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1.GIRIS

1.1. Beyin Tiimorii

Beyin tiimorleri, lokalizasyonlar1 ve genellikle lokal olarak invaziv biiylimeleri
nedeniyle yiiksek morbidite ve mortalite ile karakterize edilir. Cogu neoplastik beyin
lezyonu, merkezi sinir sistemi (MSS) disindaki kanserlerden kaynaklanan

metastazlardir (Gavrilovic ve Posner, 2005).

Gliomalar ve menenjiyomlar, birincil beyin tiimoriiniin en yaygin tiirleridir.
Gliomalar, tiim birincil beyin tiimorlerinin yaklasik %30' unu olustururken, tiim koti
huylu tiimorlerin ise %80'ini olusturur. Birincil beyin tiimérlerinin de dliimlerinin

cogundan sorumludur (Ferlay ve ark., 2010; Ostrom ve ark., 2015).

1.2. Gliomalarin Siniflandirilmasi

Birincil beyin tiimoriiniin yaygm bir tipi olan gliomalar; astrositomlari,
oligodendrogliomalar1 ve ependimomalar1 igerir. Malign gliomalar, Diinya Saglik
Orgiitii (WHO) tarafindan anaplastik astrositom, anaplastik oligodendroglioma,
anaplastik oligoastrositom ve anaplastik ependimomlar gibi derece II/IV tiimorler
veya glioblastoma multiforme (GBM) gibi derece IV/IV tiimorler olarak

siiflandirilir.

WHO tiimoriin derecesini; niikleer atipi, mitotik aktivite, vaskiiler

proliferasyon, nekroz, proliferatif potansiyel, klinik seyir ve tedavi sonucu dahil



olmak iizere spesifik patolojik 6zellikler gibi kriterlere gore belirler (Louis ve ark.,
2007).

1.2.1 Glioblastoma Multiforme

Glioblastoma multiforme (GBM), MSS’de goriilen en yaygin ve agresif birincil
(primer) malign tlimordiir. Baslica iki gruba ayrilir: daha 6nce primer GBM olarak
anilan ve vakalarm yaklasik % 90'm1 temsil eden izositrat dehidrojenaz (IDH)-dogal
tip GBM ve ikinci olarak da diisiik dereceli diffiiz bir gliomadan gelistirilen IDH-
mutant GBM de vakalarin yaklasik %10' unu temsil eder (Davis, 2018).

1.2.1.1. GBM Ic¢in Giincel Tedaviler

GBM i¢cin mevcut standart tedaviler, cerrahi rezeksiyon, radyasyon ve
kemoterapinin bir kombinasyonunu i¢cermektedir. Su anda, GBM'i tedavi etmek igin
FDA tarafindan onaylanan yalmizca iki ila¢ vardir: yeni tan1t GBM hastalarinmn
(ndGBM) tedavisi i¢in temozolomid (TMZ) ve niiks olan GBM hastalarinin (rGBM)
tedavisi icin bevacizumab kullanilmaktadir (Stupp ve ark., 2005; Cohen ve ark.,
2009).

Ne yazik ki, mevcut terapdtik yaklagimlarin GBM hastalarinin prognozunu
tyilestirmede ¢ok smirli bir etkisi vardir. Hastalarin ortalama yasam siiresi 15 ile
siirlt kalmakta ve 5 yillik sag kalim orani ise %5'den az oldugu goriilmektedir. Bu
nedenle, GBM' e karsi daha etkili tedaviler bulma konusunda zorluklar devam

etmektedir (Davis, 2018).



1.3 GBM ve Kanser Kok Hiicrelerinin iliskisi

Beyin tiimorlerinde kok hiicrelerin tanimlanmasi, MSS’deki tiimorijenik siireci
arastirmak ve bu hiicrelere yonelik tedavileri gelistirmek i¢in olduk¢a Onemlidir
(Brescia ve ark., 2012). GBM’lerin ayirict niteligini ortaya koyan tiimor ici
heterojenite ve tedavi direncidir. Bu Ozelliklerin glioblastoma kok hiicreleri
(GKH’ler) tarafindan desteklendigi diistiniilmektedir: GKH’ler kendi kendini
yenileme ve farklilasma olmak {iizere iki ana 6zellige sahiptir (Lathia ve ark., 2015;

Singh ve ark., 2003; Singh ve ark., 2004).

GKH’ lerin, tiimor biiylimesi ve niiks etmesini tetikledigi gosterilmistir. Bu
sebeple GBM tedavisinde kanser kok hiicrelerin (KKH’lerin) tiimor niiksiinden
sorumlu oldugu bilindiginden, terapétik olarak hedeflenmesi tiimoriin tedavisinde

bliylik 6nem tagimaktadir (Bao ve ark., 2006; Chen ve ark., 2012).

1.4 Kanser Kok Hiicreleri

Kok benzeri kanser hiicreleri, timor baslatan hiicreler (TIC'ler) veya kanser
baglatan hiicreler olarak adlandirilir. KKH'leri, kendi kendini yenileme, in vivo
tiimor baslatma yetenekleri ve metastaza yol agan diger dokular istila etme gibi
tedavi direncinde rol oynayan oOzeliklere sahiptir (Smith ve Macleod, 2019;

Lyakhovich ve Lleonart, 2016; Ayob ve Ramasamy, 2018).

KKH'ler, bir¢ok tiimor tipinde tiimor niiksetmesinden sorumludur. Tiimdriin
tedavisinde geleneksel kemoterapi ve radyoterapi ¢ogu tiimor hiicresini ortadan
kaldirabilse de KKH'lerin tedavi sirasinda direng gelistirerek hayatta kaldig:
diistinilmektedir. Direng gelistiginde KKH popiilasyonunu arttirir ve daha agresif bir

timor seyrine neden olur. Bu ilag direnci fenotipinin altinda yatan hiicresel



mekanizmalar biiyiik Ol¢lide bilinmemektedir. Bu durum KKH’lerini yeni kanser
tedavileri gelistirmek icin 6nemli bir hedef haline getirmektedir (Sultan ve ark.,

2017; Jagust ve ark., 2019).

1.4.1 Glioblastoma Kanser Kok Hiicreleri ve Ozellikleri

1.4.1.1.CD133

4p15 kromozomu iizerinde bulunan CD133 (prominin-1 olarak da bilinir), 120

kDa molekiiler agirliga sahip bes domainli bir transmembran glikoproteindir.

Yapilan onceki ¢alismalarda; CD133 gliomalar, prostat karsinomu, kolorektal
kanser, vb. dahil olmak tlizere ¢esitli timorlerde tiimor olusumu ve kanser ilerlemesi
ile ilgili bir KKH belirteci olarak tanimlanmistir (Landray ve ark., 2014; Vander ve
ark., 2008; Isaacs ve ark. 2007).

CD133, yalnizca kok hiicrelerin karakterizasyonu i¢in bir biyobelirte¢ degildir,
aynm1 zamanda hiicre biliylimesinde, ¢ogalmasinda ve biiyliyen tliimorlerin

patofizyolojisinde de rol oynayabilmektedir (L1, 2013).

CD133"i eksprese eden hiicreler; in vitro ndrosfer olusturma ve in vivo
modellerde tiimoér olusumunu indiikleme kapasitesine sahiptir. Bu da GBM KKH

islevinde CD133’lerin merkezi rolii oldugunu diistindiiriir (Foroni, 2004).



1.4.1.2.CD24

Metastazla iligkili protein CD24, kiiciik, agir sekilde glikosile edilmis hiicre bir
hiicre yiizeyi proteini olup hiicre membranina glikozil- fosfatidilinozitol ile

baglanmaktadir (Kristiansen, 2004).

CD24, meme kanseri, pankreas kanseri ve glioma gibi cesitli kanserlerde ve
yliksek ekspresyon seviyeleri gosterilmistir. CD24’ {in yiiksek ekspresyonu, kanserin
patolojik derecesi veya prognozu ile pozitif olarak iliskilidir (Kristiansen ve ark.,

2003; Rostoker ve ark., 2015; Deng ve ark., 2012).

Yapilan caligmalarda CD24, kanser hiicrelerinin adhezyonunu, biiylimesini,
cogalmasini, istilasmi ve metastazini destekledigi gosterilmistir. Ek olarak, CD24,
cesitli KKH’lerin aktif ¢ogalmasi i¢in bir biyobelirte¢ olarak onerilmistir. Bu bilgiler
dogrultusunda KKH’leri hedeflemek ve hizla ¢ogalan kanserler i¢in uygun tedavi
planlarin1 formiile etmek agisindan biiyiik 6nem tasimaktadir (Moldenhauer ve ark.,

2012; Wang ve ark. 2010).

1.5 Mitokondri

Mitokondri ¢ift membranli bir organel olarak dis mitokondri membrani
(OMM), i¢ zar boslugu, i¢ mitokondri membrani (IMM) ve matriksten olusmaktadir.
Ic mitokondri membrani ¢ok sayida krista olarak adlandirilan kivrimlardan
olusmaktadir. Elektron tagima sistemi diizenegi ve oksidatif fosforilasyon
(OXPHOS) bu kristalarda ger¢eklesmektedir. Mitokondri ayn1 zamanda matriksinde
binlerce kopyasi olan halkasal ¢ift zincir DNA genomuna da (mitokondriyal DNA;
mtDNA) sahiptir (Wai ve Langer 2016).



1.5.1 Mitokondri Dinamigi

Mitokondri; hayatta kalma, cogalma ve go¢ gibi onemli hiicresel siiregleri
yiirlitmek i¢in hiicrelere gerekli enerjiyi saglayan dinamik bir organeldir. Tim bu
stregler icin kritik olan, mitokondriyal agin hem fiizyonunu hem de fisyonunu

kapsayan mekanik bir mekanizma olan mitokondriyal mimarideki degisikliklerdir.

Mitokondriyal sekil, boyut ve lokalizasyondaki degisiklikler, enerji ve
metabolik homeostazi siirdiirmek i¢in diizenlenmis bir sekilde meydana gelirken,
mitokondriyal dinamiklerin bozulmasi ise metabolik islev bozuklugu ve hastaliklarin

baslangici ile iligkilidir.

Kanserlerde, asir1 proliferasyonu yonlendiren, hiicre i¢i stresi artiran ve besin
alimm1 smirlayan onkojenik sinyallerin tiimii, kanser hiicrelerinin biyoenerjetik ve
biyosentetik gereksinimlerini degistirebilir. Bunun sonucu olarak da mitokondriyal
islev ve sekil, kanser hiicresinin ¢ogalmasini desteklemek ve hiicre O6lim
programlarinin aktivasyonundan ka¢gimak i¢in tedavide direng olusturacak sonuglara

sebep olabilir (Trotta ve Chipuk., 2017).

