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OZET

KARTAL B, Sodyum Biitirat ve Celastrol Kombinasyonunun Glioblastomadaki Terapotik
Etkisi, Glioblastoma (GB) merkezi sinir sistemi tiimorleri arasinda en dlimciil ve en invaziv beyin
timoridiir. GB’nin kiiratif bir tedavi protokolii bulunmamaktadir. Histon deasetilaz inhibitorlerinin
kanser tedavi protokollerinde kullanilabilirligine iliskin ¢aligmalar, bu inhibitérlerin hicre
proliferasyon inhibisyonu ve apoptoz gibi antikanser etkileri nedeniyle konu ile ilgili ¢alismalar
artmaktadir. Hicresel proteozomal inhibisyon, antianjiogenez, antimetastaz, antienflamatuar gibi
kanserin yasam dinamiklerini hedef alan onemli bir mekanizmadir ve GB’de yeni tedavi
yaklagimlarindan biri olma potansiyeline sahiptir. Kanser tedavilerinde ve ozellikle GB’de
alkilasyon ajanlarma kars1 gelisen kemoterapétik direngte apoptozis, otofaji ve DNA tamir
enzimlerinin rolu blyuktir. Bu nedenle, bu tez ¢aligmasinda histon deasetilaz inhibitéri Sodyum
Butirat (SB) ile bir proteazom inhibitorii olan Celastrol’iin GB hiicrelerinde Ki terap6tik etkisinin
arastirilmasi amaglanmistir. SB ve Celastrol’iin GB hiicreleri LN-405 ve T98G’deki sitotoksisiteleri
MTT ile belirlenmistir. Apoptozis, otofaji ve DNA tamir genlerinin (MGMT, MLH1,MSH2 ve
MSHG6) ekspresyonlart RT-PZR ile saptanmigtir. SB ve Celastrol’iin hiicre dongiisiine etkisi akim
sitometri ile belirlenmistir. SB ve Celastrol’tin GB hiicreleri tizerindeki etkisi birbirinden farklilik
gostermektedir. SB, Celastrol ve SB ile Celastrol’iin birlikte kullanimimin LN-405’te Kaspaz 9
iizerinden hiicreleri apoptoza siiriiklemistir. Ancak T98G’de belirgin bir apoptoz saptanmamistir.
Her iki hiicrede Atg6 ekspresyon degisimi anlamli degildir (p>0.05). Her iki molekiilde SubG1°’deki
hiicre birikimi agisindan LN-405’te ve T98G’de anlamli fark saptanmustir (p=0.002; p<0.001,
sirasiyla). SB ve Celastrol tamir genlerinin ekspresyonlarini hiicrelerde farkli diizeylerde azaltmustir.
Sonuglarimiz, SB ve Celastrol’{in hiicre tipine gore farkli etki gosterebilecegini ve tamir genlerinin
ekspresyonlarint azaltip hiicreleri apoptozun indiiklenmesini saglayabilecegini gostermistir. Bu
calisma, GB’deki alkilasyon ajanlarina karsi gelisen kemoterapotik direngte SB ve Celastrol’iin
terapotik etkisinin arastirildigi ilk ¢aligmadir.

Anahtar Kelimeler: Glioblastoma, Sodyum Biitirat, Celastrol



ABSTRACT

KARTAL B, The Therapeutic Effect of Sodium Butyrate and Celastrol Combination in
Glioblastoma, University of Van Yuzuncu Yil, Institute of Health Sciences, Department of
Medical Biology, M.Sc. Thesis, Van, 2019. Glioblastoma (GB) is the deadliest and most invasive
brain tumor among central nervous system tumors. GB does not have a curative treatment protocol.
Studies on the use of histone deacetylase inhibitors in cancer treatment protocols are increasing due
to their anticancer effects such as cell proliferation inhibition and apoptosis. Proteasomal inhibition
in the cell is an important mechanism targeting the life dynamics of cancer such as antiangiogenesis,
antimetastasis, and anti-inflammatory and has the potential to be one of the new treatment
approaches in GB. In cancer therapies and specifically developing chemotherapeutic resistance
against alkylating agents in GB, apoptosis, autophagy, and DNA repair enzymes play an important
role. Therefore, it was aimed to investigate the therapeutic effect of histone deacetylase inhibitor,
sodium butyrate (SB) and a proteasome inhibitor, Celastrol, on GB cells in this thesis study.
Cytotoxicity of SB and Celastrol in GB cells LN-405 and T98G was determined by MTT.
Expressions of apoptosis, autophagy and DNA repair genes (MGMT, MLH1, MSH2 and MSH6)
were determined by RT-PCR. The effect of SB and Celastrol on the cell cycle was determined by
flow cytometry. The cellular effects of SB and Celastrol on GB cells differ from each other. SB,
Celastrol, and their combination induced apoptosis in LN-405 via caspase 9. However, no prominent
apoptosis was detected in T98G. The changing level of Atgé expression in both cells was not
significant (p> 0.05). A significant difference was found in LN-405 and T98G in terms of cell
accumulation in Sub G1 in both molecules (p = 0.002; p <0.001, respectively). SB and Celastrol
decreased the expression of repair genes at different levels in cells. Our results have shown that SB
and Celastrol can show different effects according to cell type and reduce the expression of repair
genes and induce apoptosis in cells. This study is the first study investigating the therapeutic effect
of SB and Celastrol on chemotherapeutic resistance against alkylation agents in GB.

Keywords: Glioblastoma, Sodium butyrate, Celastrol
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1. GIRIS

Glioblastoma (GB), merkezi sinir sistemi tumorlerinden astrositik kokenli en
6lumcdl beyin timora olarak bilinmektedir (Taal ve ark., 2015). GB tanisi alan hastalarda
kemoterapi, radyoterapi ve cerrahi rezeksiyon (Clarke ve ark., 2010) ile birlikte hayatta
kalma siiresinin 14.6 ay oldugu bilinmektedir (Stupp ve ark., 2005). GB’nin genetik ve
epigenetik alt yapisinin anlagilmasinin karsinogenez siirecinin aydinlatilmasi ve timor
tiplerinin tanimlanip yeni tedavi secgeneklerinin belirlenmesinde biiylik Onem tasidigi
diisiiniilmektedir. Ancak GB tiplerinin olusum mekanizmlarindaki farklilhik (Li ve ark.,
2016) ve GB’nin genetik heterojenitesinin yiiksek olusu GB igin standart bir tedavi
yaklagiminin belirlenmesini gili¢lestirmektedir. Ayrica GB’de genetik faktorlerin yani sira

epigenetik faktorler tanidan tedaviye onemli rol oynamaktadir (Gusyatiner ve Hegi., 2018).

Epigenetik modifikasyonlar spesifik enzim kompleksleri tarafindan katalize edildigi
icin terapotik olarak degerlendirilme potansiyelleri vardir (Williams ve ark., 2017).
Epigenetik modifikasyonlardan histon deasetilasyonu, hiicre genomunun kromatin
yapisinin yeniden diizenlenmesinde, hiicre i¢in hayati genlerin ekspresyonunda ve tlimor
formasyonu dinamiginin korunmasinda oénemlidir. Histon deasetilasyonunun inhibisyonu
gelistirilmeye ¢alisilan kanser tedavi protokollerinden biridir. Bu amagla gelistirilen histon
deasetilaz inhibitorleri (HDACI) kanser tedavi calismalarinda kullanilmaktadir. Sodyum
Butirat (SB) bu HDACiI molekillerinden biridir. SB’nin DNA’y1 modifiye eden histon
deastilazlardan smif 1 ve 2 yi inhibe ettigi ve kan beyin bariyerini gectigi rapor edilmistir
(Lee ve ark., 2015). SB’nin kan beyin bariyerini gegebilmesi GB tedavisinde kullanimi
adina biiyiik 6nem tagimaktadir. Clinkii cogu HDACi’ler kan beyin bariyerini gegemedigi
icin GB tedavisinde kullanilamamaktadir. SB ile tiimor baskilayict genler {izerinden 6liim

yolaklarinin aktivasyonu 6nemli ve siirdUrelebilir tedavi potansiyellerinden biridir.



Kanser hiicrelerinde diger bir tedavi yaklasimi protezomal stabiliteyi hedef alan
molekiillerin  gelistirilmesidir. Proteozom aktivitesi hiicrede apoptoz ve onkojenik
transformasyon gibi bir¢ok islemlerin kontrol edilmesinde rol aldig1 bilinmektedir (Dou ve
Li, 1999). Celastrol, Tripterygium Wilfordii bitkisinden elde edilen bir proteozom
inhibitoriidiir. Celastrol’lin diger antikanser ilaglarla birlikte kullanildiginda radyoterapinin
etkilerini giliglendirdigi gosterilmistir (Dai ve ark., 2009). Bu aktivitelere dahil olan ve
Celastrol’den etkilenen ana hiicresel siiregler; hiicresel proliferasyonun inhibisyonu,
apoptozun indiiklenmesi, malign doku istilasinin 6nlenmesi ve anjiyogenez blokaji oldugu
rapor edilmistir (Gubta ve ark., 2010; Kannaiyan ve ark., 2011; Li-Weber, 2013).
Celastrol’iin bir¢ok aragtirmada invazyon ve anjiogenez inhibisyonu gibi mekanizmalar
tizerinden antikanser etkilere sahip oldugu rapor edilmistir. Ancak literatiirde kanser
hicreleri Gzerinde SB ile Celastrol’iin birlikte kullanimina iliskin herhangi bir veri
bulunmamaktadir. HDACi olarak Sodyum Bitirat ve proteozomal inhitor olarak
Celastrol’lin birlikte kullanimi kanser tedavi yaklagimlarinin gelistirilmesinde 6nemli bir
model olabilir. Clnki, SB ile timdr basklayici genlerin olasi aktivasyonu, Celastrol ile de
proteozomal inhibisyon ile ubikutinlenmis proteinlerin birikmesi ve hiicrenin strese
stiriklenmesi GB’de yeni bir tedavi modalitesi olma potansiyeline sahiptir. Bu nedenle, bu
tez calismasinda GB hucreleri (zerinde SB ile Celastrol’iin birlikte kullaniminin olasi

terapotik etkisinin arastirilmasi amacglanmustir.



2. GENEL BILGILER
2.1. Sinir Sistemi ve Hucreleri

Sinir sistemi merkezi sinir sistemi [Central Nervous System, (MSS)], ve periferik
sinir sisteminden [Peripheral Nervous System, (PSS)] olusmaktadir (Rao ve Gershon,
2016). Sinir sisteminde yer alan hiicreler norén (~%10) ve glia (~%90) hicreleridir. Glia
hlcreleri merkezi sinir sisteminde ve periferik sinir sisteminde bulunmaktadir. Periferik
sinir sisteminde bulunan gial hicreler schwann hicreleri olarak isimlendirilmektedir.
Merkezi sinir sisteminde bulunan glial hiicreler farkli koken ve fonksiyon i¢eren makroglia
(~%85-90) ve mikroglia (~%210-15) hucreleri olarak ayrilmaktadir. Makroglia hicreleri de
farkli morfolji ve fonksiyonlarina gore astrositler (~%80), oligodentrositler (~%10) ve
ependimal hucreler (~%?5) olarak siniflandirilmaktadir (Verkhratsky ve Butt, 2007).
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Sekil 1. Sinir sistemi siniflandirilmasi (Rao ve Gershon, 2016).




2.1.1. Periferik sinir sistemi

Memeli PSS viicutta yiiksek hizda elektrik sinyalleri (aksiyon potansiyelleri) ileten
elektrik kablolarina benzetilebilir. PSS birbirine bagimli iki hiicre tipinden olusur: Bu
hlcreler néron ve glia olarak bilinmektedir. PSS’deki glia hiicreleri Schwann hiicreleri

olarak bilinmektedir (Grigoryan ve Birchmeier, 2015).

PSS’deki nordn ve scwann hiicreleri arasindaki iletisimin saglikli olmasi1 homeostazi
icin kritik 6neme sahiptir (Grigoryan ve Birchmeier, 2015). PSS’deki ndronlarin schwann
hiicre fonksiyonlarin1 kontrol etmek icin gerekli sinyalleri sagladigi bilinmekredir
(Grigoryan ve Birchmeier, 2015). PSS’de bulunan schwann hicrelerinin  miyelin
olusturmak, ndronal sagkalimi arttirmak ve aksiyon potansiyellerinin verimli bir sekilde
aktarilmasini saglamak gibi gorevleri oldugu bilinmektedir (Grigoryan ve Birchmeier,

2015).
2.1.2. Merkezi sinir sistemi

Beyin ve omurilikten olusan MSS c¢esitli tiplerde hiicreleri igermektedir. Bu hiicre
tipleri; noronlar, glial hicreler (astrositler, oligodendrositler, ependimal hicreler ve
mikroglia), koroid pleksus hiicreler ve kan damarlari ile ilgili hiicreler olarak bilinmektedir

( Kovacs, 2017).

Oligodendrositler, miyelin lretimi yaparak aksonlarin mielinle kaplanmasindan

sorumludur (Hornig ve ark. 2013).

