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1. GIRIS

1.1. Sinir Sistemi ve Hiicrelerinin Simiflandirilmasi

Merkezi sinir sisteminde, embriyonik noral tiipiin ventrikiiler/subventrikiiler
bolgesinde bulunan multipotent noral kok hiicreler, merkezi sinir sistemini olusturan
3 temel hiicre tipini olusturur. Bu hiicre tipleri noronlar, oligodendrositler ve
astrositlerdir. Noral kok hiicreler, ndral projenitér hiicreler ve glial projenitor
hiicreler olmak {izere iki tip atasal hiicre tipine doniislirler. Noral projenitor
hiicrelerden, ndronlar ve oligodendrositler olusurlar. Glial projenitdr hiicreler ise
hem oligodendrositleri hem de astrositleri olusturabilmektedir. Periferal sinir
sisteminde ise noral krest hiicrelerinden ndéronlar ve Schwan hiicreleri olusmaktadir.
Noral krest hiicreleri noral tiiplerde bulunan multipotent kok hiicrelerden olusmustur
(Zhu & Parada, 2002) (Sekil 1.1.).
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Sekil 1.1. Merkezi ve periferal sinir sistemi hiicrelerinin siniflandirilmasi (Zhu &
Parada, 2002).



1.2. Sinir Sistemi Kanser Cesitleri ve Simiflandirilmasi

Diinya Saglik Orgiitii’niin (WHO) 2016 yilinda yayimlamis oldugu bildiride,
merkezi sinir sistemi tiimorleri son yillarda yapilan calismalarin ve gelisen
teknolojinin 1s18inda tekrar siniflandirilmistir. Bu simiflardan bazilarina 6rnek
verilecek olursa; yayilimec1 astrositik ve oligodendroglial tiimorler, ependimal
timorler, embriyonal tliimorler, menenjiomalar, mezenkimal tiimdrler vb.
gosterilebilir(Louis ve ark., 2016).

Siniflandirma yapilirken 6ncelikle histolojiye dikkat edilmistir. Astrositoma,
oligoastrositoma, oligodendroglioma ve glioblastoma olmak iizere dort farkli
histoloji kategorisi bulunmaktadir. Bu kategoriler, IDH (izositrat dehidrogenaz)
mutasyonuna sahip olan ve olmayan tiimorler olarak ikiye ayrilmaktadir.
Astrositoma, oligoastrositoma ve oligodendroglioma yapisina sahip ve IDH
mutasyonu bulunduran tiimérler ise, ATRX ve/veya TP53 mutasyonlarina sahip olan
ve 1p/19q ko-delesyonuna sahip olan tiimorler olmak iizere ikiye ayrilirlar.
Glioblastomalar ise yine IDH mutant ve IDH yaban tip olmak iizere iki sinifa
ayrilmaktadirlar (Louis ve ark., 2016).

1.3. Glioblastoma Multiforme

Primer beyin neoplazmasi olan glioblastoma multiforme (GBM), beyin
timorlerinin en oOliimciil olamidir. Genetik ve fenotipik olarak heterojen tiimor
gruplarindan olusan GBM vakalarinin %90°1 de novo olusurken, %10’u diisiik grade
tiimorlerden geliserek olugsmaktadir. GBM olusumuna G1/S kontrol noktasinda
meydana gelen deregiilasyonlarin yanmi sira, kromozom 10q’da meydana gelen
kayiplarin, EGFR, FGFR2, IRS2 ve AKT3 gibi genlerin amplifikasyonu ve PTEN,
TP16, TP53, PARK2, PTPRD ve NF1 genlerinde meydana gelen mutasyonlarin
baslica sebep oldugu bilinmektedir. WHO tarafindan yapilmis olan GBM
karakterizasyon tablosu sekil 1.2. de gosterilmektedir.