1.5.1.2 Mitokondriyal Fiizyon

Mitokondriyal flizyon, okaryotik hiicrelerde sik gerceklesir. Filizyon iki
membranin kaynasmasi anlamma gelir. Mitokondriyal flizyondan, mitofusin 1
(MFN1), mitofusin 2 (MFN2) ve optik atrofi 1 (OPAT) sorumludur. Mitokondrinin
dis zarinda lokalize olan ve GTPaz aktivitesine sahip olan MFN1 ve MFN2 dis
zarlarin kaynasmasinda gorevlidir. Mitokondrinin i¢ zarlarmin kaynasmasi OPAl

tarafindan gergeklestirilmektedir (Westerman, 2010).



1.5.1.3 Mitokondriyal Fisyon

Mitokondriyal fisyon, bir mitokondrinin iki kii¢iik mitokondriye boliinmesidir.
Drpl (dinamin iligkili protein 1) olarak da adlandirilan dinamin benzeri 1 (DNM1),
GTPazlarin dinamin ailesinin bir {liyesi, mitokondriyal bolinmenin 6nemli bir

oyuncusudur (Friedman ve ark., 2011).

Fisyon ayrica mitofaji ile hasarli organellerin ortamdan uzaklastirilmasi igin
cok onemlidir ve fisyon mekanizmasinin diizgiin ¢aligmadigi durumlarda dengesiz
flizyon nedeniyle uzayan mitokondri sayisinda artisga neden olur. Diger taraftan
flizyon mekanizmasmin diizgiin ¢alismadiglr durumlarda ise ¢cok sayida pargalanmis
mitokondri ile sonuglanir. Dolayisiyla fiizyon ve fisyon, uygun mitokondriyal
morfolojiyi korurken mitokondri arasinda verimli ig¢erik aligverisini saglamak i¢in
dengelenmesi gereken zit siireclerdir. Fiizyon ve fisyon makinelerinin zit ve dengeli
calismasi hiicrenin siirekli degisen fizyolojik kosullarma yanit vermesine izin verir

(Chan, 2006; Detmer ve arl., 2007; Elgass ve ark., 2013).

Fisyon; mitokondrinin endoplazmik retikulum ile etkilesimi ile baslar. Daha
sonra biiyiikk sitoplazmik GTPaz Drpl, bir mitokondriyi ikiye bolmek igin
mitokondriye almir. Ayrica Drpl, aktivitesini diizenleyen c¢ok sayida amino asit
residiistine sahiptir. Serin 616°daki (S616) fosforilasyon fisyonu aktive eden bir
modifikasyon iken, S637°deki fosforilasyonun ise Drpl’in fisyon aktivitesini
azalttign gosterilmistir (Ingerman ve ark., 2005; Taguchi ve ark., 2007; Chang ve
Blackstone, 2007).

Mitokondriyal dinamiklerdeki dengesizlik, kanser gelisimine ve metastatik
ilerlemeye sebep olmaktadir. Timor hiicrelerinde mitokondriyal morfolojiyi aragtiran
cogu calismada, artan fisyonun tiimdrigenezi destekledigi bildirilmistir. Fisyondan

sorumlu olan Drpl’in artan ekspresyonunun g¢esitli kanser tiirlerinde fragmente



mitokondriyi indiikledigi bildirilmistir. Bu sebeple Drpl’in kanserde yiiksek
ekspresyonu kanser tedavisi i¢in potansiyel bir hedef olabilir ((Kashatus ve ark.,

2015; Zhao ve ark., 2013).

1.5.2 Mitofaji

Mitokondriye 6zgli otofaji olan mitofaji; hasarli mitokondrinin sec¢ici olarak

ortadan kaldirilmasidir ve bu nedenle mitokondriyal kalite kontrolii icin gereklidir.

Islevsel olmayan mitokondri, oksidatif strese neden olan asir1 miktarda reaktif
oksijen tiirii (ROS) iirettiginden, kusurlu mitokondrinin ¢ikarilmasi hiicresel hayatta
kalma i¢in kritik 6neme sahiptir. Oksidatif stresin, Ca2+ homeostazini etkileyerek,
mitokondriyal solunum zincirini bozarak ve mitokondriyal DNA'da mutasyonlari
indiikleyerek, boylece norodejenerasyonu tetikleyerek hiicrelere zarar verdigi
gosterilmistir. Sonu¢ olarak, mitofaji, hasarli mitokondrinin segici olarak

parcalanmasiyla hiicrenin hayatta kalmasini destekler (Ashrafi ve Schwarz 2013).

Mitofajiye, mitokondriyal Ser/Thr kinaz PINK1 ve sitozolik E3 ubiquitin ligaz
Parkin'den olusan PINK1/Parkin yolu aracilik eder (Park ve ark. 2006). PINK1 esas
olarak, Parkin'in ubikuitinasyonu tarafindan bozulma icin etiketledigi hasarl
mitokondri i¢in molekiiler bir sensor gorevi goriir (Geisler ve ark., 2010; Matsuda ve

ark., 2010; Narendra ve ark., 2010; Vives-Bauza ve ark., 2010).

1.6 Mdivi-1

Drpl'i segici ve tersine ¢evrilebilir sekilde inhibe eden kiigiik bir molekiil olan

mitokondriyal béliinme inhibitorii 1 (Mdivi-1) bir kinazolinon tiirevidir.



Mdivi-1, hem Drpl'in mitokondri etrafindaki halka benzeri yapilara kendi
kendine baglanmasmi hem de GTP hidrolizini katalize etme kapasitesini

baskilayarak Drpl'i hedefledigi gosterilmistir (Cassidy-Stone ve ark., 2008).

Drpl aracili mitokondriyal fisyon, kemoterapide direngten sorumlu olabilir.
Fisyon fazla olan hiicrelerde kanser hiicreleri yiiksek oranda mitokondriyal aglar
olusturmaya egilimli oldugundan, tedavi direnci olusur. Mdivi-1 tedavisi ile bu

fenotipi tersine ¢cevirmek amaglanmaktadir (Kong ve ark., 2015).

Drpl’in Mdivi-1 ile inhibe edilmesiyle KKH'lerin spesifik olarak yok edilmesi
amaclanmakta ve potansiyel olarak kanser hastalar1 i¢in kalict bir tedavi

saglayabileceginden, mevcut kanser arastirmalari i¢in olduk¢a 6nemlidir.

1.7. Tezin Amaci

GBM hiicreleri ve GKH’lerinde fisyonun Drpl hedefli baskilanmasinmn hiicre
sag kaliminda azalmaya ve kok hiicre devamliligini saglayan genlerin diisiik
ifadelenmesine, radyoterapiye karsi gelisen direncin iistesinden gelinmesine dair

arastirmalar bulunmasina ragmen, bu konu netlik kazanmamustir.

GKH belirteci olan CD133 zenginlestirilmis GBM tiimdr hiicre kiiltliriinde
mitokondriyal fisyon baskilandiginda hiicre sag kalimmm azaldigmi bildiren sinirh

sayida yaym bulunmaktadir.

Konvansiyonel terapotik olan TMZ oldukg¢a toksik bir ajandir. Hastadaki

sistemik toksisiteyi azaltan ve/veya etkinligini artiran yeni tedavi protokollerinin



gelistirilmesi  ¢ok Onemlidirr. GBM tedavisinde kullanilabilecek alternatif
yaklagimlarm {tiretilmesini saglamak amaciyla bu tez projesinde Glioblastoma bulk
hiicreleri ve GKH’lerinde mitokondriyal fisyonun 6nemi ve baskilanmasmimn hiicre
canliligina, mitofajiye ve apoptozis iizerine olan etkilerinin arastirilmasi
planlanmistir. Ayrica, GBM’de kullanilan konvansiyonel kematerapotik ajan olarak

kullanilan TMZ ile birlikte Mdivi-1’in sinerjistik etkinligi ilk kez arastirilmistir.
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2. GEREC ve YONTEM

2.1. Cahismada Kullamlan Yontemler

2.1.1. Hiicre Hatlarimin Temini

Tiibitak destekli 1003 Proje kapsaminda lentiviral yontemle CD133 yiiksek
ifade ettirilen U87 CD133"ieh ve lentiviral yontemle CD24 yiiksek ifade ettirilen U87
CD24high hiicreler elde edilmis ve kiiltiirleri basarili sekilde yapilmistir ve bu hiicreler

su an -80 °C’de muhafaza edilmektedir.

2.1.2 GBM Hiicre Kiiltiirii ve Pasajlanmasi

GBM hiicre serisi olan wt U87 (CD133 diisiik/low; CD24 diisiik/low;yabanil
tip) hiicrelerinin ve lentiviral yontemle CD133 yiiksek ifade ettirilen U87 CD133high
ve lentiviral yontemle CD24 yiiksek ifade ettirilen U87 CD24high hiicrelerinin 37
°C’de, %5 CO2 igeren inkiibatorde, %10 Fetal Sigir Serumu (FBS) ile %l
Streptomisin-Penisilin iceren  DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium)
icerisinde kiiltiirleri yapilmistir. Hiicrelerin konfluent durumuna gore 2-3 giinde bir

pasajlar1 gerceklestirilmistir.
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2.1.3 Hiicre Canliigimin MTT Deneyi ile Belirlenmesi

Mdivi-1’in etkin dozunu hiicre serilerinde belirlemek amaci ile asagidaki

protokol izlenmistir.

Mdivi-1 aracili Drpl inhibisyonunun, wt U87 hiicreleri ve U87 CD133hieh jle
U87 CD24high hiicrelerinin canhligina olan etkisini ve ayrica bu hiicrelerde Mdivi-
I’in IC50 dozunu belirlemek amaciyla metiltiazol difenil tetrazolyum (MTT)
yontemi uy gulanmistir. MTT deneyinde, wt U87 hiicreleri ve U87 CD133high jle U87
CD24high hiicreleri 4X103 hiicre/kuyu olacak sekilde 96 kuyucuklu plakalara 100 pl

hiicre besiyeri karigimi ekilmistir.

Bir gece hiicrelerin yapismasi beklendikten sonra ertesi giin artan dozlarda
(literatiirde belirtilen degerler baz alinarak) Drpl inhibitorii Mdivi-1 72 saat siire
zarfinca uygulanmistir. Mdivi-1 uygulamasindan sonra 10 pl MTT ajani her bir
kuyucuga eklendikten sonra (MTT ajan1 PBS’de 5 mg/ml olacak sekilde
hazirlanmistir) 2 saat 37°C’de, %5 CO2’li etiivde inkiibe edilmistir. Inkiibasyonun
hemen ardindan 100 pl MTT ¢ozelti soliisyonu her bir kuyucuga eklenmis ve bir
gece 37°C’de, %5 CO2’li etiivde inkiibe edilip ertesi giin spektrofotometre cihazinda
550 ve 690 nm dalga boylarinda okumas1 yapilmistir.

TMZ’nin etkin dozunun hiicre serilerinde belirlemek amaci ile asagidaki

protokol izlenmistir.

