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İnsan Glioblastoma Hücrelerinde Sertralin ve Penfluridol'ün Tumörigenez ve 

Metastatik Hücre Davranışı Üzerindeki Etkilerinin Değerlendirilmesi: İlaç Yeniden 

Konumlandırma 

 

Didem KELEŞ BARTIK 

Dokuz Eylül Üniveristesi, Sağlık Bilimleri Enstitüsü, Sinirbilimler Anabilim Dalı 

35340, İnciraltı – İzmir 

 

ÖZET 

 

Glioblastoma multiforme (Evre IV), yetişkinlerde görülen en yaygın ve malign primer 

beyin neoplazmasıdır. Cerrahi rezeksiyon, kemoterapi ve radyoterapiyi kapsayan multimodal 

tedavi yaklaşımları olmasına rağmen, ortalama 15 aydan kısa bir sağkalımı bulunmaktadır. Bu 

nedenle glioblastoma tedavisinde kullanılabilecek, kan-beyin bariyerini geçebilme yeteneğine 

sahip ve FDA onaylı yeni terapötik ilaçların tanımlanmasına acilen ihtiyaç duyulmaktadır. Bu 

kapsamda çalışmamızın amacı, insan glioblastoma hücre hatlarında (U87 ve U251), 

antidepresan olan Sertralin ve antipsikotik olan Penfluridol’ün tümörigenez ve metastatik 

hücre davranışı üzerindeki etkilerini incelemek ve glioblastoma tedavisi için bu ilaçları 

yeniden konumlandırmaktır. Bu kapsamda, öncelikle U87 ve U251 hücrelerinde Sertralin 

veya Penfluridol’ün inhibitör konsantrasyonlarını (IC50) belirlemek amacıyla WST-1 ile hücre 

canlılığı analiz edildi. Ardından U87 ve U251 hücrelerinde Sertralin ve Penfluridol’ün koloni 

oluşumu, sferoid proliferasyonu ve apoptoz üzerine etkileri sırasıyla koloni oluşum denemesi, 

sferoid proliferasyon denemesi ve akış sitometresi ile incelendi. Bu hücrelerde Sertralin ve 

Penfluridol’ün metastatik hücre davranışları üzerine etkilerini incelemek için yara iyileşmesi, 

matrijel invazyon ve hücre adezyonu denemeleri uygulandı. Sonuçlar incelendiğinde hem 

Sertralin hem de Penfluridol’ün hücre ölümünü tetiklediği, sferoid proliferasyonu ve koloni 

oluşumunu anlamlı olarak baskıladığı görüldü. Sertralin’in ayrıca migrasyon, invazyon, 

adezyonu da anlamlı olarak baskıladığı, diğer yandan Penfluridol’ün metastatik hücre 

davranışı üzerine herhangi bir anlamlı etkisinin olmadığı belirlendi. Elde edilen bu veriler 

ışığında, glioblastoma tedavisinde Penfluridol’ün spesifik olarak anti-kanserojenik ajan, 
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Sertralin’in ise hem anti-kanserojenik hem de anti-metastatik ajan olarak kullanılabilecek 

potansiyele sahip olduğunu öngörmekteyiz. 

Anahtar Sözcükler: Glioblastoma multiforme, Sertralin, Penfluridol, Apoptoz, Metastatik hücre 

davranışı  
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Evaluation of the Effects of Sertraline and Penfluridol on Tumorigenesis and Metastatic 

Cell Behavior in Human Glioblastoma Cells: Drug Repositioning 

 

Didem KELEŞ BARTIK 

Dokuz Eylül University, Health Science Institute, Department of Neuroscience 

35340, İnciraltı – İzmir 

 

ABSTRACT 

 

Glioblastoma multiforme (Stage IV) is the most common and malignant primary 

neoplasm in adults. Although there are multimodal treatment approaches including surgical 

resection, chemotherapy, and radiotherapy, the mean survival is less than 15 months. 

Therefore, there is an urgent need for the identification of new FDA-approved therapeutic 

drugs that can be used in the treatment of glioblastoma and capable of crossing the blood-

brain barrier. In this regard, the aim of our study was to investigate the effects of an 

antipsychotic, Penfluridol, and an antidepressant, Sertraline, on tumorigenesis and metastatic 

cell behavior in human glioblastoma cell lines (U87 and U251) and to reposition these drugs 

for the glioblastoma treatment. In this context, cell viability was first analyzed with WST-1 to 

determine inhibitory concentrations of Sertraline or Penfluridol (IC50) in U87 and U251 cells. 

Then the effects of Sertraline and Penfluridol on colony formation, spheroid proliferation and 

apoptosis in U87 and U251 cells were investigated by colony formation, 3D spheroid 

proliferation assay and flow cytometry, respectively. In these cells, wound healing, matrigel 

invasion, and cell adhesion assays were performed to investigate the effects of Sertraline and 

Penfluridol on metastatic cell behavior. When the results were examined, it was observed that 

both Sertraline and Penfluridol triggered cell death and significantly suppressed colony 

formation and spheroid proliferation. Sertraline also significantly inhibited cell migration, 

invasion, adhesion, on the other hand, Penfluridol had no significant effect on metastatic cell 

behavior. In the light of these data, we presume that Penfluridol can be used specifically anti-

carcinogenic agent, whereas Sertraline has the potential to be used as not only an anti-

carcinogenic but also an anti-metastatic agent for the treatment of glioblastoma. 

Keywords: Glioblastoma multiforme, Sertraline, Penfluridol, Apoptosis, Metastatic cell 

behavior 
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1. Giriş ve Amaç 

 

1.1. Problemin tanımı ve önemi 

 

Glioblastoma multiforme (GBM, astrositoma Evre IV) kötü prognoz ile ilişkili oldukça 

agresif beyin kanserleridir. Yetişkinlerde tüm beyin tümörlerinin %60’ından fazlasını 

oluşturur. Ancak mevcut tedavi yaklaşımlarının etkili olmaması nedeniyle, glioblastoma 

hastalarının %88’i tanıdan sonraki üç yıl içerisinde hastalığa yenik düşmektedir. Radyoterapi, 

adjuvan kemoterapi ve cerrahi yaklaşımlardaki gelişmeler, GBM hastalarının sağkalım ve 

yaşam kalitesinde kademeli iyileşmeler göstermiştir, ancak prognoz hala iç karartıcıdır. Bu 

nedenle bu ölümcül hastalığa karşı yeni tedavi seçeneklerinin geliştirilmesi gerekmektedir. 

Yapılan araştırmalarda, anestetikler ve antidepresanlar gibi merkezi sinir sistemi 

hastalıklarında kullanılan birtakım ilaçların kan-beyin bariyerini geçebilmeleri nedeniyle 

GBM tedavisinde alternatif yaklaşımlar sunabileceği düşünülmektedir. 

 

1.2.Araştırmanın amacı 

 

Bu araştırma projesinin amacı, insan glioblastoma hücre hatlarında (U87 ve U251), 

antidepresan ilaç olan Sertralin ve antipsikotik ilaç olan Penfluridol’ün anti-tümörijenik ve 

anti-metastatik fonksiyonlarını inceleyerek yeniden konumlandırmak (drug repositioning) ve 

yeni tedavi yaklaşımlarına katkı sağlamaktır. Bu amaç kapsamında hedeflerimiz, U87 ve 

U251 hücrelerinde Sertralin ve Penfluridol’ün fonksiyonel testler olan hücre ölümü, sferoid 

proliferasyonu, koloni oluşumu ve metastatik hücre davranışı (migrasyon, invazyon ve 

adezyon) üzerindeki etkilerini incelemektir. 

 

1.3. Araştırma soru ve hipotez-hipotezleri 

 

Bu kapsamda hipotezimiz (H1), “İnsan glioblastoma hücrelerinde (U87 ve U251) 

Sertralin ve Penfluridol hücre apoptozunu tetikleyecek, sferoid proliferasyonu, koloni 

oluşumu ve metastatik hücre davranışı ise baskılanacaktır.” şeklindedir.  
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2. Genel Bilgiler 

 

2.1. Merkezi Sinir Sistemi Tümörleri 

 

Geçtiğimiz yüzyılda, merkezi sinir sistemi tümörlerinin sınıflandırılması, tümör hücre 

kökenlerinin ve farklılaşma düzeylerinin göz önüne alındığı histolojik kavramlara 

dayandırılmıştır. Bu amaçla yapılan histolojik karakterizasyon; hematoksilen/eozin boyalı 

kesitlerde ışık mikroskobik özellikleri, hücre kökeni ile ilişkili proteinlerin 

immünohistokimyasal ekspresyonu ve ultra-yapısal karakterizasyon ile 

gerçekleştirilmekteydi. Ancak zamanla daha objektif, daha doğru tanımlanmış, klinik, 

deneysel ve epidemiyolojik çalışmalar için daha hassas olan ve en uygun hasta tedavisi 

yaklaşımı sağlayan bir kategorizasyona ihtiyaç duyulmuştur. Bunun üzerine, 2016 yılında 

Dünya Sağlık Örgütü (WHO) tarafından, histolojik karakterlere ek olarak moleküler 

parametrelerin de (genetik değişiklikler ve/veya sinyal ileti yolağı değişiklikleri) göz önüne 

alındığı bir sınıflandırma yapmıştır. Bu sınıflandırmaya göre merkezi sinir sistemi tümörleri 

17 ana gruba ayrılmaktadır (Tablo 1) (1). 

 

Tablo 1.  WHO Santral Sinir Sistemi Tümörlerinin Sınıflandırılması (1). 

MSS Tümörleri Evre  MSS Tümörleri Evre 
Diffüz Astrositik ve Oligodendroglial 

Tümörler 
I 

Menenjiyomlar 

Diffüz astrositom, IDH-mutant 
• Gemistositik astrositom,  

IDH-mutant 
II Menenjiyom I 

Diffüz astrositom, IDH-vahşi tip  Meningotelyal menenjiyom  
Diffüz astrositom, NOS  Fibröz menenjiyom  
Anaplastik astrositom, IDH-mutant III Transisyonel menenjiyom  
Anaplastik astrositom, IDH-vahşi tip  Psammomatous menenjiyom  
Anaplastik astrositom, NOS  Anjiyomatöz menenjiyom  
Glioblastoma, IDH-vahşi tip 
• Dev hücreli glioblastoma 
• Gliosarkom 
• Epitelioid glioblastoma 

IV Mikrosistik menenjiyom  

Glioblastoma IDH-mutant IV Sekretuar menenjiyomu   
Glioblastoma, NOS  Lenfoplazmasite-zengin menenjiyom  
Diffüz orta hat glioma  
Histon H3 K27M-mutant IV Metaplastik menenjiyom  

Oligodendroglioma, IDH-mutant ve 
1p/19q kodelesyon II Kordoid menenjiyom  

Oligodendroglioma, NOS  Berrak hücreli menenjiyom  



6 
 

Anaplastik oligodendroglioma, 
IDH-mutant ve 1p/19q kodelesyon III Atipik menenjiyom II 

Anaplastik oligodendroglioma, NOS  Papiller meningiom  
Oligoastrositom, NOS  Rabdoid menenjiyom  
Anaplastik oligoastrositom, NOS  Anaplastik (malign) menenjiyom III 