IDH-wildtype glioblastoma IDH-mutant glioblastoma
Synonym %’i::ﬂqd?ylglastoma, %es?r:ﬂ?arztglioblastoma,
Pt elon Not identifiable; Diffuse a§trocytoma
develops de novo Anaplastic astrocytoma
Proportion of glioblastomas ~90% ~10%
Median age at diagnosis ~62 years ~44 years
Male-to-female ratio 1.42:1 1.05:1
Mean length of clinical history 4 months 15 months
Median overall survival
Surgery + radiotherapy 9.9 months 24 months
Surgery + radiotherapy
+ chemotherapy 15 months 31 months
Location Supratentorial Preferentially frontal
Necrosis Extensive Limited
TERT promoter mutations 72% 26%
TP53 mutations 27% 81%
ATRX mutations Exceptional 1%
EGFR amplification 35% Exceptional
PTEN mutations 24% Exceptional

Sekil 1.2. 2016, WHO tarafindan yapilmis olan GBM karakterizasyon tablosu (Louis
ve ark., 2016).

GBM baglica beyinde gelisir. Beyine infiltre olarak gelistigi icin genelde
normal dokudan ayirt etmek zordur. Beyin disina GBM metastazi nadir olsa da
dalak, akcigerler, lenf nodlari, karaciger, kemikler, pankreas ve ince bagirsaklara
GBM metastaz1 goriilebilmektedir. GBM tiimor dokusu ve ¢evresinde anjiyogenez
cok yiiksek oranda goriilmektedir (Urbanska, Sokotowska, Szmidt, & Sysa, 2014).
Bu yiizden tiimor dokusu gevresi yiiksek oranda hipoksiktir ve tiimdr proliferasyon
orani yliksektir.



1.3.1. Giincel GBM Tedavi Yontemleri

Hastanin  bir takim sikayetleri ilizerine manyetik rezonans
goriintiilemenin ardindan, GBM primer tanist GFAP (glial fibrillary acidic
protein) immiinohistokimyasal yontemle boyanarak yapilmaktadir. GFAP
astrositlerin intermediate filamentlerinde bulunur ve astrositlere 6zel bir
belirte¢ olarak kullanilmaktadir. Astrositik tiimor gelisimi ile GFAP
ifadesinde artma goriilmektedir. Bu yontem ile timér olusumu ve gelisimi
hakkinda bilgi sahibi olunamasa da farklilasmamis tiimor hiicreleri 6zgiin
olarak se¢ilebilmektedir. GBM yiiksek oranda proliferatif ve infiltre edici bir
hastalik oldugundan, ameliyat ile tim bdlgenin tamamen c¢ikarilmasi ve
radyoterapi her zaman iyi bir tedavi secenegi degildir. Bunlarin yanisira
beyin kan bariyeri sebebiyle ilaclarin hedefe ulastirilmasit zorlasirken, timor
hiicrelerinin ~ hipoksik  bolgelerde ~ bulunmast  da  radyoterapiyi
zorlagtirmaktadir (Urbanska ve ark., 2014).

Giliniimiizde GBM, cerrahi miidahalenin ardindan bir kemoterdpatik
ajan olan Temazolamide (TMZ) uygulanmas: ile tedavi edilmektedir. Fakat
bu tedavi hastalarin dmriinli en fazla 12-14 ay uzatabilmektedir. Bu tedavi
sonrasinda hastalarin tamamina yakininda hastalik niiks etmektedir. Niiks
eden hastalarin %90’mninda ayni bdlgeden hastalik gelistigi goriilmiistiir.
Bunun en o6nemli sebebi, GBM tlimorlerinin asir1 infiltre yapiya sahip
olmalar1 ve bulunduklar1 bolgeye yerlesiklikleri sebebiyle cerrahi yontemler
ile tamaminin temizlenmesinin mimkiin olmamasidir. Kemoterapinin
ardindan, kemoterapiye direngli populasyonun arttig1 diistiniilmektedir (Y.
Ramirez, Weatherbee, Wheelhouse, & Ross, 2013).

Kemoterapi haricinde, anjiyogenezi inhibe etmek de diger bir GBM
tedavi yoOntemi olarak ortaya atilmistir. Bu tedavinin temeli, timor
hiicrelerinin yeni olusan damarlar yoluyla beslenmesini ve dolayisiyla
proliferasyonu engellemektir. In vitro ¢caligmalar ile umut vaad edici sonuglar
elde edilse de, GBM’in tedaviye hizli bir sekilde direncli hale gelmesi
sebebiyle bu alanda da halen etkili bir tedavi bulunamamistir (Y. Ramirez ve
ark., 2013).

