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GLIOBLASTOMA .HI'JCREI.JERiNDE TEMOZOLOMIDIN TEKRARLAYAN
UYGULAMASI iLE GELISEN DIRENC MEKANIZMALARI UZERINE
KERSETININ ETKILERININ iINCELENMESI
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OZET
Glioblastoma multiforme en sik rastlanan ve en agresif beyin tiimorlerindendir.
Yetiskinlerdeki beyin tiimorlerinin %60'1n1 olusturur. Modern tedavilere ragmen halen
cok oOliimciil ve hizli prognozu olan bir hastaliktir. Temozolomid, glioblastoma
hastalarinda standart kemoterapi ajanidir. DNA'da N7 ve O6 pozisyonundaki guanini
metilleyerek DNA onarim mekanizmasim etkiler ve hiicre siklusunu G2-M evresinde
durdururarak apoptozu tetikler. O6-metilguanin metil tasiyic1 ise guaninin O6
pozisyonuna baglanan metili uzaklastirarak temozolomidin antikanserojenik etkisini
azaltmaktadir. Calismalarda MGMT enzim aktivitesi ve temozolomide direngli GBM
hiicreleri arasinda iligki gosterilmistir. Bu sebeple, calismanin amaci temozolomide
direngli ve duyarh iki farkli GBM hiicre hattina (T98G ve U87) temozolomid ile birlikte
coklu uygulanan kersetinin ila¢ diren¢ mekanizmalar1 tizerine etkisinin incelenmesidir.
Bu calismada T98G ve US87 hiicre hatlarina 50 uM temozolomid ve/veya 25 uM
kersetin 72 saat boyunca 24 saatte bir uygulanmis, gercek zamanl hiicre analizi ile
hiicre canliliklar1 ve akis sitometrisi ile de erken ve gec apoptoz iizerine etkileri
degerlendirilmigtir. Ayni hiicre hatlarma 120 saat boyunca 24 saatte bir 50 pM
temozolomid ve/veya 25 uM kersetin uygulanmig, MTT ile hiicre canliligi ve RT-PCR
ile de MGMT, LRP, ERCC2, EGFR ve Bcl-2 direng genlerinin ekspresyon seviyeleri
Olciilmiistiir.
Calisma sonuglarina gore T98G ve U87 hiicre hatlarina temozolomid ve kersetin birlikte
tekrarli uygulandiginda hiicre canliliklarim = azaltmistir. Temozolomide direng
gelismesinden sorumlu MGMT ve bazi direng genlerinin ekspresyon seviyeleri T98G
hiicre hattinda yiiksek bulunmustur. Tekrarli temozolomid ve kersetin uygulamasi bu
genlerin ekspresyon seviyelerini azaltmakta etkili bulunmustur. Ayrica kersetin ve
temozolomid kombinasyonu erken ve ge¢ apoptozu tetiklemistir. Ancak kersetinin bu
etkileri in vivo ve klinik caligmalarla da desteklenmesi gerekmektedir.

Anahtar kelimeler: Temozolomid, ila¢ 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 uM temozolomide and/or
quercetin 25 uM 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 uM
temozolomide and/or quercetin 25 uM 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
TI98G 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.GIRiS ve AMAC

Beyin tiimorlerinin kaynag1 beyin dokusu ve zarlari ile farkl hiicrelerdir (Lapointe et
al.,, 2018). Glioblastoma multiforme (GBM) ise en sik rastlanan ve en agresif beyin
timoriidiir (Holland, 2000, Ohgaki et al.,, 2004). Yetiskinlerdeki beyin tiimorlerinin
%601 GBM'dir (Rock et al., 2012). Ayrica santral sinir sisteminde olusan beyin
timorlerinin %80'inden sorumlu oldugu soylenebilir (Schwartzbaum et al., 2006,
Agnihotri et al., 2013). Modern tedavilere ragmen GBM halen ve hizli prognozu olan
Olimciil bir hastaliktir. Hastalar tan1 konulduktan sonra yaklasik 15 ay kadar hayatta
kalabilmektediler (Ohka et al., 2012, Thakkar et al.,, 2014). Hastalarm %350'si tani
konulduktan sonraki ilk yili doldurmadan, %90'1 da ii¢ yil i¢cinde 6lmektedir (Ostrom et
al., 2015).

Temozolomid (TMZ), karmustin, lomustin gibi alkilleyici ajanlar 6zellikle GBM'de
avantaj saglamistir. Karmustin ve lomustin ¢ok sitotoksik ajanlardir ve bunlarla yapilan
tedavilerde cok erken diren¢ gelismektedir. Sadece TMZ GBM hastalarinda standart
kemoterapi ajanidir (Friedman et al., 2000, Reardon and Wen, 2006). TMZ'nin tedavi
edici etki mekanizmasi sitotoksik oOzelligine dayanmaktadir. DNA'da N7 ve 06
pozisyonundaki guanini metilleyerek DNA tamir mekanizmasida hasar olusturmasi ve
hiicre siklusunda G2-M kesilmesiyle apoptozu tetikler (Scott et al., 2011). TMZ
alkilleyici bir ajan olarak DNA adenin ve guanin rezervinin yaklasik %90'm1 N3-
metiladenin ve N7-metilguanin seklinde metillerken, %5-10'unu da O6-metilguanine
metiller. Metillenmis DNA temel kesip ¢ikarma ile ya da DNA eslenmeyen tamir yollar:
ile diizeltilir. O6-metilguanin metil tasiyict (MGMT) guaninin O6 pozisyonunda tersine

metilasyon yaparken MGMT aktivitesi ile TMZ cevabinda azalma arasinda korelasyon



bulunmamistir. DNA hasarina fonksiyonel olmayan p53 cevabi, MGMT aktivitesinden
daha fazla TMZ direnciyle iliskili bulunmustur (Bocangel et al., 2002).

MGMT ile ilgili insanda ¢ok fazla ¢alisma yapilmis ve bu ¢aligmalara gore MGMT
metilasyon kolaylastiric1 ile TMZ ile tedavi edilen GBM hastalarinin sag kalimi
arasinda korelasyon bulunmustur. Tim GBM hastalarimin metillemeyi kolaylastirici
MGMT'ye alkilleyici ajanlarla cevap vermediklerini gdstermis ve sonug¢ olarak baska
molekiillerin de TMZ'e direngte etkili olduklar1 gosterilmistir (Stupp et al., 2005, Hegi
et al., 2008).

Son yillarda yapilan arastirmalar baz1 meyve ve sebzelerin diizenli olarak tiiketiminin
belirli kanserlere yakalanma riskini azaltabilecegini gostermistir. Fitokimyasallar bazi
meyve ve sebzelerin iceriginde bulunan dogal bilesiklerdir ve bu bilesiklerin kanser
olusumunun Onlenmesinde kullanilmasinin yam1 sira kanser tedavisinde de
kullanilabilecegine dair kanitlar bulunmaktadir. Bu bilesiklerden kersetin, genistein,
resveratrol, dialil siilfid, S-alil sistein, allisin, likopen, kapsaisin, kurkumin, 6-gingerol,
ellajik asit, iirsolik asit, krisin, silimarin, anetol, katesinler ve 6jenol gibi aktif maddeler
kanser Onleyici ajanlar olarak adlandirilmaktadir (Dorai and Aggarwal, 2004, Kasala et
al., 2015).

Kersetin bitkilerde biiylimeyi diizenleyen polar oksin tasima inhibitoriidiir (Sharma et
al., 2018, Srivastava et al., 2016). Kersetin serbest radikal siipiiriicii ve metal iyon
radikaline baglanir (Costa et al., 2016, Sun et al., 2015). Bunun yaninda ayn1 islemde
pro-oksidan etkileri de vardir. Kersetin oksitlendiginde ilk oksidasyon iriinii stabil
olmayan ve ikinci bir kinon oksidasyon islemine giden semikinon radikalidir. Bu iiriin
kinonun toksik etkilerinden korumak icin glutatyona baglanir Ancak ¢ok miktarda
kersetine maruz kalan hiicreler glutatyon azaldiginda kinonlar proteinlere, lipitlere ve
DNA'’ya baglanir ve hiicredeki DNA hasarini indiikler (Metodiewa et al., 1999, Chang
et al., 2006, Fonseca-Silva et al., 2013, Bishayee et al., 2013).

TMZ beyin tiimorii hiicre hatlarinda kersetin ile beraber kullanildiginda hiicre hattinin
TMZ’ye kars1 duyarliliginin arttigi ve apoptoz, proliferasyon, metastaz islemleri
izerinden hiicre Oliimiinii artirdig1 goézlenmistir (Gibellini et al., 2011, Hashemzaei et
al.,, 2017, Lugli et al., 2009). Bu sebeple, ¢alismanin amaci GBM hiicre hatlar1 olan
T98G ve U87°de kullanmilan TMZ i¢in kersetinin etkisinin ve kersetinin ila¢ direng

mekanizmalar1 tizerine etkisinin incelenmesidir.



2. GENEL BiLGIiLER

2.1.BEYIN TUMORLERI

Beyin tiimorlerinin kaynagi beyin dokusu ve zarlari ile farkh hiicrelerdir. Metastatik
beyin tiimorleri ve primer beyin tiimorleri olarak 2 gruba ayrilir. Beyin disindaki bir
dokudan kaynaklanan tiimoOrlere metastatik beyin tiimorleri, beyin kaynakl tiimorlere de
primer beyin tiimorleri denir (Butowski, 2015, SS., 1997, Louis et al., 2007). Primer
beyin hiicreleri SSS heterojen yapidaki tiimorler olarak da adlandirilir (Lapointe et al.,
2018).

Gliomalar yetiskinlerdeki beyin kanserlerinin %75'ini olustururlar ve glial ya da
prekiirsor hiicrelerden (astrositomalar, olgodendrogliomalar ve ependimomalar dahil)
olusan noroektodermal kokenli tiimorlerdir. Bu smiflandirmalar Diinya Saghk

Orgiitii’niin (WHO) 2016'daki SSS tiimérleri siniflandirmasina girer.

Primer beyin tiimorii olan hastalar, beyinde spefisik bolge ile iliskili ya da giinden
haftaya, haftadan aylara yillara varan tiimdriin biiylime hizina veya yerine bagli olarak
olusan semptomlarla hastaneye basvururlar. Ayrica iliskili olmayan nedenlerle yapilan

beyin goriintiilemelerinde de ortaya ¢ikabilir (Lapointe et al., 2018).

Hayatta kalmay1 azaltan, bilinen ve bilinmeyen cok fazla neden vardir. Bunlardan ana
olani ilaglarin kan-beyin bariyerini gecememesi ki bu patojenlere kars1 viicudu koruyan
savunma mekanizmasidir (Hayat, 2011). Terapi etkili oldugunda dahi yan etkiler bir¢ok
kisitlama getirebilmektedir. Bir baska neden de difiize olmus tiimoriin ¢ikarilmasi i¢in
saglikli dokuyu gecip tiimore ulasilamamasidir. Buna ek olarak bu malign hiicreler
kemoterapi ve radyasyon terapisine yiiksek oranda direnc¢lidir. Radyasyon tedavisinin
ve kemoterapinin istenilen tedavi etkisinin yaninda toksik etkileri de bulunmaktadir.

(Hayat, 2011).



2.1.1.Beyin Tiimorleri Epidemiyolojisi

SSS tiimorleri nadirdir ve Ozellikle cocuklarda ve genc yetiskinlerdeki kanser
Oliimlerinin %20-30'undan sorumludur. Diger kanserlere gore goreceli olarak daha
Olimciildiir. Yeni kanser tamlarinmn %]1,4'Uinti kapsar ve tiim kanser Oliimiiniin
%?2,4'tinden sorumludur (McNeill, 2016). Beyin kanserlerinde 5 yil hayatta kalim soz
konusu olup son 30 yilda 6liim oralarinda da bir degisiklik olmamistir. Cocuklarda 5 y1l
hayatta kalma orani 1970'lere kadar %25 civarinda iken giiniimiizde %70 kadardir
(Hayat, 2011).

Cocuklarda en sik rastlanan SSS tiimorleri, pilositik astrositoma, embriyonal tiimorler,
malign gliomalar iken yetiskinlerde en sik rastlanan beyin tiimorleri ise meningiomalar,

pitiiiter tiimorler, malign gliomalardir (Sekil 1 ve 2) (McNeill, 2016).

Gliomalarin yaklasik yarisini glioblastomalar olusturur. Amerika merkezi beyin tiimorii
kayit kiitiigi (CBTRUS) Amerika'daki tahmini glioma ve glioblastoma insidansi
100.000'de 6,61 ve 3,19 olarak tahmin etmektedir (Ostrom et al., 2015).

Gliomalar erkeklerde %355 oram ile daha baskin goriilmektedir. Amerika'da gliomalar
esmer olmayan irkta, siyahi ve asyali irka gore daha fazla goriilmektedir (Ostrom et al.,
2015). Evre 1 (pilositik astrositoma) cocuklarda ve geng¢ yetiskinlerde baskin olarak
goriiliirken Evre 2 (oligodendroglial) tiimorler 20-30 yas araliginda pik yapar. 60 It
yaslara kadar malign glioma insidansi artar (Sekil 3) (McNeill, 2016).
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2.1.2.Beyin Tiimorleri Etiyopatogenezi

Beyin tiimorlerinden sorumlu ve ¢alisilmis birgok muhtemel cevresel risk faktorii vardir
fakat bunlarin birkac tanesi 1yi bilinmektedir. Beyin tiimorleri ile bir¢cok endiistriyel ve
meslek maruziyet iligkileri halen tam olarak aydinlatilamamustir. Iyonize radyasyon,
genetik yatkinlik ve alerjik yonler dahil bir¢ok risk faktorii ile beyin tiimorlerinin iligkisi
kurulmustur (Tablo 1) (Ostrom et al., 2015, Wrensch et al., 2002). En 6nemli risk
faktorii arasinda radyasyon bulunmaktadir ve cep telefonu kullanimmin beyin timorii

olusumunu artirdig1 gosterilmistir (Loiseau et al., 2009).