Diğer Astrositik Tümörler Mezenkimal, Non-meninjotelyal Tümörler 

Pilositik astrositom 
• Pilomiksoid astrositom I Soliter fibröz tümör / hemanjioperisitom I/II/III 

Subependimal dev hücreli astrositom I Hemanjiyoblastoma I 
Pleomorfik ksantoastrositom  II Hemanjiom  
Anaplastik pleomorfik ksantoastrositom III Epitelioid hemanjioendotelyoma  

Ependimal Tümörler Anjiyosarkomlar  

Subependimom  I 
Kaposi sarkoması 

 
 
 Miksopapiller ependimom  

Ependimom 
• Papiller ependimom 
• Berrak hücreli ependimom 
• Tanisitik ependimom 

II Ewing sarkomu / Primitif nöro 
ektodermal tümör (PNET)  

Ependimom, RELA füzyon-pozitif II/III Lipoma anjiyolipomu  
Anaplastik ependimom III Hibernoma  

Diğer Gliomalar Liposarkom  

Anjiyosentrik glioma I  Desmoid tipi fibromatoz  
Üçüncü ventrikülün kordoid gliomu II Miyofibroblastik  
Astroblastom  İnflamatuar myofibroblastik tümör  

Koroid Fleksus Tümörler Benign fibröz histiyositoma  

Koroid pleksus papilloma I Fibrosarkom  
Atipik koroid pleksus papilloma II Farklılaşmamış pleomorfik sarkom /   
Koroid pleksus karsinomu III 

 

Malign fibröz histiyositoma  

Nöronal ve Karışık Nöronal-Glial 
Tümörler 

Leiomiyom  

Disembriyoplastik nöroepitelyal tümör I Leyomiyosarkom  
Gangliositom  I Rabdomiyom  
Ganglioglioma I Rabdomyosarkom  
Anaplastik ganglioglioma III Kondroma  
Displastik serebellar gangliositoma  
(Lhermitte-Duclos hastalığı) I Kondrosarkom  

Desmoplastik infantil astrositom ve 
ganglioglioma I Kemik tümörü  

Papiller glioneuronal tümör I Osteokondrom  
Rozet oluşturan glioneuronal tümör I Osteosarkom  

Diffüz leptomeningeal glioneuronal tümör  Melanositik Tümörler 

Santral nörositom II Meningeal melanositoz  
Ekstraventriküler nörositom II Meningeal melanositoma  
Serebellar liponeurocytoma II Meningeal melanom  
Paraganglioma  Meningeal melanomatozis  
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Pineal Bölge Tümörleri Lenfomalar 

Pineositoma I 

 
 
İmmün yetmezlik ilişkili MSS lenfoması 

• AIDS ile ilgili DBBHL 
• EBV pozitif DBBHL 
• Lenfomatoid granülomatozis 

III 
 

Pineal parankimal orta farklılaşma tümörü II/III   
Pineoblastom IV İntravasküler büyük B hücreli lenfoma  

Pineal bölgenin papiller tümörü II/III CNS'nin düşük dereceli B hücreli 
lenfomaları  

Embriyonal Tümörler CNS'nin T hücresi ve NK / T hücresi 
lenfomaları  

Medulloblastoma genetik olarak 
tanımlanmış 

• Medulloblastom, WNT aktif 
• Medulloblastom, SHH aktif ve 

TP53 mutantı 
• Medulloblastom, SHH aktif ve 

TP53 vahşi tip 
• Medulloblastom, WNT / SHH 

olmayan 

IV Anaplastik büyük hücreli lenfoma, ALK 
pozitif  

Medulloblastoma histolojik olarak 
tanımlanmış 

• Medulloblastom, klasik 
• Medulloblastom, desmoplastik / 

nodüler 
• Kapsamlı nodülerliğe sahip 

medulloblastom 
• Medulloblastom, büyük hücreli / 

anaplastik 

IV Anaplastik büyük hücreli lenfoma, ALK 
negatif  

Medulloblastom, NOS IV Dura MALT lenfoması  
Çok tabakalı rozetler içeren embriyonel 
tümör, C19MC değişmiş IV Histiyositik Tümörler 

Çok tabakalı rozetler içeren embriyonel 
tümör, NOS  Langerhans hücreli histiyositoz  

Medulloepithelioma IV Erdheim-Chester hastalığı  
   MSS nöroblastomu Rosai-Dorfman hastalığı  

• MSS ganglioneuroblastoma  Juvenil ksantogranülom  
• MSS embriyonel tümörü, NOS IV Histiyositik sarkom  

Atipik teratoid rabdoid tümör IV Germ Hücre Tümörleri 
Rabdoid özellikli MSS embriyonel 
tümörü IV Germinom  

Kraniyal ve Paraspinal Sinir Tümörleri Embriyonal karsinom  

Schwannom 
• Hücresel schwannoma 
• Pleksiform schwannoma 

I Sarık kesesi tümörü  

Melanotik schwannoma  Koryokarsinom  
Nörofibrom 

• Atipik nörofibrom 
Pleksiform nörofibrom 

I 
Teratoma 

• Olgun teratom 
• Olgunlaşmamış teratom 

 

Perineurioma I Malign dönüşümlü teratom  
Hibrit sinir kılıfı tümörü  Karışık germ hücreli tümör  
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Malign periferik sinir kılıfı tümörü 
(MPNST) 

• Epitelioid MPNST 
• Perineür farklılaşması olan 

MPNST 

II/II/ 
IV Sellar Bölge Tümörleri 

  Kraniyofarenjiyom 
• Adamantinomatous craniopharyngioma 
• Papiller kraniyofarinjiyom 

I 

Sellar bölgenin granüler hücreli tümörü I 
Pituicytoma I 
Mil hücresi onkostomu I 

Metastatik Tümörler 

IDH: İsositrat dehidrogenaz; NOS: Nitrik oksit sentaz; MSS: Merkezi sinir sistemi; DBBHL: Difüz büyük B 

hücreli lenfoma; ALK: Anaplastik lenfoma kinaz; SHH: Sonic hedgehog; TP53: Tümör protein 53. 

 

2.2. Glioblastoma Multiforme 

 

Gliomaların adlandırılması ve tanısı için uluslararası standart olarak WHO 

sınıflandırması kullanılmaktadır. Histopatolojik kriterler tarafından belirlenen malignite 

düzeyine göre gliomaları Evre I ile IV arasında sınıflandırır. Evre I gliomalar proliferatif 

potansiyeli düşük ve cerrahi işlemle tedavi edilebilecek lezyonlarla ilişkilidir, buna karşın 

Evre II ila IV gliomalar yüksek derecede malign ve invaziftir. Glioblastoma multiforme 

(GBM) en agresif, invazif ve farklılaşmamış astrositom türüdür. WHO sınıflandırmasına göre 

diffüz astrositom veya anaplastik astrositomlardan gelişir ve Evre IV olarak tanımlanmıştır 

(1,2). Yaygın olarak bazal ganglionlarda, talamusta veya beyaz cevherde görülür ancak 

nadiren beyin sapı, spinal kord ve serebellumda ortaya çıkar. Başlangıçta, GBM'lerin yalnızca 

glial hücrelerden türetildiği düşünülmekteydi; ancak kanıtlar nöral-kök hücre benzeri 

özelliklere sahip çoklu (multiple) hücre tiplerinden kaynaklanabileceğini göstermektedir. Bu 

hücreler kök hücreden nörona ve gliaya birçok farklılaşma aşamasındadır, fenotipik 

varyasyonlar büyük oranda hücre kökenindeki farklılıklardan ziyade sinyal yollarındaki 

moleküler değişikliklerle belirlenir (3).  

Histolojik olarak GBM; artan hücre yoğunluğu, anormal hücre tipleri (atipi), nekroz 

alanları ve güçlü anjiyojenez ile karakterizedir (Şekil 1) (4). Makroskopik olarak GBM, 

multifokal kanama, nekroz, kistik ve jelatinimsi alanlar içeren oldukça heterojen bir yapıdır. 

Doku nekrozunun bir sonucu olarak bazı bölgeler yumuşak ve sarı renkte görünürken, tümör 

alanlarının bazıları sert ve beyaz renkte görünür, bazı bölgeler ise belirgin kistik dejenerasyon 

ve kanamalar gösterir (5).  
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Şekil 1. Glioblastoma multiformenin temel karakteristikleri (4). 

 

2.2.1 GBM İnsidansı, Etiyolojisi ve Risk Faktörleri 

 

Her ne kadar GBM 100.000 kişide 10'dan az küresel insidansa sahip nadir bir tümör 

olsa da kötü prognozu ve düşük sağkalım oranı (ortalama 14-15 ay) nedeniyle önemli bir halk 

sağlığı sorunudur (6,7). Tüm yaş gruplarındaki tüm gliomaların %50'sini oluşturur (8) ve 

çocukluk çağı dahil her yaşta ortaya çıkabilir ancak ortalama 55-60 yaş arasında yüksek 

insidansa sahiptir (9). GBM insidansı erkeklerde kadınlardan ve Kafkasyalılarda diğer etnik 

kökene göre biraz daha yüksektir (10).  

Beyin neoplazmalarının etiyolojisi hakkında çok az şey bilinmektedir. Yüksek dozlu 

iyonlaştırıcı radyasyona maruz kalmanın bugüne kadar teyit edilen tek risk faktörüdür (10). 

Radyasyona bağlı GBM tipik olarak başka bir tümör veya durum için belirtilen terapötik 

radyasyondan yıllar sonra görülür (11) ve radyoterapiden sonra GBM gelişme riskinin % 2,5 

olduğu tahmin edilmektedir (12). GBM ile sigara içme, diyet riski faktörleri, cep telefonları 

veya elektromanyetik alan, ağır kafa travması, mesleki risk faktörleri ve böcek ilacı 

maruziyeti gibi çevresel faktörler arasında kesin bir ilişki bulunamamıştır (5). 

Nörofibromatozis tip 1 ve tip 2, yumrulu skleroz, Li-Fraumeni sendromu, retinoblastom ve 

Turcot sendromu gibi bazı spesifik genetik hastalıklarda artmış glioma riski vardır (10). 
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2.2.2 Genetik ve Moleküler Patogenezi 

 

GBM'ler klinik özelliklere dayanarak primer GBM ve sekonder GBM olmak üzere iki 

grupta sınıflandırılır. Primer GBM, bilinen bir öncü lezyonun klinik ve histolojik kanıtları 

olmadan yani de novo olarak ortaya çıkarken, sekonder GBM’de önceden var olan düşük 

dereceli bir tümörün zaman içinde GBM'ye dönüşmesiyle ortaya çıkmaktadır. GBM'lerin 

çoğunluğu primerdir ve bu hastalar daha yaşlı olma eğilimindedir, ancak sekonder GBM'li 

hastalardan daha kötü prognoza sahiptir (13). 