MSS’nin makrofaji olarak bilinen mikroglia hucreleri MSS hiicrelerinin  %5-
10°’nunu olusturmaktadir (Frost, Schafer, 2016). Mikroglilar, mezodermal mezenkimal
cevreden go¢ eden pregenitdrlerden koken almaktadirlar (Kettenmann ve ark., 2011).
Mikroglialar direkt olarak noronlar, astrositler ve kan damarlariyla iletisim kurarak

enflamatuar fonksiyonlar gergeklestirip hiicrede ki hasara veya enfeksiyona hiicrenin hizli
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bir sekilde tepki vermesini saglamaktadir. Mikroglia hucreler, parankimal yaralanma,
dejenerasyon veya enfeksiyonlar sonucu olusan spesifik faktorlere genetik programlama
tizerinden hizlica cevap verir ve MSS hasarin1 tamir etmek i¢in morfolojik degisimlere

ugrar (Nayak ve ark., 2014).

MSS’deki noronlar hiicreler arasi ve hiicre i¢i bilgi tasiyan hiicre tipidir (Kovacs
2017). Bilgi tagmmmasina yardimci olan yapilar akson, dentrit ve sinapslardir (Kovacs

2017). Noronlar uzun mesafelerde sinyalleri aksonlar Gzerinden iletir (Kovacs 2017).

MSS’deki glial hiicreler, sinir sisteminin gelisiminde, fonksiyonunda ve
plastisitesinde kritik rol oynarlar (Rao ve ark., 2015). Glial hicrelerin sinaps olusumunu,
fonksiyonunu ve kan akisini kontrol ettigi rapor edilmistir (Barres ve ark., 2008). MSS’deki
glial hiicrelerin farkli morfolojilerde farkli fonksiyonlar1 yerine getirmek amaciyla gesitli
tipleri oldugu bilinmektedir (Kovacs, 2017). Glial hicre tirleri astrositler, oligodentrositler
ve mikroglialar olarak isimlendirilir (Domingues ve ark., 2004). Astrositlerin sinaptik

transmisyonda rol aldig: da bilinmektedir (Croft ve ark., 2015).
2.2. Sinir Sistemi Tumorleri

Malign periferik sinir kilifi timorleri [Malignant Peripheral Nerve Sheath Tumor,
(MPSST)], ektomezenkimal kaynakli yumusak doku sarkomlarinin nadir goriilen bir
cesididir (Farid ve ark., 2014). MPSST schwann hiicrelerinden veya sinir kreti kaynakli
pluripotent hiicrelerinden tiretilir (Baehring ve ark., 2003). Diinya Saglik Orgiitii [World
Health Organizastion, (DSO)] 2016°da merkezi sinir sistemi timoérlerini genel olarak alt
bagliklari olan toplamda 17 temel baglikli isimlendirmeyle Tablo 1°deki gibi

siniflandirmistir. (Louis ve ark., 2016).



Tablo 1. Merkezi sinir sisitemi siniflandirmasi (Louis ve ark., 2016).

Merkezi Sinir Sistemi Tumorleri

Yaygin Astrositik Ve Oligodendroglial Ttmorler

Diger Astrositik Ttimorler

Ependimal Tumorler

Diger Gliomalar

Koroid Pleksus Tumorleri

No6ronal ve Karisik Noronal-Glial Tumorler

Pineal Bolge Tumorleri

Embriyonel Tmorler

Kranial ve Paraspinal Sinirlerin Ttmorleri

Menengiomalar

Mezenkimal, Meningotel Dis1 Tiimdrler

Melanositik Tumorler

Lenfomalar

Histiyositik Ttmorler

Germ Hucreli Timorler

Sellar Bolge Tumorleri

Metastatik Tuimorler

Beyinde ve MSS’de ortaya ¢ikan tiim beyin tiimorlerinin en yiiksek ylzdesi , beyin
korteksini ¢evreleyen ii¢ koruyucu doku katmanindan olusan bir yapr olan menenjiler
(Ostrom ve ark., 2017)'de meydana gelen iyi huylu buyumeler olarak bilinmektedir.
Bununla birlikte, ¢ogu malign primer beyin tiimorii, beyin korteksinde goriilmektedir

(Ostrom ve ark., 2017).



Primer beyin timorleri, MSS icindeki hicrelerden kaynaklanan heterojen bir timaor
grubuna karsilik gelir. Primer beyin timorii olan Gliomalar, glial veya prekiirsor

hlcrelerden kaynaklanan ndroektodermal kokenli timorlerdir (Ostrom ve ark., 2017).

Beyindeki bir glial hiicreden veya glial-progenittr hiicreden tiretilen timér, glioma

tiimor olarak adlandirilmaktadir (Baker ve McKinnon, 2004).

Gliomalar, tiim birincil beyin tiimorlerinin % 30'unu olusturur (Villa ve ark., 2018).
DSO smiflandirmasina gére gliomalar {i¢ ana alt gruba ayrilir. Gliomalarin alt gruplar
astrositomlar, oligodendrogliomalar ve karisik oligoastrositomalar olarak gosterilmistir
(Klink ve ark., 2011). Glioma insidans1 Amerika Birlesik Devletleri'nde 100.000 kiside
3.19 olarak bildirilmektedir (Sancar, 2019).

Astim, egzama ve saman nezlesi gibi alerjik bozukluklar glioma riskinin azalmasi

ile iliskilendirilmistir (Linos ve ark., 2007)

Tablo 2. Glioma simiflandirmasi (Taal ve ark., 2015 )

EVRE EVRE EVRE II EVRE 111 EVRE IV
) SINIRLI DAGINIK
TiP
DUSUK EVRE YUKSEK EVRE
Pilositik Diisiik dereceli Anaplastik

Astrositoma . Glioblastoma
astrositoma

astrositoma astorositoma

Oligodendroglioma

Diistik dereceli

oligodendroglioma

Anaplastik

oligodendroglioma

Astro-

oligodendroglioma

Diistik dereceli

oligo-astrositoma

Anaplastik oligo-

astrositoma

Gliomalar malign beyin tiimérlerinin % 75'ini olusturur ve malign beyin

timorlerinin yarisindan fazlasini GB olusturmaktadir (Ostrom ve ark., 2017). Glioma




tiimorleri siiflandirmasinda astrositik kokenli tiimdorleri arasinda (Taal ve ark., 2015 ) en

kotii huylu tiimorii olan glioblastoma bu tez ¢alismasinin konusunu olusturmaktadir.

2.3. Glioblastoma

GB, DSO tarafindan evre IV astrositom olarak siniflandirilmistir. Klinik olarak bu
timorlerin terapotik direng, anjiyogenezin tesviki, immiin modiilasyon ve normal beyin

dokusunu istila etme egilimi gibi 6zellikler gosterdigi rapor edilmistir (Dixit ve ark., 2017).

Amerika Birlesik Devletleri'nde gliomalarin % 54'iinii ve primer beyin tumaorlerinin
%]16'sin1 olusturan (Sancar, 2019) Glioblastoma, Amerika Birlesik Devletleri Merkezi
Beyin Timéri Kaydi [Central Brain Tumor Registry of the United States, (CBTRUS)]
raporuna gore 2007-2011 yillar1 arasinda amerikadaki tiim primer beyin tiimdrlerinin %
15.4'Unu ve primer malign beyin tumoérlerinin % 45.6'sim1 olusturdugu rapor edilmistir
(Ostrom ve ark., 2014).

GB'nin goriilme oraninin Asyalilar, Latinler ve Beyazlar dahil diger etnik gruplarda

daha yiiksek oldugu gosterilmistir (Iacob ve Dinca, 2009).

GB goriilme yas1 ortalama yas 64'tiir (Bush ve ark., 2017). GB’de sagkalim orani
yaklagik 14.6 aydir (Bayin ve ark., 2014).

GB gelisimine neden olan ¢evresel faktorler arasinda vinil Klorir, pestisitler, sigara
i¢imi, petrol rafinerisi ve sentetik kaucuk tiretimindeki diger cevresel etkenlere maruz
kalma, gliomalarin gelisimi ile dolayli olarak iliskilendirilmistir (Davis, 2016). Cep
telefonlarindan elektromanyetik alanlarin, formaldehitin ve iyonlastirict radyasyonun

GB'ye yol agtig1 kanitlanmamustir (Alifieris ve ark., 2015).

GB, multidisipliner bir ekip yaklagimi ile tedavi edilir (Bush ve ark., 2017).
Glioblastomada gilincel tedavi yontemi cerrahi rezeksiyonu sonrasi radyoterapi ve

kemoterapi uygulamasidir (Clarke ve ark., 2010).



Tek basina cerrahi rezeksiyon, yaklasik 6 aylik sagkalimla sonuclanir. Cerrahi
rezeksiyon ile radyoterapinin kombine tadevisinin hastalarda ortalama sagkalimi 12.1 aya
kadar uzattigi bilinmektedir. Bu tedavi kombinasyonuna Temozolomid (TMZ)'nin

eklenmesi ile sagkalimin 14.6 aya kadar uzadigi gosterilmistir (Stupp ve ark., 2005).

GB’y1 diger kanserlerden ayiran; Hiicrelerin kontrolsiiz proliferasyonu, yaygin
sizma, nekroz egilimi, anjiyogenez, apoptoza karsi yogun direng gostermesi ve yaygin

genomik kararsizlik gibi 6zelliklere sahip oldugu bildirilmistir (Furnari ve ark., 2007).

Yukarida belirtilen genetik ve davranigsal 6zelliklerden dolay1 GB tedavisinde genel
olarak tedaviye diren¢ gelismektedir. Bu nedenle giincel ve etkin tedavi uygulamalarina

ihtiyag vardir.

2.1.3. Glioblastoma genetigi

Glioblastoma; primer (de novo) GB ve sekonder GB olarak iki gruba ayrilir
(Jesionek-Kupnicka ve ark., 2014).

Primer GB’ler glial 6ncii hiicrelerden direkt gelisen ve ilk histopatolojik incelemede
glioblastoma tanist konulan tiimorlerdir. Sekonder GB’lerin diisiik dereceli yaygin
astrositom veya anaplastik astrositomlardan gelistigi rapor edilmistir (Ohgaki ve Kleihues,

2013).

Gliomalar, Izositrat dehidrogenaz (IDH) 1 ve IDH Il genleri ve 1p/19q kromozom
delesyonun varligina gore iki fakli sekilde siniflandrilir (Villa ve ark., 2018).

Izositrat dehidrogenaz 1 (IDH1) geni mutasyonlarinin sekonder GB tanisinda klinik
ve patolojik kriterler {izerine  giivenilir, objektif bir molekiiler marker oldugu

diistiniilmektedir (Nobusawa ve ark., 2009).



Ek olarak primer glioblastomalarda gen ekspresyon profili ve genetik degisikliklere
gore subtipler tanimlanmistir (Sasmita ve ark., 2018). Bu subtipler ‘prondral’, ‘noral’,

‘klasik’ ve ‘mezenkimal’ olarak isimlendirilmislerdir (Sasmita ve ark., 2018).

2.1.4.Glioblastoma epigenetigi

GB’de genetik faktorler disinda epigentik faktorlerde GB’nin molekiler ve klinik
yapisin1 dogrudan etkiyebilmektedir. Histon modifikasyonlari, deoksiribonikleik asit
(DNA) metilasyonu (Esteller, 2008) ve kodlanmayan ribonukleik asit (RNA)’lar (Mattick
ve Makunin, 2006) dahil olmak (zere bircok epigenetik mekanizma bildirilmistir. DNA
metilasyonu  omurgalilarda  histon  modifikasyonlari; neredeyse sadece CpG
dintkleotitlerinde, amino-terminal histon kuyruklari i¢indeki spesifik pozisyonlarda ortaya
cikar. (Bernstein ve ark., 2007).

Histon modifikasyonlari, esas olarak asetilasyon, metilasyon, fosforilasyon,
ubikitinasyon ve sumolasyon dahil olmak Uzere cekirdek histonun N-terminal kuyruklari
boyunca meydana gelen translasyon sonrasi modifikasyonlardir (Kanwal ve Gupta, 2012).
Histon kuyruklarinda yapilan translasyon sonrasi degisiklikler, kromatinin yapisal
durumunu ve genlerin transkripsiyonel durumunu yonetir. Bu modifikasyonlar geri

doniisimliidiir.

Histon asetil transferazlar (HAT'ler) ve histon deasetilazlar (HDAC'ler), sirasiyla N-
terminal lizin kalintilarinda histon asetilasyonu ve deasetilasyonu ile epigenetik
modifikasyondan sorumludur. Hem HAT'lar hem de HDAC'lar, gen ekspresyonu ile ilgili
kromatin yapilarinin diizenlenmesinde 6nemli rol oynar; yani, HDAC'lar ve HATlar,
histonun DNA baglanma kabiliyetini arttirir ve azaltir. HAT ve HDAC’lar sirasiyla genin
aktiflesmemesi ve aktivasyonu i¢in DNA yogunlagsmasina ve dekondenzasyonuna yol acar
(Vahid ve ark., 2015).
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Tablo 3. Gliomanin major genetik ve epigenetik alt gruplari. Karakteristik epigenetik
degisiklikler kalin yazilmistir (Gusyatiner ve Hegi., 2018).