GBM tedavisindeki en biiyiikk problemlerden biri normal doku ile
timorlii dokunun i¢ ice olusudur. Yiiksek invazif kapasiteye sahip GBM



dokular1, normal doku i¢ine yerlestiginden giinlimiizde GBM i¢in kullanilan
tedavilerin hepsi ayn1 zamanda normal dokuya da zarar vermektedir. Buna bir
cozlim olarak kok hiicrelerin hedefe yonelik tasiyicit olarak kullanilmasi
diisiiniilmiistiir. Bu yontemle in vitro ortamda kok hiicrelerin tlimor-karsiti
transgenleri ifade etmesi i¢in manipiile edilmesi ve daha sonra in vivo hiicre
implantasyonu yapilmasi hedeflenir. Kok hiicreler sekil 1.3.’de goriildiigii
gibi, bir ¢ok farkli ajan1 ve molekiilii salgilayarak 6zgiin olarak yalnizca
hedeflenen tiimor hiicrelerine etki edecek sekilde, manipiile edilebilmektedir.
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Sekil 1.3. K6k hiicrelerin beyin tiimorii tedavisi i¢in modifiye edilmesi (Shah,
2016).



1.4. Kanser Kok Hiicreleri

Kanser kok hiicre (KKH) teorisine gore, malin kiitlenin igerisinde yer alan
kiigiik bir populasyon kanserin olusumundan ve durdurulamaz bir sekilde
gelismesinden sorumludur. Bu hiicreler yetiskin kok hiicreleri gibi kendilerini
yenileme ve farklilagma yetilerine sahiptirler. KKH’lerin ilk olarak nasil olustugu
konusunda farkli teoriler ortaya atilmistir. Bunlardan ilki, saglikli yetiskin kok
hiicrelerinde meydaha gelen bazi mutasyonlarin sonucunda KKH’lerin olustugu
yoniindedir. Bir diger teori ise, bazi projenitor hiicrelerde gerceklesen onkogenik
transformasyonlardan KKH’lerin olustugu yoniindedir. Diferansiye olmus olan
somatik hiicrelerin tekrar kok hiicre 6zelligi kazanarak maliniteye katkist olabilecegi
de Onerilen teorilerden biridir. Son olarak normal kok hiicrelerin, mutant somatik
hiicreler ile flizyona ugrayarak KKH’lerin olusabilecegi yoniindeki teoriden s6z
edilebilir (Girouard & Murphy, 2011).

KKH’ler, 1960’lar ve 70’lerde losemi ve multipl miyelomda timdr
populasyonunda yalnizca az miktarda hiicrenin siirekli proliferasyona ugradiginin
goriilmesi ile tanimlanmistir. Doksanli yillarda bu hiicreler izole edilerek,
yilizeylerinde 0zgiin belirtegler bulundurduklar1 kesfedildi. Bu hiicrelerin fareye
transfer edildiginde tiimdr baslatici 6zellige sahip olduklar1 goriilmiistiir. Bu kesfin
ardindan, timor gelisimi i¢in mevcut giine kadar kabul edilegelmis sitokastik model,
kanser kok hiicre modeli ile karsilastirilmaya baslandi (Sekil 1.4.). Kanser kok hiicre
modeline gore, kiicliik bir malin hiicre toplulugu kanserin gelisimine ve tiimdriin
heterojen fenotip olusturmasina sebep olur. Sitokastik model ise herhangi bir tiimor
hiicresinin veya tiimordeki her hiicrenin rastgele mutasyon ve klonal secilim ile
timor olusturma kapasitesinin oldugunu 6ngérmektedir (Girouard & Murphy, 2011).



Sitokastik Model Kanser Kok Hiicre
' Modeli

Sekil 1.4. Tiimor olusumunda stokastik model ve kanser kok hiicre modeli (Girouard
& Murphy, 2011).