Genomik profilleme ve Kanser Genom Atlas projesinde (14) 200'den fazla insan GBM 

tümör örneğinde 600'den fazla genin sekanslanması sonucunda, GBM’de üç merkezi sinyal 

yolağının aktive edildiği gösterilmiştir: 1) Tümör proteini p53 yolu, 2) Reseptör tirozin kinaz / 

Ras / fosfoinositid 3-kinaz sinyal yolu ve 3) Retinoblastoma yolu (Şekil 2). Primer GBM için 

tipik genetik değişiklikler, epidermal büyüme faktörü reseptörü (EGFR) mutasyonu ve 

aplifikasyonu, mouse double minute 2 homolog (MDM2) aşırı ekspresyonu, fosfataz ve tensin 

homoloğu (PTEN) mutasyonu, 10q kromozomun heterozigosite kaybı, telomeraz ters 

transkriptaz (TERT) promoter mutasyonları, p16 delesyonu ve kaybıdır. Sekonder GBM'de 

ise platelet kaynaklı büyüme faktörü A ve platelet kaynaklı büyüme faktörü reseptörü alfa 

(PDGFA/PDGFRA) ve retinoblastoma (RB) aşırı ekspresyonu, 19q kromozomun 

heterozigosite kaybı ve IDH1/2, TP53 ve ATRX'in mutasyonları sıklıkla görülür (13,15,16). 

Primer ve sekonder GBM'lerin büyük çoğunluğu bu yolaklarda değişiklikler geçirerek, 

kontrolsüz hücre çoğalmasına ve hücre sağkalımının artmasına neden olurken, tümör 

hücresinin hücre döngüsü kontrol noktalarından ve apoptoz yolaklarından kaçmasını sağlar 

(Şekil 2) (17). 

Moleküler patogenez ve gen ekspresyonu temelli moleküler bir sınıflandırmaya göre, 

her biri belirgin şekilde farklı hastalık ilerlemesi ve sağkalım sonuçları olan klasik, nöral, 

pronöral ve mezenkimal olarak dört farklı GBM alt tipi tanımlanmıştır. Pronöral alt sınıfın 

özellikleri, Siklin bağımlı kinaz (CDK)-4, CDK6, PDGFRA, MET ve IDH1 mutasyonlarıdır. 

Klasik alt tip, PTEN ve CDKN2A kaybı ve EGFR amplifikasyonu ile kategorize edilir. 

Ayrıca TP53, NF1 ve siklin bağımlı kinaz inhibitör 2A (CDKN2A) mutasyonları ve/veya 

kaybı, mezenkimal alt tipin ana özellikleridir. Son alt tip, yani nöral alt sınıf için belirgin bir 

genetik imza bulunmamıştır (18,19). 
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Şekil 2. GBM’de rol alan a) RTK/RAS/PI(3)K, b) p53 ve c) RB sinyal yollaklarındaki 

moleküler değişiklikler. Kırmızı renkli şekiller, aktive olan genetik değişiklikleri gösterirken, 

mavi renkli şekiller inaktive olan genetik değişiklikleri tanımlamaktadır. Genetik 

değişikliklerin yüzdesi arttıkça renklerin şiddeti de orantılı olarak artmaktadır (20). 

 

2.2.3 Tedavi Yaklaşımları 

 

Yeni tanı konulan GBM'nin tedavisi multidisipliner bir yaklaşım gerektirir. Mevcut 

standart terapi, tümörün cerrahi rezeksiyonunun ardından bir oral alkilasyon kemoterapi 

maddesi olan temozolomid (TMZ) (Temodar®) ile eşzamanlı radyasyon ve ardından TMZ ile 

adjuvan kemoterapiyi içerir. GBM'nin kapsamlı ve tam cerrahi rezeksiyonu zordur, çünkü bu 

tümörler sıklıkla invaziftir ve konuşma, motor fonksiyon ve duyuları kontrol eden alanlar 

dahil olmak üzere beynin belirgin bölgelerini etki eder. Yüksek invazifliği nedeniyle, primer 

tümör kitlesinin rezeksiyonu tedavi edici değildir ve infiltre eden tümör hücreleri, çevreleyen 
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beyinde sürekli olarak kalır ve bu da hastalığın ilerlemesine veya tekrarlanmasına neden olur 

(13). Cerrahi rezeksiyon ve radyoterapi ile kombine edilen temozolomid (TMZ), malign 

glioma için standart bir yaklaşımdır (21) ancak zaman içinde glioma hücrelerinin TMZ’ye 

direnç kazanması nedeniyle verimliliği sınırlıdır. TMZ sitotoksisitesinden sorumlu ana 

mekanizma üç basamaktan oluşur. Buna göre; i) DNA’nın Guanin nükleotidi, N7 ve O6 

pozisyonundan TMZ tarafından metillenir; ii) DNA hasar yanıtı uyarılır; iii) G2-M sınırındaki 

hücre döngüsü bloklanır ve apoptoz tetiklenir. Bununla birlikte, tümör hücrelerinde yüksek 

O6-metilguanin-DNA metiltransferaz (MGMT) aktivitesi düzeylerinin düşük TMZ etkisi ile 

ilişkili olduğu bildirilmiştir. MGMT, tümör hücrelerini alkilleme kemoterapötik ajanlarına 

karşı koruyan kritik bir DNA onarım proteinidir (22). TMZ direnç mekanizmaları ise i) 

mitokondriyal kompleksler II/III ve sitokrom c oksidaz aktivitelerinin artması ile elektron 

transport zincirinin yeniden yapılanması ve ii) DNA tamir proteini MGMT (23), sonic 

hedgehog ve Notch yolaklarını içermektedir (24).  

 

2.3. Merkezi Sinir Sistemi İlaçları  

 

 Merkezi sinir sisteminde etkili olan hemen hemen tüm ilaçlar, kimyasal sinaptik 

iletimdeki adımları değiştirerek etkilerini üretirler (Şekil 3). Bu transmittere bağlı etkiler, 

presinaptik ve postsinaptik olmak üzere iki kategoride değerlendirilir. Nörotransmiterlerin 

sentezi, depolanması, metabolize edilmesi ve salınımına etki eden ilaçlar presinaptik 

kategoriye girer. MSS ilaçları, transmitter sentezi ve depolanmasını etkileyerek presinaptik 

iletimi regüle edilebilir. Örneğin; reserpin, veziküler katekolamin taşıyıcısını (VMAT) 

bloklayarak katekolaminlerin hücre içinde depolanmasını inhibe eder. Bu ajanlar, ayrıca 

transmitter katabolizmasını veya salınımını da değiştirebilir. Örneğin, uyarıcı amfetamin, 

adrenerjik sinapslardan katekolamin salınımını indükleyerek etkisini gösterir. Bir 

transmitterin etkisi, sinaptik aralığa salındıktan sonra ya sinaptik terminale ve çevresindeki 

nöroglia içine alınım ya da sinaptik alanda degredasyon mekanizmaları ile sonlandırılır. MSS 

ilaçları, transmitterlerin alınım veya degredasyon mekanizmalarına etki ederek, sinyal etkisini 

arttırabilir ya da azaltabilirler. Örneğin kokain, adrenerjik sinapslardaki katekolaminlerin 

alımını bloke ederek bu aminlerin etkisini arttırır. Bununa karşılık, antikolinesterazlar, 

asetilkolinin enzimatik degredasyon ile inaktivasyonunu bloke eder ve böylece etkilerini 

uzatırlar.  
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MSS ilaçları, ayrıca postsinaptik bölgedeki reseptörler üzerinden nörotransmitter 

agonistleri olarak etki ederek veya reseptör fonksiyonunu bloke ederek fonksiyon gösterirler. 

Enkefalinin etkisini taklit eden opioidler gibi, reseptör antagonizmi merkezi sinir sistemi 

ilaçları için ortak bir etki mekanizmasıdır.  İlaçlar ayrıca iyonotropik reseptörlerin iyon kanalı 

üzerinde doğrudan etki edebilirler. Örneğin, barbitüratlar, birçok uyarıcı iyonotropik 

reseptörün kanalını bloke edebilir. Metabotropik reseptörler söz konusu olduğunda, ilaçlar, 

reseptörün alt akımındaki adımların herhangi birinde etkili olabilir. Buna en iyi örnek, ikincil 

mesajcı cAMP aracılığı ile nörotransmitter yanıtlarını değiştirebilen metilksantinlerdir. 

Yüksek konsantrasyonlarda, metilksantinler, cAMP metabolizmasını bloke ederek cAMP 

düzeyini yükseltir ve böylece nörotransmitter etkilerini uzatır. Sinapslar, bir yönde doğru bilgi 

ileten bir valf gibi işlev görmesinin yanı sıra, transmitter salınımını modifiye etmek için 

presinaptik terminale geri beslenen sinyaller de üretebilmektedir. Endokannabinoidler, böyle 

bir retrograd sinyalleme için en iyi örnektir. Postsinaptik aktivite endokannabinoidlerin 

sentezlenmesine ve salınmasına yol açar, bu daha sonra presinaptik terminaldeki reseptörlere 

bağlanır (Şekil 3) (25). 

 
Şekil 3. Merkezi sinir sistemi ilaç mekanizmaları. (1) Presinaptik nöronda aksiyon 

potansiyeli; (2) transmitter sentezi; (3) depolama; (4) metabolizma; (5) salınım; (6) sinir 

terminalinden yeniden alınım ya da bir glial hücreye alınma; (7) degredasyon; (8) transmitter 

reseptörü; (9) iyonik iletkenlikte reseptör kaynaklı artış veya azalma; (10) retrograd (geri 

besleme) sinyal iletimi (25).  
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Merkezi sinir sistem ilaçları, etki mekanizmaları ve kullanım alanlarına göre ise 11 ana 

grup altında değerlendirilebilir: 

1. Antikonvülsan (Antiepileptik) İlaçlar 

2. Sedatif-Hipnotik İlaçlar 

3. Parkinson Tedavisinde Kullanılan İlaçlar 

4. Antidepresanlar ve Antimanikler 

5. Antipsikotik (Nöroleptik) Ajanlar ve Lityum 

6. Antisiyolitikler (Trankilizanlar)  

7. Santral Sinir Sistemi Uyarıcıları 

8. Analjezikler 

9. Genel Anestezikler 

10. Lokal Anestezikler 

11. Nöromuskuler Bloke Edici Ajanlar 

 

2.4. Sertralin 

 

Sertralin (Zoloft® – Lustral®), seçici serotonin geri alım inhibitörü (SSRI) sınıfından 

olan ve oral olarak kullanılan, 306Da ağırlığında ikinci kuşak bir antidepresandır. Majör 

depresif bozukluk, obsesif-kompulsif bozukluk, sosyal anksiyete, panik bozukluğu ve travma 

sonrası stres bozukluğu bozukluğunu tedavi etmek için kullanılır. Yaklaşık 24-26 saatlik yarı 

ömrü olması nedeniyle günde 50-200 mg doz alınması tavsiye edilir. Sertralin gastrointestinal 

yolla yavaş yavaş absorbe edilir ve kanda yaklaşık %98 oranında plazma proteinlerine 

bağlanarak taşınır. Sık görülen yan etkiler arasında diyare, cinsel işlev bozukluğu ve uykuyla 

ilgili sorunlar yer almaktadır (26). Ciddi yan etkiler arasında 25 yaşın altındakilerde artmış 

intihar riski ve serotonin sendromu bulunmaktadır (27). 

Serotonin veya 5-hidroksitriptamin (5-HT) bir monoamin nörotransmitterdir. Gerçek 

biyolojik işlevi refah ve mutluluk duygularına katkıda bulunmasının yanı sıra kognisyon, 

ödüllendirme, öğrenme ve hafıza gibi çok sayıda fizyolojik süreçte rol almaktadır. 