Astrositoma
IDH
mutasyonu
DSO Simf I1

Oligodendroglio
ma IDH
mutasyonu 1p/1q
delesyonu DSO
Simf 11

Astrositoma

Oligodendroglio

Amplifikasyon
u

IDH ma IDH
Mutasyonu mutasyonu 1p/1q
DSO Sumif ITI delesyonu DSO
Sumif 111
Glioblastoma Glioblastoma Glioblastoma Glioblastoma
H3K27M DSO H3G34R/V IDH wt IDH mutastonu
Simif IV DSO Simf IV DSO Smif IV DSO Smf IV
MGMT <5% ~65% ~35-50% ~90% ~100%
Metilasyonu
Yas grubu coguk Cocuk/geng Daha yash Geng yetigkin
yetigkin yetiskin
Karekteristik H3 Lizin DNA CHRY G-CIMP G-CIMP TERTp
degisiklikler trimetilasyon Hipmetilasyonu | Kazanimi ATRX Mutasyonu
kaybi Mutasyonu
CHR10 Kayb: | TP53
Mutasyonu
TERTp
Mutastonu
EGFR

CHR: kromozom; H3: histon 3; GCIMP: Glioma CpG ada metilatér fenotipi; MGMT: O6-Metilguanin-DNA Metil
Transferaz; ATRX: ATP’ye bagh helikaz; TERTp: Telomeraz Ters Transkriptaz promotor; IDH: Izositrat dehidrogenaz
DSO: Diinya saghk orgiitii 1p1q:1p ve 1q delesyon
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MGMT (O6-metilguanin metiltransferaz) geninde saptanan metilasyon glioblastoma
icin onemli bir biyomarkerdir (Kessler ve ark., 2018). MGMT, DNA tamir proteinidir
(Esteller ve ark., 2000). Bu gen promotordeki metilasyon ile susturulabilir, MGMT
genlerinin promotor bolgelerindeki hipermetilasyonun glioblastomada daha uzun sagkalim
ile iliskili oldugu gosterilmistir (Hegi ve ark.,2005). O6 pozisyonunda bir alkil grubuna
sahip olan DNA, bir iplik kopmas1 ya da bir G — A gecisi mutasyonu yoluyla guanin bazi
ile timin bazinin yanlis eslesmesine yol agabilecek potansiyel bir mutajenik lezyona sahiptir
(Gerson, 2004). DNA onarim olmadan apoptozu aktive ederek hiicre 6liimiine yol agabilir.
MGMT, DNA hasarin1 6nlemek igin O6 alkil grubunu g¢ikarmaya c¢alisir (Braun ve
Ahluwalia, 2017). Alkil grubunun ¢ikarilmasindan sonra, yeni alkillenmis MGMT proteini
geri donlisiimsiiz olarak inaktive olacak ve bozulacaktir (Braun ve Ahluwalia, 2017).
MGMT geni, promotdr bolgesi metillendiginde susturulur. Bu susturma GB tiim0rlerinin
molekiiler profilinde, kemoterapiye daha iyi yanit dngéren 6zellige sahip olmasina neden

olur (Weller ve ark., 2010).

2.4. Histon Deasetilaz Enzim Ailesi

Proteinojenik lizin kalintilarinin e-amino grubunda geri doniistimlii lizin asetilasyon
islemi HAT tarafindan katalize edildigi bilinmektedir. Asetil gruplari, HAT'm fonksiyonel
antagonistleri, HDAC'lar ile uzaklastirilir (Kuo ve Allis, 1998)

HDAC enzimleri maya proteinleri ile dizi benzerligi ve homolojisine gore
tanimlanmaktadir. Filogenetik analizlerde insan genomunun dort sinifa ayrilan ve toplamda

18 tane HDAC igerdigi bilinmektedir (Barneda-Zahonero ve parra, 2012).

HDAC enzimlerinin, dogrudan veya dolayli olarak gen ekspresyonunun kontroli,
hicre proliferasyonu, hiicre farklilagsmasi, hiicrenin go¢ etmesi ve hiicre oOliimiiniin

diizenlenmesinde rol aldig1 bilinmektedir (Zhang ve Zhong, 2014).
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GB hiicrelerinde ve primer GB dokularinda, hem mRNA hem de protein
seviyelerinde neoplastik olmayan beyin dokularina kiyasla artmis HDACI1, 3 ve 6
ekspresyon seviyeleri gdzlemlenmistir (Staberg ve ark., 2017). Ozellikle, HDAC1 ve 3
ekspresyon seviyeleri, GB hicrelerinde meydana gelen en yiksek ekspresyon seviyeleri
DSO tiimér dereceleri ile iliskilidir. HDAC2, smif I HDAC ailesinin bir iiyesidir.
HDAC9’un prognozu kotii olan GB hastalarinda asirt eksprese edildigi rapor edilmistir
(Yang ve ark., 2015). GB hicrelerinde yiiksek HDAC2 ekspresyonu bildirilmistir (Zhang
ve ark., 2016).

HDAC6'nin asir1 ekspreyonu GB hiicrelerinde proliferasyonu arttirdigi rapor
edilmistir (Wang ve ark., 2016).

Epigenetik modifikasyonlar oldukc¢a spesifik enzim kompleksleri tarafindan katalize
edildiginden yeni terapotik ilag hedefleme potansiyeli vardir (Williams ve ark.,
2017).Yukarida HDAC’larin GB’deki rollerine iliskin verilen bilgiler, HDAC’lar1 hedef
alan inhibitorlerin kullanilmasi GB’de yeni bir tedavi yaklasiminin gelismesini katki
sunabilir. Bu tez calismasinda da HDAC inhibitorlerinden Sodyum Biitirat (SB)’in etkisi

arastirilmastir.
2.5. Histon Deasetilaz inhibitorleri

Histon deasetilaz inhibitorleri (HDACi) HDAC’lar1 inhibe eden, aktivitelerini ve
fonksiyonlarin1 degistirebilen, proteinler icindeki lisin kalintilarinin posttranslasyonel

asetilasyonunu tesvik eden heterojen bir ajan grubudur (Jaworska ve ark., 2017).

HDAC ] ’ler kimyasal yapilarina gore hidroksamik asitler, kisa zincirli yag asitleri,
benzamidler, siklik peptiler ve sirtuins inhibitorleri olarak adlandirilmaktadir (Eckschlager
ve ark., 2017).
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Tablo 4.Histon deasetilaz enzim inhibitorleri (Lee ve ark., 2015).

Hdac Histon Kan Beyin Glioblastoma Diger Onaylanan
inhibitor ilac Deasetilaz Bariyeri Uygulamalar Kullanimlar
Smif Spesifikligi Penetrasyonu | 11¢in Gelisim
Evresi
Pivaloiloksimel Kiglk hucreli
butirat (Pivanex, Smif I/ Smif II | evet On Klinik olmayan kanseri faz I1
Kisa Zincirli AN-9) (stopped)
yag asitleri
Sodyum Biitirat Sinif I/ Simif 11 evet On Klinik Bagirsakta endojen
antibiyotik faz 11
Buphenil (Sodyum | Smif I/ SmifII | evet Asama 11 Ure déngiisii
FenilButirat) bozukluklari tedavisi
iyi Epilepsi tedavisi,
valproat Sinif I/ Simif 11 Asama II aoreksi nevroza, panik
atak, anksiyete
bozukluklari
Benzamidler entinostat (MS-275) | HDAC 1,2, 3 Diisiik On klinik Meme kanseri faz Il1
Siklik Romidepsin HDAC 1, 2,3,8
peptitler (Istodax, Diisiik Faz I/ 11 Deri T-hicresinin
FK228, tedavisi
FR901228 )
Azelaik
bishidroksamik asit | HDAC 3 Veri yok On Klinik Yok
ABHA)
m-karboksisinamik | HDAC 3 Geger On Klinik Yok
bishidroksamik asit
(CBHA)
Dacinostat Sinif VII iyi On Klinik Yok
(LAQ824)
Hidroksamat | AR-42 (OSU- Pan-HDAC Gecer On klinik Akut miyeloid l8semi
tirevleri HDAC-42) icin Faz |
Panobinostat (LBH- | HDAC 1,2, 3,6 | iyi Faz Il Birkag kanser i¢in Faz
589) i
Quisinostat Smif I ve I Veri yok On Klinik Faz Il T hucreli
lenfoma
Suberik HDAC 1, 3 Veri yok On klinik Yok
bishidroksamik asit
(SBHA) Scriptaid HDAC1,3,8 Veri yok On Klinik yok
Trichostatin A HDAC 1, 2, 3, Yok On klinik yok
4,6,7,10
Vorinostat (SAHA) HDAC 1, 2, 3,6 | Diisiik Faz 11 kitanoz T hicreli
lenfoma ve diger
bircok kanser igin faz
denemelerimde
Cesitli- Dially Bilinmiyor Veri yok On Klinik yok
trisulfit Trisulfid(DATS)
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HDAC inhibitorleri, hiicresel farklilasma, apoptoz, yaslanma, hiicre dongiisii
dizenlenmesi, otofaji, reaktif oksijen tiirlerinin olusumu, anjiyogenez ve metastazin
engellenmesi gibi birgok mekanizmada rol alan antikanser ajanlar olarak bilinir (Marks ve
Xu, 2009; Falkenberg, Johnstone, 2014).

Tablo 5. HDACa inhibitorlerinin temel etkileri. (Lee ve ark., 2017).

Tiimor hiicreleri iizerindeki dogrudan etkiler

Biyolojik etkiler HDAC inhibitorlerinin temel etkileri

Apoptozisin intrinsik  ve ekstrinsik apoptoz  yolaklar1 yoluyla
uyarilmast ROS iretimi arttirllmig ve serbest radikal temizleyicileri
tretimi azaltilmig

Immiinojenik hiicre liimii

Hucre 6limi

DNA Hasari1 ve DNA tamir proteinlerinin azalmis veya bozulmus fonksiyonu ile DNA
Onarimi hasarinin birikmesi

gﬂf&irma Dongisd Hicre dongusi inhibisyonun indiklenmesi
Senesens Senesensin indlklenmesi

Otofaji Otofaji induksiyonu

Farklilasma Farklilasma indiiksiyonu

Tamor Artmig immunojeniklik

Immiinojenitesi TUmor hicrelerinin artmis antijenitesi

Tumér Hiicreleri Uzerindeki Dolayh Etkiler
Biyolojik etkiler HDAC inhibitdrlerinin temel etkileri

Dendritik hiicre farklilagsmasi ve fonksiyonunun inhibisyonu
Makerofajlar, nétrofiller ve eozinofillere olan sitotoksisite

B hucrelerinde apoptozun indlksiyonu

NK ve sitotoksik T hiicrelerince timér 6lumu

CD8* farklilasma ve fonksiuonun artmasi

Diizenleyici T hiicrelerinin immiinbaskilayiciliginin inhibisyonu
Inflamatuar sitokin iiretiminin baskilanmas1

PD-L1 ekspresyonunda artig

Immiinomodiilasyon

Anjiyogenezin Pro-anjiyojenik genlerin ekspresyonun baskilanmast

Inhibisyonu

Metastazin Pro-metastatik genlerin ekspresyonunn baskilanmasi
Inhibisyonu Anti-metastatik genlerin artmis ekspresyonu

Glikoz . .

Metabolizmasi Glikoz kullanimimin engellenmesi

ROS: Reaktif oksijen turleri, NK: dogal oldiiriicii CD8* : Sitotoksik T hucreleri PD-L1:

Programlanmis 6liim ligand 1
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HDACT?’ler hiicrenin biiylime, ¢ogalma ve farklilasma gibi yolaklarda etkili
epigenetik modifikasyonlar1 etkileyen ©nemli molekiil gruplarindan biridir. Biitiin
HDACT ’lerin in vitro kanser modellerinde ekstrinsik yada intrinsik veya her iki sekilde de

apoptozisi aktive ettigi bildirilmektedir (Carew ve ark., 2008).

Su ana kadar tanimlanmis pek ¢ok HDACi bulunmaktadir. Bu tez ¢caligmasinda kan
beyin bariyerini gecen HDAC;i’lerden SB ¢alisilmistir.

2.1.5. Sodyum butirat

Butirat, insan ve hayvanlarin kalin bagirsaginda mikrobiyal fermantasyon ile
uretilir. SB, batirik asidin sodyum tuzudur (Bedford ve Gong, 2018). SB, sinif I ve simf II

histon deasetilazlari inhibe etmektedir (Lee ve ark., 2015).

Sekil 2. Sodyum bitiratin kimyasal yapisi

Kan beyin bariyerini gectigi (Lee ve ark., 2015) i¢cin beyin tiimorlerinde terapotik
potansiyeli olabilecegi diisliniilen (Marks ve Xu, 2009) SB’nin yalniz basina veya diger
kematerapdtik potansiyeli olacak adaylarla kombine kullanimi yeni bir tedavi yaklagimi

olabilir.

Bu yeni tedavi yaklagimlarindan bir tanesi de, proteazom yolag: inhibitorlerinin SB
ile Dbirlikte kullanimi  olabilir.  Proteozom yolagi inhibitorleri, epigenetik

modifikasyonlardan biri olan ubikitinasyon yolu iizerinde kullanilir. Bu tez ¢alismasinda da
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yeni bir tedavi yaklasimimin preklinik verilerinin elde edilebilmesi i¢in histon deastilaz
inhibitdri olan SB’nin proteazom yolagi inhibitorlerinden “Celastrol” ile birlikte

kullaniminin GB’de ki olas1 terapdtik etkisi arastirilmistir.
2.4, Celastrol

Ubiquitin (Ub) proteini, hiicrede yanlis katlanmis ve hasarli proteinlerin proteozom
molekiiliine tasinmasi ve pargalanmasinda gorev almaktadir (Yewdell, 2001). Proteozom,
hiicre i¢i proteinlerin kiitlesini kontrollii bir sekilde pargalayan 6nemli bir proteazdir (Rock
ve ark., 1994). Cesitli tiirleri tanimlanan proteozom molekilinin kabul géren ve insanda
bulunan formu 26S proteozomdur. 26S proteazom, 20S proteozom ve 2 tane 19S
diizenleyici kompleksten olusan ve yaklasik 60 alt birimi igeren bir proteozomdur (Lecker
ve ark., 2006). Yeni sentezlenen proteinlerin yaklasik tigte birinin sentezlendigi dakikada
proteozomlar tarafindan yikildig1 bilinmektedir (Yewdell ve ark., 2001). Proteozom
aktivitesi hiicrede apoptoz ve onkojenik transformasyon gibi birgok islemlerin kontrol
edilmesinde rol aldig1 bilinmektedir (Dou ve Li, 1999) .