GBM tedavisinde standart olarak uygulanan TMZ’nin wt U87, U87 CD133hi¢h
ve U87 CD24heh hiicrelerinde canliliga olan etkisini ve ayrica bu hiicrelerde
TMZ’nin IC50 dozunu belirlemek amaciyla metiltiazol difenil tetrazolyum (MTT)
yontemi uy gulanmistir. MTT deneyinde, wt U87 hiicreleri ve U87 CD133high jle U7
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CD24high hiicreleri 4X103 hiicre/kuyu olacak sekilde 96 kuyucuklu plakalara 100 pl

hiicre besiyeri karigimi ekilmistir.

Bir gece hiicrelerin yapigmast beklendikten sonra ertesi gilin artan dozlarda
(literatiirde belirtilen degerler baz almarak) TMZ 72 saat siire boyunca
uygulanmigtir.

TMZ’nin uygulamasmdan sonra 10 ul MTT ajan1 her bir kuyucuga eklendikten
sonra (MTT ajan1 PBS’de 5 mg/ml olacak sekilde hazirlanmistir) 2 saat 37°C’de, %5
CO2’li etiivde inkiibe edilmistir. Inkiibasyonun hemen ardindan 100 pl MTT ¢ozelti
soliisyonu her bir kuyucuga eklenmis ve bir gece 37°C’de, %5 CO>’li etiivde inkiibe
edilip ertesi giin spektrofotometre cihazinda 550 ve 690 nm dalga boylarinda

okumasi yapilmstir.

Mdivi-1 ile TMZ kombine uygulanarak etkin dozunun hiicre serilerinde

belirlemek amaci ile asagidaki protokol izlenmistir.

GBM tedavisinde standart olarak uygulanan TMZ’nin wt U87, U87 CD133hi¢h
ve U87 CD24bigh hiicrelerinde daha diisiik dozlarda etkisinin arttirilabilmesi ve olasi
sinerjistik etkiyi saptamak amaciyla bu hiicrelerde Mdivi-1 ile kombinasyonu
ger¢eklestirilmistir. Bu amag¢ dogrultusunda,4x10? hiicre/kuyu olacak sekilde wt
U87, U87 CD133high jle U7 CD24"ieh hiicreleri 96 kuyucuklu plakalara 100 pl hiicre

besiyeri karisimi ekilmistir.

Bu hiicreler daha sonra tespit edilen TMZ IC50 ve IC50 degerinin altindaki
dozlar ile birlikte Mdivi-1 i¢in tespit edilen IC50 ve IC50 degerinin altindaki dozlar
ile toplamda 100 pl hacimde (DMEM) 72 saat boyunca inkiibe edilmistir. Daha

sonra yukarida belirtilen MTT deneyinin asamalar1 ger¢eklestirilmistir.
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2.1.4 Western Blot Yontemi ile Protein ifadelerinin Belirlenmesi

wt U87 hiicreleri ve U87 CD133high jle U87 CD24hieh hiicreleri 12x10* hiicre
olacak sekilde 6’11 plakalara ekilmis ve uygun miktarda besi ortaminda bekletilmistir.

Sadece Mdivi-1, sadece TMZ ve kombine olarak uygulanan wt U87 hiicreleri
ve U87 CD133high jle U87 CD24hieh hiicreler 72 saat boyunca inkiibe edilmistir.

wt U87 hiicreleri ve U87 CD133high jle U7 CD24high hiicrelerinden elde edilen

ekstreler, BCA metoduna gore protein tayini yapilmstir.

Bu hiicrelerin ekstreleri %12’lik SDS poliakrilamid jel elektroforezi ile
molekiil biiylikliiklerine gore ayrilmalar1 saglanmistir. Bu amacla, esit miktarda
protein iceren ornekler 4X Laemmli yiikleme tamponu 1X’e karsilik gelecek sekilde
kanstirllmis ve 95°C’de 5 dakika denatiire edilmistir. Esit miktarda protein (20 pg)
iceren ekstreler, %12’lik SDS-PAGE’e yiiklenerek 90 V’da yaklasik 2 saat jelde

yuriitiilmiistiir.

PVDF membrana transfer edilerek blotlama islemi gergeklestirilmistir. Bu
amagla, elektroforez tamamlandiktan sonra jeller camlardan ¢ikartilmis ve 25 mM
Tris, 0,192 M glisin, %20(v/v) metanol, 0,5 g SDS iceren transfer tamponunda, 15
dakika oda sicakliginda orta hizda g¢alkalanarak dengeye getirilmistir. SDS-PAGE
sonucu elde edilen jel boyutunda kesilen ve metanolle 30 saniye aktive edilmis
PVDF membran, blotlama sirasinda kullanilacak siingerler ve filtre kagitlar1 birkag
dakika transfer tamponunda islatilmig ve western blot modiiliiniin kullanma
talimatina uygun sekilde katottan anoda dogru, siinger, filtre kagidi, jel, membran,
filtre kagid1 ve iki siinger lst iiste konarak ve arada hava kabarcigi kalmamasma

dikkat edilerek sandvi¢ yapilmig ve 30 dk transfer yapilmstir.
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Membran bloklama islemi %10 yagsiz siit tozunun PBS’deki c¢ozeltisi

kullanilarak oda sicakliginda 1 saat diisiik hizda ¢alkalama ile gergeklestirilmistir

Primer antikor (Drpl p-ser616, Drpl p-ser637, beta-actin) ile inkiibasyon
asamasinda, 1:1000 seyreltilmis ve membran ile +4°C’de bir gece diisiik hizda
calkalanarak inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonunda membran ii¢ kez, beser dakika

TBS-Tween de orta hizda ¢alkalanarak yikanmustir.

Daha sonra membran, sekonder antikor (Anti-Rabbit IgQG) ile 2 saat orta hizda
calkalanarak, oda sicakliginda inkiibe edilmistir. Sekonder antikor, PBS-tween i¢inde
1:3000 oraninda seyreltilmis ve membran ile inkiibe edilmistir. Ardindan PBS tween
cozeltisi ile yiiksek hizda calkalanarak 20 dakika yikanmistir. En son asamada
membranlarda olusan protein bantlari, Millipore ECL ajan1 kullanilarak gériintiileme

sistemi ile goriintiilenmistir.

2.1.5 Kantitatif Es Zamanh Polimeraz Zincir Reaksiyonu

Sadece Mdivi-1, sadece TMZ ve kombine olarak uygulanan wt U87 hiicreleri
ve U87 CDI133high jle U87 CD24"eh hiicreler 72 saat boyunca inkiibe edilmistir.
Apoptotik ve otofajik genlerin ifadelerini es zamanl kantitatif PCR (q-PCR) ile

saptamak amactyla tiim 6rneklerden RNA izolasyonu yapilmustir.

RNA izolasyonu sirasinda kiiltiir ortamindaki hiicreler 300 x g’de 5 dk santrifiij
edilmis ve siipernatant kisim atilmistir. Pellet lizerine Trizol eklenip homojenize
edilerek hiicreler 15-30°C’de 5 dk inkiibe edilmistir. Her tiipe 200 pl kloroform
eklenmistir. Tiipler elle 15 sn. boyunca sallandiktan sonra 15-30°C’de 10 dk inkiibe

edilmistir.
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12,000g.’de 2-8°C, 13 dk santrifiij edilip santrifiij sonrasi alttaki faz kirmiz
fenol-kloroform fazi, ara faz ve renksiz-akici iist faz olmak tizere 3 faz olusmustur.
Ust fazda yer alan RNA, RNaz igermeyen yeni bir eppendorf tiipiine aktarilmstir.
Uzerine 0.5 mL izopropil alkol eklenip 15-30°C’de 10dk inkiibe edilip tiipler 12,000
x g’de 10 dk 2-8°C’de santriflij edilmistir. Siipernatant atilip, 1 ml %75’lik etanol
eklenerek Ornekler vorteks yapilmis 7,500 x g.de 5 dk 2-8°C’de santrifiijlenmistir.

RNA pelleti oda sicakliginda bekletilerek kurutulmus, sonrasinda RNA, RNaz
icermeyen DEPC’li su iginde ¢oziilmiistiir. Elde edilen RNA’larin konsantrasyonu ve
saflig1 spektrofotometrik yontemle belirlenmistir. qRT-PCR yontemi kullanilarak

genlerin ifadesi kantitatif olarak analiz edilmistir.

IIk olarak hiicrelerden izole edilen RNA &rneklerinden 500 ng kullanilarak
cDNA sentezlenmistir. Bu yontemde kullanima hazir olan master miks ve cDNA
ornegi ile bir karisim hazirlanir. Bu karisimdan her kuyucuga esit miktarda dagitilir

ve gercek zamanli PCR programinda okutulur.

2.1.6 Mitokondri Morfoloji Degisimlerinin Konfokal Mikroskobu ile

incelenmesi

Sadece Mdivi-1, sadece TMZ ve kombine olarak uygulanan wt U87 hiicreleri
ve U87 CD133high jle U87 CD24high hiicreler 72 saat boyunca inkiibe edilmistir.

Inkiibasyon sonunda hiicreler soguk DPBS ile iki kez yikandiktan sonra 25 nM
Mitotracker Red Boyama soliisyonunda 20 dakika 37° C %5 CO2 bulunan etiivde

inkiibe edilmistir. Hiicrelerin mitokondri morfolojisindeki degisimler konfokal
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mikroskobunda 63x biiyiitme ile gozlemlenmistir. Mitokondri morfolojisindeki

degisimler rastgele se¢im yapilarak degerlendirilmistir.
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3. BULGULAR

3.1 Glioblastoma Hiicre Hatlarimin Mikroskop Goriintiisii

Sekil 3.1 GBM hiicre hatlar1 151k mikroskobu goriintiisii; U87 wt, U87 CD133high jle U7 CD24high
(40x%)

18



3.2 MTT Deneyi Sonuglar:

3.2.1 U87 wt, U87 CD133hizh jle U87 CD24ligh Hiicre Serilerinde Mdivi-1

MTT Analizi
Us7 wt
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Sekil 3.2 U87 wt hiicrelerinde farkli dozlarda Mdivi-1’e 72 saat boyunca muamelenin MTT sonuglar1
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Yukaridaki grafikte U87 wt hiicrelerine MTT denemesi yapilarak hiicreler 72 saat
boyunca 40, 50, 60 70, 80, 90, 100, 150,200 uM doz araliginda tek basina Mdivi-1
uygulanip canlilik tizerindeki etkisi aragtirilmistir.