2.1.3.Beyin Tiimérlerinin Simiflandirilmasi

Gectigimiz yiizyilda beyin tiimorii smniflandirmasi genel olarak histogenez konsepti ile
ki; mikroskopik benzerlikler ve hiicrenin koken ve farklilagsmasina gore yapilmaktaydi.
Bu belirleme de cesitli boyalarla mikroskop 15181 altinda protein ve yapisal karakterin
immunohistokimyasal ekspresyonuna bagliydi. Bu smiflandirma yontemleri 1s18inda
2016’da yayinlanan son WHO beyin tiimorii siniflandirmasi asagidaki sekildedir (Tablo
2) (Louis et al., 2016):



Tablo 1: Beyin kanserleri i¢cin epidemiyolojik calismalarda arastirilmis cevresel risk
faktorleri

Az iligkili kanitlar

Kafa travmasi

Kalsiyumlu besin tiiketme

N-Nitrozlu besinler titketme

Antioksidan besin tiikketimi

Annenin N-nitroz igerikli besin tiiketmesi

Annenin veya hayatm ilk evrelerinde antioksidan tiiketimi

Annenin folat destegi almasi

Sigara icilmesi

Elektromanyetik alanlar

Hava kirliligi

Pestisitler

Giibre

Formaldehit

Sentetik kaucuk

Petrokimyalar ve petrol

Vinil klorit




Tablo 2: WHO santral sinir sistemi tiimorleri siniflandirmasi (2016)

WHO classification of tumours of the central nervous system

Diffuse astrocytic and oligodendroglial tumours

Diffuse astrocytoma, IDH-mutant
Gemistocytic astrocytoma, IDH-mutant

Diffuse astrocytoma, IDH-wildtype

Diffuse astrocytoma, NOS

Anaplastic astrocytoma, IDH-mutant
Anaplastic astrocytoma, IDH-wildtype
Anaplastic astrocytoma, NOS

Glioblastoma, IDH-wildtype
Giant cell glioblastoma
Gliosarcoma
Epithelioid glioblastoma

Glioblastoma, IDH-mutant

Glioblastoma, NOS

Diffuse midline glioma, H3 K27M-mutant

Oligodendroglioma, IDH-mutant and
1p/19g-codeleted
Oligodendroglioma, NOS

Anaplastic oligodendroglioma, IDH-mutant
and 1p/19g-codeleted
Anaplastic oligodendroglioma, NOS

Oligoastrocytoma, NOS
Anaplastic oligoastrocytoma, NOS

Other astrocytic tumours
Pilocytic astrocytoma

Pilomyxoid astrocytoma
Subependymal giant cell astrocytoma
Pleomorphic xanthoastrocytoma
Anaplastic pleomorphic xanthoastrocytoma

Ependymal tumours
Subependymoma
Myxopapillary ependymoma
Ependymoma

Papillary ependymoma

Clear cell ependymoma

Tanycytic ependymoma
Ependymoma, RELA fusion—positive
Anaplastic ependymoma

Other gliomas

Chordoid glioma of the third ventricle
Angiocentric glioma

Astroblastoma

Choroid plexus tumours

Choroid plexus papilloma
Atypical choroid plexus papilloma
Choroid plexus carcinoma

9400/3
9411/3
9400/3
9400/3

9401/3
9401/3
9401/3

9440/3
9441/3
9442/3
9440/3
9445/3*
9440/3

9385/3*

9450/3
9450/3

9451/3
9451/3

9382/3
9382/3

9421/1
9425/3
9384/1
9424/3
9424/3

9383/1
9394/1
9391/3
9393/3
9391/3
9391/3
9396/3*
9392/3

9444/1
9431/1
9430/3

9390/0
9390/1
9390/3

Neuronal and mixed neuronal-glial tumours

Dysembryoplastic neuroepithelial tumour

Gangliocytoma

Ganglioglioma

Anaplastic ganglioglioma

Dysplastic cerebellar gangliocytoma
(Lhermitte-Duclos disease)

Desmoplastic infantile astrocytoma and
ganglioglioma

Papillary glioneuronal tumour

Rosette-forming glioneuronal tumour

Diffuse leptomeningeal glioneuronal tumour

Central neurocytoma

Extraventricular neurocytoma

Cerebellar liponeurocytoma

Paraganglioma

Tumours of the pineal region

Pineocytoma

Pineal parenchymal tumour of intermediate
differentiation

Pineoblastoma

Papillary tumour of the pineal region

Embryonal tumours
Medulloblastomas, genetically defined
Medulloblastoma, WNT-activated
Medulloblastoma, SHH-activated and
TP53-mutant
Medulloblastoma, SHH-activated and
TP53-wildtype
Medulloblastoma, non-WNT/non-SHH
Medulloblastoma, group 3
Medulloblastoma, group 4
Medulloblastomas, histologically defined
Medulloblastoma, classic
Medulloblastoma, desmoplastic/nodular
Medulloblastoma with extensive nodularity
Medulloblastoma, large cell / anaplastic
Medulloblastoma, NOS

Embryonal tumour with multilayered rosettes,
C19MC-altered

Embryonal tumour with multilayered
rosettes, NOS

Medulloepithelioma

CNS neuroblastoma

CNS ganglioneuroblastoma

CNS embryonal tumour, NOS

Atypical teratoid/rhabdoid tumour

CNS embryonal tumour with rhabdoid features

Tumours of the cranial and paraspinal nerves
Schwannoma

Cellular schwannoma

Plexiform schwannoma

(Louis et al., 2016)

9413/0
9492/0
9505/1
9505/3

9493/0

9412/1
9509/1
9509/1

9506/1
9506/1
9506/1
8693/1

9361/1

9362/3
9362/3
9395/3

9475/3*
9476/3*

9471/3
9477/3*

9470/3
9471/3
9471/3
9474/3
9470/3

9478/3*

9478/3
9501/3
9500/3
9490/3
9473/3
9508/3
9508/3

9560/0
9560/0
9560/0



WHO grades of select CNS tumours

Diffuse astrocytic and oligodendroglial tumours

Diffuse astrocytoma, IDH-mutant

Anaplastic astrocytoma, IDH-mutant

Glioblastoma, IDH-wildtype

Glioblastoma, IDH-mutant

Diffuse midline glioma, H3 K27M-mutant

Oligodendroglioma, IDH-mutant and 1p/19g-codeleted

Anaplastic oligodendroglioma, IDH-mutant and
1p/19g-codeleted

Other astrocytic tumours

Pilocytic astrocytoma

Subependymal giant cell astrocytoma
Pleomorphic xanthoastrocytoma
Anaplastic pleomorphic xanthoastrocytoma

Ependymal tumours
Subependymoma

Myxopapillary ependymoma
Ependymoma

Ependymoma, RELA fusion-positive
Anaplastic ependymoma

Other gliomas
Angiocentric glioma
Chordoid glioma of third ventricle

Choroid plexus tumours
Choroid plexus papilloma
Atypical choroid plexus papilloma
Choroid plexus carcinoma

Neuronal and mixed neuronal-glial tumours
Dysembryoplastic neuroepithelial tumour

Gangliocytoma

Ganglioglioma

Anaplastic ganglioglioma

Dysplastic gangliocytoma of cerebellum (Lhermitte-Duclos)

Il
1
v
v
v

Il

10

Desmoplastic infantile astrocytoma and ganglioglioma |
Papillary glioneuronal tumour |
Rosette-forming glioneuronal tumour |
Central neurocytoma ]
Extraventricular neurocytoma 1}
Cerebellar liponeurocytoma 1]

Tumours of the pineal region

Pineocytoma

Pineal parenchymal tumour of intermediate differentiation
Pineoblastoma

Papillary tumour of the pineal region

Embryonal tumours

Medulloblastoma (all subtypes) 1\
Embryonal tumour with multilayered rosettes, C19MC-aitered IV
Medulloepithelioma 1\
CNS embryonal tumour, NOS v
Atypical teratoid/rhabdoid tumour v
CNS embryonal tumour with rhabdoid features \Y%

Tumours of the cranial and paraspinal nerves
Schwannoma

Neurofibroma

Perineurioma

Malignant peripheral nerve sheath tumour (MPNST)

Meningiomas

Meningioma |
Atypical meningioma ]
Anaplastic (malignant) meningioma 1

Mesenchymal, non-meningothelial tumours
Solitary fibrous tumour / haemangiopericytoma
Haemangioblastoma

Tumours of the sellar region
Craniopharyngioma

Granular cell tumour
Pituicytoma

Spindle cell oncocytoma

|

Ior il
1\

Ior Il

|
|
|
I, lior IV

I, ltor il
|

(Louis et al., 2016)
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2.2.GLIOBLASTOMA MULTIFORME

Glioma genel olarak beyin tiimorleri i¢in kullanilmakta; GBM ise en sik rastlanan ve en
agresif beyin tiimoriidiir (Holland, 2000, Ohgaki et al., 2004). Yetiskinlerdeki beyin
tiimorlerinin %60'1t GBM'dir (Rock et al., 2012). Ayrica santral sinir sisteminde olusan
beyin tiimorlerinin %80'inden sorumlu oldugu sdylenebilir (Schwartzbaum et al., 2006,
Agnihotri et al., 2013). Modern tedavilere ragmen GBM halen ¢ok 6liimciil ve hizli
ilerleyen bir hastaliktir. Hastalar tan1 konulduktan sonra yaklasik 15 ay kadar hayatta
kalabilmektedirler (Ohka et al.,, 2012, Thakkar et al., 2014). Hastalarin %50'si tani
konulduktan sonraki ilk yili doldurmadan, %90'1 da ii¢ yil i¢cinde 6lmektedir (Ostrom et
al., 2015).

Erken tant konulabilmesi semptomlarin spesifik olmamasi nedeniyle zordur
(Goodenberger and Jenkins, 2012). Tedaviye en iyi yanit veren hastalarda bile 2 yil
icinde Oliim goriilmektedir. Cok az bir hasta grubu ise 3 yildan daha uzun yasamaktadir
(Krex et al., 2007).

Hayat siirelerini uzatmak i¢cin caligmalar halen devam etmektedir. Klinik ve deneysel
yontemlerin yaninda yeni tedavi yontemlerine ihtiya¢ vardir. Giiniimiiz tedavisinde
hastalarin  %95'inde tiimoriin ¢ikarilmas1 ve akabinde radyoterapi ve TMZ ile
kemoterapi uygulanmaktadir. Giincel caliymalar genetik iizerine yogunlasmis ve uzun
yasayan kisilerdeki genetik farkliliklar arastirilmaya devam etmektedir (Kanu et al.,
2009).

Diinya'da insidans1 100.000'de 10'un altindadir. Her yasta goriilebilir ancak 55-60 yas
araliginda goriilme olasilig1 en iist seviyededir. Kanser nedenli 6liimlerin %2,5't GBM
nedenlidir ve 15-34 yas arsindaki 6liim nedeni siralamasinda ise iiciincii siradadir. GBM
goriilme siklig1 erkeklerde daha yiiksektir (Ohgaki et al., 2004).

Bat1 toplumlarinda daha az gelismis lilkelere gore daha fazla GBM goriilmektedir.
Bunun sebebi de bildirimlerin ve tanimin batida daha fazla olmasi olabilir (Thakkar et
al., 2014, Ohgaki et al., 2004). Az sayida yapilmis calismalar siyah irkta beyazlara gore
(Asyaly, latin ve beyazlar dahil) daha az yatkin oldugunu gostermistir (Iacob and Dinca,
2009).

Tedavisi miimkiin olmayan beyin kanserleri hakkinda ¢ok az bilgi vardir. Altta yatan
karsinogenetik nedenler tanimlanamamustir. Su zamana kadar yiiksek doz iyonize
radyasyon tanimlanmis risk faktoriidiir (Inskip et al., 2001, Bondy et al., 2008, Ohgaki
et al., 2004). 1960'tan beri bildirilmis 116 vaka ile yiiksek doz radyasyonun radyoterapi
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ile goriilme riskini %?2,5 artirdig1 goriilmiistiir. Ayrica uzun siire diisiik doz radyasyon
da cocuklarda goreceli olarak deride hemanjioma riskini artirmaktadir (Salvati et al.,
2003, Wrensch et al., 2002). Japonya'ya atilan atom bombasi sonrasinda Nagasaki ve
Hiroshima'da gliomalar dahil beyin kanserinin goriilme insidansinin arttig1 goriilmiistiir
(Prasad and Haas-Kogan, 2009).

Pestisitlerin ve bazi bakir siilfiir ile birlestirilmis ilaclar gibi cevresel faktorler hayvan
caligmalarinda kanseri indiikledigi bulunsa da kontrollii caligmalarda bu
dogrulanmamistir (Wrensch et al., 2002). Baz1 ¢calismalarda over steroid hormonlarinin
GBM'1 indiikledigi gostermistir (Kabat et al., 2010).

Enfeksiyonlar ve alerjik durumlar bagisiklik sistemi aktive ederek GBM olusumuna
neden olmus olabilir (Fisher et al., 2007, Bondy et al., 2008). 2007'de sunulan bir meta-
analizde alerjiden korunan grupta GBM gelisim riski %40'a kadar daha az olarak
bulunmustur (Linos et al., 2007).

Gliomalarin aileden genetik olarak aktarilabilecegi diisiiniilse de sorumlu genler tam
olarak bulunamamistir. Baz1 genetik hastaliklar ile artmig GBM insidansi hastalarin %35-
10'unda gosterilebilmistir (Bondy et al., 2008, Fisher et al., 2007).

GBM'in en fazla goriildiigli anatomik bolge serebral hemisferdir ki bunlarin %95'i
supratentoryal bolgeden c¢ikar. Cok az bir kismi serebellum, beyin kokii ve spinal
kordda olusur (Nakada et al., 2011).

Cagdas ileri genomik gelismeler GBM'yi tetikleyen anahtar molekiiler degisimleri
ortaya c¢ikarmaktadr. WHO malign gliomalar ile ilgili histolojik ve
immunohistokimyasal benzerliklerin temellerini ortaya koymustur. Bu Ozelliklerine
gore (nekroz, mitotik 6zellikler, vaskiiler hiperplazi gibi) smiflandirmalar da yapilmistir
(Louis et al.,, 2007, Cloughesy et al., 2014). Primer ve sekonder GBM ozellikleri
bakimmdan degisiklik gosterir. Primer GBM o0nciil hasar olmadan olusur. Sekonder
GBM ortaya ¢cikmasindan diisiik evreye kadar yavas ilerleme gosterir (Agnihotri et al.,
2013).

Simdiki ve devam eden caligmalarda primer GBM'de epidermal biiyiime faktorii
reseptorii (EGFR) gen mutasyonu ve ¢ogalmasi, fare double minute 2 (MDM2), pl6
delesyonu ve 10q kromozomu fosfat tutucu ve tensin homologu (PTEN)
heterozigotlugu kaybetme (LOH) ile korele degisiklikler mevcut. Sekonder GBM ile
trombosit kaynakli biiylime faktorii (PDGF), trombosit kaynakli biiylime faktor
reseptorii alfa (PDGFR), retinoblastoma, 19q heterozigotlugu kaybetme IDH1/2, TP53
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ve ATRX gen mutasyonlar: iligkili bulunmustur (Ohgaki et al., 2004, Agnihotri et al.,
2013, Cloughesy et al., 2014).

Analizler GBM'nin yaklasik %88'inde tirozin kinaz/sican sarkoma viriis protein/fosfo
inositol  3-kinaz (tirozin kinaz/RAS/PI3K), %87'sinde P53 yolagi, %78'inde
retinoblastoma proteini (RB) sinyal yolag: ii¢ ana sinyal yolag: iizerinden artmis genetik
asmma ve lezyon gergeklestigini gostermistir. Pediyatrik GBM alaninda yapilan giincel
arastirmada primer ve sekonderden farkl olarak histon H3F3 gen mutasyonu olan ayr1
bir kategori de olabilir (Aldape et al., 2015).

Global gen ekspresyon caligmalari, ekspresyon bazli molekiiler GBM siniflandirmasi
temelli klasik, mezenkimal, pronoral ve noral alt tipleri hakkinda bilgi sunmaktadirlar
(McLendon et al., 2008, Agnihotri et al., 2013).

Karakteristik tan1 ve sik¢a rastlanan molekiiler degisimleri aciklamak ve yeni timor
smiflandirmas:1 konseptini sunmak i¢in calismalar yapilmaktadir. Boyle caligmalar
Oliimciil maligniteler icin terapotik stratejileri gelistirmek ve hastaligin yonetilmesinde
yeni paradigmalar olusturmak i¢in vizyonlar sunmaktadir (Hanif et al., 2017).

Ayrica son yillarda genomik ve proteomik caliymalar da glioblastoma gelisimini ve
bunun altinda yatan mekanizmay1 ortaya ¢ikarmak i¢in yapilmaktadir (Long et al,

2017).

2.2.1.GBM Tedavisi ve Kemoterapi

Son 20-30 yil icinde GBM tedavisi hala medikal onkoloji i¢in zorlayicidir ve diisiik
basar1 oranlariyla gerceklestirilmeye devam edilmektedir (Mrugala, 2013).

GBM tedavisinde ana zorluklar hastaligin anatomik ve morfolojik lokasyonu,
kompleksligi ve heterojenligi ile iliskilidir. Cerrahi yaklasimdaki uzmanlik, radyoterapi
ve destekleyici kemoterapi hayatta kalim ve hayat kalitesinde iyilesme saglar. Fakat
kotiilesme hala baskm olan durumdur. Olumlu sonuglar elde edilmesi i¢in, gerekli ve
onemli adimlar atilmis olmasina ragmen diger kanser tiirlerinde daha basarili tedavi
yapilabilmektedir (Mrugala, 2013, Ohka et al., 2012, Kesari, 2011).