Proteozom inhibitorlerinin antikanser etki gosterdigi bilinmektedir (Almond ve
Cohen, 2002). 26S lik proteozomu olusturan alt komplexler hedeflenerek inhibitorler
gelistirilmistir. Bu proteozom inhibitorlerinin farkli tiimdr tiplerinde apoptozu indiikledigi
ve anjiyogenezi inhibe ettigi gosterilmistir (Frankland-Searby ve Bhaumik, 2012).
Bortezomib, Amerikan Gida ve Ilag Dairesi (FDA) tarafindan onaylanan ilk proteozom
inhibitoradar. Bortezomib,  klinikte multiple myeloma ve mantle htcreli lenfoma
tedavisinde kullanilmaktadir (Frankland-Searby ve Bhaumik, 2012).

Celastrol, HSP90 (Is1 soku proteinleri 90)’nin Adenozin 3" trifosfat enzimi (ATPaz)
aktivitesini inhibe eden bir proteazom inhibitorii olarak tamimlanmistir (Zhang ve ark.,
2009). Celastrol, Tripterygium wilfordii (gok giiriiltiisii asma tanris1), Celastrus orbiculatus,

(oryantal aci tatli), Celastrus aculeatus (aci tatl), Celastrus reglii, Celastrus scandens
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(Amerikan aci tatl) ve Celastrol ailesinin diger liyeleri dahil birka¢ geleneksel sifali Cin
bitkisinin biyoaktif bir bilesenidir (Jin ve ark., 2002). Bu bitkilerin bazilarinin kok, agag
kabugu ve koklerinin 6zleri uzun siiredir Cin ve diger Asya Ulkelerinde romatoid artrit,
sistemik lupus eritematozus ve alerjiler dahil olmak iizere ¢ok ¢esitli kronik enflamatuar
bozukluklarin tedavisinde kullanilmaktadir (Jin ve ark., 2002). Celastrol ayrica anti-

enflamatuar 6zellige sahip oldugu bildirilmektedir (Wong ve ark., 2012).

Celastrol, kinon metitler olarak adlandirilan kiiglik bir organik bilesik sinifina ait
olan bir pentasiklik triterpendir. Tripterin olarak da bilinen celastrol (Venkatesha ve
Moudgil, 2016) 450.6 g/mol agirliga sahiptir ve molekiiler formiilii C29H3gO4'tlir. Soluk
kahverengi ila turuncu kirmizi kristal tozdur ve erime noktasi 219-230°C arasindadir.
Celastrol, 253 ve 424 nm'de maksimum UV/gorinlr absorpsiyon spektrumuna sahiptir.

Elektrofilik bir bilesik olan Celastrol suda az miktarda ¢6zunur, ancak dimetilsilfoksit

(DMSO) ve etanol gibi polar olmayan cozlcilerde kolay cozinir. (Venkatesha ve
Moudgil, 2016).

Sekil 3. Celastrol’iin molekiiler yapis1 (Venkatesha ve Moudgil, 2016).
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PROTEOZO

Sekil 4. Celastrol’lin etkiledigi hiicre i¢i yolaklar [(Wu ve ark., 2016), UPR: katlanmams protein
yamit1, HIF-1a: Hipoksi ile Indiiklenen Faktor bax: timér baskilayici protein hsp 90: Is1 soku proteini 90 IL-6: Interlokin
6 Nf-Kb: Nikleer faktor-kappa B IKK: IKB kinaz ]

Celastrol'in  bircok kanser modelinde (prostat, pankreas, l6semi ve melanom vb)
antikanser (Hassane ve ark., 2008) ve anti-metastatik aktiviteleri oldugu bilinmektedir
(Petronelli ve ark., 2009; Gubta ve ark., 2010; Pang ve ark., 2010). Ayrica, Celastrol’ln
diger antikanser ilaglarla birlikte kullanildiginda radyoterapinin faydali etkilerini
giiclendirdigi gosterilmistir (Dai ve ark., 2009). Bu aktivitelere dahil olan ve celastrolden
etkilenen ana hicresel siregler; hicresel proliferasyonun inhibisyonu, apoptozun
indiiklenmesi, malign doku istilasinin 6nlenmesi ve anjiyogenez blokaji oldugu rapor
edilmistir (Gubta ve ark., 2010; Kannaiyan ve ark., 2011; Li-Weber, 2013). Han ve ark
yapmis oldugu c¢alismada Celastrol'iin reaktif oksijen tiirleri (ROS) aracili otofaji ve

apoptoziyi indiikleyebilecegi (han ve ark., 2014) rapor edilmistir.
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3. GEREC VE YONTEM

Bu tez calismasmin deney siiregleri Yiiziincii Y1l Universitesi Tibbi Biyoloji
Anabilim Dali ve Veteriner Fakiiltesi Biyokimya Anabilim Dali Laboratuvarlari’nda

yuritilmustir.
3.1. Gereg

3.1.1. Kullanilan hiicre serileri

Tez ¢alismasinda 2 adet GB hiicre serisi kullanilmistir (Tablo 6).

Tablo 6. Tez ¢alismasi kapsaminda kullanilan hiicre serileri.

LN405 T98G
Organizma fnsan Insan
Cinsiyet, yas Kadin, 62 Erkek, 61
Doku Beyin Beyin
Morfoloji Fibroblast Fibroblast
Yizey Yapisan Yapisan
tutunumu Hiicreler Hicreler
Tumérijenik Hayr Hayir
Hipertetraploid ve . .
Karyotip polipliod (%37) Hiperpentaploid
DMEM (High RPMI-1640,
Besiveri 1 yiukoz)-%10 FBS %10 FBS
Besi yeri Haftada
yer]ilerT]e Haftada 2 kez 2.3 ke
stresi
90,25 Tripsin %0,25 Tripsin +
Pasaj metodu +%0,1 EDTA %0,1 EDTA
Ayirma orani 1:2-1:3 1:3-1:10
Biyogiivenlik 1 1
dizeyi
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3.1.2. Hicre kiltura

Hicre kdlturi uygulamalarinda kullanilan molekiil ve geregler Tablo

verilmigtir.

Tablo 7. Hiicre kiiltiirii uygulamalarinda kullanilan molekiil ve geregler.

7’de

acid (EDTA)
Applichem marka, No: 6381-
92-6

Isim Marka Ozellik/Katalog Numarasi

Sodyum Bitirat Sigma B5887 (1 gr)

Celastrol Sigma C0869 (10 mg) (HPLC)

Besi yeri Capricorn DMEM-HA (DMEM High Glucose (4.5
Scientific g/l), with L-Glutamine) Lot No: CP18-

2472

Fotal Bovine Serum Biological European grade, 0.1puM filtre edilmis
Insdustries

Penisilin-Streptomisin Capricorn 100X, PS-B, Lot No:CP15-1396
Scientific

L-Glutamine Capricorn 200 mM, GLN-B (100 ml)
Scientific

Trypsin-EDTA Capricorn DBPS i¢inde, Lot No: C17-1635
Scientific (100 ml)

Flask (25¢cm?) Biologix Polystrene, 07-8025

Flask (75¢cm?) Biologix Polystrene, 07-8075

15 ve 50 mI’lik Tiip Biologix 10-9151 (15 ml), 10-0502 (50 ml)

96 kuyuklu plak Corning 3361

6 kuyucuklu plak Sunub TCP-6

Dondurma tipleri Corning 430659

Transfer pipeti Biologix 30-135A1 (3ml)

Hiicre sayim lami Neubauer 68052-14, 68052-15
Haemocytometry

Dimetilsulfoksit (DMSO) Applichem A3672,0100

Fosfat Tuz Tamponu (PBS) Sigma P4417, Tablet, (pH: 7,4) (Ca** veMg**

icermeyen)
Ethylenediaminetetraacetic Vivantis PCO0706

Serolojik Pipet : Greiner
bio-one, 5 ve 10 ml’lik
Sterilizasyon amagli Etil

Greiner Cellstar

P7615 (5 ml) ve P7740 (10 ml)

Alkol (%75°lik)  Riedel-de
Haen, No: 64-17-5:
Steril Tupler Biologix Farkli biiytikliklerde (0,2; 0,5; 1,5; 2
ml’lik) tupler, Polietilen mikrosantrif{j ttpler
Etil Alkol (%75°1ik) Merck 64-17-5




3.1.3. 3-(4,5-dimethyldiazol-2-yl)-2,5 diphenyl Tetrazolium Bromid
sitotoksisite testi

MTT sitotoksisite testinin yapilabilmesi i¢in gerekli malzemeler Tablo 8’de

verilmistir.

Tablo 8. MTT testinde kullanilan geregler.

isim Marka Ozellik/Katalog Numarasi

Thiazoly Blue Tetrazolium Sigma M5655-1¢g

Bromide (MTT)

MTT stok sollisyonu 5 mg toz MTT 1 ml steril PBS icerisinde ¢dzuldi ve filtre
edilerek (0,20 pm’lik) kullanildi

MTT ¢alisma  soliisyonu (96 10 pl MTT soliisyonu (5 mg/1 ml)
kuyucuklu plakta bir kuyucuk igin)

90 pl besi yeri karigtirilir ve her bir kuyucuga eklenir

DMSO Applichem A3672,0100
96 kuyucuklu plak Costar CLS3599
MTT lizis soltisyonu Triton-X Her bir kuyucuga hazirlanan soliisyondan 100 ml eklenir.
(Sigma)
100 ml lizis soliisyonu hazirlanmasi:
HClI (01 N
Fischer Triton X (T8787) (1 ml)
Scientific)
) HCI (AC 12420-0010) 0,1 N (10 ml)
Isopropanol
(Merck) isopropanol (109634) (89 ml)
Filtre Sartorius 16532; 0,22 um’lik
Minisart
Steril Tupler Biologix Farkli buyiikliiklerde (0.2; 0.5; 1.5; 2 ml’lik), Polietilen
mikrosantrifij tipler
Pipet ve pipet uglari Biologix Farkli bityiiklikklerde mikropipet ve uglari
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3.1.4. Total RNA izolasyonu

Total RNA izolasyonunda kullanilan malzemeler Tablo 9°da verilmistir.

Tablo 9. Total RNA izolasyonunda kullanilan malzemeler

Isim Marka Ozellik/Katalog Numarasi

Trizol Sigma T9424-100ml

Kloroform Merck 366927-2,5L

Isopropanol (=2-Propanol) Merck 19516

Etil Alkol Sigma 64-17-5

Steril Su BioShop WAT222.100

Steril Tiipler Biologix Farkll-buyuklluklerde.((.).,.2;"0,5; 1,5; 2 mI’lik) tiipler,
Polietilen mikrosantriftj tipler
D5758-50 ml

Diethyl pyrocarbonate Sigma %0,1 konsantrasyonda 100 ml steril distile su (dH20)’ya

(DEPC) g 0,1 ml DEPC eklendi. Bu soliisyon oda sicakliginda 1 saat
bekletildi, ardindan otoklanip (15 dakika, 100°C)
sogutularak kullanildi

Pipet ve pipet uglari Biologix Farkl1 bityiikliiklerde mikropipet ve uglari

3.1.5. cDNA sentezi

cDNA sentezinde kullanilan malzemeler Tablo 10°de verilmistir.
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Tablo 10. cDNA sentezinde kullanilan malzemeler

isim Marka Ozellik/Katalog Numarasi
cDNA sentez kiti GeneAll HyperScriptFirst Strand Sythesis Kit/601-005
Steril Tupler Biologix 0,2m!’lik tiipler, Polietilen mikrosantrifiij tiipler
Steril Su BioShop WAT222.100
PZR makinesi Rotor Gene Gergek zamanli PZR aleti cDNA sentezinde kullanilmistir.
Pipet ve pipet uglari Biologix Farkl biiyiikliiklerde mikropipet ve uglart

3.1.6. Agaroz jel elektroforezi

Agaroz jel elektroforezinde kullanilan malzemeler Tablo 11°da verilmistir.

Tablo 11. Agaroz jel elektroforezinde kullanilan malzemeler

Isim Marka Ozellik/Katalog Numarasi
Tris baz Duchefa T1513
Biochemie
Borik asit Merck 203667
EDTA Sigma 798681
. . Tris baz (54 gr), borik asit (27,5) ve 20 ml EDTA (0,5 M)
10XTBE solusyon (pH:7.5) steril distile suda ¢ozilerek 1 litreye tamamlanmugtir.
Agaroz Vivantis PC 0701
1 g agaroz, 100 ml 1XTBE igerisinde eritilerek hazirlandi.
% 1’lik agaroz Eritildikten sonra igerisine 3 pl Etidyum bromur (10
mg/ml) eklendi.
Etidyum Bromir Vivantis PC 0707 (10 ml)
Brom fenol mavisi Ambresco 115-39-9
Pipet ve pipet uglari Biologix Farkl1 biyiikliiklerde mikropipet ve uglart
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3.1.7. Gerc¢ek zamanh PZR (RT-PZR)
RT-PZR’da kullanilan malzemeler Tablo 12°de verilmistir.