Elde edilen sonuglara gére U87 wt hiicreleri i¢in 62 uM Mdivi-1 etkili bulunmustur
ancak kombine denemeleri i¢in daha diisiik bir doz olan 50 uM secilerek sinerjistik

etkiyi gormek amaglanmstir (Sekil 3.2).
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Sekil 3.3 U87 CDI133hih hiicrelerinde farkli dozlarda Mdivi-1’e 72 saat boyunca muamelenin MTT
sonuglart
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Yukaridaki grafikte U87 CD133hieh hiicrelerine MTT denemesi yapilarak hiicreler 72
saat boyunca 40, 50, 60 70, 80, 90, 100, 150,200 uM doz araliginda tek basina

Mdivi-1 uygulanip canlilik tizerindeki etkisi arastirilmistir.

Elde edilen sonuglara gore U87 CD133"eh hiicreleri i¢in 55 uM Mdivi-1 etkili
bulunmustur ancak kombine denemeleri i¢cin daha diisiik bir doz olan 50 uM

secilerek sinerjistik etkiyi gormek amaglanmistir (Sekil 3.3).
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Sekil 3.4 U87 CD24high hiicrelerinde farkli dozlarda mDivi-1’e 72 saat boyunca muamelenin MTT
sonuglart

Yukaridaki grafikte U87 CD24high hiicrelerine MTT denemesi yapilarak hiicreler 72
saat boyunca 40, 50, 60 70, 80, 90, 100, 150,200 uM doz araliginda tek basina

Mdivi-1 uygulanip canlilik tizerindeki etkisi arastirilmistir.

Elde edilen sonuglara goére U87 CD24high hiicreleri i¢in 50 pM Mdivi-1 etkili
bulunmustur (Sekil 3.4).
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3.2.2 U87 wt, U887 CD133high jle U87 CD24high Hiicre Serilerinde TMZ
MTT Analiz
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Sekil 3.5 TMZ ile 72 saat muamele edilen U87 wt hiicrelerinin MTT sonuglari

Yukaridaki grafikte U87 wt hiicrelerine MTT denemesi yapilarak hiicreler 72 saat
boyunca 50, 100, 150, 200, 300 uM doz aralifinda tek basina TMZ uygulanip

canlilik iizerindeki etkisi arastirilmistir.
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Elde edilen sonuglara gére U87 wt hiicreleri icin 175 pM TMZ etkili bulunmustur
ancak kombine denemeleri i¢in daha diisiik bir doz olan 50 ve 100 uM se¢ilerek

sinerjistik etkiyi gormek amag¢lanmistir (Sekil 3.5).
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Sekil 3.6 TMZ ile 72 saat muamele edilen U87 CD133high hiicrelerinin MTT sonuglari

Yukaridaki grafikte U87 CD133bigh hiicrelerine MTT denemesi yapilarak hiicreler 72
saat boyunca 50, 100, 150, 200, 300 uM doz araliginda tek basmna TMZ uygulanip

canlilik tizerindeki etkisi arastirilmistir.

Elde edilen sonuglara goére U87 CDI133heh hiicreleri igin 150 uM TMZ etkili
bulunmustur ancak kombine denemeleri i¢in daha diisiik bir doz olan 50 ve 100 uM

secilerek sinerjistik etkiyi gormek amacglanmistir (Sekil 3.6).

23



150 U87 CD24high

100

%canlilik

20

Kontrol 50um 100 um 150 um 200 um 300 um
Artan Dozlar (uM)

Sekil 3.7 TMZ ile 72 saat muamele edilen U87 CD24high hiicrelerinin MTT sonuglari

Yukaridaki grafikte U87 CD24bigh hiicrelerine MTT denemesi yapilarak hiicreler 72
saat boyunca 50, 100, 150, 200, 300 uM doz araliginda tek basina TMZ uygulanip

canlilik iizerindeki etkisi arastirilmistir.

Elde edilen sonuglara gore U887 CD24Meh hiicreleri i¢in 150 uM TMZ etkili
bulunmustur ancak kombine denemeleri i¢in daha diisiik bir doz olan 50 ve 100 uM

secilerek sinerjistik etkiyi gormek amacglanmistir (Sekil 3.7).
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3.2.3 U87 wt, U87 CD133high jle U87 CD24high Hiicre Serilerinde Mdivi-1 ile
TMZ’nin Kombine MTT Sonuglari
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Sekil 3.8 U87 wt hiicrelerinde Mdivi-1 ile TMZ’nin 72 saat kombine uygulanmasimin MTT sonuglar1

Yukaridaki grafikte U87 wt hiicrelerine tek basma Mdivi-1 ve tek basma TMZ
uygulanarak belirlenen dozlar ile kombine sekilde MTT denemesi yapilarak hiicreler
72 saat boyunca 50 uM Mdivi-1+50 uM TMZ ve 50 uM Mdivi-1+100 pM TMZ ile
muamele edilerek canlilik tizerindeki etkisi arastirilmistir. Elde edilen sonuglara gore

U87 wt hiicreleri icin 50 uM Mdivi-1+50 uM TMZ dozu seg¢ilmistir (Sekil 3.8).
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Sekil 3.9 U87 CD133"eh hiicrelerinde Mdivi-1 ile TMZ’nin 72 saat kombine uygulanmasinin MTT
sonuglart

Yukaridaki grafikte U87 CDI133high hiicrelerine tek basina Mdivi-1 ve tek basina
TMZ uygulanarak belirlenen dozlar ile kombine sekilde MTT denemesi yapilarak
hiicreler 72 saat boyunca 50 uM Mdivi-1+50 uM TMZ ve 50 uM Mdivi-1+100 uM
TMZ ile muamele edilerek canhlik iizerindeki etkisi arastirilmistir. Elde edilen
sonuglara gore U87 CDI133hieh hiicreleri i¢in 50 pM Mdivi-1+50 uM TMZ dozu
secilmistir (Sekil 3.9).
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Sekil 3.10 U87 CD24"ieh hiicrelerinde Mdivi-1 ile TMZ’nin 72 saat kombine uygulanmasinin MTT
sonuglari

Yukaridaki grafikte U87 CD24bigh hiicrelerine tek basmna Mdivi-1 ve tek basina TMZ
uygulanarak belirlenen dozlar ile kombine sekilde MTT denemesi yapilarak hiicreler
72 saat boyunca 50 uM Mdivi-1+50 uM TMZ ve 50 uM Mdivi-1+100 uM TMZ ile
muamele edilerek canlilik {izerindeki etkisi arastirilmistir. Elde edilen sonuglara gore
U87 CD24bigh hiicreleri igin 50 uM Mdivi-1+50 uM TMZ dozu seg¢ilmistir (Sekil
3.10).
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3.3 Protein ifadesi (Western Blotting) Bulgular:

Protein ifadesi diizeyi ImageJ analiz programma gore U87 wt, U87 CD133hi¢h jle
U87 CD24"igh hiicrelerinde protein bant kalinliklarina gore yapilmistir. Bant
kalinliklar1 Drpl p-ser616 ve Drpl p-ser637/Beta Aktin orani olarak birbirine gore
kiyaslanmistir. Beta aktin antikoru burada internal kontrol olarak kullanilmistir.

Istatiksel analiz ise bu verilere gore yapilmustir.

Control-Mdivil-TMZ-Kombine

Phospho-DRP1 (Ser616) (78-82 . . . !
kDa) -

beta-Actin (45 kDa)

Sekil 3.11 U87 wt hiicrelerinde Drpl p-ser616 protein bantlari

U87 wt, U887 CDI133high yve¢ U87 CD24high hiicrelerinde yapilan MTT deneyleri
sonucunda 50 uM Mdivi-1+50 pM TMZ dozu segilerek Drpl p-ser616 protein

diizeyinde dogrulanmasi i¢in western blotting yapilmastir.
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Control-Mdivil-TMZ-Kombine

Phospho-DRP1 (Ser616) (78-82
kDa) - e 2 9
beta-Actin (45 kDa) — — — —

Sekil 3.12 U87 CD133"igh hiicrelerinde Drpl p-ser616 protein bantlari

MTT deneyinde elde edilen sonuglar dogrultusunda kontrol, sadece 50 uM Mdivi-1,
sadece 50 uM TMZ ve kombine olarak 50 pM Mdivi-1+50 pM TMZ hiicrelere 72
saat uygulanarak bu siire sonucunda hiicrelerden protein izolasyonu yapilarak

western blotting yontemiyle protein diizeyinde analiz yapilmaistir.

Control-Mdivil-TMZ-Kombine

Phospho-DRP1 (Ser616) (78-82
kDa)

beta-Actin (45 kDa)

Sekil 3.13 U87 CD24"i¢h hiicrelerinde Drpl p-ser616 protein bantlar
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Fisyonu aktive eden bir modifikasyon olan Serin 616 (S616) fosforilasyonu U87 wt,
U87 CD133high yve U87 CD24high hiicrelerinde internal kontrol olan beta aktine gore

kiyaslanarak kantitatif bir deger elde edilmistir.

Control-Mdivil-TMZ-Kombine

Phospho-DRP1 (Ser637) (78-82 = -
kDa) - s &
beta-Actin (45 kDa) .- e

Sekil 3.14 U87 wt hiicrelerinde Drpl p-ser637 protein bantlar1

U87 wt, U887 CDI133high ye¢ U87 CD24high hiicrelerinde yapilan MTT deneyleri
sonucunda 50 pM Mdivi-1+50 uM TMZ dozu secilerek Drpl p-ser637 protein
diizeyinde dogrulanmasi i¢in western blotting yapilmistir.
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Control-Mdivi1-TMZ-Kombine

Phospho-DRP1 (Ser637) (78-82
beta-Actin (45 kDa) — —— —

Sekil 3.15 U87 CD133"ieh hiicrelerinde Drpl p-ser637 protein bantlari

DRP1’in fisyon aktivitesini azalttigini gdsteren Serin 637 (S637) fosforilasyonu li¢

hiicre serisinde de protein diizeyinde bakilmistir.

Control-Mdivil-TMZ-Kombine

Phospho-DRP1 (Ser637) (78-82
kDa) -

beta-Actin (45 kDa) S *

Sekil 3.16 U87 CD24"i¢h hiicrelerinde Drpl p-ser637 protein bantlar

Drpl p-ser616 protein bantlar1 ve Drpl p-ser637 protein bantlarinin analizi yapilarak

kantitatif olarak analiz edilerek grafigi elde edilmistir.