Ileri evre gliomali hastalar icin standart tedavi, hastalara kapsaml efektif bir tedavi
destegi sunar. Etkin bir tedavi serebral 6dem, gastrointestinal sistem rahatsizligi,
osteoporoz, vendz tromboemboli, kognitif bozulma tedavilerini de kapsar (Norden and

Wen, 2006).
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Spesifik tedavi yonetimi tiimoriin cerrahi rezeksiyonu ile baslar, sonrasinda radyasyon
ve birlikte TMZ kullanimu ile tedavi devam eder (Mrugala, 2013).

TMZ, karmustin, lomustin gibi alkilleyici ajanlar Ozellikle GBM'de avantaj
saglamiglardir. Karmustin ve lomustin cok sitotoksik ajanlardir ve bunlarla yapilan
tedavilerde cok erken diren¢ gelismektedir. Sadece TMZ, GBM hastalarinda standart
kemoterapi ajanidir (Friedman et al., 2000, Reardon and Wen, 2006). TMZ'nin tedavi
mekanizmasi DNA'da N7 ve O6 pozisyonundaki guanini metilleyerek DNA hasar1
olusturmas1 ve hiicre siklusunu G2-M evresinde durdurarak apoptozu tetiklemesidir

(Scott et al., 2011).

2.2.2.Temozolomid'in Klinik Kullammdaki Onemi

TMZ imidazotetrazin tiirevi alkilleyici ajan dekarbazinin On-ilacidir. Kimyasal

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

TMZ pH 5'in altinda stabildir ancak pH 7'nin iizerinde hizlica hidrolize olur. Fizyolojik
pH'da kisa Omiirlii aktif formu olan hidrolize 5-aminoimidazol-4-karboksamide doniisiir
(Sekil 5). TMZ lipofilik yapisindan dolay1r kan-beyin bariyerini gecer ve oral olarak
kullanilir (Moody and Wheelhouse, 2014, Reid et al., 1997). TMZ hiicre siklusunu
G2/M evresinde durduran ve apoptoza onciiliik eden DNA alkilleyici bir ajandir. TMZ
sitotoksitesini yapisindaki metil gruplarmin gunaninin N7 ve O6 bolgelerine ve DNA
adeninin N3 bolgesine eklenmesi ile gosterir. Guanindeki O6 bolgesinin alkillenmesi ile
DNA replikasyonu sirasinda metilguaninin karsisina sitozin yerine timin eklenir ve bu

da hiicre oliimiine neden olur (Alonso et al., 2007).

TMZ malign melanoma ve astrositoma gibi kanser tiplerine kars1 kullanilir ve Amerika
Gida ve Ilagc Kurumu'nda 1999 yilinda anaplastik astrositoma igin onay almustir.

Yetiskin GBM kullanimi i¢in 2005'te onay almustir.

Antitiimor etkinligi ¢oklu uygulamada tek doz uygulamaya gore daha fazladir. Faz 1
calismast ile Snerilen oral kullamm doz ve semasi 750-1000 mg/m” 4 hafta boyunca
haftada 5 giin st tiste kullanilmasidir. 5-250 mg'lik kapsiilleri ve 100 mg intravendz
preparati 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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Sekil 5: Fizyolojik pH'da temozolomidin doniisiimii (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 tanisi alan yetiskinlerde radyasyon tedavisi ile TMZ nin birlikte kullanimu,
sadece radyasyon tedavisi alanlara gore hayatta kalimi iyilestirmistir. Yeni tan1 almis
GBM hastalar1 6 hafta boyunca 6 siklus radyoterapi ile birlikte 75 mg/m*/giin TMZ alir.
Takiben giinliik 150 mg/m” 5 giin boyunca alir ve sonraki siklusa kadar 23 giin tedaviye
ara verilir. IV olarak verilen TMZ 90 dakikanin iizerinde yavas infiizyon ile verilir

(Cohen et al., 2005).
2.2.3.Temozolomid’in Sitotoksik Etkisine Direnc

TMZ alkilleyici bir ajan olarak DNA adenin ve guanin rezervinin yaklasik %90'm1 N3-
metiladenin ve N7-metilguanine metillerken, %5-10'unu da O6-metilguanine metiller.
Metillenmis DNA temel kesip ¢ikarma ile ya da DNA eslenmeyen (MMR) tamir yollar:
ile diizeltili. MGMT enzimi guaninin O6 pozisyonunda revers metilasyon yaparken
MGMT aktivitesi ile TMZ cevabi arasinda korelasyon bulunmamigtir. Calismada DNA
hasarma fonksiyonel olmayan p53 cevabi, MGMT aktivitesinden daha fazla TMZ
direnciyle iligkili bulunmustur (Bocangel et al., 2002). Kanser hiicresinin TMZ'e
direncinde sadece p53 mutasyonu rol almaz. TMZ direncli hiicrelerde duyarl: hiicrelere
nazaran daha fazla. MGMT ekspresyonu oldugu da gosterilmistir. Iyi bilinen TMZ
duyarli GBM hiicreleri A172, U87, U251 ve U373 hiicre hatlaridir. Rezistan hiicreler
ise LN-18, T98G ve U138 hiicre hatlaridir (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 metillenmis hiicrelerde MGMT protein ekspresyonu ve
TMZ direnci gostermesine ragmen MGMT metilasyon kolaylastirict durumu ile ters
orantilidir (Uno et al., 2011). GBM hiicrelerinin TMZ verdikleri cevap icin en dnemli
iki parametre 1) MGMT protein ekspresyonu 2) MGMT metilasyon kolaylastiric
durumu. T98G'nin TMZ direncine sadece MGMT proteini degil 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).

Baz1 direngli GBM hiicreleri MGMT eksprese etmez. Ornegin CCF-STTG1 MGMT
proteinini eksprese etmez ayrica TMZ rezistandir. MGMT ekspresyonu yerine TMZ
direncli hiicrelere gore daha fazla p16INK4A proteini eksprese eder (Lee et al., 2011).

Yani TMZ’ye kars1 diren¢ sadece MGMT enzimi iizerinden gerceklesmemektedir.

MGMT ile ilgili insanda ¢ok fazla ¢alisma yapilmis ve bu ¢aligmalara gore MGMT
metilasyon kolaylastiric1 ile TMZ ile tedavi edilen GBM hastalarinin sag kalimi
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arasinda korelasyon bulunmustur. Caligmalar tim GBM hastalarinin metillemeyi
kolaylastirict MGMT'ye alkilleyici ajanlarla cevap vermediklerini gostermis ve sonug
olarak bagka molekiillerin de TMZ'e direncte etkili olduklar1 gosterilmistir (Stupp et al.,
2005, Hegi et al., 2008). MGMT ve APNG'ye ek olarak TMZ direncine yardim eden
bagka proteinler de bulunmaktadir. Ornegin TMZ’ye diren¢ artmus gogiis kanseri
proteini-1, ¢ikararak ana diizeltme, nikotinamid fosforibozil transferaz, NAD+, CD133
ekspresyonu ve apoptoz inhibisyonu ile iligkili bulunmustur. Ayrica U87 ve T98G'nin
TMZ (200ug) ile 72 saatlik tedavisinde artmis miR-9 ve epidermal biiyiime faktorii ile
indiiklenmis konnenksin43’de artis gozlenmistir. Tiim bu veriler TMZ direncinin GBM
hiicrelerinin kompleks cevabi1 sonucunda oldugunu gostermektedir (Liu et al., 2006,

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

2.3.GBM VE DIRENC MEKANIZMALARI ARASINDAKI ILISKi

GBM’de kemoterapotik ilaglarm etkili olmasim kisitlayan en 6nemli faktorler; ilaglarin
etki gostermesi beklenen hedef dokudaki etkin konsantrasyonunun azalmasi ile timor
hiicrelerinin ilaca duyarliliginin azalmasi1 ve strese bagl secilim sonucunda gelisen
dogal veya kazanilmis ila¢ direncidir. Dogal diren¢ ilk kez alinan bir kemoterapotik
ajana kars1 tiimoOriin ¢ok az cevap vermesi ya da hi¢ cevap vermemesi; kazanilmis ilag
direnci ise, basta ilaca cevap veren tiimorlerin belli bir siire sonra ayni ilaca cevap
vermez hale gelmesidir (Bozkurt, 2013).

GBM'deki ilaca kars1 direng¢ diger tiimorlerin genel davramislar: ile benzerdir. Genel
olarak tiimoOr hiicrelerinin ilaca olan cevabim1 etkileyen ve hedef dokudaki
konsantrasyonu azaltan olmak iizere temel olarak ii¢ bashk altinda degerlendirilebilir.

A) Tiimor hiicrelerinin ilaca hassasiyetini azaltan mekanizmalar

1. a. Beyni periferal dolasimdan ayiran ve MSS’deki dogal savunma mekanizmasi

olan kan beyin bariyeri (KBB),

b. Membran transport proteinlerini kodlayan genlerin eskpresyonundaki artiga

bagli olarak hiicre i¢ine ila¢ girisinin azalmasi,
2. Artan ilaca bagli olarak DNA tamir sistemlerindeki adaptif cevap,

3. Ilacin hedef molekiiliinde mutasyonlara veya posttranslasyonel modifikasyonlara

bagli olarak, hedef molekiiliin ilaca baglanma etkinliginin azaltilmas,
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B) Ilaclarin hedef dokudaki etkin konsantrasyonunu azaltan mekanizmalar
1. Detoksifikasyonda rol alan proteinlerdeki degisimler,
2. Tiumor mikro ¢evresinde meydana gelen hipoksik bolgeler.

C) Glioblastomada kemoterapdtiklere karsi dirence zemin hazirlayan diger olasi

mekanizmalar ve iligkili molekiiller
1. Onkogenlerin aktivasyonu,
2. Bcl-2 ailesi proteinlerinin ekspresyonundaki bozukluklar
3. Kok hiicrenin olasi roli,

(Bozkurt, 2013).

GBM  hiicrelerinin ilaca olan hassasiyetini azaltan mekanizmalardan KBB ilag
direncinin temel mekanizmalarindandir. Kilcal damarlarin kontroliinde ilaglarin hiicre
icine girisleri miimkiindiir. Birinci olarak endotelyal hiicreleraras1 molekiillerle olusan
bariyer ve gecirgenlik; ikicisi ise endotel hiicre membraninda bulunan tasiyici proteinler
ve enzimatik pompalarin aktivite derecesi bu molekiillerin gec¢isini kontrol eder (Chen
and Liu, 2012). Bu mekanizmalar KBB'den ilaclarin gecisini etkilemektedirler. Zira
timorlii dokularda ilaglarin KBB'yi ge¢mesi ve etkin konsantrasyona ulagmasi
bozulmus durumdadir. Yapilan arastirmada paklitaksel ile yapilan tedavide GBM
hiicresinde normal beyin hiicresine gore on kat daha diisiik ilag konsantrasyonuna
rastlanilmistir (Sevc et al., 2011).

KBB'de bulunan kilcal damarlarin aktif transport ile hiicre i¢ine ila¢ tasimasi tasiyici
proteinlerin aktivasyon diizeyleri ile iliskilidir. Coklu ila¢ direncinde ortaya c¢ikan
proteinler ATP-bagimli kaset (ABC) tasiyict protein smifidir. Bunlar P-glikoprotein,
coklu ila¢ direnciyle iligkili protein (MDR) ve meme kanseri direng proteini (BCR)'dir.
[la¢ direncine neden olan diger bir protein ise akciger diren¢ proteini (LRP/MVP)'dir
(Nagane et al., 1999, Haar et al., 2012, Potschka, 2010).

DNA tamir mekanizmalarinda adaptif cevap gelisebilir. GBM tedavisinde alkilleyici
ajanlar kullanilir. Normal sartlarda hiicre tamir mekanizmalar1 ile bu ajanlar
uzaklastirilir. Bu enzimlerin asir1 iiretilmesi alkilleyici ajanlara (sisplatin, TMZ gibi)
kars1 directe onemli rol oynarlar. Bu enzimler arasinda MGMT, yanlis eslesme tamir

mekanizmas1 (MMR) ve kesip-¢ikarma c¢apraz grup tamamlama tamir mekanizmasi
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(Excision Repair Cross-Complementation Group 2 - ERCC2) genleri rol oynamaktadir
(Hayat, 2011, Fink et al., 1998, Ramirez et al., 2013).

Bazi ilaglar hiicre i¢i molekiillerin ¢ogalmasi i¢in kritik olan enzimleri (topoizomeraz,
dihidrorediiktaz gibi) etkilerler. Bu enzimlerde olusabilecek mutasyonlar bu enzimlerle
ilaclarin baglanmasini dnleyebilir ve bu sayede diren¢ kazanabilirler (Bozkurt, 2013).
Ayrica ilact viicuttan uzaklastirict mekanizmalarin rolii oldugu gosterilmistir. Glutatyon
s-transferaz gibi ilacin metabolizmasinda rol oynayan enzimlerin kodlanmasinda
meydana gelen degisiklikler ve mutasyonlar ile ilacin viicuttan uzaklastirilmasi
etkilenebilir. GBM'de ilaca kars1 gelisen direnglerde bu mekanizma da rol oynamaktadir
(Bredel and Zentner, 2002).

Bazi genlerin glioblastoma hiicrelerinde daha fazla eksprese edildigi goriilmiistiir.
Ornegin EGF ve PDGF ve PDGFR fazla eksprese olmaktadir. Bu genlerin aktivasyonu
sonrasinda direng kazanmast ve apoptozun engellenmesine yol ac¢maktadir
(Ronellenfitsch et al., 2010, Lo, 2010).

Morfolojik olarak tanimlanmis farkli glioblastoma tiimorleri farkh klinik seyir izler. Bu
farkliliklar1 molekiiler mekanizmalarin farklilig: ile agiklamak miimkiindiir (Olar and

Aldape, 2014).

2.3.1.Glioblastomada ila¢ Direnc¢ Genleri

Son yillarda yapilan caligmalar glioblastoma hiicrelerinde direng gelismesi iizerinde
etkili oldugu diisiiniilen LRP (Lung Resistance-Related Protein), MGMT, ERCC2,
EGFR, Bcl2 (B-Cell CLL/Lymphoma 2) ve Bax (BCL2-Associated X Protein) gibi bazi

aday belirte¢c molekiiller iizerinde yogunlasmaktadir.

LRP glial hiicrelerde sentez edilmeyen ancak glioblastomalarda ve astrositik beyin

tiimorlerinde asir1 sentez edilen bir proteindir (Aronica et al., 2003, Berger et al., 2001).

LRP’nin varlig ilk defa, ABCB1 negatif, coklu ila¢ direncine sahip akciger dokusu
kanser hiicrelerinin  nukleus zarinda gosterilmisti. DNA’y1r hedef alan
kemoterapotiklere karsi hiicreyi koruyan LRP, P-glikoprotein mekanizmasina benzer
sekilde ilaclarmn hiicre i¢i birikimini azaltir (Lu and Shervington, 2008, Sasaki et al.,
2002).

MGMT, guanine bagli promutajenik alkil gruplarmi kendi sistein akseptor bolgesine

transfer ederek guaninde olusabilecek mutasyonlar1 engelleyen bir DNA tamir
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enzimidir. MGMT enzim aktivitesinde artig oldugunda ila¢ direnci gelistigi gdzlenmistir
(Silber et al., 2012). MGMT bulunmayan hiicrelerde O6-metiloguanin (O6 MeG) tamiri
miimkiin olmayacagindan, bu hiicreler alkilleyici ajanlarin mutajenik ve sitotoksik
etkilerine daha duyarhdirlar. O6 MeG, MGMT tarafindan tamir edilmez ise
kromozomal anomaliler ve nokta mutasyonlar1 gibi durumlar gozlenebilir.
Glioblastomalarda O6 MeG, Fas ve p53 bagimli yolaklar {izerinden apoptozu
indiiklemektedir. Friedman ve arkadaslarmin yaptigi bir calismada, glial timor
hiicrelerinin TMZ duyarlilik diizeyi ile MGMT geni arasinda baglant1 oldugu
gosterilmistir. MGMT geni bulunmayan hiicrelere transfeksiyon ile bu enzim eklenmis
ve bu yolla TMZ direncinin arttig1 goriilmistiir (Friedman et al., 1998). Bir¢ok klinik
calismada glioblastomada MGMT’nin metilasyonu, MGMT gen ekspresyonunun diisiik
olmast ya da hi¢ olmamasi, glioblastomanin nitrozo-iirelere (kloroetilnitrozo-iire,
BCNU, lomustin ve fotemustin) ve TMZ’ye karsi daha iyi klinik cevap alimmmasi ile
iliskilendirilmistir (Hegi et al., 2005, Paz et al., 2004, Weller et al., 2009).