Tablo 12. RT-PZR’da kullanilan malzemeler.

Isim Marka Ozellik/Katalog Numarasi
WizPure™ RT-PCR 2X . Wast
WizPure
Master
Steril Tupler Biologix 0,2ml’lik tiipler, Polietilen mikrosantrifiij tiipler
Steril Su BioShop WAT222.100
Biologix
Pipet ve pipet uclari Farkli biiyiikliiklerde mikropipet ve uglari

3.1.8. Akim (Flow) sitometri

Akim sitometri deneyinde kullanilan malzemeler Tablo 13’de verilmistir.
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Tablo 13. Akim sitometri deneyinde kullanilan malzemeler

Isim Marka Ozellik/Katalog Numarasi
Etil Alkol Sigma 3221
RNase Sigma R6513
Propidium lodide Sigma 81845

Pipet ve pipet uglart | Biologix | Farkli biiytikliiklerde mikropipet ve uglari

3.1.9. Calismada kullanilan alet/makineler

Tez kapsaminda yapilan tiim deney sireclerinde kullanilan alet/makineler Tablo

14°da 6zetlenmistir.
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Tablo 14. Tez kapsaminda kullanilan genel alet/makineler.

Isim Marka Ozellik/Katalog Numarasi
Laminar Kabin Metisafe Clas Il
CO2’li incubator Memmert UNB 200
Inverted Mikroskop Olympus CKX31
Sogutmali Santrifij Universal 320R  (mikro ve 15ml’lik falkon
rotorlariyla)
Vortex MRC SI-100
Hassas Terazi Dikoman FGH
Hassas terazi Radwag 220.R2
Isitmal1 plak MRC HSD-135
Mikrofj INOVIA MINO-10K
Translimunator MRC UV-26
Elektorforez Tanki SCIE-PLAS SVG-SYS Vari-gel
Gili¢ Kaynagi Consort EV231
Mikrodalga Firin Arcelik MD 574
Su banyosu MRC WBO-100
Biodrop
Distile su cihazi Merck Millipore Direct-Q 3 UV
Spektrofotometre
RT-PZR Rotor Gene
Azot tanki International 35 ve20 It’lik
Cryogenics
Derin dondurucu (-80 | Sanyo Sanyo
°C)
Akim Sitometri Beckman Coulter EPICS XL MCL,
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3.2. Yontem

3.2.1.Hicre kalturu

Bu tez ¢alismasinda LN-405 ve T98G hiicre serileri kullanilmistir. Hiicreler 37°C,
%5 CO2 kosullart altinda steril ortamda gogaltilmistir. Kiiltiir islemleri asagidaki gibidir.

Hiicreler en uygun besi yeri kullanilarak 75 cm’lik flasklara ekilmistir ve
cogaltilmistir. Hiicrelerin yogunlugu 9%70-80 oranina ulastig1 zaman, hiicreler 2ml PBS
(Ca*? ve Mg*? igermeyen) ile yikanmistir. Daha sonra 0.5 ml Tripsin/EDTA eklenerek
hiicrelerin birbirlerinden ve flaskin zemininden ayrilmalar1 saglanmistir. Serbest kalan
hiicreler steril serolojik pipet ile 15 ml’lik falkon tiiplerine alinmistir. Tiipler 1500 rpm
(revolutions per minute, dakikadaki devir sayisi1)’de 5 dakika santrifiij edilmistir. Santrifiij
sonunda siipernatant atilmis ve hiicrelerin bulundugu pelet kisminin iistiine yaklasik 2ml
besi yeri eklenerek pipetaj yapilmistir. Ardindan hiicreler Thoma lami araciligiyla
sayillmistir. Hiicrelerin yogunluguna gore pasaj yapilmis ve diger test siireclerine
gecilmistir. Hiicreler deneye tabii tutulmayacagi zaman dilimlerinde dondurma sollsyonu
eklenerek karistirilmis ve sonrasinda uygun dondurma tiiplerine (cryovial) aktarilmistir. Bu
tipler, -20°C’de 1 saat ve -80°C’de 24 saat tutulduktan sonra likit nitrojen tanklarinda

saklanmustir.

3.2.2. Sitotoksisite testi

Hiicre kiiltiiriinde ¢ogaltilmis olan hiicre serileri lizerinde SB’nin ve celastrol’iin
olast sitotoksik etkisinin saptanmasi amaciyla hiicrelerin inhibitér dozlari  (ICsp)
belirlenmistir. Bunun i¢in MTT teknigi kullanilmistir. Her bir madde icin 3 kez ve her bir

deneyde 4 tekrar yapilmistir. MTT tekniginde kullanilan protokol asagidaki gibidir;

SB ve celastrol ¢esitli konsantrasyonlarda hazirlanmak {izere sirasiyla su ve
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DMSO ile ¢ozulerek ana ve ara stoklar hazirlanmistir.

Hiicre kiiltiiriinde cogaltilmis olan hiicreler tripsin ile flasklarin zemininden
kaldirilmis, sayim islemleri yapildiktan sonra 96’lik plagin her bir kuyucugunda 8X103
hiicre olacak sekilde ekilmistir. Ardindan hiicreler plagin tabanina yapismalar1 ve uyum

saglamalar1 amaciyla 12 saat boyunca 37°C’de CO2’li etiivde inkiibe edilmistir.

Inkiibasyon sonrasinda plaklardaki hiicreler, hiicre dongiilerinin esitlenmesi icin
8 saat serum agligina birakilmistir. Aclik siiresi sonunda, SB i¢in 5, 10, 15, 20, 25, 30,
40, 50 pM; celastrol icin 0.5, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 8 ve 10 uM konsantrasyonlari

hazirlanmastir.

Hazirlanan konsantrasyonlar plagin her bir kuyucuguna 100 pl besi yeri igerisinde

hiicrelere verilmistir. Ardindan hiicreler 72 saat inkiibasyona birakilmistir.

72. saatin sonunda MTT sireci baslatilmistir. Hiicrelerin tizerindeki medium
atilarak her bir kuyucuga 100ul [10 pl MTT (5 mg/ml) +90 pl besi yeri] MTT

soliisyonu eklenmistir ve hiicreler 37°C’de, CO> inkiibatorde 3 saat inkiibe edilmistir.

Uc saatin sonunda hiicrelerin (izerinde bulunan besi yeri atilmis ve her bir
kuyucuga 100 pl lizing soliisyonu eklenmistir. Boylece yasayan hiicreler tarafindan

olusturulan formazan kristallerinin ¢ézlinmesi saglanmistir.

Formazan kristalleri ¢ézundukten sonra plak okuyucu spektroforometrede her

bir kuyucugun 570 nm’deki absorbans degerleri tespit edilmistir.

Absorbans degerlerinden excel ve Graphad Prism programlar1 araciligiyla

hicrelerin ICso degerleri saptanmistir.

29



3.2.3. RNA izolasyonu

SB ve Celastrol molekdillerinin 1Cso degerleri tek tek ve birlikte, T98G ve LN-405
hiicre serilerine uygulanarak 72 saat inkiibe edilmistir. Ardindan total RNA izolasyonu

yapilmistir. Total RNA izolasyonu protokolii asagidaki gibidir;

Molekdller belirlenen ICso degerlerine gére Sodyum Biitirat, Celastrol, Sodyum
Butirat+Celastrol olacak sekilde 3 grup seklinde uygulanmistir. Ayrica her iki hiicre

serisi i¢in kontrol gruplar1 olusturulmustur.

25cm2’lik flasklara ortalama 1X10° yogunlukta hiicre ekilmis ve 12 saat
inkiibasyona birakilarak flask tabanina tutunmasi saglanmistir. Ardindan 8 saat serum
achigina birakilmistir. 8. saatin sonunda molekiillerin ICso degerleri tek tek ve birlikte

hiicrelere verilerek 72 saat inkiibasyona birakilmaistir.

72. saatin sonunda hiicreler tripsine edilerek toplanmistir. Ardindan +4°C’de 1500

rpm’de 5 dakika santrifiij edilmistir.

Santrifiij sonunda supernatant kismi1 atilmig ve iizerine 2 ml steril soguk PBS (Ca*?
ve Mg*%igermeyen) eklenerek pipetaj yoluyla karismasi saglanmistir. Bundan sonraki

basamaklarda aksi belirtilmedikce islemlere buz iizerinde devam edilmistir.

15ml’lik falkon tiipleri +4°C’de 1500 rpm’de 5 dakika tekrar santrifiij edilmigtir.
Santrifiij sonunda siipernatant atilarak peletin lizerine 1000 pl soguk Trizol eklenmis ve

pipetaj yapilarak 1,5 ml’lik steril tiipe alinmistir.

Trizol hicre karisimi 5 dk oda sicakliginda inkiibe edilmistir. Ardindan 6rnekler
+4°C’de, 3500 rpm’de, 10 dk santrifiij edilmistir. Santrifiij sonunda siipernatant kisminin
2/3 iist boliimii mikropipet yardimu ile steril 1.5 ml’lik tiiplere almmmustir. Uzerine 200 pl

soguk kloroform eklenmis ve tiipler 15 saniye boyunca siddetli bir sekilde vortekslenmistir.
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Vorteks sonrasinda tiipler 2-3 dk oda sicakliginda inkiibe edilmis ve 12000 X g’de
+4°C’de, 15dk santrifiij edilmistir.

Santrifiij sonunda karisim ii¢ faza ayrilmistir; alta kloroformlu faz, ortada hafif
beyazimsi faz ve en iiste RNA’nin bulundugu seffaf faz. Uste olusan seffaf faz mikropipet
yardimiyla yavasca almarak steril 1,5 ml’lik ependorf tlipe aktarilmis ve lstiine 500 pl

izopropil alkol eklenerek pipetaj yapilmstir.

Bu karisim 15-30°C’de 10 dk inkiibe edilmis ve inkiibasyon sonunda +4°C’ de,
12000 g’de, 10 dk santrifiij edilmistir.

Santrifiij sonunda siipernatant atilmistir. Beyazimsi jel benzeri pelet iizerine soguk 1

ml %75’lik etil alkol eklenerek yavasga pipetaj yapilmistir.
Pelet kalktiktan sonra tiipler +4°C’de, 7500 x g’de, 5 dk santrifiij edilmistir.

Santrifiij sonunda siipernatant atilmistir. Tiipler hiicre kiiltiirii laminer kabinde 12-

15 dk tiiplin agz1 agik birakilarak kurumaya birakilmigtir.

Peletler kuruduktan sonra 30-50 pul DEPC’li su ile ¢oziilmistiir. Total RNA’lar
cDNA sentezi yapilmak iizere -80°C’ye kaldirimistir.

RNA’nin kalitatif degerlendirilmesi

Izole edilmis olan Total RNA’larmn kalitatif degerlendirilmesi icin yaklasik 3-5 pl
RNA %1’lik agaroz jel elektroforezinde yiiriitiilmistiir. Yiriitme sonunda elde edilen

goruntulerde 28S, 18S ve 5S RNA saptanmustir (Sekil 5).
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Sekil 5. Elde edilen total RNA’nin %1°lik agaroz jel goriintiisii.

RNA’nin kantitatif degerlendirilmesi

Total RNA’nin kantitatif olarak degerlendirilmesi i¢in BioDrop cihazi
kullanilmistir. Total RNA’nin 260/280 nm’de absorbans degerlerine bakilmistir. Boylece
total RNA’nin miktar1 ve saflig1 saptanmistir. 1 optik dansite (OD) RNA i¢in 40 pg/ml

olarak bilinmektedir.

3.2.4. cDNA (Complementer DNA) sentezi

SB ve celastrol uygulanan hiicrelerden izole edilen total RNA’larin hedeflenen
genlerin ekspresyon seviyelerini tespit etmek icin cDNA’ya doniistiiriilmesi gerekmektedir.
Bu amacla GeneAll HyperScriptFirst Strand Synthesis Kit (Katalog: 601-005)

kullanilmistir. ¢cDNA sentezinde kullanilan kitin reaksiyon igerigi Tablo 15°te verilmistir.
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Tablo 15. cDNA sentez protokoliine gore reaksiyon icerikleri.

Primer (50 (1 pl
HM)

dNTP (10 mM) | 1 pl

Total RNA | ---( 6rnege gore degisir)
(1ng)
dH20 14 pl’ye tamamlanmistir

Her bir 6rnek icin 0.2 ml steril PZR tdplerinin icerisine belirtilen reaksiyon mixi
eklenmistir. Uzerine; 2 pl 10x revers transkriptaz (RTaz) buffer, 2 pl DTT, 1 pl ters
transkriptaz enzimi ve 1 pl Rnaz eklenerek 3-4 sn mikrosantrifiij edilmistir. Ardindan PZR
tiipleri PZR cihazina almmstir. Sicaklik protokolii; 55 °C 60 dakika ve 85°C 5 dk seklinde

uygulanmistir. PZR sonunda 6rnekler ileride kullanilmak tizere -20°C’ye kaldirilmistir.