Serotonerjik etkinin sonlanması, presinaptik nöronun akson terminalinde bulunan ve bir 

transmembran proteini olan Serotonin taşıyıcısı (SERT) aracılığıyla sinaptik boşluktan 

spesifik olarak serotoninin geri alımı ile gerçekleşir. SSRI'lar, SERT’i allosterik olarak inhibe 
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ederek hücre dışı serotonin düzeylerinin ve serotonerjik nörotransmisyonun artmasını sağlar. 

Terapötik dozlarda, taşıyıcının aktivitesinin yaklaşık % 80'i inhibe edilir (25).  

 

2.5. Penfluridol 

 

Antipsikotik ilaçlar, şizofreni, bipolar bozukluk, psikotik depresyon, yaşlılık psikozları, 

çeşitli organik psikozlar ve ilaca bağlı psikozlar dahil olmak üzere çok çeşitli koşullarda 

psikotik semptomları azaltabilmektedir. Ayrıca ruh halini iyileştirebilir, anksiyete ve uyku 

bozukluklarını azaltabilirler, ancak psikotik olmayan hastalarda bu belirtiler birincil 

rahatsızlık olduğunda tercih edilen tedavi değildir (25). 

Penfluridol (Semap®, Micefal®, Longoperidol®) oldukça güçlü, birinci jenerasyon bir 

difenilbutilpiperidin türevi tipik antipsikotiktir. Penfluridol, davranış ve psikoz ile en 

yakından ilişkili olan mesolimbik-mezokortikal alanda dopamin D2 reseptörüne bağlanarak 

bir Dopamin antagonisti olarak görev yapar ve dopaminerjik sinyalleri azaltarak semptomları 

hafiflettiği düşünülmektedir. Gastrointestinal sistemden emildikten sonra, yağ dokusunda 

birikerek yavaş yavaş salınması ve 70 saatlik yarı ömrü nedeniyle, genellikle haftada bir kez 

10-60 mg oral yoldan alınması tavsiye edilir ancak çoğu tipik antipsikotikte olduğu gibi, 

atipik antipsikotik ilaçların yerini giderek artan şekilde almaktadır. Sadece hafif yatıştırıcıdır, 

ancak çoğu zaman akatizi, diskinezi ve yalancı Parkinsonizm benzeri ekstrapiramidal yan 

etkilere neden olur (28) . 

 

MSS ilaçlarının, uzun bir klinik geçmişi olmaları, güvenilir olmaları ve kan beyin 

bariyerinden geçebilmeleri nedeniyle GBM tedavisi için yeniden konumlandırma 

potansiyeline sahiptir. Popülasyon-tabanlı bir kohort çalışmasında, nöroleptik ilaç kullanan 

hastalarda kanser görülme riskinin azaldığı gösterilmesi (29) bu ajanların, anti-neoplastik 

potansiyellerini ön plana çıkarmaktadır. Bu nedenle, bu çalışmamızda insan glioblastoma 

hücrelerinde Sertralin ve Penfluridol’ün hem anti-kanser, hem de anti-metastatik 

potansiyelleri ilk kez incelenecek ve olası alternatif tedavi yaklaşımların gelişimine ışık 

tutabilecektir. 
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3. Gereç ve Yöntem 

 

3.1. Araştırmanın Tipi 

 

Önerdiğimiz araştırma projesinin türü deneysel in vitro bir çalışmadır. 

 

3.2. Araştırmanın Yeri ve Zamanı 

 

Projenin hücre kültürü, hücre canlılığı, koloni oluşumu, sferoid proliferasyonu ve 

metastatik hücre davranışı denemeleri Tıbbi Biyokimya Anabilim Dalı Laboratuvarları’nda, 

akış sitometrisi çalışmaları ise Tıbbi Onkoloji Anabilim Dalı’nda, Lüminometrik ölçümler 

İzmir Biyotıp ve Genom Merkezi’nde Kasım 2018 – Mart 2019 tarihleri arasında 

gerçekleştirilmiştir. 

 

3.3. Araştırmanın Evreni ve Örneklemi/Çalışma Grupları 

 

Bu projede hücre kültürü (in vitro) çalışması yapıldığından araştırmanın evreni ve 

örneklemi bulunmamaktadır. 

 

3.4. Çalışma materyali 

 

Bu araştırmada kullanılan U87 ve U251 insan glioblastoma kanser hücre hatları, 

Haziran 2017 tarihinde Dokuz Eylül Üniversitesi Sinirbilimler Anabilim Dalı’ndan Prof. Dr. 

Şermin GENÇ tarafından hediye edilmiştir. DMSO içerisinde dondurulmuş U87 ve U251 

hücreleri buz içerisinde laboratuvar ortamında taşınmıştır.  

 

3.5. Araştırmanın Değişkenleri 

 

Çalışmamızın bağımlı değişkeni glioblastoma, bağımsız değişkeni Sertralin ve 

Penfluridol olarak tanımlanmıştır. 
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3.6. Veri toplama araçları 

 

3.6.1 Materyaller  

Bu çalışmada kullanılan malzemeler Tablo 2’de, cihazlar ise Tablo 3'de belirtilmiştir. 

 

Tablo 2. Projede kullanılan malzemelerin marka ve kod numaraları 

 Malzeme/Cihaz Adı Markası Kod Numarası 

DMEM with pyruvate Gibco 21969035 

Fetal Dana Serum (FBS) Biowest 10270 

L-Glutamin Gibco  25030081 

Penisilin/Streptomisin Gibco 15140122 

Fosfat Tamponu Tuzu (PBS) (10X) Lonza BE17-517Q 

Tripsin/EDTA Gibco 25200072 

Tripan Mavisi Biochrom L 6323 

Dimetilsülfoksit (DMSO) Fischer Scientific EC-200-664-3 

Sertralin Sigma S6319 

Penfluridol Sigma P3371 

WST-1  Sigma 5015944001 

Matrijel Corning Life Sciences 356237 

8µm por çaplı invazyon insert Falcon 354578  

Insert uyumlu 24 kuyulu plak  Falcon 353504 

Diff-Quik Stain Set Siemens B4132-1A 

%37 Formaldehit  Sigma F1635 

Kristal viyolet Sigma  C0775 

Metanol  Sigma 34860 

Asetik Asit  Riedel de Haen  27225  

FITC Anneksin V Apoptosis Detection Kit BD Biosciences 556547 

Agaroz  Biomax HS-8000 

Ultra-low attachment 96 well plate Corning CLS7007 

CellTiter-Glo 3D Cell Viability Assay Promega G9681 
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Tablo 3. Projede kullanılan cihazların marka ve kod numaraları 

Malzeme/Cihaz Adı Markası Model/Kod Numarası 

Laminar Akımlı Kabinet ESCO EQR / GL-64 

CO2 İnkübatörü Thermo Scientific Model:311 

Ters-faz Işık Mikroskobu Nikon ECLIPSE TS100 

Ters-faz Işık Mikroskobu Olympus CKX41 

Flow Cytometry Beckman Coulter  Navios 

Plak Okuyucu (Spektrofotometre) BioTek  ELX 50 

Plak Okuyucu (Luminometre) Berthold Technologies Centro LB 960 

Akış Sitometresi Beckman Coulter Navios EX 

Termal Isıtıcı Blok Stuart SBH130D 

UVP ekle   

Hassas Terazi Precisa XB 220A 

Manyetik Karıştırıcı VELP Scientificia F20520162 

pH Metre J.P Selecta 4120500 

Soğutmalı Etüv VELP Scientifica FOC 225E 

Sabit açılı santrifuj Heraeus Biofuge Stratos 

Salınımlı santrifüj Eppendorf 5810 R  
Otoklav Hirayama  HICLAVE HV-50 

Derin Dondurucu -800 C Thermo Scientific Forma Model 705 
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3.6.2 Yöntemler 

 

Projemizde önerdiğimiz hedeflere ulaşabilmek için yararlanacağımız teknikler ve bu 

tekniklerin hangi amaçla kullanılacağı aşağıda maddeler halinde açıklanmıştır. Buna göre; 

U87 ve U251 insan glioblastoma hücreleri Sertralin ve Penfluridol ile muamele edildikten 

sonra  

1) Hücre canlılığı üzerindeki etkileri WST-1 ile,  

2) Hücre sağkalımı üzerindeki etkileri koloni oluşum denemesi ile, 

3) Üç boyutlu proliferasyon üzerindeki etkileri 3D sferoid proliferasyon denemesi ile, 

4) Hücre ölümü üzerindeki etkileri akış sitometrisi ile, 

5) Hücre migrasyonu üzerindeki etkileri lateral yara iyileşmesi denemesi ile, 

6) Hücre invazyonu üzerindeki etkileri matrijel invazyon denemesi ile, 

7) Hücre adezyonu üzerindeki etkileri hücre adezyon denemesi ile incelenecektir. 

 

3.6.2.1 Hücre Kültürü  

 

Bu çalışmada, U87 ve U251 insan glioblastoma hücre hatları kullanıldı. Tüm çalışmalar 

aseptik koşullar altında, Sınıf II Laminar Flow içerisinde gerçekleştirildi. U87 ve U251 

hücreleri %10 fetal bovin serum (FBS), 2 mM L-glutamin, 1mM sodyum piruvat ve 100U/mL 

penisilin - 100µg/mL streptomisin içeren DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium) 

ortamında 37ºC’de, pH dengesinin korunması için %5 CO2 içeren inkübatörde kültüre edildi. 

Hücre sayımı için, öncelikle hücre süspansiyonu %0,4 Tripan Mavisi ile 1:1 oranında 

karıştırıldı ve "Improved Neubauer" lamı kullanılarak mikroskobik olarak sayımları yapıldı. 

Membran bütünlüğü bozulan hücrelerin Tripan Mavisi ile maviye boyanması prensibiyle ölü 

hücrelerin canlı hücrelerden ayrımı sağlandı. Bunun üzerine Tripan mavisi ile boyanmayan 

canlı hücreler sayılarak toplam hücre canlı sayısı aşağıdaki eşitlik kullanılarak hesaplandı. 

Hücre sayısı/ml = Ortalama hücre sayısı x seyreltme faktörü x 104 

 

3.6.2.2 WST-1 Hücre Canlılık Analizi 

 

Sertralin ve Penfluridol’ün U87 ve U251 hücre canlılığı üzerine etkisi, WST-1 (4-[3-(4-

iyodofenil)-2-(4-nitrofenil)-2H-5-tetrazolio]-1,3-benzen disulfonat) reaktifi kullanılarak 
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incelendi (30). Bunun için, 96 kuyulu plağın kuyularına 100µl DMEM içerisinde 2500 hücre 

ekildi ve hücrelerin yüzeye tutunmaları için bir gece CO2 inkübatöründe inkübe edildi. 

Ardından deney gruplarına 100µl DMEM içerisinde farklı konsantrasyonlarda Sertralin ve 

Penfluridol (1,25µM - 2,5µM - 5,0µM - 10,0µM - 20,0µM - 40,0µM) verildi. Kontrol, negatif 

kontrol (DMSO kontrol) ve kör grupları da ayrıca oluşturuldu. 96 kuyulu plaklar CO2 

inkübatöründe 24 - 48 - 72 saat inkübe edildi. İnkübasyon süresi sonunda her kuyuya 10µl 

WST-1 reaktifi eklendi ve CO2 inkübatöründe inkübe edildi. Reaktifin konulmasından 3 saat 

sonra plak okuyucuda 450nm dalga boyunda (Referans dalga boyu: 632nm) absorbansları 

kaydedildikten sonra aşağıdaki eşitlik kullanılarak % Canlılık değeri belirlendi. Graphpad 

prism 8.0 yazılımı kullanılarak 24-48-72 saatlere ait IC50 değerleri belirlendi. 