Adapte TMZ direnci hem olustulmus GBM hiicreleri hem de insan beyin primer
tiimorleri icin TMZ ile 72 saatten 6 aya kadar farkli zamanlarda olusabilir. Caligmalarda
duyarli oldugu bilinen hiicrelerin (A1972,SNB-19,U87,U251 gibi) yaninda direngli
oldugu bilinen hiicreler (LN-18, T98G) de kullanilmaktadir (Ujifuku et al., 2010,
Happold et al., 2012, Kohsaka et al., 2012, St-Coeur et al., 2015). TMZ diren¢li GBM
hiicreleri alt1 aya kadar 1-1000ug TMZ ile tedavi edildikten sonra TMZ maksimum
tedavi dozuna cevap verip vermemelerine gore tamimlanir. Adapte direncgli hiicreler
konak hiicreye gore TMZ'e 2-98 kez daha fazla direnclidir. SNB-19 hiicresinin Auger
ve arkadaslarinin ¢alismasinda TMZ i¢in LCsy degeri 55-101 pg iken Zhang ve
arkadaslarinin yaptig1 ¢calismada 280 pg bulunmustur (Auger et al., 2006, Zhang et al.,
2010).

Transkripsiyon faktor IIH nin, on alt iinitesinden biri olan ERCC2 olarak da bilinen
XPD (Xeroderma pigmentosum grup D) proteini, RNA polimeraz II tarafindan
transkripsiyonun baslamasi icin gerekli olan bir proteindir. Insan glioblastoma hiicre
soylarinda yapilan ¢esitli calismalarla ERCC2’nin kloroetilniitroz-iire gibi alkilleyici
ajanlara gelisen direngte rol aldig1 gosterilmistir (Chen et al., 1997, Chen et al., 1998).

2011 yilinda temozolomid uygulanan 58 malign glioblastoma hastasiyla yapilan bir
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calismada, temozolomide duyarli hastalarda MGMT ve ERCC?2 transkript diizeylerinin,
direngli hastalarla karsilastirildiginda daha az oldugu tespit edilmistir (Hou et al., 2011).

Glioblastoma tiimorlerinin dikkat ceken karakteristik ozelligi, Epidermal Biiyiime
Faktorii (EGF) reseptorlerinin asir1 ekspresyonudur. Epidermal Biiylime Faktorii
Reseptorii (EGFR), Tirozin Kinaz (TK) reseptorlerinin erbB ailesine ait bir trans-
membran proteindir. Ligandiin EGFR’ye baglanmasi sonucu, RTK’nin (Reseptor
Tirozin Kinaz) otofosforilasyonu gerceklesir. Fosforile olmus RTK, hiicrenin yasamini
siirdiirmesinde, proliferasyonunda ve farklilasmasinda rol alan sinyal yolaklarin1 aktive
eder (Friedman et al.,, 1998). Ornegin; glioblastomalarda fosforile RTK, glikolitik
aktiviteyi arttirict genleri (glikoz tastyic1 1 (GLUT1)) ve onkogenleri aktive ederken,

tiimOr baskilayici genlerin inhibisyonuna yol acar (Ronellenfitsch et al., 2010).

GBM’de, EGFR ve/veya onun aktive olmus varyanti EGFRvII’tin asir1
eskpresyonunun, glial tiimorlerin daha invazif ve tedaviye daha direng¢li olmasina yol

actig1 gosterilmistir (Lo, 2010).

Kemoterapotik ilaglara karsi gelisen ¢oklu ilag direncinde apoptotik hiicre oliimiinii
engelleyici faktorlerin de etkili rol oynadigi tespit edilmistir (Potschka, 2010).
Apoptozun diizenlenmesinde anti-apoptotik BCL-2 protein ailesi iiyeleri Bcl-2 ve Bcel-
XL ile birlikte Bax ve Bad gibi pro-apoptotik iiyeler de rol alir. BCL-2 protein ailesi
tiyelerinin ekspresyonundaki artis ya da azalislarin hem radyoterapiye hem de
kemoterapiye karsi gelisen direngte etkili olduguna dair ¢esitli caligmalar vardir (George
et al., 2009a, George et al., 2009b, Streffer et al., 2002, Weller et al., 1995). Malign
glioblastoma hiicrelerindeki Bcl-2 protein diizeylerinin, sitotoksik Fas antikorlarma
kars1 diren¢ gelisiminde belirleyici bir etken oldugu tespit edilmistir (Weller et al.,
1995). Diisiik dozlarda taksole maruz brrakilan insan glioblastoma hiicrelerinde, siRNA
kullanilarak Bcl-2 geni susturuldugunda apoptozun %70 oraninda arttirdigi be-
lirlenmistir (George et al., 2009a). Bcl-2 geni susturulmus glioblastoma tiimorlii
farelerde, taksol tedavisinin tiimor biiylimesini ve anjiyogenezi biiylik Ol¢iide inhibe

ettigi gosterilmistir (George et al., 2009b).
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2.3.2.GBM ve Kemoterapotik ilac Direncliliginde Dogal Uriinlerin Onemi

Son yillarda yapilan arastirmalar baz1 meyve ve sebzelerin diizenli olarak tiiketiminin
belirli kanserlere yakalanma riskini azaltabilecegini gostermistir. Fitokimyasallar bazi
meyve ve sebzelerin iceriginde bulunan dogal bilesiklerdir ve bu bilesiklerin kanser
olusumunun Onlenmesinde kullanilmasinin  yanisira kanser tedavisinde de
kullanilabilecegine dair kanitlar bulunmaktadir. Bu bilesiklerden kersetin, genistein,
resveratrol, dialil siilfid, S-alil sistein, allisin, likopen, kapsaisin, kurkumin, 6-gingerol,
ellagic asit, iirsolik asit, krisin, silymarin, anetol, katekinler ve &jenol gibi etken
maddeler kemopreventif ajanlar olarak adlandirilmaktadir (Dorai and Aggarwal, 2004,
Kasala et al., 2015). Ciinkii bu ajanlar kanser hiicrelerinin proliferasyonunu baskilar,
apoptozu indiikler, niikleer faktor kappa'y1 (NF-kB), AP-1 ve JAK-STAT aktivasyon
yolagini ve anjiyogenezi inhibe eder, antiapoptotik proteinlerin ekspresyonunu baskilar,
siklooksijenaz-2’yi inhibe eder (Dorai and Aggarwal, 2004, Wang et al., 2014). Bu
kemopreventif ajanlar ayrica kanser tedavisi goren hastalarda c¢ok yakin zamanda
kemoterapotik direngliligi de tersine cevirmistir. Bu yiizden, bu kemopreventif ajanlar
kanser tedavilerine katki olarak kullanilma potansiyeline sahiptir. Ayrica dogal
kaynaklardan elde edildiginden farmakolojik giivenirlilikleri de oldukca yiiksektir.
Sonucta ama¢ kemoterapotik kaynakli toksisiteyi minimuma indirmektir.

Yapilan son caligmalarda bu dogal iiriinler diisiik dozda etkinligi arttirmak amaci ile
kemoterapoétik ajanlarla kombine edilerek kullanilmaya baslanmistir (Wang et al., 2014,
Terlikowska et al., 2014). Bu besinsel ajanlarin karsinogenezin bagslangicinda
proliferatif ve inflamatuvar siirecleri baskiladigina inanilmaktadir. Bu inhibitor etkiler,
karsinogenezin anjiyogenez ve metastaz olarak adlandirilan son adimlarimi baskilar.
Giincel standart tedavilerle 6zellikle ¢coklu ila¢ direnci olan veya sisplatine direncli olan
hastalardan tatmin edici sonuclar alinamamistir. Dahasi, tedavinin yan etkilerinden
dolay1 hastalarin yasam kalitesinin diistiigii goriilmustiir. Yeni stratejiler klinik yanit1
arttrmak ve kanser terapisinin toksisitesini azaltmak icin bu kemopreventif ajanlar

tizerine odaklanmistir (Wang et al., 2014).
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2.4 KERSETIN’iN ANTIiKARSINOJENIiK VE KEMOTERAPOTIK
OZELLIiKLERI

Kersetin flavonoid yapisinda 6nemli bir gida bilesenidir. Molekiil formiilii C;sH;007 ve
kimyasal ad1 2-(3,4-dihidroksifenil)-3,5,7-trihidroksikromen-4-on'dur. Farkli

sebzelerde, meyvelerde, tohumlarda, cay ve kirmizi sarapta bulunur.

Bati iilkelerinde giinliik kersetin alim1 30 mg'a ulagsmaktadir ve biyoyararlanimi besinde
bulunan metabolik formuna baglidir (Gibellini et al., 2011, Jacobs et al., 2010). Aslinda
kersetin bitkide kersetin-glukoz konjugati seklinde bulunur ve enterositlerden emilir.
Emildikten sonra kersetin-glikona doniismek icin glikolize olur ve sonrasinda
enterositik transferazlar ile metillenir, siilfonillenir ve glukonidatlarina metabolize olur
(O'Leary et al., 2003). Metabolitler intestinal liimene ve sonrasinda kersetin-3-glukronid
ve kersetin-3-siilfata doniistiiriilmek lizere karacigere tasinir. Plazmada bu sekilde ana
metabolit olarak dolasir (O'Leary et al., 2003, Williamson et al., 2018, Docampo et al.,
2017).

Kersetin bitkilerde biiylimeyi diizenleyen polar oksin tasima inhibitoriidiir (Sharma et
al., 2018, Srivastava et al., 2016). Kersetin serbest radikal siipiiriicii ve metal iyon
doniistimiine baglanir (Costa et al., 2016, Sun et al., 2015). Bunun yaninda pro-oksidan
etkileri de vardir. Kersetin oksitlendiginde ilk oksidasyon iiriinii stabil olmayan ve
ikinci bir kinon oksidasyon islemine giden semikinon radikalidir. Bu iiriin kinonun
toksik etkilerinden korumak i¢in glutatyona baglanir; ancak cok miktarda kersetine
maruz kalan hiicreler glutatyon azaldiginda kinonlar proteinlere, lipitlere ve DNA’ya
baglanir ve hiicredeki DNA hasarmi indiikler (Metodiewa et al., 1999, Chang et al.,
2006, Fonseca-Silva et al., 2013, Bishayee et al., 2013).

Kersetin kanser hiicresinde olusan kinazlar1 inhibe eder. Kinaz inhibitorii olarak kersetin
farkli evrelerdeki meme, 6zafagus, akciger ve karaciger kanser hiicre hatlarindaki p21,
siklin B, p27 ve siklin-bagiml1 kinazlar1 diizenleyerek hiicre siklusunun durdurulmasini
indiikler (Srivastava et al., 2016, Atashpour et al., 2015). Buna ek olarak B lenfosit
hiicreleri tarafindan aktive edilen NF -B engeller. NF;-B hiicre canliligmnin ve
farklilasmasinin temel diizenleyicisidir (Zhang et al., 2015, Friedmann-Morvinski et al.,
2016, Zhou et al., 2003, Xiang et al., 2014). Kersetin ayrica direkt olarak BCL-2 ve
BAD gibi mitokondriyal proteinleri etkiler ve hiicre biitiinliigiinii bozar; kaspaz bagiml

apoptozu aktive eder (Liu et al., 2015).
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Kersetin pro-apoptotik etkisini bir¢ok farkli yolaktan gerceklestirebilir. Birincisi MDA-
MB-231 hiicrelerinde, kersetin tedavisiyle sitozolik Ca*™ seviyesi artar ve mitokondriyel
membran potansiyelini azaltir ki bu da kaspaz-3, -8 ve -9 aktivasyonunu kolaylastirir
(Chien et al., 2009). U937 hiicrelerinde mitokondriyal yolakla apoptozu indiikledigi
dogrulandi. Bu hiicrelerde sitokrom-c'nin sitoplazmada salimimnin tetiklenmesini
durdurur ve birden fazla kaspazi sirali aktive eder (Riccio et al., 2019, Lugli et al.,

2005).

Ikinci olarak kersetin hiicre bilyiimesini ve apoptozu inhibe eder. Bunu siklin D1 ve
survivini downregiile ederek ve [-katenin/Tcf sinyali aktivite transkrisiyonunu
downregiile ederek yapar. Kersetin ile indiiklenmis apoptoz regiilasyonunun survivin
modiilasyonu yoluyla olmast akciger hiicre hatlarinda oldugu gibi gliomalarda da

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

Yapilan bir calismada kersetinin U87 ve U251 glioblastoma hiicrelerinde kullanilan
TMZ'in etkisini hsp27'i bloke ederek etkinligini artirdigi gosterilmistir. Yine ayni
calismada sadece TMZ kullanildiginda apoptoz normal seviyede olan dozda, kersetin ile
beraber kullanildiginda daha fazla apoptoza gitmis hiicreler gosterilmistir (Sang et al.,

2014).



3.GEREC ve YONTEM

3.1.Kimyasallar

DMEM F-12 besiyeri (Thermoscientific 12634010),

Dimetilsiilfoksit (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 ° C dondurucu ve +2/+8 ° C (Siemens)

-80 ° C dondurucu (OPERON)

DS-11 Spektrofotometre(DeNovix®)

Etiiv(EcoCell)

Hassas Terazi (Adventurer, OHAUS)

Isitic1 ve Magnetik Karistirici(Hei-Standart, Heidolph MR)
Isitic1 ve Sogutucu Blok(CHB-202,Bioer)

Inkiibator (Biosan)

Multifonksiyonel Mikroplaka Okuyucu (Biotek synergy HT)
PCR cihazi (Lightcycler®480 Roche)

Santrifiij (Niive NF 1200R, Niive Mikro200R)

Spin Capsulefuge(GmClab,GILSON®)

T100"™Termal Dongiileyici (Bio-Rad)

Vorteks (UM-10,Wisemix)

xCELLigence cihazit RTCA (Acea)

Isik mikroskobu (Optech Inverted Microscope)

1-10, 20-200, 100-1000 puL. Mikropipetor ve uglar1 (Eppendorf)
200ul Multipipetor (Eppendorf)

Laminar kabin (Safefast elite)

Peolab perfect spin (GmClab,Gilson)

Otoklav (Hirayama)

Hiicre sayic1 (Cedex innovatis XS)

Light Cycler 480 (Roche)

Pipet tabancasi1 (Eppendorf)
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¢ Flasklar, Steril 15mL ve 50mL santrifiij tiipleri
e 6’lik ve 96’lik hiicre kiiltiir plakalar:
¢ Dondurma tiipleri, 0.22 uM’lik siringa filtresi
¢ Enjektor (5-20cc)
¢ 1.5-2 mI’'lik ependorf tiipleri

3.3.Hiicre Kiiltiirii

T98G (ATCC CRL-1690), U87 (ATCC HTB-14) hiicre hatlar1 kullanilmistir. Hiicreler
DMEM F12 tam besiyerinde 37 °C’de, %5 CO;’li etiivde ¢ogaltilmistir.

50 ml tam besiyeri hazirlamak i¢in;

44 ml DMEM F-12’nin iizerine 5 ml FBS (%10), 0,5 ml Penisilin/streptomisin (%1) ve
0,5 ml L-glutamin (%1) eklendi ve +4 “C’de saklandi.

