariz bulundu. Hücre canlılığı kontrol grubunda 

%80,7 iken TMZ grubunda %61,4 düzeylerinde idi (Şekil 16-17). T98G dirençli hücre 

hattı olmasına rağmen TMZ’ye kısmi yanıt vererek hücrelerde ölüme neden oldu. 

Kersetin grubunda %49,2 ve TMZ+kersetin grubunda %25,4 hücre canlılığı bulundu 

(Şekil 18-19) ve bu sonuçlar da tek başına TMZ uygulamasının kısmi yanıt oluşturduğu 

kanaatini doğurdu. Kersetinin TMZ ile birlikte kullanımı daha fazla hücre ölümüne 

neden olurken TMZ’nin sitotoksik etkisine kersetinin aditif etki ile (proapoptotik ve 

antiproliferatif etkisi) katkı sağladığı söylenebilir (Gibellini et al., 2011). Kersetinin 

antikanserojenik etkinliği ve muhtemelen hücre hatlarının TMZ’ye duyarlılığını 

artırması sonucu T98G hücre hattında TMZ tekli uygulamaya göre daha fazla apoptoza 

giden hücre olmuştur (Gibellini et al., 2011, Hashemzaei et al., 2017). Xcelligence ile 

gerçek zamanlı hücre analizinde T98G hücre hattında yapılan TMZ 50 µM+kersetin 25 

µM uygulaması hücrelerin ölümüne neden oldu. 3. uygulamadan sonra hücre ölümleri 

benzer ve bu yüzden TMZ+kersetin uygulamasının TMZ uygulamasından daha üstün 

olduğu bu analizde söylenemedi. Akış sitometri analizinde apoptoza giden hücre sayısı 

çok artması ve analiz edilebilecek sınırların altına inmesi nedeni ile 72 saatten sonra 

deneye devam edilemedi. Özellikle bu ölüm TMZ duyarlı U87 hücrelerinde daha 
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belirgindi. TMZ ve kersetin uygulamaları 120 saat olarak devam edilebilseydi hücre 

ölümlerinin artışı ve kersetin ile TMZ+kersetin gruplarının grafikte ayrışması 

görülebilirdi.  

U87 hücre hattında yapılan akış sitometrisi analizinde erken ve geç apoptoz oranları 

sırayla TMZ grubunda %10 - %14,2 ve kersetin grubunda %9,6 - %5,1 olarak bulundu. 

24 saatte bir 3 uygulama sonrası TMZ grubunda geç apoptozun, kersetin grubunda ise 

erken apoptozun etkin olduğu söylenebilir. TMZ+kersetin grubunda %9,7 - %7,2 olan 

erken ve geç apoptoz oranları olmasına rağmen en düşük hücre canlılığına (%12,2) 

sahip bulundu. U87 hücre hattında yapılan akış sitometrisi analizinde tüm gruplarda 

(kontrol, TMZ, TMZ+kersetin, kersetin grupları) hücre canlılığı oranları T98G hücre 

hattı gruplarına göre ciddi oranda düşük bulundu (Şekil 20-23). Bunun muhtemel sebebi 

U87 hücre hattının dirençli olmamasıdır. U87 hücre hattında da kersetin hücre 

ölümlerine katkı sağladı ve TMZ’nin tek başına uygulandığı gruptan daha fazla hücre 

ölümüne neden oldu. Kersetinin antikanserojenik etkinliği ve muhtemelen hücre 

hatlarının TMZ’ye duyarlılığını artırdığı için T98G hücre hattında TMZ tekli 

uygulamaya göre daha fazla apoptoza giden hücre olmuştur (Gibellini et al., 2011, 

Hashemzaei et al., 2017). En fazla hücre ölümü TMZ ile kersetinin birlikte uygulandığı 

grupta görüldü. Gerçek zamanlı hücre analizinde de uyumlu sonuçlar görüldü. Bu 

sonuçlar, farklı mekanizmalar ile etki gösteren iki ayrı molekülün apoptoz ve hücre 

ölümü üzerine etkilerinin aditif olduğunu göstermektedir. 

120 saatlik 24 saatte bir TMZ 50 µM, kersetin 25 µM ve birlikte uygulamaları sonrası 

gen ekspresyon seviyeleri değerlendirildi. MGMT geni sadece T98G hücre hattında 

bulundu ki sadece dirençli hücre hatlarında olması beklenmekte idi. TMZ ve 

TMZ+kersetin grubunda yaklaşık 1,5 kat daha fazla bulundu (Şekil 24). MGMT gen 

ekspresyonunun artması, dirençli GBM hücreleri için en temel direnç 

mekanizmalarından biri olarak kabul edilmektedir  (Lee, 2016). TMZ ile MGMT gen 

ifadesinin artması da olağan ancak kersetin grubunda da kontrol grubundan daha fazla 

artış bulundu. Kersetin etki mekanizmasını DNA’da metilleme ile yapmadığı halde 

MGMT geninin artışı anlamlı bulunmadı. Konu ile ilgili kaynaklarda herhangi bir 

bilgiye de rastlanamadı. TMZ+kersetin grubu kontrol grubuna göre anlamlı ancak 

MGMT ekspresyon seviyesi TMZ grubuna yakın bulundu. MGMT ekspresyon 

seviyesindeki azalma çok cüzi kalsa da hücre ölümünün hem MTT hücre canlılığı 
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analizinde hem de akış sitometrisinde artışının gösterilmesi MGMT üzerinden direnç 

kırılmasa bile hücre ölümünün başka yollarla gerçekleştiğini göstermektedir (Şekil 11 

ve Şekil 18). Zaten kersetinin etki mekanizmasını farklı yolaklardan gerçekleştirdiği 

bilinmektedir (Gibellini et al., 2011). 