3.2.5. Gercek zamanh polimeraz zincir reaksiyonu (Real time-PZR; RT-PZR)

Hiicre serilerinden izole edilen RNA’lar kullanilarak yapilan ¢cDNA’lar, bu tez
calismasinda arastirilacak olan genlerin ekspresyon seviyelerinin saptanmasi i¢in RT-PZR
deneyinde kullanilmistir. RT-PZR’de GeneAll® RealAmp SYBR qPCR Master mix kiti
kullanilmigtir (Tablo 16). Hedef genlerin yaninda, deneyin ¢alisip caligmadigini anlamak
amaciyla kontrol geni GAPDH kullanilmistir. Ekspresyonu saptanmasi hedeflenen genlerin
primer dizileri Tablo 17 de verilmistir. Her 6rnek i¢in 3 bagimsiz tekrar yapilmistir.
Ekspresyonlar arasinda olusabilecek rolatif farkliligin belirlenmesi i¢in 2724t formUlasyonu
kullanilmistir. RT-PZR’1n etkinlik degeri genellikle 0.98-0.99’dur. Reaksiyon igerikleri

calismada kullanilan tiim genler i¢in aynidir.
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Tablo 16. RT-PZR i¢in reaksiyon igerigi.

Reaksiyon icerigi Bir érnek icin Reaksiyon Doéngusi
Tampon (2X) SYBR gPCR master | 10 pl 1-95°C 5' denatiirasyon (1 doéng)
miks 2-95°C 15"
Primer Forward : 0.5 pl 3-55°C (54-61°C, gene gore degiskendir) 50"
(10pmol/pl) ° "
(MLH1, MSH2,6, CAS3,8,9, ATGS, . 4-72°C 30
Reverse : 0,5ul
MGMT, GAPDH ) (10pmol/pl) 40 dongii (2°den 4’e)
dH20 7ul Meting Curve (erime egrisi) Analizi
cDNA 2ul Ramp: 50-99
Toplam 20 pl (0.5°C artig, her basamakta 3 saniye )

90 °C 5 saniye

Tablo 17. RT-PZR ile ekspresyon seviyeleri belirlenen genlerin primer dizileri.

Gen Sense Antisense

MLH1 F:5-TTATCC AGC GGC CAG CTA ATG R:5-GCCTCCCTCTTT AACAATCACTT
MSH2 F: 5'- GGA GGA GAG ACT GCT GGA GA R:5-TCCCTTTTT GCC TTT CAACA
MSH6 F:5- CAG TGA ACT GGG GCT GGT AT R:5'- CTG CAC CAG GGA ATC TGA AT
CAS3 F:5'- ATG GAA GCG AAT CAATGG AC R:5-AGT TTCTGAATGTTT CCC TGA G
CAS8 F:5'-GAT GTT ATT CCA GAG ACT CCA G R:5'-GGT AGG TAA TCA GCA AAT CCA
CAS9 F:5-GGCTCTTCCTTTGTT CATCTCC R:5'-TCA CCA AAT CCT CCA GAA CCA
ATG6 F:5- CCATGCAGGTGAGCTTCGT R: 5'- GAATCTGCGAGAGACACCATC
MGMT F:5- GGG TCT GCA CGA AAT AAA GC R: 5- CTC CGG ACC TCC GAG AAC
GAPDH F:5-AGG GCT GCT TTT AAC TCT GGT R: 5'-CCC CACTTG ATT TTG GAG GGA

3.2.6. Agaroz jel elektroforezi

Bu tez ¢alismasinda izole edilen tiim total RNA’lar ile elde edilen cDNA’larin

kalitatif degerlendirilmesi i¢in %1’lik agaroz jelde elektroforetik yiirlitme yapilmistir.
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3.2.7. Akim (Flow) sitometri

SB ve celastrol maddelerinin beyin kanseri hiicre serileri Gzerinde ki hiicre déngusu
etkilerinin saptanmasi i¢in akim sitometri testi kullanilmistir. Uygulanan protokol asagida

verilmistir.

Hiicreler 25cm?’lik flasklara konsantrasyonlar1 1X10° olacak sekilde ekilmistir.
Serum aghigr uygulandiktan sonra Celastrol’in ve Sodyum Bitiratin 6nceden belirlenen
ICso degerleri tek tek ve birlikte hiicrelere verilmistir. Hiicreler 37°C ve %5 CO:2
inkiibasyon ortaminda 72 saat boyunca inkiibe edilmistir. 72 saatin sonunda tripsine edilen

hiicreler, 15ml’lik falkon tiiplerine standart hiicre kiiltiirii teknikleri kullanilarak alinmaistir.

Falkon tipleri 1500 rpm’de 5 dakika boyunca santrifilj edildikten sonra supernatant
kismi atilmistir. Hiicrelerin bulundugu pelet kismma 3 ml steril PBS (Ca*? ve Mg*?

icermeyen) eklenerek ikinci kez 1500 rpm’de 5 dakika santrifiij edilmistir.

Santrifiijden sonra siipernatant kism1 atilmig ve pelet kismini olusturan hiicrelerin
{izerine dnceki asamada oldugu gibi 3 ml PBS (Ca*? ve Mg*? icermeyen) eklenerek pipetaj
yapilarak hiicreler tekrar 1500 rpm’de 5 dakika santrifiij edilmistir. Ardindan falkon
tiipiiniin icindeki siipernatant kism1 atilmis ve peletin iizerine 2 ml steril PBS (Ca*? ve Mg*?

icermeyen) eklenmistir.

Hiicreleri fiske etmek tizere falkon tliplerine hafif vorteks esliginde yaklasik 2-3 ml
soguk %99’luk alkol hafifce damlatilarak ilave edilir. Fiksasyon saglandiktan sonra hiicre

akim sitometrisi teknigi kullanilana kadar tiipler +4°C’de saklanmastir.

Akim sitmotrisi 6l¢lim siireci basladiginda tiipteki alkolii uzaklastirmak i¢in 2 ml

steril PBS eklenerek 1500 rpm’de 5 dk santrifiij edilmistir.

Santrifiij sonunda siipernatant kismi atilmig ve peletin tizerine 70 pl RNase
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ve 50 pl Propidium lodide eklenerek pipetaj yapilmistir. Ardindan 6rnekler 20 dk oda

sicakliginda ve karanlikta inkiibe edilmistir.

Inkiibasyondan sonra hiicreler 37 pm’lik nylon mesh yardimiyla siiziilmiis ve akim
sitometri cihazina alinmistir. Akim sitometri cihazinda (EPICS XL MCL, Beckman
Coulter) 10000 hiicre sayilmis, hiicre dongiisii ve DNA analizi yapilmistir. GO/G1, sentez
ve G2/M  fazindaki  hiicrelerin  oram1 ile  apoptotik  hiicre oram1  iki
degiskenli DNA histogramlar1t MCYCLE (Phonex Sys) programi kullanilarak

analiz edilmistir.

3.2.8. istatistiksel analiz

Tez calismasi sonucunda toplanan verilerin degerlendirilmesi i¢in SPSS 15.0 paket
programindan yararlanilmigtir. Tanimlayici tipte bir aragtirma olan ¢alismada degiskenlerle
ilgili olarak frekanslar ve yiizdelikler verilmistir. Veriler ¢esitli grafikler kullanilarak gorsel
olarak 6zetlenmistir. Kategorik degiskenlerin gruplardaki dagilimlarinin test edilmesi igin
Ki-kare veya Fisher’in exact testi kullanilmistir. Elde edilen sonuglar frekans dagilimlari ve
ylzdeliklerin tanimlayici istatistik olarak kullanildigi tablolarla ifade edilmistir. Bu tez

calismasinda istatistiksel anlamlilik sinir1 p<0.05 olarak kabul edilmistir.
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4. BULGULAR

GB hiicre serileri tizerindeki olasi 6liim, otofaji ve direng etkileri arastirilan SB ve

Celastrol’iin sitotoksi, gen ekspresyon ve akim sitometri sonuglari agagida sunulmustur.
4.1. SB ve Celastrol’iin GB Hucreleri Uzerindeki Sitotoksisitesi

SB ve Celastrol’lin sitotoksik etkisi her 2 hiicre serisinde de madde uygulamay1
takiben inklibasyonun 72. saatinde saptanmistir. Bu test her bir hiicre serisi i¢in en az 3 defa
ve her bir MTT testinde de bir doz i¢in 4 tekrarli olacak bicimde gerceklestirilmistir. Elde
edilen ICsg degerleri ve sitotoksik verilere ait canlilik egrisi de sirasiyla Tablo 18 ve Sekil 6

ve Sekil 7°de verilmistir.

Tablo 18. SB ve Celastrol’iin GB huicre serilerindeki I1Cso degerleri (72.saat)

Hucre Serisi SB (mM) Celastrol (UM)
LN-405 26 6.77
T98G 22.7 9.11
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Sekil 6. Sodyum Bitiratin LN-405 ve T98G hiicre serileri tGizerindeki sitotoksisitesi
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Sekil 7. Celastrol’iin LN-405 ve T98G hiicre serileri tizerindeki sitotoksisitesi

4.2. Ger¢cek Zamanh PZR (RT-PZR) ile Gen Ekspresyon Analizi

SB ve Celastrol’iin GB hcrelerindeki apoptotik, otofajik ve GB direnc genleri
tizerindeki ekspresyon degisikliklerinin saptanmas1 amaciyla 3 tekrarli RT-PZR yapilmistir.
SB ve Celastrol LN-405 ve T98G hiicre serileri ile tek ve birlikte 1Cso degerlerinde ve 1Cso
degerlerinin saptandig1 sire kadar inkube edildikten sonra gen ekspresyon testleri
yapilmistir. Belirlenen gruplar, LN-405 hiicre serisi i¢in “Kontrol, SB (26 mM), Cel (6.77
uM), SB + Cel (26 mM + 6.77 uM), T98G hiicre serisi i¢in “Kontrol, SB (22.7 mM), Cel
(9.11 uM), SB + Cel (22.7 mM + 9.11 uM) olarak belirlenmistir.
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4.2.1. Kaspaz 3, 8 ve 9 genlerinin ekspresyonu

LN-405 ve T98G GB hiicre serilerinde olusturulan ¢alisma gruplarinda, Kaspaz 3, 8

ve 9 genlerinin ekspresyon degisimleri Sekil 8 ve sekil 9’da verilmistir.

Kaspaz 3, 8 ve 9 Genlerinin Ekspresyon Degisimi

16 +

14 -
5 12 - m Kaspaz 3
5 10 - m Kaspaz 8
g 8 1 = Kaspaz 9
B0 6
D
L ary J

2 -

0

Kontrol SB Cel SB + Cel

LN-405 Hticre Serisi

Sekil 8. LN-405 hiicre serisinde Kaspaz 3, 8 ve 9 genlerinin ekspresyon degisimleri
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Kaspaz 3, 8 ve 9 Genlerinin Ekspresyon Degisimi

=
<
5 m Kaspaz 3
% m Kaspaz 8
’g" m Kaspaz 9

Kontrol SB Cel SB + Cel

T98G Hoiicre Serisi

Sekil 9. T98G hiicre serisinde Kaspaz 3, 8 ve 9 genlerinin ekspresyon degisimleri

4.2.2. Atg6 gen ekspresyonu

LN-405 ve T98G GB hiicre serilerinde olusturulan ¢alisma gruplarinda, olas1 otofaji
gelisiminin varlig1 i¢in Atg6 geninin ekspresyonu arastirtlmistir. Atg6 gen ekspresyon

degisimi Sekil 10°da verilmistir.
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Sekil 10. LN405 ve T98G hiicre serilerinde Atg6 gen ekspresyon degisimleri

4.2.3. MGMT Gen ekspresyon degisimi

LN-405 ve T98G GB hiicre serilerinde olusturulan c¢alisma gruplarinda, GB

kliniginde genel kemoterapétik direngten sorumlu gen olan MGMT geninin ekspresyonu

arastirtlmistir. MGMT gen ekspresyon degisimi Sekil 11°de verilmistir.
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Sekil 11. LN405 ve T98G hiicre serilerinde MGMT gen ekspresyon degisimleri

4.2.4. MLH1, MSH2 ve MSH6 genlerinin ekspresyon degisimi

LN-405 ve T98G GB hiicre serilerinde olusturulan c¢alisma gruplarinda, GB
kliniginde genel kemoterapétik direngten sorumlu tamir genlerinden MLH1, MSH2 ve

MSH6’nin ekspresyon degisimleri Sekil 12°de verilmistir.
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Sekil 12. LN405 ve T98G hiicre serilerinde MLH1, MSH2 ve MSH6 gen ekspresyon degisimleri
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4.3. Akim Sitometri Analizi

LN-405 ve T98G GB hiicre serilerinde olusturulan ¢alisma gruplarinda, SB ve
Celastrol molekullerinin 1Csp degerlerindeki hiicre dongiisiine olan etkilerine ait
histogramlar Sekil 13’de ve Sekil 14’de verilmistir. Ayrica histogramlardan elde edilen
veriler Tablo 19 ve Sekil 15’de gosterilmistir. Molekiillerin hiicre dongiilerine etkileri
acisindan hiicre serilerinde ki gruplar arasinda istatistiksel agidan anlamli farklilik
saptanmustir (<0.05). LN-405 hticre serisinde kontrol ile SB, kontrol ile SB + Cel ve SB
ile Cel arasinda hiicre dongiisii agisindan anlamli fark saptanmistir. T98G hiicre
serisinde ise kontrol ile Cel ve SB + Cel arasinda, SB ile SB +Cel arasinda ve Cel ile SB