Hiicreler flaskta yaklasik %80 doluluga ulastiginda sayilarak 96 lik plakalara hiicre
canlilik analizi, RT-PCR ile gen ekspresyonu ve akis sitometrisi icin ekildi. Hiicre
canlilik analizi icin gercek zamanli hiicre analizi (xCelligence; GZHA) ve 3-(4,5-

dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide (MTT) metotlar1 kullanild:.

Hiicreler DMEM tam besiyerinde ¢ogaltildiktan sonra her bir deney grubu i¢in plaklara
farkli hiicre sayisinda ekilmis ve uygulanan prosediirler ilgili deney gruplar1 altinda

aciklanmustir.
3.4.MTT

TMZ ve kersetinin T98G ve U87 hiicrelerinde sitotoksik etkilerini saptamak amaciyla
MTT yontemi kullanilmistir. Hiicrenin mitokondriyal aktivitesi iizerinden canliigi
hakkinda fikir veren bu yontem; ¢6ziiniir halde (sar1 renkli) olan MTT molekiiliiniin
hiicre canliligiyla dogru orantili olarak formazan tuzuna (mor renkli) doniigmesi ve
formazan kristalleri uygun ¢oziicii (0,1 M HCI igersinde % 10 SDS ) ile ¢oziindiikten

sonra 570 nm de absorbans siddetinin okunmasi olarak 6zetlenebilir.

Calismamizda TMZ ve kersetinin tek basina ve birlikte kullanimlarinin kisa siireli (24
saat) ve kronik (ardisik doz uygulamali (5 giin)) siire ile ardisik uygulamasi sonucunda

hiicre canlilig1 tizerine etkileri MTT yOntemi ile arastirilmistir.
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Her bir kuyucukta 10.000 hiicre olacak sekilde 100 pl hiicre DMEM tam besiyeri
icerisinde ekim yapilmis ve kuyucuklara hiicrelerin homojen bir bicimde dagilimi
saglanmustir. Daha sonra bu hiicreler 37 °C’de, %5 CO;’li etiivde 24 saat bekletilerek
kuyucuklara tutunmalar1 saglanmistir. Her uygulamanm kontrol grubunda, uygulanan

maddelerin ¢oziiciisii olan DMSO’nun kullanilan en yiiksek konsantrasyon olan %0,5

DMSO kullanildi.

U87 ve T98G hiicre hatlarinda kersetin ile 24 saatlik MTT icin hiicrelerin tutunmasini
takiben kontrol, 25-50 ve 100 uM kersetin uygulandi ve 24 saat sonra 570 nm de

absorbansi dl¢iildi.

U87 ve T98G hiicrelerinin TMZ ile 120 saatlik MTT icin hiicreler tutunduktan sonra
kontrol grubu ile 25-50-100-200 ve 400 uM TMZ 120 saat boyunca 24 saatte bir

uygulandi ve son uygulamadan 24 saat sonra 570 nm de absorbansi 6l¢iildii.

Ayrica U87 ve T98G hiicre hatlarinda TMZ 50 uM ve kersetin 25 uM tekli ve birlikte
120 saat boyunca 24 saatte bir uygulamast sonrasinda MTT gerceklestirildi ve son

uygulamadan 24 saat sonra 570 nm absorbans1 dl¢iildii.
3.5.Akis Sitometri Tekniginde Anneksin V-PI Yontemi ile Apoptoz Tayini

Membran fosfolipidlerinden biri olan fosfotidilserin, hiicrenin plazma membraninin
sitoplazma kismina bakan i¢ yiiziinde oldugu halde, apoptotik siirecin baslamasi ile
hiicrenin plazma membranmnin dis yiizeyine ¢ikmaya baslar. Apoptozun bu

fizyopatolojik ozelliklerinden yararlanilarak, apoptotik hiicreler tespit edilebilmektedir.

Anneksin V hiicrenin dig yiizeyinde ortaya cikan fosfotidilserine baglanabilen bir
protein oldugu icin, hiicre yiizeylerine Anneksin V baglanma orani, o hiicre
toplulugundaki apoptoza ugramis hiicrelerin oranin1 vermektedir. Floresan bir madde
olan FITC ile Anneksin kompleksinin hiicre yiizeyindeki fosfotidilserine baglanma
oram akis sitometri yonetimi ile kantitatif olarak olgiilebilmektedir. Propidyum iyodiir
(PI) non-vital bir boya oldugundan PI ile boyanan hiicreler nekrotik hiicrelerin
tespitinde kullanilir. Bu nedenle akis sitometrisinde ikinci bir boya olarak PI
eklenmektedir. Boyalarla boyanan hiicreler akis sitometri cihazindan gegirilir. Sivi
icinde sira ile akan hiicrelere lazer 151n1 gonderilir ve floresan madde ile isaretlenmis
hiicreler de 151k yayarlar. Yaydiklar1 11k farkliliklar1 nedeniyle canli hiicre, apoptoza

veya nekroza giden hiicreler tespit edilebilmektedir.
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Apoptoz tespiti i¢in 5x10° miktarinda hiicrelerine Annexin V-PI Detection kiti
kullanildi. MTT ve xCelligence ile calisma i¢cin uygun TMZ ve Kkersetin
konsantrasyonlar1 kullanildiktan sonra 72 saat sonra akis sitometri analizi
gergeklestirildi. Sonuclar yapilmis olan diger analizlerle birlikte canli hiicre orani veya

apoptoza giden hiicre oranlar1 bakimindan degerlendirildi.

3.6.Gen Ekpresyonunun Gercek zamanh-PCR (RT-PCR) Sistemi ile Tespit

Edilmesi
RNA izolasyonu

Hiicrelerden RNA izolasyonu Roche RNA izolasyon kiti kullanilarak protokoliin
Ongordiigi metod ile yapilmistir. Bu sekilde niikleaz enzimlerinin inhibe edildigi
ortamda RNA’nin miimkiin olan en saf haliyle DNA ve proteinlerden ayirilmasi
saglandi. Elde edilen RNA Orneklerinin spektrofotometre (Nanodrop) ile miktar tayini
yapilarak RNA konsantrasyonlar1 belirlendi ve her Ornegin esit konsantrasyonlara
getirilmesi saglanmistir. RNA izolasyonunda kullanilacak tiim materyaller % 0.1°lik

DEPC (dietilpirokarbonat) ve RNAaz’1 uzaklastiran ¢cozeltiyle niikleazlardan aridirildi.
c¢DNA Eldesi ve Saklanmasi

Izole edilen RNA ornekleri Transcriptor High Fidelity cDNA Synthesis Kit - Roche
cDNA reverse transkriptaz kiti kullanilarak cDNA’ya doniistiiriildii. Bu islem icin RNA
ornekleri, oligo-dT primerler ile inkiibe edildikten sonra, Thermal cycler’a yiiklenerek
cDNA kitinin protokoliine uygun olarak isleme tabi tutuldu. Bu teknik sayesinde tiim
genoma ait cDNA’lar elde edilecek ve reaksiyon sonucunda 6rnek basina 20ul cDNA

kullanildi.

LRP, MGMT, ERCC2, EGFR ve Bcl-2 genlerinin gen ekspresyon seviyelerinin
tespitinde uygun primerler ve tagman prob kullanilarak protokoliin 6nerdigi metod ile
Roche LightCycler 480 real-time PCR cihaz1 ile kantitatif degerlendirme yapildi. Real-
time PCR degerlendirmesi esnasinda normalizasyon amaciyla GAPDH gen
ekspresyonundan faydalanildi. Negatif kontrol reaksiyonu, template hari¢ tiim

bilesenleri icerecek sekilde hazirlandi. Ayrica her bir 6rnek ii¢ tekrarh olarak test edildi.

PCR &rnekleri igin 2**“" denklemine gore 6rnek ve kontrol gruplari arasinda LRP,
MGMT, ERCC2, EGFR ve Bcl-2 gen ekspresyon seviyelerinin kontrole degisimleri
hesaplandu.
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Hiicre kiiltiirti laboratuvarinda T98G ve U87 hiicre hatlar1 ¢cogaltilarak Temozolomid 50
uM, Kersetin 25 uM ve Temozolomid 50uM+Kersetin 25 uM konsantrasyonlarda 120
saat boyunca 24 saatte bir uygulandi. 24 saat sonra RNA izolasyonu ve ardindan RT-

PCR ile dlgtimler gerceklestirildi.
3.7.Gercek Zamanh Hiicre Analizi (RTCA, Xcelligence)

xCELLigence gercek zamanl hiicre analizi (Real time cell monitoring, RTCA, GZHA)
cihazi 6zel elektrot kapli plakasi sayesinde impedans Olcerek hiicrenin canliligi, plakaya
yapisma hiz ve yetisi, proliferasyonu hakkinda yazlimi sayesinde bilgisayara anlik bilgi

aktarir.

Elektronik plakaya hiicreler ekildikten sonra plaka cihaza yerlestirildi. Deney baslatilir
cthaz yazilimi sayesinde her 15 dakikada bir impedans Olgerek hiicre indeksi (CI)
hesaplar ve bilgisayara verileri anlik aktarir. Elektrotlar arasina yerlesen her hiicre

alternatif akim direncini artirarak hiicre indeksini artirir.

Bu test ile uygulanan maddelerin hiicre canliligi, hiicre proliferasyonu, hiicrelerin plaka

tabanima tutunma yetisi ve iizerine yaptiklar: etki gergek zamanl olarak izlendi.
3.8.Istatistiksel Analiz

Tiim hiicrelerin MTT canlilik analizi ve RT-PCR gen ekspresyonu seviyesi analizi
verilerinin istatistiksel degerlendirilmesi i¢in Graphpad Prism 6.01 programi

kullanilmigtir. Degerler ortalama +standart hata olarak sunuldu.

Kontrol gruplar: ile karsilastirmalar tek yonli ANOVA ile degerlendirildi. Post-hoc
testler Dunnett’s testi ile yapilmistir. Gruplar arasi karsilagtirmalarda ise Tukey’s coklu
karsilagtirma testi kullanilmistir. P<0,05 istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir.
Gergcek zamanl hiicre analizi testi ve akis sitometrisi analizi grafikleri i¢in analiz
cihazlarmin dahili programmdan faydalanilmistir. Tiim grafikler ve sekiller Graphpad

Prism programi araciligi ile ¢izilmistir.



4.BULGULAR

4.1.MTT

Deneyin temel amac1 TMZ’nin tek basma ve kersetin ile birlikte uygulandiginda
glioblastoma hiicre hatlar1 iizerine sitotoksik etkilerinin incelenmesidir. TMZ’ye duyarli
U87 ve TMZ’ye direngli T98G hiicre hatlar1 tercih edilmistir. U87 ve T98G hiicre
hatlarinda kersetinin ayni konsantrasyonlarinda hiicre 6liim oranlarinin incelenmesi ve
kullanilacak kersetin konsantrasyonunun belirlenmesinde MTT testi kullanildi. Ayrica
hiicre canlilbik testi ile yiiksek oranda hiicre Oliimiine neden olmayan kersetin

konsantrasyonunun bulunmasi i¢in de yine ayni testten faydalanildi.

TMZ’nin ve kersetinin tekli ve birlikte uygulanmasiyla gerceklestirilen hiicre canlilik
testinde 120 saatlik (5 giin coklu uygulamali) MTT testi tercih edildi. Ciinkii onkoloji
klinik pratiginde TMZ’nin etkili kullanim1 5 giin siireyle giinde bir defa uygulamasi
seklindedir.

Hiicre canlilik testinde sadece canli hiicre orami Olciildii. Hiicrelerin morfolojik

goriiniimleri degerlendirilmedi.

U87 ve T98G hiicre hatlarina kersetin uygulanarak 24 saatlik inkiibasyona birakildi ve
hiicre canliliklar1 degerlendirildi. Kontrol grubu olarak besiyeri ve %0,5’lik DMSO
kullanildi. Kersetinin ise 25 uM, 50 uM, 100 uM konsantrasyonlar1 kullanildi. Kontrol
grubu icin hiicre canliligt %100 kabul edilerek kontrol grubuna gore hiicre canliligi

degerlendirildi.

U87 hiicre hattinda kersetin ile yapilan 24 saatlik hiicre canlilik testinde 25 pM, 50 uM,
100 uM konsantrasyonlar1 karsisinda swrayla %90,6+4,57 - %81,744,03 - %76,2+3,59
hiicre canlilig1 6l¢iildii. Tiim gruplarda 24 saatlik hiicre canliligt DMSO iceren kontrol
grubuna kars1 istatistiksel olarak anlamli bulundu (p<0,05). Konsantrasyona bagli olarak

azalan hiicre canlilig1 gozlendi (Sekil 6).
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T98G hiicre hattinda kersetinin 25 pM, 50 uM, 100 uM konsantrasyonlariyla yapilan 24
saatlik hiicre canlilik testinde DMSO iceren kontrol grubuna karsi hiicre canlilik
oranlar1 sirayla %94,4+4,32 - %81,1+2,87 - %71+3,09 olarak bulundu. Konsantrasyona
bagimli olarak canlilik azalirken 50 uM ve 100 uM gruplarinda sonuclar istatistiksel
olarak anlamli bulundu (Sekil 7)(p<0,05).

U87 ve T98G hiicre hatlarina 24 saat araliklar ile 120 saat boyunca TMZ uyguland1 ve
9%0,5 DMSO iceren kontrol grubuna kars: hiicre canlilig1 degerlendirildi. Her iki hiicre
hattinda 25 pM, 50 uM, 100 uM, 200 uM, 400 uM konsantrasyonlarda TMZ kullanild1.
120 saat sonra kontrol grubuna kars1 hiicre canliligi U87 hiicre hattinda 25 uM, 50 uM,
100 pM, 200 pM, 400 uM TMZ konsantrasyonlarinda smrasiyla %102,3+4,35 -
%95,8+1,71 - %97,844,99 - %78,8+6,02 - %48,7£3,5 bulundu. 200 uM ve 400 uM
gruplari istatistiksel olarak anlamlhidir (Sekil 8)(p<0,001). T98G hiicre hattinda ise hiicre
canlilig1 swrasiyla %79,343,86 - %78,1+6,22 - %76,8+5,91 - %66+4,20 - %51,8+4,03
olarak bulundu. Tiim gruplar istatistiksel olarak anlamhidir (Sekil 9)(p<0,001).
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U87 MTT (24 Saat)
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Sekil 6: U87 hiicrelerinin kersetin (25,50 ve 100 uM) ile 24 saatlik inkiibasyonu sonrast MTT
ile olciilen hiicre canliligi orani. DMSO iceren kontrol grubuna karsi artan kersetin
konsantrasyonunun hiicre canliligina etkisi 0l¢iildii. Konsantrasyona bagimli olarak hiicre
canlilig1 azaldi. En az hiicre canlilig1 100 uM grubunda gozlendi (n=4).

T98G MTT (24 Saat)

*=p<0,05
** = p<0,001
n=4

Hiicre Canlihgi (%)

Sekil 7: T98G hiicrelerinin kersetin (25,50 ve 100 uM) ile 24 saatlik inkiibasyonu sonrast MTT
ile olciilen hiicre canliligi orani. DMSO iceren kontrol grubuna karsi artan kersetin
konsantrasyonunun hiicre canliligina etkisi 0l¢iildii. Konsantrasyona bagimli olarak hiicre
canlilig1 azaldi. En az hiicre canlilig1 100 uM kersetin grubunda gozlendi (n=4).
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Sekil 8: U87 hiicrelerine 120 saat boyunca 24 saat araliklarla TMZ (25,50,100,200 ve 400 uM)
uygulanmasi ve inkiibasyonu sonrast MTT ile dlciilen hiicre canliligi orant. DMSO iceren
kontrol grubuna karsi artan TMZ konsantrasyonunun hiicre canliligina etkisi ol¢iildii. En az
hiicre canlilig1 400 uM grubunda gézlendi (n=4).