1.4.1. Glioblastoma Kok Hiicreleri ve Yiizey Belirtecleri

GBM kok hiicrelerin (GKH) c¢ogunlukla noral kok hiicrelerden
olusurken, bir kisminin normal beyin hiicrelerinden tekrar diferansiye olarak
olustuguna dair bir teori bulunmaktadir. GKH’ler ikiye ayrilmaktadir; fetal
noral kok hiicrelerle benzerlik gosteren prondral GKH’ler ve yetiskin noral
kok hiicrelere benzeyen mezenkimal GKH’ler. Mezenkimal GKH’ler,
prondral olanlara gore ¢ok daha agresif, invazif, anjiyogenik ve radyoterapiye
direnclilerdir. GBM tiimér kiitleleri heterojen yapiya sahip olsalar da, CD133,
CD15, A2B5 ve CD44 gibi kok hiicre belirteglerini hemen hemen tiim
GKH’ler yiizeylerinde bulundurmaktadirlar. Bu sebeple GBM tedavisi i¢in
cok onemli hedefler olarak goriilmektedirler (Bradshaw ve ark., 2016).

Kanser kok hiicrelerinin, embryonik kok hiicrelerden geliyor
olabilecegi tezini destekleyen bir 6zellik olarak, arastirilan 40 kanser tipinden
18 tanesinde kanser kok hiicrelerinin bilinen embryonik kok hiicre
belirteglerinden (OCT-4, SOX2, KLF-4 ve c-Myc) en az birini ifade ettigi
gorlilmiistiir. GKH’ler i¢in Onerilmis belirtegler arasinda da EKH isaretleri
yer alir ve bunlar; CD133, nestin, NANOG, SALL4, L1CAM, Bmil, Olig2,



c-Myc, SOX2, STAT3, CD44 ve KLF4 olarak siralanabilir (Bradshaw ve
ark., 2016).

1.4.1.1. CD133

Prominin-1 (CD133), ilk olarak fare noroepitel kok
hiicrelerinin yiizeyinde kesfedilmistir. Daha sonra bu molekiiliin insan
homologu, hematopoietik kok hiicrelerden izole edilmistir (Shmelkov,
St Clair, Lyden, & Rafii, 2005). CD133 “pentaspan” bir membran
glikoproteinidir (Sekil 1.5.). CD133, literatiirde bir¢cok kanserde belli
bir hiicre toplulugunun yiizeyinde goriilmiistiir. Bu kanser ¢esitlerine,
meme kanseri, kolon kanseri, prostat kanseri, melanoma, pankreas
kanseri vb. ornek verilebilir. Bir ¢ok kanser ¢esidinde bulunmasi
sebebi ile CD133 iyi bir kanser kok hiicre belirteci olarak kabul
edilmigtir. GBM baslatict hiicreler oldugu kabul edilen GKH’ler de,
literatiirde CD133+ hiicreler olarak tanimlanmaktadirlar (Schmohl &
Vallera, 2016). CD133’iin normal dokularda da ifade edilmesi sebebi
ile iyi bir kok hiicre belirteci olup olmadig: tartisilmakta olsa da, iki
farkl grubun (Ricci-Vitiani ve ark., 2006) ve (O’Brian ve ark., 2007)
CD133+ hiicrelerin kolon karsinomu olusturabildigini, CDI133-
hiicrelerin ise tiimor baslatic1 6zellikte olmadiklarini gostermeleri ile
CD133+ hiicrelerin segici bir KKH belirteci oldugu belirtilmektedir.

CD133’li hedefleyen bazi tedaviler ile ilgili g¢aligmalar
literatiirde yer almaktadir. Fakat tiimor kiitlesine tedavi igin
tasarlanmis molekiilii damar yoluyla ulastirmak zor olmaktadir. GBM
gibi yiiksek oranda invazif kanserlerde ise tlimor kiitlesine ulasmak
icin ekstraseliiler matriksin asilmasi gerekmektedir. Son yillarda
CD133’e 6zgiin, immunoterdpatik bir ¢ok molekiil ile ilgili caligsmalar
yapilmaktadir. Monospesifik antikorlarin yani sira, CD133’e ozgii
ScFv ile antikor zincirine bagli  toksinler, anti-CDI133
nanopartikiillerin icerisinde anti-kanser ilaglar, CD133’leri taniyan ve
immiin sistemi harekete geciren T-hiicre aktivatorleri, CD133’ilin
yaninda bir diger KKH yiizey belirtecini de taniyan bispesifik
antikorlar ve CD133 antikorlarina bagli NK hiicreleri ile KKH’lerin
elimine edilmesi gibi ¢aligmalar yapilmaktadir (Schmohl & Vallera,
2016).
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Sekil 1.5. CD133 yiizey belirtecinin hiicre membranindaki yapisal
gosterimi.