+ Cel arasinda anlamli fark saptanmistir.
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Sekil 13. LN-405 hiicre serisine ait akim sitometri histogrami
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Sekil 14. T98G hiicre serisine ait akim sitometri histogrami
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Tablo 19. LN-405 ve T98G hiicrelerinde SB’nin ve Celastrol’iin Hiicre Déngusiine Etkisi

Grup Karsilastirma Grubu LN-405 T98G
SB 0,006 0,066
Kontrol Cel 0,101 0,012
SB+Cel 0,014 0,001
Cel 0,015 0,679
SB
SB+Cel 0,159 0,028
Cel SB+Cel 0,088 0,042

SB: Sodyum Biitirat, Cel: Celastrol

SB ve Celastrolin Hucre Dongusu Etkileri
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Sekil 15. SB ve Celastrol’tin hlicre dongist etkilerinin yiizde gosterimi.
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5. TARTISMA VE SONUC

Bu tez ¢alismasinda; HDAC inhibitorii SB ve proteozom inhibitdrii Celastol’{in
LN-405 ve T98G GB hucre serilerinde apoptoz, otofaji ve DNA tamir enzimleri
genlerinin ekspresyonu ile yine bu molekdllerin hiicre dénglsu Gzerine olan etkileri
arastirilmistir. SB ve Celastrol tek ve kombinasyon formunda ICso degerinde hiicrelere
uygulandiktan sonra apoptoz, otofaji ve klinik agindan GB’de kemoterapdtik direncgte ve
hiicrenin yasam 6liim ¢izgisinde karar verici oldugu bilinen MGMT, MLH1, MSH2,
MSHG6, Kaspaz 3, Kaspaz 8, Kaspaz 9 ve Atg6 genlerinin ekspresyonlart RT-PZR ve

hlicre donglsiine olan etkileri de akim sitometrisi ile saptanmuistir.
5.1. SB ve Celastrol Sitotoksisitesi

Literatiirde, SB’nin kanser hiicreleri tizerindeki etkisine iliskin onlarca ¢alisma
bulunmaktadir. Bu ¢alismalarda SB’nin ICsp degerinin zamana ve doza bagli olarak
birbirinden farkli bulundugu tespit edilmistir. Ancak genel olarak zamana bagl degisen
ICso degerleri degerlendirildiginde 48-72 saat SB inklbasyonunun kanser
hiicrelerindeki sitotoksik degeri ortalama 1,5-20 mM arasinda degismektedir (Herbert
ve ark., 2001; Joachimiak ve ark., 2007; Wang ve ark., 2016; Salimi ve ark., 2017; Xu
ve ark., 2018; Sefat ve ark., 2019).

Literatiirde ayni tiir kanser hiicre serilerinde ve hatta ayni hiicre serilerinde dahi
farkl1 SB duyarliliginin varlig1 gosterilmistir. Sefat ve ark (2019) SW480 ve HCT116
kolorektal kanser hiicreleri lizerinde yaptig1 calismada 1, 2.5 ve 5 mM SB’nin sitotoksik
bir etkisinin olmadigim1 fakat 10 ve 20 mM SB’nin 72 saatte hiicrelerin biiyiik
cogunlugunun oldiiglinii gostermistir. Yine kolorektal kanser hiicre serileri lizerinde
yapilan ¢aligsmalarda; Zhang ve ark. (2016) HT-29 ve HCT116 hucrelerinin 24 saat 2
mM SB inklbasyonu sonunda HCT-116 hicrelerinin ~ %25°nin, HT-29 hicrelerinin ~
%10’unun 6ldtgini, Xu ve ark. (2018) HCT116 hiicrelerinin 24 saat SB inkiibasyonu
sonunda htcrelerin 1Cso degerinin 2.5 mM oldugunu, Zhou ve ark. (2019) W480 ve
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HCT116 hucrelerinin 24 saat 2 mM SB inkubasyonu sonunda hucre proliferasyonunun
~ % 40 oraninda inhibe oldugunu gostermistir. Salimi ve ark. (2017) MCF-7 ve MDA-
MB-468 meme kanseri hiicreleri iizerinde yaptig1 caligmalarda 48 saat boyunca 5 mM
ve 10 mM SB ile muamelesi sonucunda MCF-7 hiicrelerinin sirasiyla yaklasik %27 ve
%40, MDA-MB-468 hiicrelerinin ise sirastyla %30 ve %43 oraninda odldigiini
gostermistir. Wang ve ark. (2016) MCF-7 hucrelerinin 48 saatlik SB 1Cso degerini 10
mM olarak bildirmistir. Hiicre serilerinin kendi ve birbirleri arasindaki 1Cso degerlerinin
farkli saptanmasinin temel nedenlerini, hiicrelerin pasaj sayist farkliligi, kullanilan

medyum c¢esidi, sitotoksisite metot farklilig1 seklinde 6zetleyebiliriz.

Bu tez ¢alismasinda kullanilan LN-405 ve T98G hiicrelerinden T98G nin LN-
405’e gore SB’ye daha duyarli oldugu bulunmustur. LN-405 ve T98G nin epigenetik
yapisinin farkli oldugu bilinmektedir (Munoz J ve ark., 2011). Bu hicrelerin ikisinin de
GB kokenli olmasina ragmen SB duyarliliginin farklilig: hiicrelerin aslinda genomik ve
epigenomik yapilarinin farkli oldugunu ve bu farkliliklarin sinyal yolaklarindan tutun da
proliferasyon kabiliyetlerine kadar birgok sinyal yolaginda degisiklige yol agabilecegini
dolayisiyla ilaglara olan yanitlarinin da farkli olabilecegine isaret etmektedir. Ayrica,
GB hiicreleri ile ilgili yapilan baz1 ¢alismalarda A-172, T98G ve U118MG hicreleri 2
MM SB’ye maruz birakilarak 48 saat inkiibe edildikten sonra hiicrelerin yaklasik
yarisinin Oldiigii gosterilmistir (Herbert ve ark., 2001). Joachimiak ve ark. (2007)
Glioblastoma C6 hiicrelerinin SB ICso degerlerini 24 saatlik uygulama igin 8.44 mM, 48
saatlik uygulama igin 3.44 mM olarak saptamistir. Bagka bir ¢alismada Tsung ve ark.
(2017) GB 4910 ve 5310 hiicrelerinin SB ICso degerinin 2,5 mM oldugunu bildirmistir.
Nakagawa ve ark. (2018) A-172 hiicrelerinde 72 saatlik SB uygulamasinin sonucunda

ICs0 degerinin yaklasik 4 mM oldugunu bildirmistir.

Bu tez calismasinda SB i¢in elde edilen ICso degerleri 72 saat i¢in yukaridaki
literatlire gore gorece yliksek bulunmasinin nedenleri; ¢alismada kullanilan LN-405 ve

T98G’nin genetik ve epigenetik yapist ile test yontemi ve diger kiiltlir unsurlarini
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cesitliliginden kaynaklanabilir. Bundan dolay1 hiicre kiiltiir ¢aligmalarinda her veri

kendi testi igerisinde bagimsiz olarak degerlendirilmelidir.

Literatiir gore Celastrol’tin farkli kanser hiicrelerinde sitotoksisitesinin
arastirildigr ve zamana bagh olarak farkli ICsg degerlerinin oldugu tespit edilmistir
(Huang ve ark., 2012; Ge ve ark., 2013; Yan ve ark., 2014; Maysinger ve ark., 2017,
Ren ve ark., 2017; Cha ve ark., 2019; Zhang ve ark., 2019).

HepG2 ve Hepal-6 karaciger kanser hiicrelerinde Celastrol ICso degerlerinin
sirasiyla 3.37 ve 2.55 uM oldugu bildirilmistir (Zhang ve ark., 2019). Ge ve ark. (2013)
tarafindan Fare C6 Glioma hiicreleri iizerinde yapilan bir ¢aligmada Celastrol’iin ICso
degeri 2.56 uM oldugu belirlenmistir. Huang ve ark. (2012) kemik iliginden tiiretilen
endoteliyal progenitor hiicreler iizerinde yaptiklar1 c¢alismada 2 pM Celastrol’iin
hiicrelerin biiyiik bir cogunlugunun 6liimiine sebep oldugu goéstermistir. Yan ve ark.
(2014) HepG2 hiicre serisi tlizerinde yaptiklar ¢alismada Celastrol’iin ICso degerini
yaklagik 4 uM olarak belirlemistir. Ren ve ark. (2017) hepatoseliiler karsinom hiicre
serileri olan HepG2 ve Bel7402 i¢in Celastrol’lin ICso degerleri siras1 ile ~2.5uM ve
~0.625uM oldugunu belirlemistir ve bunun sonucunda hem g¢esitli karaciger kanseri
hiicre serilerinde hemde oral skuamoz hiicreli karsinom (OSSC) hiicrelerinde yaptiklar
caligmalarda hiicre serilerinin ayni kanser tipinden elde edilmis olmasina ragmen farkl
Celastrol duyarliligima sahip oldugu saptamistir. Bu tez ¢aligmasi kapsaminda da, iki
farkli GB hiicre serisinde Celastrol yanitinin farkli oldugu saptanmistir. Bu durum
Celastrol yanitinin metabolik ve genomik temelli heterojeniteye bagli olabilecegini

gostermektedir.

Cha ve ark. (2019) GB hicre serileri olan U87-MG, U251N, LN229’un 24 saat
boyunca Celastrol’e tabi tutulduktan sonra elde edilen ICso degerlerinin sirasiyla 1.216,
2.219, 4576 pM olarak saptandigim1 bildirmektedir. Maysinger ve ark. (2017)
tarafindan U251N hiicreleri lizerinde yapilan sitotoksisite galismasinda Celastrol’iin
ICs0 degerini 1.5 uM olarak saptandigi belirtilmistir. Boridy ve ark. (2014) U251N
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hiicrelerinde yaptiklar1 ¢aligmada 4 uM Celastrol’iin hiicrelerin yarisindan fazlasin
oldiirdiigiinii gostermistir. Wang ve ark. (2018) T98G ve LNI18 hiicreleri Uzerinde
yaptiklar1 ¢alismalarda Celastrol ICsg degerlerini yaklagik 5 uM bulmusken, LN229 ve
U87 hiicreleri i¢in 1 uM oldugunu bulmustur. Bu tez ¢alismasinda GB hiicreleri igin

elde edilen Celastrol 1Csp verilerinin literatiirle uyumlu oldugu belirlenmistir.
5.2. SB ve Celastrol’iin Apoptoz, Otofaji ve Hiicre Dongiisiine Etkisi

Kanser hiicrelerinde HDAC etkinliginin artti§1 bilinmektedir (Taylor ve ar.,
2019). Bu nedenle kanserde HDAC inhibitorii kullanmak akilc1 bir terapotik yoldur.
Literatirde HDAC inhibitorii olarak SB’nin terapdotik iliskisi bilinmesine ragmen GB’de
SB’nin apoptotik etkisine iliskin az sayida ¢alisma bulunmaktadir (Engelhard ve ark.,
2001; Sawa ve ark., 2001;Tsung ve ark., 2017; Taylor ve ark., 2019). Ayrica, SB’nin
glioma hiicresi A172’de hiicre proliferasyonunu inhibe ettigi, hiicreleri senesense
striikledigi bu nedenle GB’de SB kullaniminin tedavi stratejisi olabilecegi

belirtilmektedir (Nakagawa ve ark., 2018).

Bu tez c¢alismasinda da SB uygulamasi sonrasinda her iki hiicre serisinde de
otofaji olmadan Kaspaz 9 iizerinden hiicrelerin apoptoz siirecine girdigi saptanmistir.
SB gibi bir metilasyon ve HDAC inhibitér ajaninin otofaji  olmadan apoptoza
stiriiklemesi beklenen bir durumdur ve sonucumuz literatiirle uyumludur (Sawa ve ark.,
2001; Tsung ve ark., 2017; Taylor ve ark., 2019).