31



Ser616

3_
B KONTROL
= Mdivit
2- = TMZ
= KOMBINE
1_
[|_

WT CD133 CD24

Sekil 3.17 U87 wt, U87 CD133Mieh jle U87 CD24hieh hiicrelerinde protein diizeyinde kat artiglar

U87 wt, U87 CD133high jle U87 CD24"igh hiicrelerinde western blotting yapilarak
analiz edilen sonuglarda ozellikle U87 CD24hieh hiicrelerinde fisyonun kontrol
gurubunda ¢ok yiiksek oldugu goriilmiistiir. 72 saat Mdivi-1 ile muamele sonrasi ise

fisyonun yaklasik 3 kat azaldig gozlenmistir.
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Sekil 3.18 U87 wt, U87 CD133high jle U7 CD24"ie" hiicrelerinde protein diizeyinde kat artiglari

U87 wt, U87 CDI133high jle U87 CD24"ieh hiicrelerinde western blotting yapilarak
analiz edilen sonuglarda 6zellikle U87 CD133hi¢h hiicrelerinde fisyonun baskilanmasi
kontrol gurubunda yiiksek iken 72 saat Mdivi-1 ile muamele sonrasi ise fisyonun

baskilanmasmin yaklasik 2 kat azaldig1 gézlenmistir.
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3.4 Kantitatif E§ Zamanh Polimeraz Zincir Reaksiyonu Bulgular1

Bu ¢alismada qRT-PCR yontemi kullanilarak genlerin ifadesi kantitatif olarak analiz

edilmistir.

qRT-PCR c¢alismamizda kullanilan apoptotik ve otofajik genler ve GAPDH
(glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase) genlerine 6zgii primerler "Perl Primer"

programi kullanilarak tasarlanmistir.

DRP1
100~
D B KONTROL
Q
2 80~ = Mdivi1
@ = TMZ
S 60- -
S =3 KOMBINE
o
S 40-
174]
® T
c 20+
Q
o
0_
WT CD133 CD24

Sekil 3.19 U87 wt, U87 CD133high jle U7 CD24high hijcrelerinde DRP1 mRNA ifade analizi

Bu tez kapsaminda U87 wt, U87 CD133high jle U87 CD24"igh hiicrelerinde apoptotik
ve otofajik genlerin ifadeleri es zamanh kantitatif PCR ile analiz edilmistir. DRP1
ifadesine bakildigi zaman U87 CD24hi¢h hiicrelerinde DRP-1 ifadesi yiiksek iken
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Mdivi-1 uygulamasi ve kombine uygulama sonrast DRP-1 ifadesi diistiigi

gozlenmistir ve bu diisiis istatiksel agidan anlamli bulunmustur (p=0,05).

Bax

m 15-
g B KONTROL
E B2 Mdivi1
7] 10- | TMZ
c .
o B KOMBINE
7
g
n O
-
T
c
[T
O 0-

WT CD133 CD24

Sekil 3.20 U87 wt, U7 CD133high jle U87 CD24hieh hiicrelerinde Bax mRNA ifade analizi

U87 wt, U87 CD133high jle U87 CD24high hiicrelerinde Bax’in ekspresyon seviyesine
bakildigi zaman U87 CD24high hiicrelerinde kombine uygulamasi sonrasi artis

gbzlenmis ve bu artis istatiksel agidan anlamli bulunmustur (p=0,02)
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Sekil 3.21 U87 wt, U87 CD133high jle U87 CD24Meh hiicrelerinde BCL2 mRNA ifade analizi

U87 wt, U87 CD133high jle U7 CD24hi¢h hiicrelerinde BCL-2’nin mRNA diizeyinde
ekspresyonuna bakildigi zaman U87 wt hiicrelerinde Mdivi-1 uygulamasi sonrasi

istatiksel agidan anlamli bir diisiis bulunmustur (p=0,05).

Ayrica U87 CD24bigh hiicrelerinde BCL-2’nin mRNA diizeyinde ekspresyonuna
bakildigt zaman ise sadece Mdivi-1, sadece TMZ ve kombine olarak uygulanan

gruplarda ciddi bir diisiis olmustur ve bu diisiis istatiksel agcidan anlamli bulunmustur

(p=0,02).
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Sekil 3.22 U87 wt, U87 CD133hieh jle U7 CD241ieh hiicrelerinde Bax/Bcl2 orammin gosterilmesi

U87 wt, U87 CD133high jle U87 CD24high hiicrelerinde Bax/Bcl2 oranina bakildigi
zaman ¢ hiicre serisinde de kontrol grubuna gore ilag uygulanan gruplarda bu

oraninin arttig1 ve dolayisiyla apoptozun da arttig bu sonuglardan ¢ikarilabilir.
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Sekil 3.23 U87 wt, U87 CD133high jle U7 CD24"igh hijcrelerinde Fis1 mRNA ifade analizi

U87 wt, U87 CDI133high jle U87 CD24high hiicrelerinde Fisl” in ekspresyon
seviyesine bakildigi zaman U87 CD24bigh hiicrelerinde Mdivi-1 uygulamasi sonrasi

anlamli bir diisiis gézlenmistir.
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Sekil 3.24 U87 wt, U7 CD133high jle U87 CD24hieh hiicrelerinde Pinkl mRNA ifade analizi

U87 wt, U887 CDI133high jle U87 CD24heh hiicrelerinde Pink1’in ekspresyon
seviyesinde U87 wt hiicrelerinde sadece TMZ ve kombine uygulanan grupta bir artis

gbzlenmis ve bu artis istatiksel agidan anlamli bulunmustur (p=0,02).
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Sekil 3.25 U87 wt, U87 CD133high jle U87 CD24high hiicrelerinde Parkin mRNA ifade analizi

U87 wt, U87 CDI133high jle U87 CD24high hiicrelerinde Parkin’in ekspresyon
seviyesine bakildigi zaman U87 wt sadece Mdivi-1 ve kombine uygulanan

gruplardaki artis istatiksel agidan anlamli bulunmustur (p=0,02).

Ayrica U87 CDI133high hiicrelerinde sadece Mdivi-1 ve kombine uygulanan
gruplardaki artis da istatiksel agcidan anlamli bulunmustur (p=0,02).

U87 CD24high hiicrelerinde ise sadece Mdivi-1 ve kombine uygulanan gruplardaki
artis da istatiksel acidan anlamli bulunmustur (p=0,02).
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Sekil 3.26 U87 wt, U87 CD133high jle U87 CD24hieh hijcrelerinde MCL-1 mRNA ifade analizi

Mdivi-1 uygulandiktan sonra apoptozis analizi i¢in apoptotik genlerden pro-
apoptotik Bax ve anti-apoptotik genlerden Bcl-2, Bcl-XL ve Mcl-1 oranlari transkript
diizeyinde degerlendirilmistir. Her ii¢ hiicre serisinde de kombine uygulama sonrasi

apoptozun arttig1 gozlenmistir.
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Sekil 3.27 U87 wt, U87 CD133high jle U7 CD24high hiicrelerinde BCL-XL mRNA ifade analizi

En fazla Bcl-2 ekspresyonunda azalma U87 CD24hi¢h hiicrelerinde gozlenmistir. Bu
hiicrelerin Mdivi-1 uygulamasma cevaben Bax/Bcl-2 oraninm arttigi ve apoptozis

uyarimina en duyarl hiicreler oldugu belirlenmistir.
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3.5 Konfokal Mikroskop Goriintiileri

U87 wt, U87 CD133high ye U87 CD24high hiicreler Mitotracker Red ile yapilmis olan
boyamalar sonucu konfokal mikroskobunda  goriintiilenerek  mitokondri

morfolojisindeki degisimler incelenmistir.

U87 WT Control U87 WT Mdivi-1

Sekil 3.28 U87 wt hiicrelerinin Mitotracker Red (kirmuzi) ile boyanmus konfokal mikroskobu
goriintiisii
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U87 WT Control U87 WT TMZ

Sekil 3.29 U87 wt hiicrelerinin Mitotracker Red (kirmuzi) ile boyanmus konfokal mikroskobu
goriintiisii

U87 wt hiicrelerinin Mitotracker Red (kirmizi) ile boyanarak konfokal mikroskobu
ile mitokondri morfolojisindeki degisimleri incelemek amaclanmistir. Kontrol
grubuna gore ilagh gruplarda mitokondri sayisinda azalma gozlense de mitokondriyal

fragmentasyonun azaldig1 net bir sekilde ayirt edilememistir.
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U87 WT Control U87 WT Kombine

Sekil 3.30 U87 wt hiicrelerinin Mitotracker Red (kirmuzi) ile boyanmus konfokal mikroskobu
goruntisu
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187 CD133te Confrol U87 CD133tiet Mdivi-1

Sekil 3.31 U87 CD133high hiicrelerinin Mitotracker Red (kirmizi) ile boyanmis konfokal mikroskobu
goruntisu

U87 CDI133high hiicreleri Mitotracker Red (kirmuzi) ile boyanarak konfokal
mikroskobu ile mitokondri morfolojisindeki degisimleri incelemek amaglanmustir.

Gorlintiiler 63X biiyiitme ile ¢ekilmistir.
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U87 CD1332! Control UB7 CD133e: TMZ

Sekil 3.32 U87 CD133hieh hiicrelerinin Mitotracker Red (kirmizi) ile boyanmis konfokal mikroskobu
goruntisu
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U87 CD133tiet Control U87 (D133t Kombine

Sekil 3.33 U87 CD133hieh hiicrelerinin Mitotracker Red (kirmizi) ile boyanmis konfokal mikroskobu
goruntiisu
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U7 CD24"2: Control | 187 CD24biek Mdiivi-1

Sekil 3.34 U87 CD24high hiicrelerinin Mitotracker Red (kirmizi) ile boyanmis konfokal mikroskobu
goruntlisi

U87 CD24high hiicreleri Mitotracker Red (kirmuzi) ile boyanarak konfokal
mikroskobu ile mitokondri morfolojisindeki degisimleri incelemek amaclanmistir.
Kontrol grubuna gore ilach gruplarda mitokondri sayisinda azalma gozlense de

mitokondriyal fragmentasyonun azaldigi net bir sekilde ayirt edilememistir.
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U87 CD24t: Conirol 8 US7 D24tz TMZ

Sekil 3.35 U87 CD24high hiicrelerinin Mitotracker Red (kirmizi) ile boyanmis konfokal mikroskobu
goruntisu
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U87 CD24tigh Control U87 CD24bih Kombine

Sekil 3.36 U87 CD24hieh hiicrelerinin Mitotracker Red (kirmuzi) ile boyanmuis konfokal mikroskobu
goruntiisu
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4. TARTISMA

Glioblastoma multiform (GBM), Diinya Saglik Orgiti (DSO)
smiflandirmasma gore derece IV beyin tiimoriidiir. Yetiskinlerde yogun hiicre
proliferasyonu, istilaci bliylime ve anormal anjiyogenez ile karakterize en yaygmn

birincil beyin tiimdrii olarak bilinir.

GBM tedavisi, cerrahi rezeksiyonu takiben radyoterapi ve alkilleyici ajan olan
temozolomid (TMZ) temelli kemoterapiyi icermektedir. Ancak, uygulanan yogun
tedaviye ragmen, GBM hastalarmin ortalama yasam siiresi 14-17 aydir ve hastalarmn

sadece %5' i bes yi1ldan daha uzun siire hayatta kalabilmektedir (Prager ve ark., 2020)

GBM siklikla 6liimciil bir hastaliktir ve GBM hastalarma uygulanan mevcut
standart tedavinin sadece minimal diizeyde etkili oldugu ve ¢ogunlukla niiksetme ile
sonuglandigi belirtilmektedir. Ayrica, GBM; tiimor baskilayicilar, onkogenler veya
oliim yolaklarinda sik goriilen islev bozukluklart ve tedaviye direng kazanimi

nedeniyle yaklasik 6 ayda daha agresif olarak niiks etmektedir.