T98G MTT (120 Saat)
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Sekil 9: T98G hiicrelerine 120 saat boyunca 24 saat araliklarla TMZ (25,50,100,200 ve 400
uM) uygulanmasi ve inkiibasyonu sonrast MTT ile 6lciilen hiicre canliligi orani. DMSO igeren
kontrol grubuna karsit artan TMZ konsantrasyonunun hiicre canlihgina etkisi ol¢iildii.
Konsantrasyona bagimli olarak hiicre canliligi azaldi. En az hiicre canliligt 400 pM grubunda
gozlendi (n=4).
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U87 ve T98G hiicre hatlarina TMZ 50 uM ve Kersetin 25 uM tek basina ve birlikte 120
saat boyunca 24 saat araliklarla uygulandi ve hiicre canliliklar1 DMSO iceren kontrol

grubuna kars1 degerlendirildi.

120 saat sonrasinda U87 hiicre hattinda hiicre canliliklarn TMZ 50 uM icin
%91,87+£7,51, TMZ 50uM+Kersetin 25 uM kombinasyonu i¢in %93,33+7,81, Kersetin
25 uM ic¢in ise %43,30+£2,31 olarak bulundu. Kersetin grubu diger tiim gruplar ile
karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (Sekil 10).

T98G hiicre hattinda 120 saat sonunda kontrol grubuna kars: hiicre canliligit TMZ 50
uM icin %90,43+4,5, TMZ 50 uM+Kersetin 25 pM kombinasyonu i¢in %61,67+6,60,
Kersetin 25 uM icin ise %79,5344,03 olarak bulundu (Sekil 11). Tim gruplar

istatistiksel olarak anlamlidir.

Sonug olarak kersetinin MTT canlilik testinde hiicre canliligini azaltan ve kaynaklarda
da yakin konsantrasyonda uygulamast bulunan 25 uM, TMZ i¢in ise 50 pM

konsantrasyonlar tercih edildi.

Son hiicre canliigi deneyi TMZ 50 uM ve kersetin 25 uM konsantrasyonlari
kullanilarak 120 saat boyunca 24 saatte bir uygulama ile gerceklestirildi. Bu deneyin
amac1 onkoloji klinigi rutin uygulamasi benzeri uygulama yapilmasi ve hiicre canliligini
azaltan ancak toksik olmayan konsantrasyonun dogrulanmasidir. Bu testin sonucunda
T98G hiicre hattinda TMZ, kersetin ile birlikte kullanildiginda daha fazla hiicre 6limii

saglamustir.
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U87 MTT (120 Saat)

** = p<0,001
n=3
TMZ = 50 M
Kersetin = 25 uM

©
=

Hiicre Canliigi (%)
H (2]
i
|

N
o
1
|

Sekil 10: U87 hiicrelerine 120 saat boyunca 24 saatte bir TMZ 50 uM ve kersetin 25 uM 24
uygulanmasi ve inkiibasyonu sonrast MTT ile dlciilen hiicre canliligi orant. DMSO iceren
kontrol grubuna karst TMZ, TMZ+kersetin ve kersetin gruplarinin hiicre canlhiligina etkisi
oOl¢iildii. En az hiicre canliligr kersetin grubunda gozlendi (n=3).

T98G MTT (120 Saat)
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Sekil 11: T98G hiicrelerine 120 saat boyunca 24 saatte bir TMZ 50 uM ve kersetin 25 puM 24
uygulanmasi ve inkiibasyonu sonrast MTT ile oOlciilen hiicre canliligi orant. DMSO iceren
kontrol grubuna karst TMZ, TMZ+kersetin ve kersetin gruplarinin hiicre canlhiligina etkisi
oOl¢iildii. En az hiicre canliligt TMZ+kersetin grubunda gozlendi (n=5).
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4.2.GERCEK ZAMANLI HUCRE ANALIZi (XCELLIGENCE)

Gercek zamanli hiicre analizi T98G ve U87 hiicre hatlarinda kersetinin ve TMZ’nin
hiicre canlilig1 {lizerine etkilerinin daha hassas degerlendirilmesi amaciyla
gerceklestirildi. Kersetinin veya TMZ’nin T98G ve US87 hiicre hatlar1 icin IC50
degerleri farkli kaynaklarda farkli yer almaktadir. Bu analiz ile hiicre indeksi egrileri
farkli TMZ ve kersetin konsantrasyonlarinda hiicre sayilarindaki degisim daha net

izlenebilecektir.

Ayrica TMZ ve kersetin uygulanan T98G ve U87 hiicrelerinin ¢ogalma egrilerini gercek

zamanl1 hiicre analizi ile gosteren ilk ¢aligmadir.

T98G ve U87 hiicre hatlari, kuyucuklara 500-40000 arasinda degisen sayida ekildi.
Hiicre cogalma egrileri platoya ulasana kadar izlendi. izleme T98G ve U87 hiicre hatt1

icin yaklagik 70 saat gerceklestirildi.

Her iki hiicre hatti diisiiniildiigiinde kullanilacak en uygun hiicre sayisi 10000
hiicre/kuyucuk olarak bulundu. T98G ve U87 hiicre hatlar1 tizerinde TMZ ve kersetin ile
gerceklestirilen gercek zamanl hiicre analizlerinde bu hiicre sayilar1 kullamildi (Sekil

12-13).
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Sekil 12: xCelligence ile U87 hiicre profillemesi (n=8). Bu deney ile U87 hiicre hatti ile
kuyucuklara 0-40000 arasinda degisen farkli hiicre sayilari ekim yapildi ve 70 saat boyunca hiicre

¢ogalmasi incelendi.
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Sekil 13: xCelligence ile T98G hiicre profillemesi (n=8). Bu deney ile T98G hiicre hatti ile
kuyucuklara 0-20000 arasinda degisen farkli hiicre sayilari ekim yapildi ve 70 saat boyunca hiicre

¢ogalmasi incelendi.
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En uygun konsantrasyon olarak bulunan TMZ 50 uM, kersetin 25 uM ve TMZ 50 uM +
kersetin 25 pM kombine uygulamasi ile 72 saat boyunca 24 saatte bir uygulama yapildi
ve toplamda 120 saat takip edildi.

Gergek zamanl hiicre analizlerinde T98G ve U87 hiicre hatlarinda kontrol gruplarinin
cogalmaya devam ettigi goriildii. T98G hiicrelerinde TMZ ve TMZ’nin kersetin ile
birlikte uygulamas: hiicrelerin ¢ogalmasini engelledi. Kersetin tek uygulanmas: ise
TMZ grubuna gore daha az olmak iizere T98G hiicre ¢ogalmalarini kontrol grubuna

gore azalttig1 gozlendi (Sekil 14).

U87 hiicre hatlarinda TMZ’nin tek basima ve kersetin ile birlikte uygulanan grupta hiicre
Oliimiiniin arttig1 goriildii. TMZ ve kersetinin birlikte kullanilmasi ile diger gruplardan
daha fazla hiicre Olimiine neden olmasi U87 hiicre hatti iizerinde sitotoksik etki
gostermesini diisiindiirdii. Kersetinin tekli uygulandig1 grupta kontrol grubuna benzer

hiicre indeksi egrisinin oldugu gozlendi (Sekil 15).

Sonug olarak xCelligence ile gercek zamanli hiicre analizi, TMZ ve kersetin uygulanan
T98G ve U87 hiicre hatlarinmn 120 saat takip edilmesiyle hiicre ¢ogalma egrilerinin
incelenmesini saglamistir. Amacimiz hiicre ¢ogalmasini azaltan ancak yiiksek oranda
hiicre oliimiine neden olmayan konsantrasyonun dogrulanmasi ve akis sitometrisi ve
RT-PCR yontemi ile gen ekspresyonu sonuclarmin canlilik ve apoptoz yOniinden

yorumlanmasina katki saglamasidir.

TMZ ve kersetinin birlikte uygulanmasi1 TMZ’ye duyarli U87 hiicre hattinda, TMZ’ye
direnc¢li T98G hiicre hattina gére daha fazla hiicre oliimii saglamistir (Sekil 14-15).
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Sekil 14: U87 hiicre hattinda TMZ’nin tekli ve kersetin ile birlikte uygulanmas: ile elde edilen
hiicre indeks egrileri (n=8). Hiicre hatlarina TMZ 50 uM ve kersetin 25 pM ile 24 saatte bir
olmak iizere ii¢ uygulama yapildi ve toplam 120 saat takip edildi. TMZ uygulanan gruplarda
hiicre ¢ogalmasinin O6nemli derecede inhibe edildigi gozlendi. En fazla hiicre olumii
TMZ+kersetin grubunda goriildii.
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Sekil 15: T98G hiicre hattinda TMZ’nin tekli ve kersetin ile birlikte uygulanmasi ile elde edilen
hiicre indeks egrileri (n=8). Hiicre hatlarina TMZ 50 uM ve kersetin 25 uM ile 24 saatte bir
olmak iizere ii¢ uygulama yapildi ve toplam 120 saat takip edildi. TMZ uygulanan gruplarda
hiicre ¢ogalmasinin 6nemli derecede inhibe edildigi gozlendi.
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4.3.AKIS SITOMETRISI

U87 ve T98G hiicre hatlar1 3 giin boyunca TMZ ve Kersetin ile tek basma ve birlikte
uygulandiktan sonra hiicreler iizerinde akis sitometri analizi gergeklestirildi. Amac
T98G ve US87 hiicre hatlarina ait erken ve gec¢ apoptoza giden hiicre oranlarinin
kantitatif tespit edilmesidir. Akis sitometri analizi, RT-PCR yontemi ile elde edilen gen
ekspresyon seviyeleri ve apoptoz yolagr iizerinden gerceklesen gruplarin

yorumlanmasina katki saglamistir.

TMZ etki mekanizmasinin apoptoz yolag: iizerinden olmas1 sebebiyle, erken ve geg
apoptoza giden hiicreler kantitatif olarak degerlendirilmis ancak nekroza giden hiicreler
degerlendirilmemistir. Sekillerde yer alan bolgeler Ql-nekroza ugrayan, Q2 gec

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

72 saat boyunca TMZ ve/veya kersetin uygulanan T98G hiicre hattinda kontrol, TMZ,
kersetin, TMZ+kersetin uygulanmis gruplarin erken ve ge¢ apoptoz oranlar1 arasinda
farkhilik gozlenmedi. T98G ge¢ ve erken apoptoz oranlar1 kontrol grubunda %?2,3 -
%4,3; TMZ grubunda %3.,4 - %4.,9; kersetin grubunda %3.9 - %S5,8; TMZ+kersetin
grubunda %3,2 - %35,4 olarak bulundu. Kontrol grubunda hiicre canlilig1 %80,7 iken,
TMZ, TMZ+kersetin ve kersetin grubunda hiicre canliliklar1 sirayla %61,4 - %25,4 -
%49,2 olarak olciildi. TMZ ve kersetinin birlikte kullanimmin daha fazla hiicre
Oliimiine neden oldugu gozlendi (Sekil 16-19).
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BD FACSDiva 8.0.1
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Sekil 16: T98G hiicre hattinda DMSO igeren kontrol grubu ile 72 saat sonra gerceklestirilen
akis sitometri analizi. Hiicreler TMZ ve kersetin uygulamasi olmadan inkiibe edildi ve 72 saat
sonunda hiicre canliligi %80,7 olarak gozlendi.
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Sekil 17: T98G hiicre hattina 72 saat boyunca 24 saatte bir TMZ 50 uM uygulandiktan sonra
gerceklestirilen akis sitometri analizi. Erken (%4.9) ve gec (%3.4) apoptoz oranlari birbirine
yakin, hiicre canlihigi ise %61,4 oraninda bulundu.
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BD FACSDiva 8.0.1
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Sekil 18: T98G hiicre hattina 72 saat boyunca 24 saatte bir TMZ 50 uM ve kersetin 25 uM
birlikte uygulandiktan sonra gerceklestirilen akis sitometri analizi. Erken (%5.4) ve ge¢ apoptoz
(%3.2) oranlar1 birbirine yakin bulundu. Hiicre canlilig1 %25,4 olarak gozlendi.
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Sekil 19: T98G hiicre hattina 72 saat boyunca 24 saatte bir kersetin 25 uM uygulandiktan sonra
gerceklestirilen akig sitometri analizi. Erken (%5.8) ve ge¢ apoptoz (3.9) oranlar1 birbirine
yakin bulundu. Toplam hiicre canlilig1 %49,2 olarak gozlendi.
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U87 hiicre hattina TMZ ve kersetin tek basina ve birlikte 72 saat boyunca 24 saatte bir
uygulandr ve tligiincii giiniin sonunda kontrol grubunda hiicre canhilig1r oram (%34,2)
diger gruplardan daha yiiksek bulundu. Hiicre canliliklar1 TMZ, TMZ+kersetin ve
kersetin gruplarinda sirasiyla %19,2 - %12,2 - %14,4 olarak gdzlendi (Sekil 20-23).

US87 hiicre hatt1 ile gerceklestirilen akis sitometrisi analizinde 72 saat sonrasinda DMSO
iceren kontrol grubunda ge¢ ve erken apoptoz oranlar1 %7,6 - %7,7 bulundu. 24 saatte
bir uygulanan TMZ 50 uM ve/veya kersetin 25 uM sonrasinda ge¢ ve erken apoptoz
oranlar1 TMZ grubunda %14,2 - %10, TMZ+kersetin grubunda %7,2 - %9,7, kersetin
grubunda %5,1 — %9,6 bulundu. TMZ grubunda erken ve ge¢ apoptoz oranlarinin diger
gruplara gore yiikksek oldugu gozlendi (Sekil 20-23). Kersetin iceren gruplarda gec
apoptoza giden hiicre oranlar1 kontrol grubuna gore diisiik, erken apoptoza giden hiicre

oranlari ise kontrol grubuna gore yiiksek bulundu (Sekil 23).
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BD FACSDiva 8.0.1
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Sekil 20: U87 hiicre hatt1t DMSO igeren kontrol grubu ile 72 saat sonra gerceklestirilen akis
sitometri analizi. Erken ve ge¢ apoptoz oranlar1 birbirine yakin ve toplam hiicre canlilig1 orani
%34,2 olarak bulundu.
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Sekil 21: U87 hiicre hattina 72 saat boyunca 24 saatte bir TMZ 50 uM uygulandiktan sonra
gerceklestirilen akis sitometri analizi. Erken ve ge¢ apoptoz oranlar1t %10 - %14,2 ve toplam
hiicre canliligt %19,2 olarak gozlendi.
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Sekil 22: U87 hiicre hattina 72 saat boyunca 24 saatte bir TMZ 50 uM ve kersetin 25 uM
birlikte uygulandiktan sonra gerceklestirilen akis sitometri analizi. Erken ve gec¢ apoptoz
oranlart %9,7 — %7,2 ve hiicre canlilig1 oram1 %12,2 olarak bulundu.
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Sekil 23: U87 hiicre hattina 72 saat boyunca 24 saatte bir kersetin 25 uM uygulandiktan sonra
gerceklestirilen akis sitometri analizi. Erken apoptoz orami %9,6 gec¢ apoptoz orami %5,1 ve
toplam hiicre canlilig1 orani ise %14,4 olarak bulundu.
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4.4.RT-PCR

U87 ve T98G hiicre hatlarina 120 saat boyunca 24 saatte bir TMZ ve kersetinin tek
basina ve birlikte uygulamalar1 gerceklestirildi. 120 saat sonunda hiicrelerin RNA’lar1
izole edilerek MGMT, Bcl-2, ERCC2, EGFR ve LRP-1 gen ekspresyon seviyeleri
Ol¢iildii. Kontrol olarak GAPDH kullanildi ve GAPDH ekspresyonuna gore artmis veya

azalmis ekspresyon seviyeleri degerlendirildi.

T98G hiicre hattina 120 saat boyunca 24 saatte bir TMZ 50 uM ve kersetin 25uM tek
basma ve birlikte uygulamalar1 gerceklestirildi. Sonrasinda her grubun gen ekspresyon

seviyeleri 6l¢iildii ve kontrole gore hesaplandi.