1.5. Glioblastoma Mikrogevresi

Solid tiimorler kendi baslarina degil, cevreleriyle iliski igerisinde ve
cevrelerine bagli bulunurlar. Tiimor hiicrelerinin ¢evrelerine uyum saglama
yetilerinin yani sira, c¢evreyi kendilerine uygun sekilde degistirme yetileri de
bulunmaktadir. Bu durum kendi iglerinde ve etraflarindaki tiiméral olmayan
hiicrelerle iyi bir iletisim saglamalarin1 gerektirmektedir. Mikrogevre, ekstrasliiler
matriks, bagisiklik hiicreleri, kan damarlar1 ¢evre stromalar ve tiimor hiicrelerinden
olusan lokalize bir nis olarak tanimlanmaktadir. GBM hiicreleri ¢evrelerindeki timor
iliskili parenkimal hiicreler, vaskiiler hiicreler, mikroglia, bagisiklik hiicreleri ve
noral prekiirsor hiicreler ile etkilisimde bulunurlar. Vaskiiler hiicreler, besin ve
oksijen saglamanin yam sira GKH’ler i¢in 6zel bir nis olusumunda gorev alirlar.
Mikroglial hiicreler, GBM invazyonunda oO6enmli role sahiptirler. Timor
mikrogevresinde bulunan, GBM hiicreleri tarafindan salgilanan ve hiicreler arasi
iletisimi saglayan molekiiller konusunda ise hala ¢ok bir bilgiye sahip olunamamistir
(Godlewski ve ark., 2015).
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Sekil 1.6. Glioblastoma tiimor mikrogevresi (Godlewski ve ark., 2015).

1.5.1. Glioblastoma Kok Hiicrelerinin Mikrogevresi

Son yillarda yapilan c¢alismalar, GBM tedavisinde ozellikle
temazolamide’e kars1 direng gelismesinin ve hastaligin niiks etmesinin
sebebinin biiyiik 0dlgiide GKH’ler oldugunu gostermistir. Bu sebeple,
GKH’lerin hedeflenmesi ve kok hiicre 6zelliklerini devam ettirmelerinin
engellenmesi GBM tedavisi i¢in iyi bir yOntem olarak gosterilmektedir.
GKH’lerin hedeflenmesi i¢in en saglikli yollardan birinin, kok hiicrelerin
mikrogevre ile iligkilerinin kesilmesi oldugu diisiiniilmektedir. Bu sayede,
anjiyogenez ve bagisiklik sisteminden kagisin da Oniine gecilebilmesi
miimkiindiir (Liebelt ve ark., 2016).
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GKH’lerin kok hiicre 0Ozelliklerini devam ettirebilmek icin
kullandiklar1 bazi sinyal yolaklar1 bulunmaktadir. Bunlara ornek olarak
Notch, Sonic Hedgehog ve Wnt sinyal yolaklar1 gosterilebilir. Notch
yolaginin GKH’lerde yiiksek oranda aktif oldugu literatiirde yer almaktadir.
Bu yolagin aktif olmasi ile GKH’ler diferansiasyonu baskilayarak, kok hiicre
karakterinin devam etmesini saglamaktadirlar. Notch ve Delta-like-1 ve
Jagged-1 gibi ligandlarinin ifadelerinin azalmasi ile GKH’lerin onkogenik
potansiyelleri azalmaktadir. Dolayisiyla Notch yolagt GKH’lerin sag kalimi
ve proliferasyonunda rol oynamaktadir. Wnt yolagi ise hem GKH’lerin
proliferasyon ve diferansiasyonlarinda kritik bir role sahiptir, hem de tlimor
biiytimesine 6nemli katki saglamaktadir. Bir diger yolak ise EGFR yolagidir.
EGFR aktivasyonu GKH proliferasyonunu ve tiimor gelisimini tetikler.
EGFR yiiksek ifade edildiginde, GKH’lerin kendilerini yenileme
kapasitelerini artirir. Son olarak, sonic hedgehog yolagi GKH’lerde yiiksek
oranda aktiftir ve GKH’lerin kok hiicre karakterlerini devam ettirmelerinin
yani sira tiimor olusumuna da katkida bulunur (Liebelt ve ark., 2016).