% Hücre Canlılığı = (Ortalama deney absorbansı / Ortalama kontrol absorbansı) x 100 

 

3.6.2.3 Akış Sitometrisi ile Apoptoz Analizi 

 

U87 ve U251 hücrelerinde Sertralin ve Penfluridol’ün apoptoz üzerindeki etkilerini 

incelemek amacıyla akış sitometresi kullanıldı. Öncelikle, 6 kuyulu plağın kuyularına 2ml 

DMEM içerisinde 1x105 hücre ekildi ve hücrelerin yüzeye tutunmaları için bir gece CO2 

inkübatöründe inkübe edildi. Süre sonunda hücrelere Sertralin (U87: 12µM; U251: 10µM) ve 

Penfluridol (U87: 6,5µM; U251: 5µM) uygulanarak 24 - 48 saat inkübe edildi. Hücreler 

tripsinize edilerek 15ml’lik falkon tüplere toplandı ve 5 dakika 1500xg’de santrifüj edilerek 

çöktürüldü. Elde edilen hücre pelleti soğuk PBS ile 1 kere süspanse edildi ve tekrar 5 dakika 

1500xg’de santrifüj edilerek çöktürüldü. PBS uzaklaştırıldıktan sonra hücre pelleti 100µl 

Anneksin V–bağlama tamponu (AVBB) ile yeniden süspanse edildi. Her tüpe 5µl propidiyum 

iyodür (PI) ve 5µl Anneksin V– FITC eklendikten sonra ve oda sıcaklığında 15 dakika inkübe 

edildi. Her tüpe 400µl AVBB eklendikten sonra akış sitometrisinde (Anneksin V (FITC) 

ex:488nm/em:530nm, PI ise ex:535nm/em:617nm) hücre ölümü analiz edildi (31). 

 

3.6.2.4 Koloni Oluşum Denemesi  

 

U87 ve U251 hücrelerinde Sertralin ve Penfluridol’ün klonojenik sağkalımı üzerindeki 

etkisi hücrelerin koloni oluşturma kapasitesi ile belirlendi. Koloni oluşum deneyi, Mosmann 

T’nin (32) yöntemine göre uygulandı. Bunun için, 6 kuyulu plağın her kuyusuna 500 hücre 
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ekildi ve hücrelerin yüzeye tutunmaları için bir gece CO2 inkübatöründe inkübe edildi. 

Ardından hücreler, farklı konsantrasyonlarda Sertralin (2,5µM - 5,0µM - 7,5µM - 10,0µM) ve 

Penfluridol (2µM - 3µM - 4µM - 5µM)  ile muamele edildi. Hücrelerin koloni oluşturması 

için U251 hücreleri 7 gün, U87 hücreleri 14 gün CO2 inkübatöründe inkübe edildi. Oluşan 

koloniler %4 paraformaldehit ile oda sıcaklığında 20 dakika inkübe edilerek fikse edildi.  

Paraformaldehit uzaklaştırıldıktan sonra kuyular 1 kere PBS ile yıkandı ve %1 kristal viyole 

ile 20 dakika inkübe edilerek kolonilerin boyanması sağlandı. Elde edilen koloniler “UVP Gel 

Logic System” ile görüntülendi ve Image J programı “Cell Counter” eklentisi ile minimum 50 

hücre içeren kolonilerin sayımları yapıldı.  

 

3.6.2.5 3D Sferoid Proliferasyon Denemesi 

 

U87 ve U251 hücrelerinde Sertralin ve Penfluridol’ün 3D sferoid proliferasyonu 

üzerindeki etkilerini değerlendirmek amacıyla, ultra düşük tutunma (ultra low attachment - 

ULA) özelliğine sahip U tabanlı veya normal tutunma özelliğine sahip %1,5 agaroz ile 

kaplanmış düz tabanlı 96 kuyulu plaklara 2500 hücre/200 μl en az 5 tekrar olacak şekilde 

ekildi. Ardından plak oda sıcaklığında 800rpm'de 5 dakika santrifüj edildi. Hücrelerin sferoid 

oluşturması için 3-4 gün CO2 inkübatöründe inkübe edildi. Süre sonunda kuyulardan 100 μl 

ortam uzaklaştırıldı ve üzerine 100μl 2X konsantrasyonda Sertralin (U87:12µM; U251:10µM) 

ve Penfluridol (U87: 6,5µM; U251: 5µM) verildi. Belirli zaman aralıklarında (0. - 72. - 144. 

saat) sferlerin görüntüleri ters faz ışık mikroskobunda alınarak "V(Hacim) = 4/3πr3" 

eşitliğinden yararlanılarak sfer hacimleri hesaplandı (33). Ek olarak “CellTiter-Glo 3D Cell 

Viability Assay” kiti kullanılarak üç boyutlu hücre canlılığı analizi yapıldı. Bu yöntemin 

prensibi 3D hücre kültüründeki canlı hücrelerin sayısını belirlemek için, metabolik olarak 

aktif hücrelerin varlığını gösteren ATP miktarının lüminometrik ölçümüne dayanır. Buna göre 

96 kuyulu plakta, 100µl hücre içeren ortam üzerine 100µl CellTiter-Glo 3D reaktifi konuldu 

ve hücrelerin lize olması için 5 dakika plate çalkalayıcıda karıştırıldı. Ardından lüminsan 

sinyalin stabilize olması için plak, oda sıcaklığında 25 dakika inkübe edildi ve süre sonunda 

0,25-1 saniye lüminometrik okumaları alındı. 
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3.6.2.6 Yara İyileşmesi Lateral Migrasyon Denemesi 

 

U87 ve U251 hücrelerinde Sertralin ve Penfluridol’ün hücre migrasyonu üzerindeki 

etkilerini saptayabilmek için yara iyileşmesi lateral migrasyon denemeleri yapıldı. Öncelikle 

24 kuyulu plağın her kuyusuna U87 (1,5x105 hücre) ve U251 (2x105 hücre) ekildi ve 

hücrelerin plak yüzeyine tutunmaları için gece boyu CO2 inkübatöründe inkübe edildi. Yara 

iyileşmesi denemesinden bir gece önce hücrelerin ortamları %2 FBS içeren DMEM ile 

değiştirildi. Ardından, yara bölgesi oluşturmak için 200µl'lik steril bir pipet ucu yardımıyla 

çizildi ve çizilen alandan kalkan hücreler 1X PBS ile yıkanarak uzaklaştırıldı. Açılan yaraların 

sıfır zaman noktasında (başlangıç) ters faz ışık mikroskobunda görüntüleri alındıktan sonra 

kuyulara %2 FBS içeren DMEM ortamı içerisinde Sertralin (U87: 12µM; U251: 10µM) ve 

Penfluridol (U87: 6,5µM; U251: 5µM) ile muamele edildi. Yara açıldıktan 24 saat sonra 

tekrar yara görüntüleri alındı. Yara genişliklerinin ölçümleri Image J programı “MRI wound 

healing” aracı kullanılarak gerçekleştirildi. Hücresel motilitenin ifadesi olan % motilite 

aşağıdaki eşitlikten hesaplandı (34). 

% Motilite Indeksi = 100- (Belirli bir zamanın yara genişliği*100 / başlangıçın yara genişliği) 

 

3.6.2.7 Matrijel İnvazyon Denemesi 

 

U87 ve U251 hücrelerinde Sertralin ve Penfluridol’ün hücre invazyonu üzerindeki etkisi 

“Matrijel invazyon denemesi” ile incelendi. Öncelikle 25cm2 flasklara 5x105 hücre ekildi ve 

plak yüzeyine tutunmaları için hücreler gece boyu CO2 inkübatöründe inkübe edildi. 

Denemeden bir gece önce hücrelerin ortamları %2 FBS içeren DMEM ile değiştirildi.  Daha 

sonra 8 µm çapında por içeren insertler 24 kuyulu plağın içine yerleştirildi ve 150μl serumsuz 

DMEM içerisinde hazırlanmış 0,25mg/ml matrijel ile kaplandı. Matrijelin jelleşmesi için 

37°C'deki CO2 inkübatöründe 2 saat inkübe edildi. İnkübasyon sonrasında invazyon kuyuları 

300µl %0,1 BSA içeren DMEM eklenerek bloklandı. BSA uzaklaştırıldıktan sonra insertlerin 

içerisine Sertralin (8µM) veya Penfluridol (3µM) ve %2 FBS içeren DMEM ortamında 5x104 

hücre/500µl ekildi. Kuyular ile plağın arasında bulunan alt bölmeye ise kemoatraktant olarak 

750µl %10 FBS içeren DMEM konuldu. Hücreler CO2 inkübatöründe 16 saat inkübe edildi. 

İnkübasyon sonrası Diff-Quik boyama kiti (Siemens) kullanılarak, hücreler öncelikle fikse 

edildi (1 dakika), daha eozin (2 dakika) ve tiazin (2 dakika) boyaları ile nükleus ve sitoplazma 
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boyandı. Kuyuların iç kısmındaki hücreler pamuk çubukla temizlendikten sonra göç eden 

hücreler ters faz ışık mikroskobunda sayıldı. Elde edilen sonuçlar kontrol grubuna göre 

oranlanarak % İnvazyon olarak hesaplandı (35).  

 

3.6.2.8 Adezyon Denemesi 

 
U87 ve U251 hücrelerinde Sertralin ve Penfluridol’ün hücre adezyonu üzerindeki 

etkileri matrijel ile kaplı 96 kuyulu plaklar kullanılarak gerçekleştirildi. Öncelikle 25cm2 

flasklara 5x105 hücre ekildi ve plak yüzeyine tutunmaları için hücreler gece boyu CO2 

inkübatöründe inkübe edildi. Denemeden bir gece önce hücrelerin ortamları %2 FBS içeren 

DMEM ile değiştirildi. Ertesi gün 96 kuyulu plağın kuyuları, 100µl 1X PBS’te hazırlanmış 

20µg/ml matrijel ile 1 saat oda sıcaklığında inkübe edilerek kaplandı. Non-spesifik adezyonun 

bloklanması için, kuyular 200µl/kuyu ısıyla denature edilmiş %1 BSA ile 30 dakika oda 

sıcaklığında inkübe edildikten sonra 1X PBS ile yıkanarak kalan BSA uzaklaştırıldı. Ardından 

kuyulara FBS içermeyen DMEM içerisinde 3x104 hücre ekilerek 1 saat CO2 inkübatöründe 

inkübe edildi. Süre sonunda kuyular 1X PBS ile yıkanarak tutunmayan hücreler uzaklaştırıldı, 

tutunan hücreler taze %4 paraformaldehit ile oda sıcaklığında 20 dakika inkübe edilerek fikse 

edildi. Standart grafiği yapabilmek amacıyla, kaplama yapılmamış ayrı bir 96 kuyulu plağa 

FBS içermeyen DMEM içerisinde 3x104 hücrenin %20, %50 ve %100’ü oranında ekildi ve 1 

saat CO2 inkübatöründe inkübe edildi. Süre sonunda hücreler taze %4 paraformaldehit ile oda 

sıcaklığında 20 dakika inkübe edilerek fikse edildi. Fiksatif uzaklaştırıldıktan sonra, hücreler 

%1 kristal violet çözeltisi ile oda sıcaklığında 1 saat boyandı. Kuyular 1X PBS ile yıkandıktan 

sonra ve 10 dakika oda sıcaklığında kurutuldu. Kuyu başına 100µl %10 asetik asit konuldu ve 

oda sıcaklığında- orbital karıştırıcıda çalkalanarak 5 dakika inkübe edildi. Mikroplak okuyucu 

ile 570nm'de absorbans ölçümü alındı. Elde edilen veriler körden çıkarıldıktan sonra bağlanan 

hücrelerin yüzde cinsinden ifadesi için, ekilen hücre yüzdesine karşılık optik dansite ölçümü 

standart grafiği kullanıldı (36). 
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3.7.Araştırma Planı ve Takvimi 

 

Araştırmanın planı ve takvimine ait akış grafiği Şekil 15'de gösterilmiştir. 