MGMT icin, TMZ-1,68, TQ-1,63, Q-1,36; Bcl-2 icin, TMZ-4,71, TQ-3,67, Q-1,54;
ERCC2 icin, TMZ-2,30 TQ-1,87, Q-1,30; EGFR i¢in, TMZ-2,16, TQ-1,97, Q-1,43;
LRP-1 icin, TMZ-3,48, TQ-2.77, Q-2,48 olarak bulundu (Sekil 24-28). ERCC2
ekspresyon seviyesi Ol¢ciimiinde TMZ ve kersetin gruplar1 arasinda istatistiksel olarak

anlamlilik bulunmustur.

U87 hiicre hattina 120 saat boyunca 24 saatte bir TMZ 50 uM ve kersetin 25uM tek
basma ve birlikte uygulamalar1 gerceklestirildi. Sonrasinda gen ekspresyon seviyeleri

kontrol grubuna gore dl¢iildii ve asagidaki sonuclar elde edildi.

Bcl-2 icin, TMZ-1,13, TQ-2,75, Q-1,73; ERCC2 icin, TMZ-1,88, TQ-1,36, Q-0,11;
EGEFR i¢in, TMZ-1,28, TQ-2,52, Q-1,51; LRP-1 i¢in, TMZ-1,40, TQ-2,73, Q-2,17 kat
gen ekspresyon seviyesi bulunmustur (Sekil 29-32). TMZ+Kersetin grubu, EGFR
ekspresyon seviyesi icin hem TMZ hem de kersetin grubuna, LRP-1 ekspresyon
seviyesi icin ise TMZ grubuna karg: istatistiksel olarak anlamli bulunmustur. Ayrica
TMZ+Kersetin grubu Bcl-2 ekspresyon seviyesi Olglimiinde TMZ grubuna, ERCC2
ekspresyon seviyesi i¢in ise kersetin grubuna karsi istatistiksel olarak anlamli

bulunmustur.

U87 hiicre hattinda MGMT ekspresyonu belirlenemedi ancak direngli olan T98G hiicre
hattinda MGMT ekspresyonu gozlendi.
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T98G MGMT (120 Saat)
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Sekil 24: T98G direngli glioblastoma hiicre hattinda 120 saat boyunca 24 saatte bir uygulanan
TMZ 50 uM ve/veya kersetin 25 uM sonrasi elde edilen MGMT ekspresyon seviyeleri (n=3).

T98G Bcl-2 (120 Saat)
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Sekil 25: T98G direngli glioblastoma hiicre hattinda 120 saat boyunca 24 saatte bir uygulanan
TMZ 50 uM ve/veya kersetin 25 uM sonrasi elde edilen Bcl-2 ekspresyon seviyeleri (n=3).
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T98G ERCC2 (120 Saat)
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Sekil 26: T98G direncli glioblastoma hiicre hattinda 120 saat boyunca 24 saatte bir uygulanan
TMZ 50 uM ve/veya kersetin 25 uM sonrasi elde edilen ERCC2 ekspresyon seviyeleri (n=3).

T98G EGFR (120 Saat)
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Sekil 27: T98G direngli glioblastoma hiicre hattinda 120 saat boyunca 24 saatte bir uygulanan
TMZ 50 uM ve/veya kersetin 25 uM sonrasi elde edilen EGFR ekspresyon seviyeleri (n=3).
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T98G LRP-1 (120 Saat)
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Sekil 28: T98G direngli glioblastoma hiicre hattinda 120 saat boyunca 24 saatte bir uygulanan
TMZ 50 uM ve/veya kersetin 25 uM sonrasi elde edilen LRP-1 ekspresyon seviyeleri (n=3).
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U87 Bcl-2 (120 Saat)
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Sekil 29: U87 duyarh glioblastoma hiicre hattinda 120 saat boyunca 24 saatte bir uygulanan
TMZ 50 uM ve/veya kersetin 25 uM sonrasi elde edilen Bcl-2 ekspresyon seviyeleri (n=3).
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Sekil 30: U87 duyarh glioblastoma hiicre hattinda 120 saat boyunca 24 saatte bir uygulanan
TMZ 50 uM ve/veya kersetin 25 uM sonrasi elde edilen ERCC2 ekspresyon seviyeleri (n=3).
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Sekil 31: U87 duyarh glioblastoma hiicre hattinda 120 saat boyunca 24 saatte bir uygulanan
TMZ 50 uM ve/veya kersetin 25 uM sonrasi elde edilen EGFR ekspresyon seviyeleri (n=3).
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U87 LRP-1 (120 Saat)
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Sekil 32: U87 duyarh glioblastoma hiicre hattinda 120 saat boyunca 24 saatte bir uygulanan
TMZ 50 uM ve/veya kersetin 25 uM sonrasi elde edilen LRP-1 ekspresyon seviyeleri (n=3).
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Sonug olarak TMZ duyarli U87 hiicre hattinda temel diren¢ mekanizmalarinda aktif
olan MGMT gen ekspresyonu gozlenmemistir. Direncgli T98G hiicre hattinda ise
MGMT ekspresyon saptanmis ve gen ekspresyonu seviyesi TMZ igeren gruplarda daha
yikksek bulunmustur. MGMT gen ekspresyonu direncli hiicrelerde yiiksek bulunmasi
beklenmekte idi ve bu dogrultuda T98G hiicre hattinda yiiksek bulunup U87 hiicre
hattinda bulunamamustir. Diger 6lciilen tiim direng¢ genlerinin ekspresyon seviyeleri her
iki hiicre hattinda TMZ ve TMZ+kersetin gruplarinda kontrol grubuna gore daha yiiksek

bulundu.

TMZ’ye duyarli U87 hiicre hattinda 6lciilen direng genleri, TMZ grubunda daha diisiik
ekspresyon seviyesine sahip bulundu. Ancak TMZ’nin kersetin ile birlikte kullanildig:

gruplarda daha yiiksek gen ekspresyon seviyesi 6l¢iildii.

RT-PCR analizinin bu ¢aligmadaki amaci direngli T98G hiicre hattinda kersetinin direng
genlerinin ekspresyon seviyesindeki neden olacagr degisikligin incelenmesidir.
Analizlerde kersetin tek basina uygulandiginda diren¢ genlerinde kontrol grubuna gore
daha yiiksek ekspresyon seviyesi gozlendi. TMZ’nin tek basina uygulandigi T98G
hiicre hattinda artmis olan direng genlerindeki ekspresyon seviyeleri kersetin

eklendiginde daha diisiik bulundu.



S.TARTISMA VE SONUC

Gilinlimiizde kansere yakalanma siklig1 ve buna bagl olarak da kanser arastirmalar1 ve
onemi giderek artmaktadir. Kanser tiirii ve evresine gore yeni ilaclar gelistirilmekte ve
ilac direncini kirmak veya azaltmak calismalarin odak noktast halindedir. Bu
caligmalarin basariya ulagsmast molekiiler diizeyde iyi c¢Oziimlemeye ve hedef
molekiillerin belirlenmesi ile alakalidir (Bozkurt, 2013). Bu zamana kadar GBM
tedavisi i¢in asil problem TMZ direncidir ve bu da DNA alkilasyon proteinleri ve DNA
tamir enzimlerinin seviyelerinin farklihgindan kaynaklanrr (Lee, 2016). Ilac
etkinliklerini artirmak ve ilaca karsi direncin azaltilmasi i¢in dogal iiriinler ile kombine
kullanilmaya baslanmistir (Wang et al., 2014, Terlikowska et al., 2014). Kersetin de
antikanserojenik etkinligini cok farkli mekanizmalar tizerinden gergeklestirmektedir
(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 calismamizda da TMZ ile kersetinin birlikte

kullanimlarinim ila¢ direncine etkisi incelenmistir.

Ilag¢ direncine etki eden cok sayida mekanizma bulunmaktadir. p53 gen mutasyonuna
duyarsiz veya MGMT iiretmeden TMZ’ye karsi direnci olan GBM hiicreleri veya hiicre
hatlar1 oldugu gosterilmistir (Bocangel et al., 2002, Lee et al., 2011). Direncli GBM
hiicrelerinde olan ve en fazla goriilen ila¢ diren¢ mekanizmalarina ait protein veya
enzimlerin gen ifadeleri tercih edilmistir. LRP, MGMT, ERCC2, EGFR ve Bcl-2
genleri tercih edilip direngli hiicre davranisi ile ilgili genlerin yaninda GBM’nin en
temel diren¢ mekanizmasi olan MGMT ile TMZ nin tiimor hiicresi DNA’sinda yaptigi
alkillemeyi tamir ederek dirence yol acan MGMT geni de dahil edilmistir (Lu and
Shervington, 2008, Sasaki et al., 2002).
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T98G ve U87 hiicre hatlarinda kersetin ile yapilan 24 saatlik MTT hiicre canlilik
testinde tek basma ve Ozellikle de TMZ ile birlikte kullanim i¢in en uygun
konsantrasyonun bulunmasi amaclanmistir. Bu testte direncli T98G ve duyarli U87
hiicre hatlarmin ikisinde de 25 pM, 50 uM ve 100 uM kersetin ile konsantrasyona
bagimli olarak hiicre oliimiiniin arttig1 gozlendi (Sekil 6-7). Benzer hiicre 6liimii orani,
kersetin uygulamas1 sonrasi hiicre Olimlerinin direngli T98G ve duyarli U87 hiicre
hatlarinin  benzer mekanizma ve diren¢ mekanizmalarindan farkli bir mekanizma
izerinden yliriidiigiinii gostermistir. Kaynaklarda kersetinin etkisini, Hsp27 proteini
inhibisyonu yaparak, JAK/STAT yolag1 inhibisyonu yaparak, siklin B seviyesini
artirarak hiicre siklusunu G2/M fazinda durdurarak, hiicre ici sitozolik kalsiyumu
artirarak ve mitokondriyal membran potansiyelini artirarak, kaspaz 3 enzimini aktive
ederek, siklin D1 ve survivin seviyesini azaltarak, p38 aktivasyonu yaparak, seliiler
mikrotiibiiller1 baglayarak, TNF ile iligkili apoptozu tetikleyici ligand araciligiyla
gosterdigi belirtilmektedir (Senggunprai et al., 2014, Chien et al., 2009, Lee et al., 2010,
Gupta and Panda, 2002, Jung et al., 2010). Bu farkh yolaklar iizerinden gerceklesen
hiicre 6ldiirticii etkide T98G ve U87 hiicrelerinin liimiinde aditif etki saglayabilecegi

muhtemeldir.

Kersetin ile yapilan 24 saatlik MTT canlilik testi sonrasinda deneylerde 25 uM
konsantrasyonun secilmesindeki dayanak, sitotoksik etkinin en az gorildigi
konsantrasyon olmasi ve klinikteki rutin GBM tedavisinde TMZ’nin 120 saat boyunca
24 saatte bir uygulama ile yapiliyor olmasi ve bizim ¢aligmamizin protokoliinde de bu
sekilde uygulanacak olmasidir (Middleton et al., 2000). Ciinkii 120 saat boyunca seri
TMZ ve kersetin uygulamasi ile hiicre canliliginin tamamen sonlanmasi istenmemistir.
Kalan hiicrelerde ila¢ diren¢ mekanizmalarinda rol oynayan belirledigimiz genlerin

ekspresyon seviyelerinin dl¢iilmesi amaglanmustir.

T98G ve U87 hiicre hatlarinda kersetin ile 0-100 uM’a kadar degisen 4 farkli grupta
yapilan 24 saatlik MTT hiicre canlilig1 testinde konsantrasyona bagimli olarak azalma
gozlenmistir. Kersetin TMZ’in aksine dengeli profil gostermistir. Kersetinin
antikanserojenik Ozelliginin oldugu bilinmekte ve calismalarimizda kersetinin 25 uM
konsantrasyonunun ¢ok fazla sitotoksik etkisinin olmadig1 goriilmiistiir. Bu
konsantrasyonda TMZ’in antikanserojenik etkisini giiclendirip gii¢lendirmedigini

gormenin ve direncli olan T98G hiicre hattinda direnci kiric1 etkilerinin arastirilmasinin
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uygun oldugunu diisiindiigiimiiz icin bu konsantrasyon uygun bulunmustur. Benzer
TMZ ve kersetin kombinasyon uygulama deneyinde TMZ ile aditif etkisi i¢in 30 uM
kersetin kullanilmistir (Sang et al., 2014).

Bununla birlikte U87 ile yapilan MTT hiicre canlilik testinde TMZ’nin varliginda
konsantrasyona bagimli olarak canliligin azaldigin1 sdylemek gii¢c olsa da T98G hiicre
hattinda oldugu gibi canlilikta 25 pM’da azalma gozlenmistir. Yayimlanan daha onceki
caligmalar da tutarli ICsp sonucu alimamadigini gostermistir. 7-204 uM’a kadar degisen
konsantrasyonlarda olan U87 i¢in ICsy degeri, gerek TMZ direncli, gerekse duyarli
GBM hiicre hatlarmmin ne kadar degisken davranis ve cevaplara sahip oldugunu

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

TMZ 50uM, Kersetin 25uM ve TMZ 50uM+Kersetin 25uM konsantrasyonlar: ile
yapilan ve 5 giinlik MTT testinde U87 ve T98G hiicre hatlar1 TMZ ve kersetin
monoterapilerinde simirh hiicre 6liimii saglamislardir. Ancak kombine tedavilerde her
iki hiicre hattinda da daha fazla hiicre 6liimii gerceklesmistir. U87’de TMZ ile %91 olan
hiicre canliligt TMZ+kersetin ile %43’e; T98G igin ise %90’dan %61°e inmistir.
Kombine uygulamada hiicre Oliimiiniin artmasi kersetinin farkli mekanizmalar
izerinden hiicre Oliimiine ve TMZ’nin antikanserojenik etkisine katki sagladig:
muhtemeldir. Ciinkii kersetinin JAK/STAT kaskadin1 baskiladigini, G2/M fazini
durdurarak hiicre Oliimiine neden oldugunu, Hsp27 iizerinden apoptozu tetikledigini
gosteren calismalar mevcuttur (Sang et al., 2014, Senggunprai et al., 2014, Wang et al.,
2013). T98G direncli hiicre olmasi sebebiyle TMZ ve kersetin ile U87’e gore daha

diisiik hiicre 6liimii oranina sahiptir denilebilir.

120 saatlik TMZ ile yapilan hiicre canlilik testinde yine hiicre canliligimi her iki hiicre
hattinda da kismi olarak azaltan ortak konsantrasyonun 50 uM olduguna karar verildi
(Sekil 8-9). Bu canlilik testinde direngli T98G hiicre hattindaki gruplarda daha fazla
hiicre 6liimii beklenirken U87 hiicre hattinda daha fazla goriildii. Xcelligence ile gercek
zamanl1 hiicre analizinde 24 saatte bir olmak tizere 3 defa 50 uM konsantrasyonda TMZ
uygulamasi yapildi ve 120 saat takip edildi ancak duyarli U87 hiicre hatt1 beklenildigi
gibi TMZ’e daha iyi yanit vererek hiicre Oliimii daha fazla oldugu goriildii (Sekil 14-
15). Hiicre oOliimiiniin U87 hiicre hattinda daha az olmasi TMZ’ye kars1 direng
gelistigini diisiindiirdii. Ciinkii adapte TMZ direnci hem olustulmus GBM hiicreleri hem

de insan beyin primer tiimorleri i¢cin TMZ ile 72 saatten 6 aya kadar farkli zamanlarda
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olusabilmektedir (Ujifuku et al., 2010, Happold et al., 2012, Kohsaka et al., 2012, St-
Coeur et al, 2015). GBM hiicre yada hiicre hatlarinda TMZ kullanim zamaninin

uzamastyla diren¢ gelisme olasiliginin artis diisiiniilebilir.