GKH’ler, vaskiilogenezis ve anjiyogenezis haricinde iki farkl yol ile
daha yeni damar olustururlar. Bunlardan ilki “vascular co-option” ad1 verilen
bir silirectir. Bu ydntemde glioma hiicreleri normal beyin damarlarinin
etrafina infiltre olurlar ve bu damarlar1 tiimér dokusunun i¢ine katarlar. Bu
stirecin sonunda hipoksi de arttigindan anjiyogenez de indiiklenmis olur.
Anjiyogenez varolan damarlardan VEGF yoluyla yeni damarlarin olugmasi
stirecidir. Hipoksi, GKH’lerde SDF-1 ad1 verilen geni aktive ederek, VEGF
iretilmesine sebep olur. VEGF endotel hiicrelerin migrasyonunu ve
proliferasyonunu saglar. GKH’ler, endotel hiicre migrasyonunu ve
anjiyogenezi tetikleyen hepatoma kokenli bliytime faktorii salgilarlar (Liebelt
ve ark.,, 2016). Bir baska damar olusturma ydntemi ise ‘“vaskiilogenik
mimik”’dir. Bu yontemde endotel hiicreler yerine tiimor hiicreleri matriks
benzeri yapilar olustururlar. CD133+ GKH’lerin 3 boyutlu matrijel tiip
formasyon deneyi ile vaskiilojenik bir ag olusturdugu gosterilmistir (Hallani
ve ark., 2010).

1.6. Glioblastoma Hiicrelerinin invazyonu ve Migrasyonu

Kanser hiicrelerinde invazyon ve migrasyon, adezyon ve integrin
proteinlerinin ifadelerine baglidir. Oncelikle timér hiicreleri morfolojik olarak
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polarize hale gelirler ve ekstraseliiler matrikse (ECM) uzanip tutunmaya yarayacak
cikintilar olustururlar. Bu siirecte GBM hiicreleri seklini ve hacmini degistirerek ¢ok
dar bolgeler de dahil invazyon ve migrasyon yaparlar. Mobilitenin yani sira GBM
hiicreleri ECM {izerindeki bir takim proteinlere baglanarak kendilerini ileri ¢ekerler.
Bir yandan da tiimor hiicrelerine bariyer olan ECM’yi gegmek icin bazi proteazlar ile
ECM’yi pargalarlar. Dahas1 tiimor hiicreleri ECM’den salgilanan bazi molekiilleri
regiile ederek ¢evredeki stromal hiicreleri de etkiler ve bu sayede tiimdr biiyiimesi ve
invazyonu saglanmis olur. Glioma hiicrelerinde motilite disregiile edildiginden,
GBM hiicreleri yiiksek oranda migrasyona yatkin hale gelirler (Paw ve ark., 2015).

Ekstraseliiler matriks (ECM), normalde glioma hiicrelerinin invazyonu ig¢in
bir bariyer gorevi gormektedir. Ancak bu bariyerin proteazlar araciligi ile yikimi
GBM hiicrelerinin invazyonuna olanak tanir. Birgok ¢aligma bazit MMP’lerin (matrix
metalloproteinase) GBM’de yiiksek ifade edildigini gdstermistir. Proteolitik enzim
olan MMP’ler invazyonda dnemli role sahiptirler (Mentlein, Hattermann, & Held-
Feindt, 2012).