     Bcl-2, ERCC2, EGFR, LRP-1 ekspresyon seviyeleri birlikte değerlendirildiğinde 

tüm bu gen analizlerinde TMZ+kersetin grubu her durumda TMZ grubuna göre daha az 

gen ekspresyonu seviyesine sahiptir (Şekil 25-28). Ancak U87 hücre hattı, bunun tam 

tersine TMZ+kersetin ve kersetin gruplarında TMZ grubuna göre daha fazla Bcl-2, 

ERCC2, EGFR, LRP-1 ekspresyon seviyesine sahiptir (Şekil 29-32). Bu sonuç da 

duyarlı U87 hücre hattında bu direnç genlerinin kersetin ile aktivasyonunu düşündürdü. 

Bu sebeple T98G hücre hattında mevcut olan TMZ direncinin farklı mekanizmalar ile 

desteklenerek kırılması mümkün olabilir (Lee, 2016). Birçok antikanserojenik etkisi 

olan ilaç ile birlikte kullanıldığında kersetin sinerjik etki göstererek ilaçların etkisini 

artırabilmektedir (Kashyap et al., 2019). T98G PCR analizinde anlamlı bulunan genlerin 

yanı sıra bu çalışmada ölçemediğimiz başka mekanizmalar üzerinden de kersetin etki 

göstermiş olabilir. p53 geni inhibisyonu, protein kinaz C aktivasyonu, VEGF 

downregülasyonu gibi etkileri ile de TMZ’nin etkisine katkı sağlamış olabilir 

(Sahpazidou et al., 2014, Stagos et al., 2014, Hsu and Yen, 2008). Kersetinin EGFR 

üzerinden etkisi de bilinmektedir (Bommu et al., 2017). Ayrıca Hsp, p53, protein kinaz 

C gibi farklı yolaklar üzerinden etki göstererek apoptoza götürdüğü çalışmalarda 

gösterilmiştir (Sang et al., 2014, Gibellini et al., 2011).   

5 günlük PCR sonuçlarına göre T98G hücre hattında MGMT gen ekspresyonunda TMZ 

gruplarında belirgin artış olmuştur. TMZ ile TMZ+Kersetin arasında anlamlı fark 

yoktur. TMZ’nin kersetin ile tüm kombinasyonlarının, TMZ tekli uygulamaya göre 

daha fazla hücre ölümüne neden olduğu sonucu altında değerlendirildiğinde; kersetinin 

T98G’nin TMZ direncine neden olan temel mekanizmadan farklı olarak etki 

gösterdiğini ve TMZ’ye duyarlılığını artırdığını doğrular niteliktedir. Yapılan çalışmalar 

kersetinin p53, kaspaz 3, Hsp27, protein kinaz C, JAK/STAT yolağı gibi farklı 

yolaklara yönlendirmektedir (Senggunprai et al., 2014, Bishayee et al., 2013, Badziul et 

al., 2014) TMZ’nin GBM için tek ajan olarak kullanımında MGMT çok önemli yere 

sahiptir; ancak tedavi başka yolaklarla desteklendiğinde daha iyi sonuçlar elde 

edilmektedir (Hashemzaei et al., 2017). Bcl-2 ve EGFR gen ölçümlerinde TMZ’ye göre 
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azalma gösteren TMZ+kersetin bulunmuştur. İstatistiksel olarak anlamlı olmasa da 

numerik olarak farklılık oluşturmuşlardır. Hücre ölümü ile ilgili Bcl-2 ve 

EGFR/VEGFR2 azaltarak apoptozun tetiklendiği bilinmektedir (Kashyap et al., 2019). 

Kersetin tekli ve TMZ ile kombine uygulaması ile azalan Bcl-2 ve yine büyüme faktör 

reseptörü EGFR apoptoza ve dolayısıyla da TMZ’nin antikanserojenik özelliğine destek 

olduğu söylenebilir.  

Kersetin kolon ve meme kanserinde PI3K/Akt/mTOR yolağını bloke ederek hücre 

yaşamını sonlanmasını sağlar. NF-κB yolağını bloke ederek karaciğer ve kolon 

kanserinde proliferatif etkisini gösteren çalışmalar mevcuttur. JAK/STAT yolağının 

aktivasyonu ve IL6/STAT yolağının inhibisyonu gösterilmiştir (Kashyap et al., 2019).  

Son zamanlarda bitkisel kaynaklı ürünler için farklı formülasyonlar artmakta ve nano 

kapsüller, lipozomlar, prolipozomlar, katı lipid nanopartiküller, nanoemülsiyonlar gibi 

formülasyonlar kullanılmaktadır. Bu farklı formülasyonlar ilacın farmakolojik etkiliğini 

artırmak, toksisitesini azaltmak, stabilitesini iyileştirmek, çözünürlüğünü ve 

biyoyararlanımını artırmak, fiziksel ve kimyasal etkilerden korumak için tercih 

edilmektedir. Özellikle de hedeflenen bölgeye yüksek konsatrasyonda ilaç ulaşmasının 

istendiği durumlarda kullanılabilir (Yadav et al., 2011). Doğal bileşik olan kersetin 

ve/veya TMZ nanoformülasyonlara dahil edilerek tekli ya da kombine olarak 

uygulanarak istenilen etki veya yan etkilerin azaltılması sağlanabilir.   

Sonuç olarak kersetin antikanserojenik özelliğini çok farklı mekanizmalar üzerinden 

göstermektedir. GBM’de TMZ’ye karşı çok hızlı gelişen ilaç direncine rağmen kersetin 

TMZ ile birlikte uygulandığında kanser için faydalı olabilir. Bunun için daha fazla 

preklinik ve klinik çalışma ile desteklenmesine ihtiyaç vardır. 
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