Celastrol’iin kanser hiicrelerinin 6liim mekanizmasina iligkin ¢cok sayida ¢alisma
bulunmaktadir. Bu yayinlardan bir kisminda Celastrol’iin apoptotik hiire 6limiini
indiikledigi bildirilirken (Kannaiyan ve ark., 2011; Cano ve ark., 2013; Kashyap ve ar.,
2018; Yadav ve ark., 2018; Wang ve ark., 2019) bir kisminda da otofajiyi indiikledigi
rapor edilmistir (Xu ve ark., 2016; Li ve ark., 2019; Xu ve ark., 2020) Ayrica, Celastrol
uygulamasinda apoptoz ve otofaji dncesi Onciil 6liim modelinin paraptosiz oldugu da

belirtilmektedir (Lee ve ark., 2016). Glioblastoma drneklerinde de apoptoz (Cha ve ark.,
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2019) ve otofajinin (Boridy ve ark., 2014) indiiklendigine iliskin c¢alismalar
bulunmaktadir. Ayrica literatiirde Celastrol’iin glioblastoma hiicrelerine etkisine iliskin
yalnizca yedi adet ¢alisma tespit edilmistir. Bu tez ¢alismasinda da Celastrol uygulanan
LN-405 hiicrelerinde Kaspaz 3 ekspresyonu kontrol grubu ile ayn1 diizeyde iken Kaspaz
9 ekspresyonu kontrole goére 3 kat artmistir. T98G hcrelerinde ise Kaspaz
ekspresyonlarinin kontrole gore degismedigi saptanmustir. Kaspaz ekspresyonunda
degisimin olmamasi Celastrol’iin hiicre spesifik etki gosterebilecegine isaret etmektedir.
Ayrica inkiibasyon siiresi, Celastrol’lin hiicreyi apoptoza gotiirmesi adina T98G ig¢in
yeterli olmayabilecegi gibi yukarida belirtildigi {izere otofaji ve apoptoz dncesi hiicre
paraptozis siirecine girmis olabilir. Ciinkii LN-405 hiicre serisinde otofaji belirteci Atg6
ekspresyonu yalnizca 1.2 kat artmis saptanirken T98G hiicresinde Atg6 ekspresyonu 1.4
kat azalmistir. Hiicrelerin Atg6 ekspresyonlar1 Kaspaz ekspresyonlari ile karsilastirildigi
LN-405 otofaji sonrast apoptoz siireci baslatmigken T98G hiicresinde paraptozis siireci
yasanmig olabilir. Bu apoptoz ve otofaji verileri Celastrol’in hiicre 6lim
mekanizmalarmi hiicre spesifik yonetirken paraptozis ve otofaji yolagi siireglerini
yasayabilecegini ve bu silirecler paralelinde apoptozla sonuglanan hiicre oliimiinii
tetikledigi belirtilebilir. Lee ve ark. (2016), Celastrol uygulamasi sonrasi paraptozise
paralel olarak HeLa hiicrelerinde otofaji ve apoptozun indiiklendigini bildirmistir. Bu
Celastrol gibi proteozom inhibitdrii molekiillerin etki mekanizmalari g6z Oniine
alindiginda olmas1 muhtemel siireglerdir. Ciinkii, ubikutinlenmis proteinlerin birikmesi,
endoplazmik retikulum aracili vakuolizasyona neden olurken organelleri kurtarmak
isteyen hiicre i¢in de otofaji kacinilmaz tercih olacaktir. Otofajinin uzun siirmesi de
apoptozu tetikleyecektir. Bu algoritmada zamana bagli olarak otofaji ve apoptozisin

arastirilmasi gerektigi kadari paraptozinin de mutlaka arastirilmasi1 gerekmektedir.

GB  tedavisinde, HDACi’lerin  proteozom  inhibitorleriyle  birlikte
kullanilabilecegini gosteren az sayidaki ¢alismada (Yu ve ark., 2008; Asklund ve ark.,
2012; Premkumar ve ark., 2013) proteozom inhibitori Bortezomibin HDACI

molekiilleriyle birlikte kullanimimin glioma hiicrelerinde DNA hasarini arttirdigi ve
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apoptoza neden oldugu bildirilmistir. Das ve ark. (2020) yaptiklar in siliko analizde,
GB tedavisinde HDACI ve protoezom inhibitérlerinin birlikte kullanimi p53 mutant
GB’lerde etkili olabilecegini belirtmistir. Az sayidaki literatiire gore, HDACi ve
proteozom inhibitér kombinasyonlar1 GB i¢in 6nemli bir alternatif tedavi stratejisidir.
Be nedenledir ki bu tez calismasinda kan beyin bariyerini rahatlikla gecen SB ve giiclii
bir proteozom inhibitorii olarak bilinen Celastrol segilmistir. Ancak literatiirde tiim
kanser tiirleri dahilinde SB ve Celastrol’lin birlikte kullanildig1 her hangi bir yayn tespit
edilememistir. Bu agidan elde edilen verilerin literatiire katkis1 6nemlidir. SB ve
Celastrol LN-405 hiicresinde birlikte kullanildiginda SB’nin apoptotik etkisinin
Celastrol varliginda devam ettigi ancak T98G’de kontrole gore azaldig: tespit edildi. Bu
T98G nin LN-405’e gore hem Celastrol’e hemde SB ile birlikte kullanimina biraz daha
direngli oldugunu goéstermektedir. Sitotoksik degerlerden de bu durum anlagiimaktadir.
SB ve Celastrol’iin birlikte kullaniminda da Atg6 ekspresyonunun azalmasi,
kombinasyonda SB’nin, Celastrol’lin olast otofajik etkisini azaltabilecegine isaret
etmektedir. Hem apoptoz hemde otofaji sonuglar1 bu iki molekiiliin GB’de paraptoz ve
otofaji siirecleri yerine apoptozisi destekleyebilecegini gostermektedir. Bu tez ¢aligsmasi
SB ve Celastrol’lin apoptotik ve otofajik etkisinin arastirildigr literatiirdeki ilk

caligmadir.

SB ve Celastrol’in hiicre dongiilerine olan etkileri degerlendirildiginde,
literatiirde, SB’nin GO/G1°de hiicre birikmesine neden oldugu (Engelhard ve ark., 2001)
ve G1/S gecisini bloke ettigi (Sawa ve ark., 2001), Celastrol’iin ise glioblastoma dahil
kanserlerde, G2/M duraklamasina (Ren ve ark., 2017; Yadav ve ark., 2018; Liu ve ark.,
2019) neden oldugu bildirilmektedir. Bu tez ¢alismasinda LN-405 hiicre serisinde SB ve
SB ile Celastrol’iin birlikte kullaniminda kontrole gore hiicrelerin apoptoza gittigi ve
gruplar arasinda anlamli farklarin oldugu tespit edilmistir. Ayrica SB’nin her iki
hiicrede de apoptotik siireci tetikledigi akim sitometri ile gosterilmistir. Celastrolde
uygulanan grupta, LN-405 hicre serisinde kontrole gore SubGl artisinin varligi

Celastrol’linde apoptotik etkisinin var oldugunu gostermektedir. Ancak T98G’de SubGl
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artist ile saptanan apoptotik egilimin gen ekspresyonu sonuglart arasindaki fark
T98G’de yukarida belirtilen paraptozis siirecinin yasanmasindan kaynaklanabilir. Bu da
yine Celastrol’iin hiicre spesifik etkisinin farkli diizeylerde olabilecegini gostermektedir.
Literatiirde SB ve Celastrol’lin birlikte kullaniminin hiicre dongiisii {izerine etkisini
gosteren calisma bulunmamaktadir. Bu tez ¢alismasi, SB ve Celastrol’iin birlikte GB

hiicresinde SubG1 artisina neden oldugunu gosteren ilk ¢aligmadir.
5.3. SB ve Celastrol’iin DNA Tamir Genlerinin Ekspresyonuna Etkisi

SB’nin MGMT, MLHI1, MSH2 ve MSH6 gen ekspresyonlarina olan etkisine
iligkin literatiirde her hangi bir ¢alisma tespit edilmemistir. Bir ¢alismada dolayli olarak
SB’nin glioma tizerindeki antiapoptotik mekanizmasi agiklanmaya caligilmistir (Tsung
vbe ark., 2017). Bu galismada, SB’nin glioblastomada antiapoptotik etkisini HEY'
isimli bir gen iizerinden yaptig1 rapor edilmistir. SB’nin, HEY1 geni metilasyonuna
neden odugu, HEY'1 metilasyonu sonrast DNMT ekspresyonunun arttig1 ve dolayisiyla
onkogenlerin metilasyonu araciligiyla antiapoptotik etki gosterdigi belirtilmistir. Bu
arada HDAC’larin ekspresyonunu arttiran HEY1 geninin metilasyonu HDAC’larin
azalmasia ve sonugta SB’nin dolayli yoldan HDAC inhibitdr ve antiapoptotik etki
gosterdigi bildirilmistir (Tsung ve ark., 2017). DNA tamir genlerinin olusumu ve
progresyonunda en etkili oldugu kanser tipi kolerektal kanserdir. Bu kanser tiiriinde
yapilan ¢aligmalarin sonuglar1 arasinda da SB’nin tamir genleri arasindaki iligkiyi ait
celigkili sonuglar yer almaktadir (Coxhead ve ark., 2005; Sun ve Zhu ve ark., 2018).
Coxhead ve ark., (2005) MMR negatif hiicrelerde SB’nin daha etkili oldugunu
belirtirken, Sun ve Zhu (2018) MLHI eksikliginde SB’nin apoptozu indiiklemedigi
bildirilmistir. Bultman ve Jobin (2014) ise kolonda mikrobiyal kokenli SB’nin epiteliyal
kokenli hiicrelerin proliferasyonunu tetikledigini dolayisyla SB’nin bir onkometabolit
oldugunu ileri stirmiislerdir. Kolon kanseri ¢alismalar1 gostermistir ki SB’nin HDAC
inhibitor etkisi metilasyon tizerinden gergeklesebilmektedir (Sun ve Zhu, 2018) ve SB

ayn1 zamanda bir metilasyon ajani1 potansiyeline sahiptir (Cosgrove ve Cox, 1990).
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SB’nin hiicresel etkilerine iliskin 6ne siiriilen veriler bu tez ¢alismasinda SB’nin GB
tizerindeki etkisinin aragtirilmasini daha da 6nemli kilmaktadir. Bu tez calismasinda SB
molekilit MGMT, MLH1, MSH2 ve MSH6 genlerinin ekspresyonunu her iki hicre
serisinde de azaltmistir. Tamir genlerindeki ekspresyon azalmasi SB’nin kolerektal
kanserde One siiriilen metilasyon potansiyeliyle iligkili olabilir. SB’nin GB
hiicrelerindeki tamir genlerinin ekspresyonuna iliskin etkisi literatiire ilk kez bu tez

calismasi ile sunulmustur.

Celastrol’tin MGMT, MLHI1, MSH2 ve MSH6 gen ekspresyonlarma olan
etkisine iligkin literatiirde herhangi bir ¢calisma bulunmamaktadir. Celastrol uygulamasi
sonrast MGMT geni her iki hiicrede de kontrol ile benzer diizeyde saptanmistir.
Celastrol MLH1, MSH2 ve MSH6 genlerinin ekspresyonunu her iki hiicre serisinde de
azaltmistir. Bu sonug, Celastrol’tin GB tedavisinde radyoterapi ile birlikte
kullanilabilecegine isaret etmektedir. GB’de Celastrol’iin  tamir genlerinin

ekspresyonuna etkisi ilk kez bu tez ¢alismasinda arastirilmistir.

SB ve Celastrol birlikte kullanildiginda ise MGMT geninin ekspresyonu LN-
405°te kontrol ile ayn1 iken T98G hiicresinde azalmistir. Bu sonug, SB ve Celastrol’iin
birlikte kullanimmin GB’de  MGMT aracili direncin istesinden gelmek i¢in
kullanilabilecegini gostermektedir. Ancak ilgili kombinasyon MLH1, MSH2 ve MSH6
genlerinin ekspresyonunu kismen azaltmistir. Genel olarak kanserlerde MMR genlerinin
azalmasi hiicrede yeni mutasyonlarin artmasimna neden olabilir. Yeni mutasyonlar
hiicrenin Oliimiine yol acabilecegi gibi genomik kararsizligi artmasi ile hiicreyi
radyoterapiye duyarli hale getirebilir. Dolayisiyla SB ve Celastrol’in birlikte
kullaniminin GB’de kullanilabilir. Ancak bu verilerin ve etki mekanizmasinin, GB
mikrogevresinin modellendigi ve GB ekstraseliiler ortamimin temsil edildigi organoid
modellerde dogrulanmasi ve yolakta yer alan baz eksizyon ve Parp genleri de ¢aligilarak

daha detayl incelenmesi gerekmektedir. Bu tez calismasi SB ve Celastrol’lin tek ve
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birlikte kullanimi ile GB kemoterapdtik direncine ait temel bir takim veriler

sunmaktadir.

Bu tez ¢aligmasi bir takim yeni ve 6nemli veriler sunmakla birlikte kapsaminda
bir¢cok smirliliklar1 barindirmakta ve gelistirilmesi gereken yonlere sahiptir. Calismanin
simirliliklarint ve gelecek projelerde yapilmasi Onerilen kisimlari a) direng genlerinin
ekspresyonlarinin doza ve zamana bagli olarak b) farkli gruplarda ¢) TMZ gibi bir
alkilasyon ajani kullanilarak d) asetilasyon, metilasyon ve protein seviyelerinin e) 3
boyutlu kiiltiir (sferoid, organoid, mikroakiskan gibi) tiirlerinde incelenmesi seklinde
Ozetleyebiliriz. Ayrica paraptozis, otofaji ve apoptoz genlerinin bir biitiin olarak
incelenerek doza ve zamana bagli hiicre dongiisli analizlerinin yapilmasina ihtiyag
bulunmaktadir. Sonuc¢larimiz bu eksikliklerin giderilerek daha detayli molekiiler genetik
calismalarin yapilmasmin 6nemini gostermektedir. Bu tez calismasi, GB’de, olas1 yeni

bir tedavi yaklagimi igin preklinik temel veri sunmaktadir.
Sonug olarak;

- Bu tez calismasiyla, GB hiicrelerinde SB ve Celastrol i¢in yeni sitotoksisite

verileri sunulmustur.

- Bu tez calismasi; SB ve Celastrol’lin apoptotik ve otofajik etkisinin

arastirildig literatiirdeki ilk calismadir.

- Bu tez ¢alismasi GB’de SB ve Celastrol’iin birlikte kullanildigi ve hiicre

dongiisiine etkilerinin arastirildig: literatiirdeki ilk ¢alismadir.

- Bu tez calismasi, SB ve Celastrol’iin GB hiicrelerindeki tamir genlerinin

ekspresyonuna iligkin etkisinin arastirildigi ilk caligmadir.

- Bu tez calismasi, SB ve Celastrol’iin GB’de kullanilmasinin miimkiin

olabilecegini gosteren ilk caligmadir.
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