 

Şekil 4. Proje akış grafiği 
 

3.8. Verilerin değerlendirilmesi 

 

Elde edilen verilerin istatistiksel analizleri ve grafik tasarımları GraphPad Prisim 8.0 

istatistik programı ile yapıldı. Tüm deneyler en az üç bağımsız tekrardan oluşmaktadır. Elde 

edilen veriler, Ortalama ± Standart Hata şeklinde verildi. Sürekli verilerin normal dağılıp 

dağılmadığı Shapiro-Wilk testi ile analiz edildi. Verilerin normal dağılıma uygun olması 

durumunda ikili gruplar arası karşılaştırılmalar için unpaired t testi, bağımsız üç veya daha 

fazla grup arası karşılaştırmalar için One-way veya Two-way ANOVA analizi kullanıldı. Post 

hoc testler olarak Sidak ve Dunnet testlerinden yararlanıldı. Sürekli verilerin normal 

dağılmadığı durumda ise üç veya daha fazla grup karşılaştırmaları için Kruskal wallis 

testinden yararlanıldı. Post hoc olarak Dunn's testinden yararlanıldı. Analizlerin sonucunda 

gruplar arası istatistiksel olarak anlamlılık düzeyi * p ≤ 0,05; ** p ≤ 0,01; *** p ≤ 0,001 ve 

**** p ≤ 0,0001 olarak ifade edildi.  
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3.9. Araştırmanın sınırlılıkları 

 

U251 hücrelerinin akış sitometresi ölçümleri sırasında kontrol grupları dahil tüm 

gruplarda hücrelerin nekrotik bölgede belirlenmesi nedeniyle apopotik analizleri 

yapılamamıştır.  

 

3.10. Etik Kurul Onayı 

 

Dokuz Eylül Üniversitesi Tıp Fakültesi Girişimsel Olmayan Araştırmalar Etik Kurulu, 

22/06/2017 tarih ve 2017/17-28 karar numarası ile 3429-GOA protokol numaralı 

çalışmamızın gerçekleştirilmesinin etik açıdan uygun olduğuna karar vermiştir. Daha sonra 

13.02.2019 tarih ve 2019/03-62 karar numarası ile proje başlığının “İnsan Glioblastoma 

Hücrelerinde Sertralin ve Penfluridol’ün Tümörigenez ve Metastatik Hücre Davranışı 

Üzerindeki Etkilerinin Değerlendirilmesi: İlaç Yeniden Konumlandırma” olarak değiştirilmesi 

aynı etik kurul heyeti tarafından uygun bulunmuştur (EK-1). 
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4. Bulgular 

 

U87 ve U251 insan glioblastoma hücrelerinde Sertralin ve Penfluridol’ün 24-48-72. 

saatlerdeki IC50 dozlarını belirlemek amacıyla WST-1 reaktifi kullanılarak hücre canlılık testi 

uygulandı. Buna göre; Sertralin’in U87 hücrelerindeki IC50 dozları 24 saat için 17µM; 48 saat 

için 12µM; 72 saat için 10µM olarak belirlenirken (Şekil 5a), U251 hücrelerindeki IC50 

dozları 24 saat için 19µM; 48 ve 72 saat için 12µM olarak belirlendi (Şekil 5b). 

Penfluridol’ün U87 hücrelerindeki IC50 dozları ise 24 saat için 9,3µM; 48 ve 72 saat için 

6,5µM olduğu görülürken (Şekil 6a), U251 hücrelerindeki IC50 dozları 24 saat için 10µM; 48 

saat için 6µM ve 72 saat için 5µM olduğu belirlendi (Şekil 6b).  

Sertralin’in hücre canlılığı üzerine etkileri istatistiksel açıdan değerlendirildiğinde; 

10µM (24 saat. p = 0,0356; 48. saat p = 0,0017; 72. saat p ≤ 0,0001), 20µM (p ≤ 0,0001) ve 

40µM (p ≤ 0,0001) dozlarının U87 hücre canlılığını; 20µM (p ≤ 0,0001) ve 40µM (p ≤ 

0,0001) dozlarının ise U251 hücre canlılığını tüm ölçüm sürelerinde istatistiksel olarak 

anlamlı baskıladığı belirlendi.  

 

Şekil 5. Sertralin’in 24. 48. ve 72. saatlerdeki a) U87 ve b) U251 hücre canlılığı (%) üzerine 

etkisi ve IC50 dozları (n=3). İstatistiksel olarak anlamlılık düzeyi * p ≤ 0,05; ** p ≤ 0,01;   

**** p ≤ 0,0001 

 

Bununla birlikte Penfluridol’ün; 10µM (p ≤ 0,0001), 20µM (p ≤ 0,0001) ve 40µM (p ≤ 

0,0001) U87 ve U251 hücre canlılığını tüm ölçüm sürelerinde istatistiksel açıdan anlamlı 

olarak azalttığı belirlendi. Ek olarak 5µM Penfluridol’ün U251 hücre canlılığını 24. saatte 

anlamlı olarak etkilemezken, 48. saatte (p = 0.0035) ve 72. saatte (p ≤ 0,0001) anlamlı olarak 

inhibe ettiği belirlendi. 
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Şekil 6. Penfluridol’ün 24. 48. ve 72. saatlerdeki a) U87 ve b) U251 hücre canlılığı (%) 

üzerine etkisi ve IC50 dozları (n=3). İstatistiksel olarak anlamlılık düzeyi ** p ≤ 0,01;        

**** p ≤ 0,0001 

 

Glioblastoma hücrelerinde Sertralin ve Penfluridol’ün etkin dozları belirlendikten sonra 

bu ajanların hücre sağkalımı üzerine etkilerini değerlendirmek amacıyla koloni oluşum 

denemeleri üzerindeki etkileri değerlendirildi. Elde edilen verilere göre; 5µM (U87 için p = 

0,0002; U251 için p = 0,0054); 7,5µM (p ≤ 0,0001) ve 10µM (p ≤ 0,0001) Sertralin 

uygulanan U87 ve U251 hücrelerinin koloni oluşturma kapasiteleri anlamlı olarak 

baskılandığı, buna karşın 2,5µM Sertralin’in istatistiksel açıdan anlamlı bir etkisinin olmadığı 

görüldü (Şekil 7).  

 

 

Şekil 7. Sertralin’in U87 ve U251 hücrelerinin koloni oluşum yetenekleri üzerindeki etkisine 

ilişkin a) kuyu görüntüleri b) koloni sayıları (n=3). İstatistiksel olarak anlamlılık düzeyi ** p 

≤ 0,01; *** p ≤ 0,001 ve **** p ≤ 0,0001 
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Penfluridol’ün koloni oluşumu üzerindeki etkileri değerlendirildiğinde; 4µM (p = 

0,0066) ve 5µM (p = 0,0007) Penfluridol uygulanan U87 hücrelerinde ve 3µM                       

(p = 0,0105); 4µM (p ≤ 0,0001) ve 5µM (p ≤ 0,0001) Penfluridol uygulanan U251 

hücrelerinde oluşan koloni sayısı istatistiksel açıdan anlamlı azaldı (Şekil 8). 

 

 

Şekil 8. Penfluridol’ün U87 ve U251 hücrelerinin koloni oluşum yetenekleri üzerindeki 

etkisine ilişkin a) kuyu görüntüleri b) koloni sayıları (n=3). İstatistiksel olarak anlamlılık 

düzeyi * p ≤ 0,05; ** p ≤ 0,01; *** p ≤ 0,001 ve **** p ≤ 0,0001 

 

 

Sertralin ve Penfluridol’ün apoptoz üzerine etkileri, Anneksin V ve PI boyamaları 

yapılarak akış sitometresinde analiz edildi. Buna göre; U87 hücrelerinde 12µM Sertralin hem 

24. saatte (p = 0,0058) ve hem de 48. saatte (p = 0,0002) apoptozu anlamlı olarak arttırdığı 

belirlendi. Benzer şekilde, U87 hücrelerinde 6,5µM Penfluridol’ün 24. saatte (p = 0,0334) ve 

48. saatte (p = 0,0297) apoptozu uyardığı tespit edildi (Şekil 9).  

U251 hücrelerinde ise, Sertralin ve Penfluridol uygulamasından 24 ve 48 saat sonra 

hücreler apoptotik bölgeden nekrotik bölgeye kaydığı belirlendi. İstatistiksel açıdan 

değerlendirildiğinde, sadece 48 saat Sertralin uygulanan U251 hücrelerinde apoptozda anlamlı 

bir artış olduğu görüldü (p = 0,0131). Her ne kadar bu ajanlar hücre ölümünü tetiklediği 

görülse de apoptoz üzerine etkisi net olarak belirlenemedi (Şekil 10). Bunun için kesilmiş 

PARP ve/veya kaspaz aktivitesinin incelenmesinin daha kesin sonuç vereceğini ön 

görmekteyiz, ancak proje bütçesinin ve yeterli sürenin olmaması nedeniyle bu parametreler 

incelenememiştir. 
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Şekil 9. U87 hücrelerinde Sertralin ve Penfluridol’ün apoptoz üzerindeki etkilerine ilişkin a) 

akış sitometri görüntüleri b) Apoptotik hücre yüzdeleri (n=3). İstatistiksel olarak anlamlılık 

düzeyi * p ≤ 0,05; ** p ≤ 0,01; *** p ≤ 0,001 

 

 

 

Şekil 10. U251 hücrelerinde Sertralin ve Penfluridol’ün apoptoz üzerindeki etkilerine ilişkin 

a) akış sitometri görüntüleri b) Apoptotik hücre yüzdeleri (n=3). İstatistiksel olarak anlamlılık 

düzeyi * p ≤ 0,05 
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Sertralin ve Penfluridol’ün 3D sferoid proliferasyonu üzerine etkileri incelendiğinde; 

Sertralin ve Penfluridol uygulanan hücrelerde integritenin kaybolduğu ters-faz ışık 

mikroskobunda görülmektedir (Şekil 11a ve Şekil 12a). U87 hücreleri incelendiğinde; ilaç 

uygulamasından 72 saat sonra sferoid hacimlerinde istatistiksel açıdan anlamlı olmayan bir 

azalma belirlendi. İlaç uygulamasından 144 saat sonra ise; sferoid hacminin daha da 

küçüldüğü ve bu azalmanın anlamlı olduğu (Sertralin için p = 0,0004; Penfluridol için p = 

0,0001) görüldü (Şekil 11b). Sferoidlerin hücre canlılığını incelemek için, ATP miktarını 

biyolüminometrik ölçen, “3D cell viability” kiti kullanıldı. Buna göre Sertralin ile muamele 

edilen U87 hücre canlılığında hem 72. (p = 0,0003) hem de 144. (p <0,0001) saatte anlamlı 

baskılanma belirlendi (Şekil 11c). Buna karşılık Penfluridol’ün herhangi bir anlamlı etkisinin 

olmadığı görüldü. Bunun sebebinin deneyin tek tekrarlı olması ve kullanılan ilacın bu 

uygulama sırasında etkinliğinin azalmış olmasından kaynaklandığını düşünmekteyiz.  