Nitekim, intratiimoral heterojenite ve tedavi direnci ile karakterize GBM’de;
glioblastoma kok hiicrelerinin (GKH) varliginin tlimoriin niiksetmesine sebep oldugu

belirtilmektedir.

GKH'lerin tiimériin ilerlemesi, tedaviye direng ve niiksteki 6neminden dolayi,
son donem caligmalar GKH'lerin karakterizasyonu ve elimine edilmesi lizerine

yogunlasmistir (King ve Benhabbour, 2021)
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Yapilan calismalar, farkli molekiiler, genetik ve metabolik &zellikleri
bakimmdan GKH'lerin noéral kok hiicrelerden (NKH) ve farklilasmis GBM
hiicrelerinden farkli olduklarmi gostermektedir. Dolayisiyla, GKH'leri hedef alan
yeni terapotik stratejilerin gelistirilebilmesi i¢in GKH'lerin kok hiicre 6zelliklerinin

devamliligini saglayan mekanizmalarin tam olarak anlagilmasi 6nem arz etmektedir.

Tedavi edilemeyen birincil beyin malignansilerinden olan GBM,
hedeflenebilecek belirgin bir tiimorijenik yolagmn bulunmamasi, GBM’de terapdtik
yaklagimlart ve  arastirmalart  zorlastirmaktadir. GBM’de  konvansiyonel
kemoterapotik ajan olan ve kesin tedavi icermeyen TMZ’ye gelisen ila¢ direncinde
yiksek MGMT ifadesi, artan anjiyogenez, apoptozise kars1 gelisen direnc,
mitokondriyal mutasyonlar ve Glioblastoma baslatan hiicrelerin (TIC) bulunmasi

gibi ¢esitli mekanizmalar tedavi direncinin sebepleri arasinda sayilabilir.

Hiicrede enerji saglayan alt birim olan mitokondri, apoptozis, ROS iiretimi ve
kalsiyum homeostazisini diizenlemekte etkilidir. Mitokondriyal kalite kontroliinde
yer alan fisyon ve fiizyon ile mitokondri morfolojisi degisebilmektedir. Fisyon
miktarinda artis gibi mitokondriyal dinamiklerdeki diizensizlikler tiimdr gelisimine
ve ilerlemesine neden olabilmektedir. Bu ylizden kanser tedavisinde mitokondriyal
fisyonun hedeflenmesi son zamanlarda kullanilan onemli stratejiler arasinda yer

almaktadir.

Bir kinazolinon tiirevi olan Mdivi-1 mitokondriyal fisyon inhibitorii olarak
kullanilmaktadir. i1k kez 2008 de tiimér biiyiimesini giiclii bir sekilde baskiladig1 ve
onemli anti-tlimorijenik etkisi oldugu ve apoptozisi uyardigi bildirilmistir. Normal
epitel ve fibroblast hiicrelerinde anti-apoptotik veya anti-proliferatif etkisi olmadigi

gosterilen Mdivi-1 DRP-1 inhibitérii olarak fisyonu baskilamaktadir.
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Mdivi-1’in anti-neoplastik etkilerini DRP-1’den bagimsiz gosterdigi ile ilgili
bilgiler de gelmeye baslamistir.

Mitokondri kalite kontrolii, GBM kokliigiinii, dormansi ve farklilagmasinin
sirdiiriilmesini diizenler ve mitokondriyal parcalanma GKH’larin tedaviye direng

gelistirmesine sebep oldugu bilinmektedir.

Bu tez calismasinda GBM tedavisinde etkili olabilecegi diisiiniilen alternatif bir
tedavi protokolii olarak mitokondriyal fisyon inhibitorii olan Mdivi-1’in tek bagma
veya TMZ ile kombine kullanilmasmm etkinligi GKH diizeyinde in vitro

arastirimistir,

Courtois ve arkadaglarmin yaptig1 ¢alismada pankreatik KHK'lerde Mdivi-1 ile
inhibisyonda, KHK icerigini etkili bir sekilde azalttig1 gosterilmistir. Ayrica Mdivi-1
muamelesi sonrast KHK'lerde enerji krizini ve apoptozu tetikledigi de gosterilmistir.
Mdivi-1 inhibisyonu ile mitokondriyal fisyonun baskilanmasi hedeflenerek
pankreatik KHK'lerde tedavi i¢in 6nemli bir terapdtik stratejik hedef olabilecegi
vurgulanmistir (Courtois ve ark., 2021).

Mitokondriyal fisyon genellikle hiicresel strese yanit olarak indiiklenir ve
bircok kanser hiicresinde mitokondriyal fragmentasyon gozlenir. DRP1’i
hedefleyerek mitokondriyal fisyonun engellenmesini saglamak, kanser hiicresinin
bliyiimesini yavaglatir. Bu nedenle, DRP1 aktivitesinin dlizenlenmesi ve
mitokondriyal fisyon, kanser hiicrelerinde oldukga kritik bir siiregtir (Ferreira-da-

Silva ve ark., 2015; Wan ve ark., 2015; Zhao ve ark., 2013).

2015 yilinda Xie ve ark. tarafindan yapilan ¢alismada; GKH modeli olarak

kullanilan beyin tiimorii baslatici1 (CD133 ve ayrica evreye 0zgii embriyonik antijen 1
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(SSEAT1) veya CDI15 ifadesi yiiksek) hiicrelerde RNA interferans teknolojisi veya
Mdivi-1 aracili farmakolojik inhibisyonu kullanilarak DRP-1'in hedeflenmesi bu
hiicrelerde apoptozisi indiikledigi ve tiimdr biiylimesini inhibe ettigi gosterilmistir.
GBM de DRP’in hedeflendigi bu tek yaymm bizim g¢aligmamizin sonuglarini
desteklemektedir.

Ancak bu tez ¢alismasinda, bulk tiimor hiicreleri olarak U87 hiicreleri, timor
baslatic1 ve direngten sorumlu olan GKH olarak CD133high hiicreleri ve CD24high
yiiksek ifade eden iigiincii bir grup hiicrede fisyonun Mdivi-1 ile baskilanmasinin tek

basina ve TMZ ile birlikte etkileri literatiirde ilk kez arastirilmistir.

Mdivi-1, GBM standart tedavisinde uygulanan TMZ ile kombine sekilde
uygulanmistir. Bu kapsamda Mdivi-1 ve TMZ’ nin IC50 dozlar1 belirlenmistir.
Bizim ¢aligmamizda da Mdivi-1 uygulanan wt U87 hiicreleri, U87 CD133hieh jle U87
CD24high hiicrelerinde 6zellikle KHK’lerde kontrole gore canlhiligin ciddi sekilde
azaldig1 gosterilmistir. Kombine ilag denemelerimizde 50 uM ve 50 uM TMZ’nin
kombine uygulanmasinin hiicrelerde proliferasyonu baskiladigi ve apoptozisi
uyardigi canhiligin azaldigi gosterilmistir. Fisyon genleri RT-PCR ile transkript
diizeyinde analiz edilmis ve Ozellikle U87 CD24high yiiksek ifade eden GBM
hiicrelerinde wt U87 ve U87133high hiicrelerine kiyasla Drpl ekspresyonunun
istatistiksel diizeyde anlaml1 yiiksek oldugu belirlenmistir (p=0,05)

Fisyonda bir diger gorevli gen olan Fisl ifadesi ise beklenildigi gibi kontrol
gruplarinda yiiksek bulunmus, Mdivi-1 uygulandiktan sonra wt U87 ve CD133high
hiicrelerinde Fis-1 ifadesi degismezken 6zellikle U87 CD24heh KKH grubunda bu

gen ekspresyonunda anlaml bir diisiis gézlenmistir.

CD24 proteinin GBM ile iligkilendirilmesi ise 2012 yilinda Deng ve
arkadaslarinin yaptig1 calisma ile rapor edilmistir. Yiiz elli bir glioma dokusu ile

yapilan bu ¢alismada CD24 proteinin hem mRNA hem de protein seviyesi olarak
GBM dokularinda yiiksek ifade edildigi belirtilmistir (Deng ve ark.2012). Bu
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proteinin GBM dokularmm kok hiicrelerinde yliksek olabilecegi ve bir kdk hiicre
belirteci olabileceginden ilk defa 2013 yilinda yapilan bir ¢alismada bahsedilmistir.
Bu calismada GBM, meme ve pankreatik tiimorlerden timor baslatict hiicreler
(TBH) toplanmis ve bu hiicrelerdeki ortak yilizey genleri tespit edilmistir. Sonug
olarak ise CD133, CD44 ve CD24 yiizey belirtegleri yliksek bulunmustur (Benayoun
ve Shaked 2013). Ardindan yapilan bir ¢alisma ise GBM kdok hiicrelerde kok hiicre
karakterinden sorumlu oldugu diisiiniilen Gli rapor edilmis, bu genin beraberinde
migrasyon/invazyondan sorumlu oldugu disiiniillen CD24’lin de ifadesini artirdigi
gosterilmistir (Santoni ve ark.2013). Bir diger ¢alismada ise 5-fluorouracil (5-FU)
ilacmin GBM kok hiicre popiilasyonu tizerindeki etkisine bakilmig ve CD24bigh/
CD44v ilag uygulandiktan sonra Notchl ifade artmasina bagh kok hiicrelerin
sayisinda artis saptanmistir (Chockalingam ve Ghosh 2013).

CD24+ CDI133+ karaciger kanser kok hiicrelerinin, kok hiicre karakteri
gosterdigi, tliimor olusumunu baslattifi ve progresyonunda rol oynadigi, CD24+
CD133+ hiicrelerinde iNOS ifadesinin arttigt ve iNOS/NO, Notchl aracili
TACE/ADAM17 aracili kétii prognoza yol agtigi belirlenmistir (Wang ve ark. 2018).

CD24, Runz ve ark. tarafindan bir “gate keeper” olarak tanimlanmis ve meme
kanseri hiicrelerinde lipid raftlarinda yer aldigt Bl integrin yerlesimine katkida
bulundugu bdylece tiimdr hiicrelerinin adezyonunu ve gogiinii etkiledigi

bildirilmistir.

CD24'iin tiimor hiicrelerinde ortak olarak Src kinaz, Wnt/p katenin, EGFR
sinyal yolunu uyardigi, cesitli tiimoérlerde HER2, Ral-Gtpase ve MAPK yolaklar
tizerinde etkili oldugu bildirilmektedir. CD24 aracili aktiflesen kinazlarin

aktivasyonu tiimor gelisiminde énemli rol oynamaktadir.
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Mdivi-1 uygulandiktan sonra apoptozis analizi i¢in apoptotik genlerden pro-
apoptotik Bax ve anti-apoptotik genlerden Bcl-2, Bcl-XL ve Mcl-1 oranlari transkript
diizeyinde degerlendirilmistir. Her ii¢ hiicre serisinde de kombine uygulama sonras1

apoptozun arttig1 gozlenmistir.