5 giinlik TMZ ile T98G ve U87 hiicre hatlarinda yapilan MTT de konsantrasyona tam
bagimlilik gozlenmemistir ancak konsantrasyon arttikca degisen oranlarda hiicre
canliliginda azalma olmustur. Geometrik artis ile yapilan konsantrasyon artiriminda
beklenildigi gibi 400 uM’da en fazla hiicre olimii gerceklesmistir. Duyarli olan U87
hiicre hattinda hiicre 6liimiiniin daha fazla olmas1 beklenirken daha az gerceklesmistir.
Bu calismanin xCelligence bdéliimiinde de benzer sekilde kersetin tekli uygulamada
hiicre Olimiinii artirmadigr da goézlenmistir. Klinik uygulamalarda 72 saatten sonra
direncin olusabilecegini, ortalama iiciincii kiirden sonra TMZ’e kars1 direncin olustugu
caligmalarda bulunmustur (Ujifuku et al., 2010, Happold et al., 2012, Kohsaka et al.,
2012, St-Coeur et al., 2015). 5 giinliik uygulama ile hiicrelerin direncgli hale gelerek
hiicre 6liimiiniin azaldig: diisiiniilmiistiir. Caliygmamiza benzer bir caligmada da gercek
zamanl1 hiicre canlilig: takibi ile U87 hiicre hatt1 izlenirken 50 uM’a kadar hiicre 6liimii
yerine canliligin arttig1 ve 50 uM’dan sonra ise hiicre Sliimiiniin konsantrasyona bagl

arttig1 bulunmustur (Dikmen, 2017).

xCelligence ile gercek zamanli hiicre analizinde T98G i¢in kontrolden 20.000
hiicre/kuyucuga kadar ve U87 i¢in ise kontrolden 40.000 hiicre/kuyucuga kadar degisen
hiicre sayisinda hiicre hatlarindan ekilerek zaman icinde (70 saat) ¢ogalma egrileri
incelendi. Bu hiicrelerde gercek zamanli hiicre analizi ile elde edilen hiicre ¢cogalma
egrileri ilk kez bu c¢alisma ile gosterilmis olup, tezin Ozgiin yonlerinden birini
olusturmaktadir. T98G daha stabil cogalan ve hiicre indeksi grafigi dogrusal egriye
yakm iken U87 ekimin ilk saatlerinde hizli cogalan ve sonra platoya benzer egri ile
cogalmaya devam eden hiicre indeks egrisi ¢izdigi goriilmektedir (Sekil 12-13). U87
hiicre hatt1 daha kararsiz cogalan ve hiicre sayilariyla degisen cogalma hizma sahiptir.
Bu da deneylerde beklenmeyen sonuglar ortaya cikarabilir. Kontrol grubu igin
kullanilan ¢alismalarda zorluklar olusturabilir. Bu sekilde dizayn edilen caligmalarda

baska U87 yerine U251 gibi baska hiicre hatlar1 tercih edilebilir.

xCelligence ile hiicre canlilig1 takibinde U87 ve T98G hiicre hatlarina uygulanan
kersetinden 24 saat sonra baslanan ve 3 giin siireyle giinlik TMZ ve kersetin mono ve

kombine tedavilerinde kontrol gruplar1 c¢ogalmaya devam ettigi goriilmiistiir.
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TMZ+kersetin kombine tedavisi 120 saat sonunda T98G’de sitostatik, U87°de ise
sitotoksik etki gostermistir. U87°nin TMZ’ye duyarliliginin artmas: ve ayni zamanda
kersetinin antikanserojen etkisi sebebiyle hiicre 6liimii daha fazla olmus olabilir. Bir
calismada kersetin ile Hsp27 etkinliginin arttigi ve kersetinin U87 duyarhiligin1 da
artirdig1 gosterilmistir (Sang et al., 2014). Yapilan 3 giinliik akis sitometri analizinde de
duyarli olan U87 hiicre hatti daha kisa zamanda erken ve gec¢ apoptoz oranlarinda
yikksek sonuclar vermistir (Sekil 11). Bu sonucla kersetinin U87 hiicrelerindeki
duyarliligmi artirdigimi gostermektedir. Direngli T98G hiicre hattinda ise daha uzun
siirede programli hiicre Oliimiine gitmesi de beklendigi gibi gerceklesmistir. Ancak
TMZ ve kersetin kombine uygulamast TMZ tekli uygulamaya gore daha yiiksek erken
ve ge¢ apoptoz oranlarint vermistir. Kersetinin direngli T98G hiicre hattinda apoptozu
artirdigint ve TMZ’nin etkisini duyarli U87°de oldugu kadar olmasa da artirdigini

sOylemek miimkiindiir (Sekil 33-34).

T98G ve U87 hiicre hatlarina 72 saat boyunca 24 saatte bir TMZ 50 uM, kersetin 25
uM ve TMZ 50 uM+kersetin 25 uM uygulanarak akis sitometrisi analizi yapildi. T98G
hiicre hattinda erken ve ge¢ apoptoz oranlar1 kontrol grubuna yakin bulundu. Ancak
gruplar arasindaki hiicre canlilig1 farki bariz bulundu. Hiicre canliligi kontrol grubunda
%80,7 iken TMZ grubunda %61,4 diizeylerinde idi (Sekil 16-17). T98G direngli hiicre
hatti olmasimna ragmen TMZ’ye kismi yanit vererek hiicrelerde Olime neden oldu.
Kersetin grubunda %49,2 ve TMZ+kersetin grubunda %25,4 hiicre canlilig1 bulundu
(Sekil 18-19) ve bu sonuclar da tek basina TMZ uygulamasinin kismi yanit olusturdugu
kanaatini dogurdu. Kersetinin TMZ ile birlikte kullanimi daha fazla hiicre Oliimiine
neden olurken TMZ’nin sitotoksik etkisine kersetinin aditif etki ile (proapoptotik ve
antiproliferatif etkisi) katki sagladigi soylenebilir (Gibellini et al., 2011). Kersetinin
antikanserojenik etkinligi ve muhtemelen hiicre hatlarmin TMZ’ye duyarhiligini
artirmast sonucu T98G hiicre hattinda TMZ tekli uygulamaya gore daha fazla apoptoza
giden hiicre olmustur (Gibellini et al., 2011, Hashemzaei et al., 2017). Xcelligence ile
gercek zamanl hiicre analizinde T98G hiicre hattinda yapilan TMZ 50 uM+kersetin 25
UM uygulamasi hiicrelerin 6liimiine neden oldu. 3. uygulamadan sonra hiicre 6liimleri
benzer ve bu yiizden TMZ+kersetin uygulamasinin TMZ uygulamasindan daha iistiin
oldugu bu analizde sdylenemedi. Akis sitometri analizinde apoptoza giden hiicre sayisi
cok artmasi ve analiz edilebilecek smirlarin altina inmesi nedeni ile 72 saatten sonra

deneye devam edilemedi. Ozellikle bu 6lim TMZ duyarli U87 hiicrelerinde daha
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belirgindi. TMZ ve kersetin uygulamalar1 120 saat olarak devam edilebilseydi hiicre
Olimlerinin artis1 ve Kkersetin ile TMZ+kersetin gruplarinin grafikte ayrigmasi
goriilebilirdi.

U87 hiicre hattinda yapilan akis sitometrisi analizinde erken ve ge¢ apoptoz oranlari
sirayla TMZ grubunda %10 - %14,2 ve kersetin grubunda %9,6 - %35,1 olarak bulundu.
24 saatte bir 3 uygulama sonrast TMZ grubunda ge¢ apoptozun, kersetin grubunda ise
erken apoptozun etkin oldugu soylenebilir. TMZ+kersetin grubunda %9,7 - %7,2 olan
erken ve ge¢ apoptoz oranlar1 olmasina ragmen en diisiik hiicre canliligina (%12,2)
sahip bulundu. U87 hiicre hattinda yapilan akis sitometrisi analizinde tiim gruplarda
(kontrol, TMZ, TMZ+kersetin, kersetin gruplar1) hiicre canlilig1 oranlar1t T98G hiicre
hatt1 gruplarma gore ciddi oranda diisiik bulundu (Sekil 20-23). Bunun muhtemel sebebi
US87 hiicre hattimin direncli olmamasidir. U87 hiicre hattinda da kersetin hiicre
Oliimlerine katki sagladi ve TMZ’nin tek basma uygulandig:1 gruptan daha fazla hiicre
Olimiine neden oldu. Kersetinin antikanserojenik etkinligi ve muhtemelen hiicre
hatlarinm TMZ’ye duyarliligini artirdigr icin T98G hiicre hattinda TMZ tekli
uygulamaya gore daha fazla apoptoza giden hiicre olmustur (Gibellini et al., 2011,
Hashemzaei et al., 2017). En fazla hiicre 6liimii TMZ ile kersetinin birlikte uygulandigi
grupta goriildii. Gercek zamanli hiicre analizinde de uyumlu sonuglar goriildii. Bu
sonuglar, farkli mekanizmalar ile etki gosteren iki ayri1 molekiiliin apoptoz ve hiicre

Oliimii tizerine etkilerinin aditif oldugunu gostermektedir.

120 saatlik 24 saatte bir TMZ 50 uM, kersetin 25 pM ve birlikte uygulamalar1 sonrasi
gen ekspresyon seviyeleri degerlendirildi. MGMT geni sadece T98G hiicre hattinda
bulundu ki sadece direngli hiicre hatlarinda olmast beklenmekte idi. TMZ ve
TMZ+kersetin grubunda yaklasik 1,5 kat daha fazla bulundu (Sekil 24). MGMT gen
ekspresyonunun artmasi, direngli GBM  hiicreleri i¢in en temel direng
mekanizmalarindan biri olarak kabul edilmektedir (Lee, 2016). TMZ ile MGMT gen
ifadesinin artmasi da olagan ancak kersetin grubunda da kontrol grubundan daha fazla
artiy bulundu. Kersetin etki mekanizmasimni DNA’da metilleme ile yapmadigi halde
MGMT geninin artist anlamli bulunmadi. Konu ile ilgili kaynaklarda herhangi bir
bilgiye de rastlanamadi. TMZ+kersetin grubu kontrol grubuna gore anlamli ancak
MGMT ekspresyon seviyesi TMZ grubuna yakm bulundu. MGMT ekspresyon

seviyesindeki azalma c¢ok ciizi kalsa da hiicre oliimiiniin hem MTT hiicre canliligi
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analizinde hem de akis sitometrisinde artisinin gosterilmesi MGMT iizerinden direng
kirilmasa bile hiicre 6limiiniin baska yollarla gerceklestigini gostermektedir (Sekil 11
ve Sekil 18). Zaten kersetinin etki mekanizmasini farkli yolaklardan gergeklestirdigi

bilinmektedir (Gibellini et al., 2011).

Bcl-2, ERCC2, EGFR, LRP-1 ekspresyon seviyeleri birlikte degerlendirildiginde
tiim bu gen analizlerinde TMZ+kersetin grubu her durumda TMZ grubuna gore daha az
gen ekspresyonu seviyesine sahiptir (Sekil 25-28). Ancak U87 hiicre hatti, bunun tam
tersine TMZ+kersetin ve kersetin gruplarinda TMZ grubuna gore daha fazla Bcl-2,
ERCC2, EGFR, LRP-1 ekspresyon seviyesine sahiptir (Sekil 29-32). Bu sonug¢ da
duyarli U87 hiicre hattinda bu direng¢ genlerinin kersetin ile aktivasyonunu diisiindiirdii.
Bu sebeple T98G hiicre hattinda mevcut olan TMZ direncinin farkli mekanizmalar ile
desteklenerek kirilmasi miimkiin olabilir (Lee, 2016). Bir¢cok antikanserojenik etkisi
olan ila¢ ile birlikte kullanildiginda kersetin sinerjik etki gostererek ilaclarin etkisini
artirabilmektedir (Kashyap et al., 2019). T98G PCR analizinde anlamli bulunan genlerin
yam sira bu calismada dlcemedigimiz baska mekanizmalar iizerinden de kersetin etki
gostermis olabilir. p53 geni inhibisyonu, protein kinaz C aktivasyonu, VEGF
downregiilasyonu gibi etkileri ile de TMZ’nin etkisine katki saglamis olabilir
(Sahpazidou et al., 2014, Stagos et al., 2014, Hsu and Yen, 2008). Kersetinin EGFR
tizerinden etkisi de bilinmektedir (Bommu et al., 2017). Ayrica Hsp, p53, protein kinaz
C gibi farkli yolaklar iizerinden etki gostererek apoptoza gotiirdiigli caligmalarda

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

5 giinliik PCR sonuglarma gore T98G hiicre hattinda MGMT gen ekspresyonunda TMZ
gruplarinda belirgin artis olmustur. TMZ ile TMZ+Kersetin arasinda anlamli fark
yoktur. TMZ’nin kersetin ile tiim kombinasyonlarinin, TMZ tekli uygulamaya gore
daha fazla hiicre 6liimiine neden oldugu sonucu altinda degerlendirildiginde; kersetinin
T98G’nin TMZ direncine neden olan temel mekanizmadan farkli olarak etki
gosterdigini ve TMZ’ye duyarliligimi artirdigini dogrular niteliktedir. Yapilan ¢calismalar
kersetinin p53, kaspaz 3, Hsp27, protein kinaz C, JAK/STAT yolag1 gibi farkli
yolaklara yonlendirmektedir (Senggunprai et al., 2014, Bishayee et al., 2013, Badziul et
al., 2014) TMZ’nin GBM i¢in tek ajan olarak kullaniminda MGMT c¢ok Onemli yere
sahiptir; ancak tedavi baska yolaklarla desteklendiginde daha iyi sonuclar elde
edilmektedir (Hashemzaei et al., 2017). Bcl-2 ve EGFR gen 6l¢timlerinde TMZ’ye gore
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azalma gosteren TMZ+kersetin bulunmustur. Istatistiksel olarak anlamh olmasa da
numerik olarak farklilik olusturmuslardir. Hiicre oOlimii ile ilgili Bcl-2 ve
EGFR/VEGFR?2 azaltarak apoptozun tetiklendigi bilinmektedir (Kashyap et al., 2019).
Kersetin tekli ve TMZ ile kombine uygulamasi ile azalan Bcl-2 ve yine biiylime faktor
reseptorii EGFR apoptoza ve dolayisiyla da TMZ’ nin antikanserojenik dzelligine destek

oldugu sdylenebilir.

Kersetin kolon ve meme kanserinde PI3K/Akt/mTOR yolagin1 bloke ederek hiicre
yasamuni sonlanmasinit saglar. NF-kB yolagini bloke ederek karaciger ve kolon
kanserinde proliferatif etkisini gosteren calismalar mevcuttur. JAK/STAT yolaginin

aktivasyonu ve IL6/STAT yolaginin inhibisyonu gosterilmistir (Kashyap et al., 2019).

Son zamanlarda bitkisel kaynakl: iiriinler i¢in farkli formiilasyonlar artmakta ve nano
kapsiiller, lipozomlar, prolipozomlar, kat1 lipid nanopartikiiller, nanoemiilsiyonlar gibi
formiilasyonlar kullanilmaktadir. Bu farkh formiilasyonlar ilacin farmakolojik etkiligini
artrmak, toksisitesini azaltmak, stabilitesini 1iyilestirmek, ¢Oziinlirliigiinii ve
biyoyararlamimimi artrmak, fiziksel ve kimyasal etkilerden korumak icin tercih
edilmektedir. Ozellikle de hedeflenen bolgeye yiiksek konsatrasyonda ilag¢ ulasmasinin
istendigi durumlarda kullanilabilir (Yadav et al.,, 2011). Dogal bilesik olan kersetin
ve/veya TMZ nanoformiilasyonlara dahil edilerek tekli ya da kombine olarak

uygulanarak istenilen etki veya yan etkilerin azaltilmasi saglanabilir.

Sonug¢ olarak kersetin antikanserojenik Ozelligini ¢ok farkli mekanizmalar iizerinden
gostermektedir. GBM’de TMZ’ye kars1 cok hizli gelisen ila¢ direncine ragmen kersetin
TMZ ile birlikte uygulandiginda kanser icin faydal olabilir. Bunun icin daha fazla

preklinik ve klinik ¢caligsma ile desteklenmesine ihtiya¢ vardir.
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