 

 

 
Şekil 11. U87 hücrelerinde Sertralin ve Penfluridol’ün sferoid proliferasyonu üzerindeki 

etkilerine ilişkin a) mikroskobik görüntüleri b) Sferoid hacimleri (n=3) c) Hücre canlılığını 

gösteren lüminesans sonuçları (n=1). İstatistiksel olarak anlamlılık düzeyi *** p ≤ 0,001; 

**** p ≤ 0,0001 
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U251 hücreleri incelendiğinde ise ilaç uygulamasından 72 saat ve 144 saat sonra sferoid 

hacimlerinde istatistiksel açıdan anlamlı bir etkinin olmadığı belirlendi (Şekil 12b). Ancak 

mikroskobik görüntüler incelendiğinde, sferoid integritesinin bozulduğu net bir şekilde 

görülmektedir. Buna göre ölen hücrelerin membranlarının birbirine yapışarak sfer hacmini 

genişlettiğini ve bu nedenle ilaç uygulamasının sferoid hacimleri üzerine belirgin bir etkisinin 

olmadığını düşünmekteyiz. Dolayısıyla bu düşüncemizi test etmek amacıyla sferoidlerde 3D 

hücre canlılığı analizi yapıldı ve Sertralin ile muamele edilen U251 hücre canlılığında hem 

72. (p = 0,0343) hem de 144. (p = 0,0145) saatte anlamlı azalma olduğu görüldü (Şekil 12c). 

Buna karşılık U87 hücreleri ile benzer şekilde Penfluridol’ün herhangi bir anlamlı etkisinin 

olmadığı görüldü.  

 

 
Şekil 12. U251 hücrelerinde Sertralin ve Penfluridol’ün sferoid proliferasyonu üzerindeki 

etkilerine ilişkin a) mikroskobik görüntüleri b) Sferoid hacimleri (n=3) c) Hücre canlılığını 

gösteren lüminesans sonuçları (n=1). İstatistiksel olarak anlamlılık düzeyi * p ≤ 0,05 

 

Sertralin ve Penfluridol’ün U87 ve U251 hücrelerinin metastatik hücre davranışları olan 

1) lateral motilite, 2) invazyon, 3) adezyon yetenekleri üzerindeki etkileri, sırasıyla yara 

iyileşmesi, matrijel invazyon, adezyon denemeleri ile değerlendirildi. Buna göre Sertralin ve 

Penfluridol’ün glioblastoma hücrelerinin lateral motilitesi üzerine etkileri incelendiğinde; 

Sertralin uygulanan hücrelerde %motilite indeksinin kontrol grubuna göre anlamlı olarak 

baskılandığı (U87 için p = 0,0338; U251 için p = 0,0027); Penfluridol uygulanan hücrelerde 

ise motilitenin minimal düzeyde azaldığı ancak bu etkinin istatistiksel açıdan anlamlı 

olmadığı görüldü (Şekil 13 ve Şekil 14).  
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Şekil 13. U87 hücrelerinde Sertralin ve Penfluridol’ün lateral motilitesi üzerindeki etkilerine 

ilişkin a) mikroskobik görüntüleri b) motilite indeks yüzdeleri (n=3). İstatistiksel olarak 

anlamlılık düzeyi * p ≤ 0,05 

 

 
Şekil 14. U251 hücrelerinde Sertralin ve Penfluridol’ün lateral motilitesi üzerindeki etkilerine 

ilişkin a) mikroskobik görüntüleri b) motilite indeks yüzdeleri (n=3). İstatistiksel olarak 

anlamlılık düzeyi ** p ≤ 0,01 

 

Sertralin ve Penfluridol’ün U87 ve U251 hücrelerinin invazyon yetenekleri üzerindeki 

etkisi değerlendirildiğinde, 8µM Sertralin uygulanan U87 hücrelerinde (p = 0,0006) ve U251 

(p = 0,0235) hücrelerinde invazyon yeteneklerinin DMSO kontrol grubuna göre anlamlı 

olarak azaldığı gözlendi. Buna karşılık Penfluridol’ün her iki hücre hattında da anlamlı bir 

etkisinin olmadığı belirlendi (Şekil 15 ve Şekil 16).   
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Şekil 15. U87 hücrelerinde Sertralin ve Penfluridol’ün matrijel invazyon üzerine etkilerine 

ilişkin a) mikroskobik görüntüleri b) invazyon yüzdeleri (n=4). İstatistiksel olarak anlamlılık 

düzeyi *** p ≤ 0,001 

 

 

Şekil 16. U251 hücrelerinde Sertralin ve Penfluridol’ün matrijel invazyon üzerindeki etkisine 

ilişkin a) mikroskobik görüntüleri b) invazyon yüzdeleri (n=5). İstatistiksel olarak anlamlılık 

düzeyi * p ≤ 0,05 
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Sertralin ve Penfluridol’ün hücre adezyon yetenekleri üzerine etkileri incelendiğinde, 

8µM (U87 için p = 0,0484; U251 için p = 0,0215) - 10µM (U87 için p = 0,0111; U251 için p 

< 0,0001) - 12µM (U251 için p < 0,0001) Sertralin’in hücre adezyonunu anlamlı olarak 

baskıladığı belirlenirken (Şekil 17), Penfluridol’ün her iki hücre hattında da istatistiksel 

açıdan anlamlı bir etkisinin olmadığı görüldü (Şekil 18).  

 

 

 
Şekil 17. Sertalin’in U87 ve U251 hücrelerinin adezyon yetenekleri üzerine etkisine ilişkin a) 

mikroskobik görüntüleri b) % hücre adezyonu (n=3). İstatistiksel olarak anlamlılık düzeyi      

* p ≤ 0,05 ve **** p ≤ 0,0001 
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Şekil 18. Penfluridol’ün U87 ve U251 hücrelerinin adezyon yetenekleri üzerine etkisine 

ilişkin a) mikroskobik görüntüleri b) % hücre adezyonu (n=3).  
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5. Tartışma 

 

Glioblastoma multiforme (GBM), WHO sınıflandırmasına göre astrositomlardan 

gelişen (Evre IV) yetişkinlerde en sık görülen malign karakterli beyin tümörüdür. Cerrahi 

rezeksiyon, radyoterapi ve oral yolla uygulanan DNA alkilleyici ajan TMZ kullanılarak 

yapılan kemoterapiyi kapsayan multimodal tedavi yaklaşımları olmasına rağmen, ortalama 15 

aydan kısa bir sağkalımı bulunmaktadır. Mevcut yaklaşımların GBM tedavisinde yetersiz 

olmasının üç temel nedeni i) cerrahi rezeksiyondan 6 ay içerisinde tümörün nüksetmesi, ii) 

TMZ’ye karşı direncin gelişmesi ve iii) kemoterapötik ajanların kan beyin bariyerini 

geçememeleridir. Bu nedenle GBM tedavisinde kullanılabilecek farmakolojik etkinliği 

yüksek, hastalar arasında değişkenlik göstermeyen, direnç gelişme oranı düşük olan ve daha 

az yan etki gösteren yeni ajanların tanımlanmasına acil olarak ihtiyaç duyulmaktadır.  

ABD Gıda ve İlaç İdaresi onaylı (FDA onaylı) yeni ilaçların üretimi 1950'den bu yana 

hızla düşüş göstermektedir ve yeni ilaçların tanımlanması için gerekli maliyetler büyük 

oranda artmaktadır. Hem akademik hem de endüstriyel alandaki bilim insanları, ilaç 

keşfindeki maliyetleri düşürmek ve verimliliği artırmak için yenilikçi teknolojiler ve 

yaklaşımlar aramaktadırlar. Potansiyel olarak yeni bir ilaç geliştirme teknolojisi olan ilacın 

yeniden konumlandırılması (drug repositioning), FDA-onaylı mevcut ilaçların, başta kanser 

olmak üzere farklı hastalıkların tedavisindeki potansiyel etkilerini belirlemek amacıyla 

kullanılan bir ilaç tasarım yöntemidir. İlaçların yeniden konumlandırılması, ilaç geliştirmede 

gerekli olan kimyasal optimizasyon ve toksikoloji testleri gibi kritik kontrol adımların daha 

hızlı geçilmesine olanak sağlamakta ve böylece maliyet ve zamanı önemli derecede 

azaltmaktadır. Bu nedenle bu yaklaşım son yıllarda büyük dikkat çekmekte ve üretkenlik 

sağlamaktadır. Örneğin, FDA-onaylı sedatif, trankilizan ve sabah bulantısı için antiemetik 

olarak kullanılan talidomid, multipl miyelomun tedavisi için Celgene firması tarafından 

yeniden konumlandırılmıştır (37). Bu kapsamda insan glioblastoma hücre hatlarında FDA 

onaylı ajanlar olan Sertralin ve Penfluridol’ün hem anti-kanser, hem de anti-metastatik 

potansiyelleri ilk kez kapsamlı olarak incelenmesi amaçlanmıştır. 

Sertralin, serotonin taşıyıcısına karşı yüksek bağlanma afinitesi olan seçici bir serotonin 

geri alım inhibitörüdür. Günümüzde öncelikle yetişkinlerde depresif bozukluk, obsesif-

kompulsif bozukluk, panik bozukluğu ve sosyal anksiyete bozukluğu için kullanılmaktadır. 
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Ayrıca metastatik kanser hastalarında eş zamanlı görülen depresyon tedavisinde, güvenilir ve 

etkili bir antidepresan/anti-aksiyete ajanı olarak sıklıkla kullanılmaktadır (38).  