Anti-apoptotik protein olan Bcl-2, Bcl-XL ve Mcl-1 ifadelerinde ise her iig
hiicre serisinde de Mdivi-1 sonrasi ekspresyon seviyesi azalarak apoptozun tesvik
edildigi gosterilmistir. Mdivi-1 uygulanan 3 grup hiicreden bu inhibitére en duyarl
hiicrelerin yine U87 CD24"igh ifade eden hiicreler oldugu belirlenmistir.

Ayrica yine en fazla Bel-2 ekspresyonunda azalma U87 CD24bigh hiicrelerinde
gozlenmistir. Bu hiicrelerin Mdivi-1 uygulamasina cevaben Bax/Bcl-2 oranmin

arttig1 ve apoptozis uyarimma en duyarl hiicreler oldugu belirlenmistir.

Beyin tiimorii baglatici hiicrelerde DRP-1 aracili sag-kalim mekanizmasinda;
siklin bagimli kinaz 5 (CDKS5)’in Ser616’dan Drp1'i fosforile ederek aktivasyonuna,
Ca2+-kalmodulin bagimh protein kinaz 2 (CAMK2)’in ise beyin tlimorini
baslatamayan tiimor hiicrelerinde DRP-1'i Ser637’den fosforile ederek inhibisyonuna
yol agtigt  gosterilmistir.  Sonucta; CDKS/CAMK2-DRP1-AMPK  sinyal
dogrultusunun gliomalarda 6nem tasimasi ve Drpl aktivasyonunun GBM’da kétii
prognoz ile korelasyon gdstermesi; mitokondriyal dinamigin beyin timorii baglatici

hiicreler i¢in terapdtik bir hedefi temsil edebilecegi vurgulanmistir.

DRP1, aktivitesini diizenleyen ¢ok sayida amino asit residiistine sahiptir. Serin
616’da (S616) fosforilasyon fisyonu aktive eden bir modifikasyon iken; Serin
637°deki (S637) fosforilasyon DRP1’in fisyon aktivitesini azalttifi gOsterilmistir
(Kashatus ve ark., 2015; Taguchi ve ark., 2007; Chang ve ark., 2007).

Drp’nin Serin 637’den fosforilasyonu baskilanmasi ve sitozolde tutulmasi
anlamina gelirken, Drpl’in p-ser637°den fosforilasyonu ise mitokondri zarma

gecmesine ve fisyonun baslatilmasina ve sonugta fragmentasyona neden olmaktadir.
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Bizim galismamiz kapsaminda protein diizeyinde U87 wt, U87 CD133hi¢h jle
U87 CD24high hiicrelerinde Serin 616 (Drpl p-ser616) ifadesine bakildigi zaman
ozellikle U87 CD24high KKH’ lerinde kontrolde fisyon ¢ok yiiksek iken DRP1
inhibitorii Mdivi-1 uygulandig1 zaman fisyonun ciddi oranda diistiigii gézlenmistir.
Mdivi-1’in protein diizeyinde aktive Drp’in baskilayici etkisini en fazla CD24hi¢h

hiicreleri iizerinde gosterdigi belirlenmistir.

U87 wt, U887 CDI133high jle U7 CD24high hiicrelerinde DRP1 ifadesine
transkript diizeyinde RT-PCR ile bakildiginda U87 CD24hi¢h hiicrelerinde DRP-1
ifadesi diger hiicrelere kiyasla en yiiksek bulunmus, yine sadece bu hiicrelerde
Mdivi-1 tek basmma ve TMZ ile kombine uygulandiginda anlamli bir azalma
gbzlenmistir (p=0,05).

U87 wt ve en fazla U87 CD24bigh hiicrelerinde Mdivi-1 uygulandiktan sonra
baskilayici fosforilasyonun arttigi aktive edici fosforile DRP-1’in azaldig1 western
blot ile gosterilmistir. Ayrica Mdivi-1 ve TMZ kombine verilen {i¢ hiicre serisinde de
aktive edici Serin616’dan fosforillenmis protein miktarma bagli olarak fisyonun

baskilandig1 gézlenmistir.

CD24high hiicrelerinde baslangic Drpl transkripsiyon diizeyinin en yiiksek
olmas1 ve Mdivi-1 uygulandiktan sonra Drpl ifadesinde azalma western ile

desteklenmistir.

Drpl fosforilasyonun ¢esitli kinazlar ile gergeklestirildigi bilinmektedir (Roe
ve Qi, 2018). CD24 yolaginda Src, MAPK ve oOzellikle ERK gibi aktiflesen
kinazlarin Drp Ser®!¢ fosforilasyonuna yol agtigi ve bu yiizden Drpl inhibisyonundan
en fazla CD24 ifade eden hiicrelerin etkilendigi ilk kez bu tez caligmasinda

belirlenmistir.
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Drpl’in aktive edici fosforilasyonu ve mitokondriye c¢agrilmasimdan sorumlu
olan PINK1, mitokondride bulunan farazi bir serin/treonin kinazdir. PINK1, hiicresel
stres durumlarinda Parkin ve Ubikuitini fosforilleyerek E3 ligaz1 aktive etmek iizere
Parkini mitokondriye c¢agirir. Bu durum, Parkin E3 ligazinda aktivasyona ve
mitokondriyal dis zar proteinlerinin ubikitinlenmesine bu da ubikuitinlenmis
proteinlerin otofajik reseptorler tarafindan taninmasma ve mitokondrinin yikim igin
otofagozomlar tarafindan yutulmasma neden olur. Boylece, hasarli mitokondrinin

mitofaji aracili temizlenmesi ile sonuglanir.

PINK1 ve Parkin, 6nemli mitokondriyal fiizyon proteinleri Mitofusin 1 ve 2'nin
degradasyonunu uyarir ve PINKI1 ise Drpl'i mitokondriye c¢agirilmas: ile

mitokondriyal fisyonu uyarici aktivite gostermektedir.

Bu yilizden Parkin ile PINK1 aktivasyonunun fisyonu uyardigi fiizyonu ise
baskiladig1 ve mitokondri kalite kontroliinde genelde fisyonu uyardiklar1 yoniinde

sonuglar elde edilmistir.

Mdivil’in mitofaji iizerindeki etkilerini belirlemek amaciyla PINKI1 ve
PARKIN gen ifadeleri RT-PCR ile arastirilmistir. Inhibitér uygulanmayan gruplarda,
PINK1 ifadesi CD133high hiicrelerinde en yiiksek bulunurken, PARKIN diizeyleri
CD24high hiicrelerde en yiiksek bulunmustur. Mdivi-1 ilave edildikten sonra TMZ ve
kombine ilag uygulanan U87 wt hiicrelerinde ve CD24beh hiicrelerinde PINK1
ifadesi istatistiksel anlamli oranda yiliksek bulunmustur. Drp1’in inhibisyonu ¢esitli
kinazlarin aktif oldugu CD24high hiicrelerinde PINK1’in ifadelenmesinde artisa neden
olmustur. Bu artig CD133begh hiicrelerin de gozlenmemistir. PARKIN ifadesinin
Mdivi-1 tek basma ve kombine ila¢ uygulandiginda, her ii¢ hiicre serisinde ve en

fazla da CD24bigh hiicrelerinde anlamli diizeyde arttig1 belirlenmistir.
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GBM'deki terapotik hedeflerin belirlenmesi ve GBM tedavisinde yeni terapdtik
stratejilerin  gelistirilmesi i¢cin ek arastirmalara ihtiyag duyulmaktadir. Ayrica,
kemodirencin gelismesinde rol oynayan GKH’lerin onkojenik transformasyon ve
tiimorigenezi yonlendiren molekiiler karakterlerinin anlasilmasinin GBM tedavisinin

tyilestirilmesine dnemli katki saglayacagi belirtilmektedir (Cheng ve ark., 2020).

Bu tez calismasinda, bulk tiimor hiicreleri ile iki farkli CD133 ve CD24
lentiviral olarak ayr1 ayr1 yiiksek ifade eden GKH’lerinde DRP1 ‘i hedefleyen Mdivi-
I’in tek basmma veya TMZ ile kombine uygulanarak sinerjistik tedavi etkinligi ilk kez

arastirilmmstir.

60



5. SONUC ve ONERILER

Konvansiyonel terapotik olan TMZ oldukca toksik bir ajandir. Hastadaki
sistemik toksisiteyi azaltan ve/veya etkinligini artiran yeni tedavi protokollerinin
gelistirilmesi ¢ok Onemlidir. GKH’lerinde mitokondriyal fisyonun Onemi ve
baskilanmasmin hiicre canliligma, mitofajiye ve apoptozis lizerine olan etkileri
arastirtlmistir. Ayrica, GBM’de kullanilan konvansiyonel kematerapétik ajan olarak

kullanilan TMZ ile birlikte Mdivi-1’in sinerjistik etkinligi ilk kez arastirilmistir.

Bu tez ¢alismasinda, 6zellikle tiimor baslatict 6zellikleri olan ve radyoterapi ve
kemoterapiye direng ve kotii prognoz ile iligkili olan CD133 ve CD24 kanser kok
hiicre belirte¢lerini yiiksek ifade eden iki farkli U87 GBM hiicrelerin ile bulk timor

hiicrelerinin TMZ’ ye alternatif tedavi veya sinerjistik olarak Mdivi-1 kullanilmistir.

v" Bu ¢alisgmada GBM tedavisinde etkili olabilecegi diistiniilen alternatif bir
tedavi protokolii olarak mitokondriyal fisyon inhibitorii olan Mdivi-1’in tek
basina veya TMZ ile kombine kullanilmasinin etkinligi GKH diizeyinde in

vitro arastirilmistir.

v" Mdivi-1 aracili DRP-1 inhibisyonunun, wt U87 hiicreleri ve U87 CD133high
ile U87 CD24"igh hiicrelerinin canhiligina olan etkisi arastirilmig ve ayrica bu

hiicrelerde Mdivi-1’in IC50 dozlar1 belirlenmistir.

v" Mdivi-1 uygulanan bulk tiimor hiicreleri ile iki farkli GKH hiicre serilerinin
bu inhibisyondan doza ve zamana gore etkilendigi ve TMZ’den daha etkili bir
sekilde canliliklarinda azalmaya neden oldugu ilk kez belirlenmistir. Drpl
inhibitériine en duyarh hiicrelerin ise U87 CD24hi¢h  ifade eden hiicreler

oldugu belirlenmistir.
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v Drpl inhibitérii Mdivi-1 ve TMZ tek basina ve kombine 72 saat ve 50 uM ve
olarak uygulanan U87 wt, U87 CD133hi¢h jle U87 CD24high hiicrelerinde
apoptotik ve otofajik genlerin ifadeleri es zamanl kantitatif PCR ile analiz

edilmistir.