Sertralin’in potansiyel olarak meme kanseri (39), hepatsellüler karsinom (40) ve 

epitelyal over kanser (41) riskini azalttığı rapor edilmiştir. Ayrıca insan osteosarkoma (42), 

prostat kanseri (43) ve skuamöz oral kanser hücre hatlarında (44) Sertralin’in endoplazmik 

retikulumdan (ER) fosfolipaz C-bağımlı Ca2+ salınımını ve L-tipi Ca2+ kanallarından Ca2+’un 

hücreye girişini aracılık ettiği ve hücre sitotokisisitesini uyardığı ileri sürülmüştür. Akut 

myeloid lösemi (45) ve kolon kanseri (46) gibi farklı kanser türlerinde Sertralin’in apoptoz 

ve/veya otofajiyi uyararak anti-tümör aktivitesine sahip olduğuna ilişkin kanıtlar 

yayınlanmıştır. Reddy ve arkadaşları ise, melanom hücrelerinde Sertralin’in Akt 

fosforilasyonunu inhibe ettiğini ve ER stresi uyararak apoptoza neden olabileceğini 

gösterdiler (47). Küçük hücreli olmayan akciğer kanser hücrelerinde yapılan bir araştırmada 

ise, tirozin kinaz inhibitörü olan Erlotinib ile Sertralin kombine uygulandığında, AMPK/mTor 

yolağı regülasyonu üzerinden otofajiyi uyardığı gösterilmiştir. Aynı çalışmada ortotopik 

farelerde bu kombinasyonun tümör oluşumunu azalttığı ve sağkalım süresini de uzattığı 

vurgulanmıştır (48).  

Sertralin’in en iyi bilinen anti-kanser fonksiyonu, intrasellüler bir şaperon proteini olan 

translasyonel olarak kontrol edilen tümör proteinini (TCTP) inhibe etmesidir (49–52). 

TCTP’nin GBM ilaç direncindeki en önemli rolü, TCTP’nin p53’e non-kovalent olarak 

bağlanması ve p53 fonksiyonunu engellemesidir (53). TCTP ekspresyonu yüksek olan GBM 

biyopsilerinde daha agresif klinik gidişat olduğu, yüksek proliferasyon hızı ve kısa sağkalım 

ile ilişki olduğu görülmüştür (54). Glioblastomada TCTP aşırı ekspresyonu, p53’ü destabilize 

eder ve kemoterapi sırasında p53’ün pro-apoptotik sinyalini engeller (55). TCTP’nin Sertralin 

tarafından inhibisyonu, p53 fonksiyonunun bir kısmını restore edebileceği düşünülmektedir.  

Bu çalışmamızda Sertralin’in U87 ve U251 hücrelerinde koloni oluşumunu ve sferoid 

proliferasyonunu inhibe ettiğini, U87 hücrelerinde apoptozu uyardığını ve aynı zamanda 

metastatik süreçte önemli hücresel fonksiyonlar olan migrasyon/invazyon/adezyonu anlamlı 

olarak baskıladığını belirledik. Sertralin’in koloni oluşumu ve metastatik süreçlerdeki etkisi 

literatürde ilk kez bu çalışmada yapılmıştır. Boia ve arkadaşları benzer şekilde Sertralin’in 

melanom hücrelerinde hücre canlılığını, koloni oluşumunu ve hücre migrasyonunu 

baskıladığını vurguladılar (52). Gwynne ve arkadaşlarının yaptığı bir çalışmada ise, HCC1954 

meme tümör hücrelerinde Sertralin’in hem primer hem de sekonder sfer oluşumunu 
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baskıladığını ve böylelikle sfer oluşum mekanizmasında geri dönüşümsüz bir etkisinin 

olduğunu vurguladılar (56). Ayrıca EL4 hücresi inoküle edilen lenfoma fare modelinde, 

kronik stresin MMP-2 ve MMP-9 mRNA düzeylerini artırdığı, TIMP-1, -2 ve -3 mRNA 

düzeylerini ise azalttığı, bunla paralel olarak; metastaz oluşumunu ve migrasyonu arttığı 

gösterilmiştir. Bu farelere, kronik stres ile birlikte Sertralin veya Fluoksetin enjekte 

edildiğinde ise bu uyarılan migratuvar/metastatik yolağın tersine çevrildiği görülmüştür (57). 

Tzadok ve arkadaşları İmatinib ile Sertralin’in GBM tedavisinde sinerjistik etkisinin 

olduğunu ve proliferasyonu azalttığını gösterdiler (58). Schmidt ve arkadaşları ise, 

Sertralin’in glioma hücrelerinde proliferasyonu, aktif DNA sentezini ve gliomasfer 

oluşumunu baskıladığı, buna karşılık U3047 hücrelerinde migrasyon üzerinde belirgin bir 

etkisinin olmadığını gösterdiler (59). 

Sertralin 306Da ağırlığında olması nedeniyle kolaylıkla kan beyin bariyerini 

geçebilmektedir. Günde oral olarak alınan 25 - 50 mg Sertralin, alındıktan 6-8 saat sonra 0,05 

- 0,25µM plazma konsantrasyonuna ulaşır ve yarılanma ömrü 24-36 saat aralığındadır (26). 

Kullanılan ve iyi tolere edilebilen en yüksek Sertralin dozu (400mg) alındığında, plazma 

düzeyi 1-2µM düzeylerine ulaşır. Ancak plazmadaki bu Sertralin konsantrasyonları, terapötik 

dozun altında kalır. Ancak Sertralin, beyin dokusunda kan plazma düzeyinden 16,5 kat daha 

yüksek konsantrasyonda bulunur (60). Bu nedenle Sertralin’in hem antitümörijenik hem de 

antimetastatik karaktere sahip olması hem de 306Da ağırlığı sayesinde kolaylıkla kan beyin 

bariyerini geçebilmesi nedeniyle GBM tedavisinde yeni bir terapötik ajan olma potansiyeline 

sahip olduğunu öngörmekteyiz. 

FDA-onaylı bir oral antipsikotik ajan olan Penfluridol ise, şizofrenide sıklıkla 

kullanılmaktadır. Literatürde Penfluridol’ün kanser üzerine etkilerinin incelendiği kısıtlı 

sayıda araştırma bulunmaktadır. Ranjan ve arkadaşları, Penfluridol’ün metastatik üçlü (triple) 

negatif meme kanseri (TNBC) hücre hatlarında apoptozu indüklediğini ve sağkalımı 

azalttığını gösterdiler. Ek olarak, Penfluridol uygulaması, in vitro integrin α6, integrin β4, 

Fak, Paksillin, Rac1/2/3 ve ROCK1 ekspresyonunu anlamlı olarak baskıladığını belirlediler. 

Ayrıca Penfluridol etkinliğini üç farklı in vivo tümör modelinde değerlendirdiklerinde, 

ortotopik meme kanseri modeline Penfluridol uygulamasının tümör büyümesini %49 oranında 

baskıladığını, intrakardiyak veya intrakranyal meme kanseri hücrelerinin enjekte ettiği 

metastatik beyin tümörlerinin büyümesini, sırasıyla, %90 ve %72 oranında inhibe ettiğini 

vurguladılar. Üç modelde de Penfluridol uygulandığında, azalmış integrin β4 ve artmış 
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apoptoz sergilediği görüldü. Dahası, Penfluridol’ün kronik olarak uygulanması, farelerde 

önemli toksik veya davranışsal yan etkiler ortaya çıkarmadığı belirlendi. Birlikte ele 

alındığında, Penfluridol’ün integrin sinyal iletimini inhibe ederek primer TNBC tümörlerinin 

ve özellikle de beyindeki metastatik tümör büyümesini etkili bir şekilde baskıladığını ve 

metastatik TNBC tedavisi için Penfluridol’ün yeniden konumlandırılmasına yönelik preklinik 

çalışmaları hızlandırdığını ileri sürdüler (61). Daha sonra Hedrick ve arkadaşları, 

Penfluridol’ün integrin üzerindeki bu etkilerini, reaktif oksijen türlerini (ROS) oluşumunu 

uyararak ve bunun sonucunda integrinlerin regülasyonunda rol alan spesifite protein (SP) 

transkripsiyon faktörlerini downregüle ederek gösterdiğini ve Penfluridol’ün anti-kanser 

temel etki mekanizmasının bu şekilde olduğunu ileri sürdüler (62). 2019 yılında yapılan bir 

çalışmada ise, Paklitaksel dirençli meme kanser hücre hatlarında ve ortotopik fare 

modellerinde, Paklitaksel direnciyle birlikte artan HER2 ve β-katenin ekspresyonun, 

Penfluridol uygulanmasıyla birlikte baskılanarak Paklitaksel duyarlılığını arttırdığını 

gösterdiler (63). Penfluridol’ün bu anti-kanser aktivitesi aynı zamanda 9-37µM IC50 

dozlarında pankreas kanser hücrelerinde de gözlenmiştir (64). Wu ve arkadaşları 

Penfluridol’ün pankreas kanser hücreleri üzerindeki etkisini kolesterol disregülasyonu 

üzerinden olduğunu ileri sürmüştür (65). Buna karşılık Ranjan ve arkadaşları, Penfluridol’ün 

pankreas kanser hücrelerinde otofaji aracılı hücre ölümünü tetiklediğini göstermiştir (66). U87 

ve U251 hücrelerinde Penfluridol’ün koloni oluşumu ve sferoid proliferasyonu üzerine etkisi 

ilk kez bu çalışmada incelenmiştir. Bu verilere göre Penfluridol hem U87 hem de U251 

hücrelerinde koloni oluşumunu ve sferoid proliferasyonunu baskıladığı, U87 hücrelerinde 

apoptozu tetiklediğini belirledik. Benzer şekilde Ranjan ve arkadaşlarının yaptığı bir diğer 

çalışmada ise, Penfluridol’ün hem in vitro ve hem de in vivo koşullarda glioblastoma üzerinde 

anti-kanser etkileri olduğunu rapor ettiler. Bu çalışmada Penfluridol’ün apoptozu tetiklediği 

ve TMZ direncinden sorumlu olan GLI1 ekspresyonunu azalttığı ve Akt fosforilasyonunu 

baskıladığını gösterdiler (67). Literatürde henüz Penfluridol ve metastatik hücre davranışı 

arasındaki ilişkiyi inceleyen bir çalışma bulunmamaktadır. Bu araştırma kapsamında 

Penfluridol’ün migrasyon, invazyon ve adezyon üzerine etkilerini incelediğimizde, 

Penfluridol’ün metastatik süreçte anlamlı bir rolünün olmadığını gördük. Bu veriler ışığında, 

GBM tedavisinde Penfluridol’ün spesifik olarak anti-kanser fonksiyonuna sahip olduğunu 

öngörmekteyiz. 
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6. Sonuç ve Öneriler 

 

Sonuç olarak bu çalışma ile, glioblastom multiforme tedavisinde Penfluridol’ün spesifik 

olarak anti-kanserojenik ajan, Sertralin’in ise hem anti-kanserojenik hem de anti-metastatik 

ajan olarak kullanılabilecek potansiyele sahip olduğunu öngörmekteyiz. Bu ajanların hem 

FDA-onaylı olması hem de küçük molekül ağırlıkları sayesinde kan beyin bariyerini kolayca 

geçebilmeleri nedeniyle GBM tedavisinde yeniden konumlandırılabileceğini düşünmekteyiz.   

Bundan sonraki çalışmalarda Sertralin ve Penfluridol’ün bu etkilerinin normal hücre 

hatlarında ve primer kültürden elde edilen hücre hatlarında denemelerle desteklenmesi 

gerektiğini düşünmekteyiz. Sertralin ve metastaz ile ilişkili yolakların aydınlatılması, 3D 

sferoid invazyon çalışmaları ve in vivo fare modellerinde Sertralin’in metastaz oluşum 

sürecindeki etkilerini incelemeyi hedeflemekteyiz. Bununla beraber Sertralin ve 

Penfluridol’ün kombine kullanımının GBM tümörigenezinde ve metastazındaki etkilerini 

incelemeyi planlamaktayız. 
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