v" RT-PCR ile fisyon genleri transkript diizeyinde analiz edilmis ve U87
CD24hieh  yiiksek ifade eden GBM hiicrelerinde, 6zellikle ilag
uygulanmadiginda wt U87 ve U87 CDI133hieh hiicrelerine kiyasla DRP-1
ekspresyonunun istatistiksel diizeyde anlamli yiiksek oldugu belirlenmistir

(p=0,05)

v’ Fisl ifadesi ise beklenilen gibi ilag uygulanmayan kontrol gruplarmda yiiksek
iken Mdivi-1 verdikten sonra wt U87 ve U87 CDI133bigh hiicrelerinde
degismemis, ozellikle U87 CD24high GKH grubunda bir diisiis gézlenmistir.

v" Mdivi-1 uygulandiktan sonra apoptozis analizi i¢in apoptotik genlerden pro-
apoptotik Bax ve anti-apoptotik genlerden Bcl-2, Bcl-XL ve Mcl-1 oranlari
transkript diizeyinde degerlendirilmistir. Bizim sonug¢larimizda, ilag
uygulanmayan gruplarda en yiiksek Bcl-2 orani sirastyla CD24bigh | CD133high
ve wtU87 hiicrelerinde gozlenmis ve Mdivi-1 uyguladiktan sonra U87
CD24hish GKH grubunda pro-apoptotik protein olan Bax ifadesinde bir artig

ve Bcl-2 diizeyinde ¢ok 6nemli bir azalma gozlenmistir.
v' Anti-apoptotik protein olan Bcl-2, Bel-XL ve Mcl-1 ifadelerinde ise her tig

hiicre serisinde de Mdivi-1 sonrasi ekspresyon seviyesi azalarak apoptozun

tesvik edildigi gosterilmistir.
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v Ayrica Mdivi-1 uygulanan hiicrelerde bulk ve GKH hiicrelerinde gozlenen
hiicre Olimiiniin apoptozisin uyarilmas1 ile gerceklestigi Bax/Bcl-2
oranlarindan belirlenmistir. Mdivi-1 uygulamasma cevaben her ii¢ hiicre
serisinde TMZ’den daha etkin bir sekilde Bax/Bcl-2 oranmin arttigr ve

apoptozis uyariminin gergeklestigi anlagilmistir.

v" Bu ¢alisma kapsaminda protein diizeyinde U87 wt, U87 CD133high jle U87
CD24high hiicrelerinde Serin 616 (Drpl p-ser616) ifadesine bakildigi zaman
ozellikle U87 CD24hich KKH’ lerinde kontrolde fisyon g¢ok yiiksek iken
DRP1 inhibitorii Mdivi-1 uygulandigr zaman fisyonun ciddi oranda azaldigi
g6zlenmistir. Mdivi-1’in protein diizeyinde aktive Drp’in baskilayici etkisini

en fazla CD24beh hiicreleri tizerinde gosterdigi belirlenmistir.

v' U87 wt ve en fazla da U87 CD24bhigh hiicrelerinde Mdivi-1 uygulandiktan
sonra baskilayic1 fosforilasyonun arttigi aktive edici fosforile Drp-1’in
azaldig1 western blotting ile gdsterilmistir. Ayrica Mdivi-1’in tek basina ve
TMZ kombine verildigi ii¢ hiicre serisinde de fisyonun baskilanmasinin hiicre

oliimiine neden oldugu ilk kez gézlenmistir.

v" Mdivil’in mitofaji {izerindeki etkilerini belirlemek amaciyla PINK1 ve
PARKIN gen ifadeleri RT-PCR ile arastirilmistir. Inhibitér uygulanmayan
gruplarda, PINKI1 ifadesi CD133 hiicrelerinde en yiiksek bulunurken,
PARKIN diizeyleri CD24high hiicrelerde daha yiiksek bulunmustur. Mdivil
uygulandiktan sonra yine bu hiicrelerde PINK1 ifadesi istatistiksel oranda

artmugtir.
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Bu sonuglar, fisyon ve mitofaji inhibisyonunun Glioblastoma’da TMZ’den
bagimsiz apoptozisi uyaran ve kanser kok hiicrelerini de hedefleyebilen
alternatif terapotik ajan olarak kullanilabilecegi literatiirde ilk kez

gosterilmistir.
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OZET

Glioblastoma Multiform (GBM) Kanser Kok Hiicrelerinde Mdivi-1 Aracih DRP-1
Inhibisyonunun Mitokondriyal Fisyon ve Mitofajiye Etkisi

GBM’de, glioblastoma kok hiicrelerinin (GKH) varliginin ilag direncine ve tiimoriin
niiksetmesine sebep oldugu bildirilmektedir. Yapilan ¢aligmalar, farkli molekiiler, genetik ve
metabolik 6zellikleri bakimindan GKH’lerin noral kok hiicrelerden (NKH) ve farklilagnus
GBM hiicrelerinden farkli olduklarimi gostermektedir. Dolayisiyla, GKH’leri hedef alan yeni
terapotik stratejilerin gelistirilebilmesi igin GKH’lerin kok hiicre 6zelliklerinin devamliligint
saglayan mekanizmalarin tam olarak anlasilmasi 6nem arz etmektedir.

Spesifik olarak GKH belirteclerinden CD133 ve CD24 lentiviral olarak ayri ayri
yiiksek ifade eden GKH’lerde ilk kez fisyonda rol oynayan Drpl’in Mdivi-1 aracili
farmakolojik inhibisyonunun fisyon ve mitofaji mekanizmalar1 iizerine olan etkilerinin
arastirilmasi sonucu hipotezimizi destekleyecek dnemli ve 6zgiin sonuglar elde edilmistir.

GBM tedavisinde alternatif bir tedavi protokolii olarak mitokondriyal fisyon
inhibitoriiniin tekli veya TMZ ile kombine kullanilmasimn etkinliginin GKH diizeyinde in
vitro olarak ilk kez arastirilmugtir.

Bu tez kapsaminda apoptoz ve mitofaji iligkili genlerin mRNA diizeyinde ifadesine
bakilmistir Es zamanli polimeraz zincir reaksiyonu ile Fisyon icin DRP-1, Fisl, Apoptozis
icin Bax, Bcl-2, Mcl-1, ve mitofaji belirteci olarak Pink1, Parkin genlerinin mRNA ifade
analizleri yapilmustir. Post-translasyonel diizeyde kontrol edilen Drpl’in aktive edici
fosforilasyon ve inhibe edici fosforilasyon diizeyleri ise western blot analizi ile protein
diizeyinde arastirilmugtir.

Mdivi-1 uygulanan bulk tiimor hiicreleri ile iki farkli GKH hiicre serilerinin bu
inhibisyondan doza ve zamana gore etkilendigi ve TMZ’den daha etkili bir sekilde
canhliklarinda azalmaya neden oldugu ilk kez belirlenmistir. Hiicrelerde gbzlenen bu
Oliimiin apoptozis aracili gerceklestigi belirlenmistir.

Mdivi-1 inhibitoriiniin Glioblastoma’da TMZ’den bagimsiz apoptozisi uyaran ve
kanser kok hiicrelerini de hedefleyebilen alternatif terapotik ajan olarak kullanilabilecegi ilk
kez gosterilmistir.

Drpl ifadesinin ve fisyon mekanizmasimn CD24"e" hiicrelerinde daha aktif oldugu ilk
kez belirlenmis ve Mdivi-1’in bu hiicrelerde en etkili fisyon baskilanmasina neden oldugu
gosterilmistir.

Mdivi-1’in tek bagmma veya TMZ’in birlikte diisiik dozlarda uygulanmasimn bulk
timor hiicreleri ve GKH’lerde hiicre canliligina ve apoptozis iizerine olan etkilerinin ilk kez
bu tez caligmasiyla belirlenmis olmasi, GBM tedavisinde kullanilabilecek alternatif
yaklasimlarin tiretilmesine katkida bulunacaktir.

Anahtar kelimeler: Glioblastoma Kok Hiicre, CD133, CD24, Mitokondriyal Kalite Kontrol,
Mitokondriyal Metabolizma
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SUMMARY

Effect of mdivi-1 Mediated DRP-1 Inhibition on Mitochondrial Fission and Mitophagy
in Glioblastoma Multiform (GBM) Cancer Stem Cells

It has been reported that the presence of glioblastoma stem cells (GSC) in GBM
causes drug resistance and tumor recurrence. Studies show that SSCs differ from neural stem
cells (NKC) and differentiated GBM cells in terms of their different molecular, genetic and
metabolic properties. Therefore, it is important to fully understand the mechanisms that
maintain the stem cell properties of SSCs in order to develop new therapeutic strategies
targeting SSCs.

As a result of investigating the effects of Mdivi-1-mediated pharmacological
inhibition of Drpl, which plays a role in fission, on fission and mitophagy mechanisms for
the first time, important and original results have been obtained to support our hypothesis,
specifically in SSCs that express CD133 and CD24 lentivirally, which are among the SSC
markers.

The efficacy of mitochondrial fission inhibitor alone or in combination with TMZ as
an alternative treatment protocol in the treatment of GBM was investigated for the first time
in vitro at the GCC level.

Within the scope of this thesis, the expression of apoptosis and mitophagy-related
genes at the mRNA level was examined. Simultaneous polymerase chain reaction and
mRNA expression analyzes of DRP-1, Fis1, Bax, Bcl-2, Mcl-1 for apoptosis, and Pinkl as a
mitophagy marker, Parkin genes for Fission were performed. . Activating phosphorylation
and inhibitory phosphorylation levels of Drpl, which is controlled at the post-translational
level, were investigated at protein level by western blot analysis.

It was determined for the first time that Mdivi-1 applied bulk tumor cells and two
different GKH cell lines were affected by this inhibition according to dose and time and
caused a decrease in their viability more effectively than TMZ. It was determined that this
death observed in cells was mediated by apoptosis.

It has been shown for the first time that Mdivi-1 inhibitor can be used as an alternative
therapeutic agent that stimulates TMZ-independent apoptosis in Glioblastoma and can also
target cancer stem cells.

It was determined for the first time that Drpl expression and fission mechanism were
more active in CD24high cells and Mdivi-1 was shown to cause the most effective fission
suppression in these cells.

The fact that the effects of Mdivi-1 alone or in combination with TMZ at low doses on
cell viability and apoptosis in bulk tumor cells and SSCs were determined for the first time
in this thesis study will contribute to the production of alternative approaches that can be
used in GBM treatment.

Keywords: Glioblastoma Stem Cell, CD133, CD24, Mitochondrial Quality Control,
Mitochondrial Metabolism
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