GKH’lerin GBM invazyonun da birincil sebep olduklari diistintilmektedir. -
catenin’in GBM’de yiiksek ifade edildigi bilinmektedir. B-catenin susturuldugunda
GBM hiicrelerinin invazif kapasitelerinin azaldig1 goriilmiistiir (Pu ve ark., 2008).
EGFR aktivasyonun ise B-catenin transaktivasyonunu saglayarak invazyona sebep
oldugu gosterilmistir (Ji ve ark., 2009). GBM invazyonu ile ilgili oldugu diisiiniilen
bir bagka protein ise FRAT1 (frequently rearranged in advanced T-cell lymphomas-
1) proteinidir. B-catenin’in pozitif regiilatorii olan FRAT1, GBM’de yiiksek ifade
edilmektedir ve tiimdr biiyiimesinin yan1 sira invazyonu da tetiklemektedir (G. Guo
ve ark., 2013). Glioma invazyonunda rolii olan bir bagka yolak ise PI3K/Akt
yolagidir. GBM’de, ozellikle tiimdr ve normal beyin dokusu arasindaki bariyerde
bulunan hiicrelerde, Akt sinyalizasyonu MMP-2 ve MMP-9 aktivitesini
artirmaktadir. Timor hiicreleri bu sekilde proteolitik yeti kazanarak normal dokuyu
isgal edebilmektedirler (Kubiatowski ve ark., 2001). Bcl-w proteininin ise Akt
sinyalizasyonunu aktive ederek GBM invazyonunu tetikledigi gosterilmistir (W. S.
Lee ve ark., 2013) (Paw ve ark., 2015). GBM invazyonunda ve dolayisiyla
migrasyonunda etkili oldugu diisiiniilen yolaklar ve ayrmtilart sekil 1.7. de
gosterilmistir.
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Sekil 1.7. Glioblastoma tiimor hiicrelerinin invazyonunda etkili olan yolaklar ve
isleyis mekanizmalar1 (Paw ve ark., 2015).

1.7. Tezin Amaci

GBM tedavisinde kok hiicreleri hedefleyen ¢ok sayida caligma bulunmaktadir
ancak yeni biyobelirtecler kesfetmek amaci ile, GKH olusumunda ve gelisiminde rol
oynayan CD133 pozitif GKH’lerde integrin, adezyon ve apoptoz yolaklar ile ilgili
RT-PZR array uygulanarak yaklasik 250 genin taranmasi ile genom ebadinda
yapilmis genis bir ¢alisma bulunmamaktadir. Ozellikle CD133+ hiicrelerde toplu bir
mikro dizin analizinin yapilmasi, GBM tedavisinde rol oynayacak Onemli bir

adimdir.

Bu tez ¢aligmasinin primer amaci, CD133+ GBM kok hiicrelerinde adezyon,
integrin ve apoptoz ile ilgili olup; farkli ifade edilen genlerin saptanmast GBM
hiicrelerinin elimine edilebilmesi ve hedefleme tedavilerine kullanilabilecek yeni
biyobelirteglerin belirlenmesidir. GBM kok hiicrelerine 6zgii karakteristik olarak
etkin olan genlerin saptanmasi, GBM kok hiicrelerinde tutunma ve apoptoz ile ilgili
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mekanizmalarin anlagilmast ve bu genlerin GBM tedavisinde ilerideki arastirmalara
kaynak olusturmasi bu tezin temelini olusturmaktadir.

Tezin Hedefleri:
1. GBM kok hiicrelerinin adezyon profilini belirlemek
2. GBM’de ve kok hiicrelerinde integrin gen ifade farklarini tespit etmek
3. Apoptoz ile ilgili farkli ifade edilen genleri saptamak
4. GBM kok hiicrelerinin kullandig1 molekiiler mekanizmalar1 a¢iga ¢ikarmak
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2. GEREC VE YONTEM

Cizelge 2.1. Tez Calismas: Is Paketi

is Paketi

4 GBM hiicre hatt1 ve 10 primer hasta dokusu kiiltiire edildi

Hiicreler tripsinize edildi ve MACS yontemi ile CD133+ ve CD133- hiicreler ayrild:

Elde edilen CD133+ ve CD133- hiicrelerden RNA ve protein izolasyonu yapild:

RNA’dan cDNA elde edildi

c¢DNA ile insan hiicre adezyonu, insan integrin sinyalizasyonu ve insan apoptoz panellerinde bulunan primerler
kullanilarak es zamanli PZR yapildi

Es zamanli PZR sonucunda yalnizca CD133+ hiicrelerde ve hem CD133+ hem de CD133- hiicrelerde mRNA
ifadesi istatistiksel olarak anlamli artan/azalan 13 gen belirlendi

Secilen genlerden, yiizeyde bulunan CD70 ve DR6’nin protein diizeyinde ifadelerine akim sitometri ve konfokal
mikroskobu ile bakildi

Segilen genlerden, Tiam1 ve BCL10’un protein diizeyinde ifadelerine western blotting ile bakild1

2.1. Calismada Kullamilan Kimyasal Malzeme Ve Soliisyonlar

2.1.1. Hiicre Hatlar1 ve Hasta Dokularmin Temini

GBM tiimdr ve non tiimoral hasta dokularindan lobektomi yontemi ile
Diinya Saglik Orgiitii (WHO) tarafindan tavsiye edilen standart yontemlere
dayanilarak hasta dokular1 temin edilmistir. GBM hiicre hatt1 olarak bu tez
calismasinda U118, T98, U138 ve U87 kullanilmistir.
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2.1.2. Hiicre Kiiltiirii, Pasajlanmasi ve Dondurulmasinda Kullanilan

Malzemeler

* PBS: Hiicre yikamalarinda kullanildi (Lonza 10X Katalog No: 17-
517Q)
* Tripsin: Hiicreleri flask yiizeyinden kaldirma amacl kullanildi

(Capricorn 10X - Katalog No: TRY - 1B10)

* Hiicre hatlarin1 beslemek i¢in kullanilan besiyerleri;

e U118 ve T98 hiicre hatlarini beslemek i¢in: RPMI 1640 (Lonza,
500ml), %1 Penisilin/Streptomisin, %10 FBS

e U138 hiicre hattin1 beslemek i¢in: Dulbecco’s Modified Eagle
Medium (DMEM 500ml) 1,5 gr disik glukoz, %]l
Penisilin/Streptomisin, %20 FBS

e U87 hiicre hattin1 beslemek i¢in: Dulbecco’s Modified Eagle
Medium (DMEM 500ml) 1,5 gr disik glukoz, 9%l
Penisilin/Streptomisin, %10 FBS

* Primer hiicreleri beslemek i¢in kullanilan besi yeri;

* Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM 500ml) 4,5 gr
yiiksek glukoz, %1 Penisilin/Streptomisin, %10 FBS

* Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM 500ml) 4,5 gr
yiiksek glukoz, %1 Penisilin/Streptomisin, %40 FBS

* %10 Dimetilsiilfoksit (DMSO) soliisyonu: Hiicreleri dondurmak
icin kullanild1 (Applichem, Katalog No: 67-68-5)

* Etil alkol: %75, Sterilizasyon i¢in kullanildi (Riedel-de Haen,
Katalog No: 64-17-5)

e Falkon tiip: (15, 50 ml) (Sarstedt, Katalog No: 62.554.502,
62.547.254)

* TC Flask (T25): Hiicre ekimi i¢in kullanildi (Sarstedt, Katalog
No: 83.1810.002-300)
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* TC Flask (T75): Hiicre ekimi i¢in kullanildi (Sarstedt, Katalog
No: 83.1813.002-100)

* Hiicre dondurmada kullanilmak iizere Cryotiipler

Hiicre Kiiltiirii Saklanmasi1 Calismalarinda Kullanilan Cihazlar

e Steril kabin (Holten S-20100)

* CO; Etiivii (Sanyo MCO-20 AIC, 37°C %)5)
* CO, Inkiibatdr (ThermoScientific)

¢ Isik Mikroskobu (Nikon TS 100)

¢ Derin Dondurucu -20 (Sanyo)

* Derin Dondurucu -80 (Sanyo)

*  Siv1 Azot Tanki

* Santrifiij cihaz1 (Niive NF 400)

2.1.3. Hiicre Saflastirma I¢in (MACS) Kullanilan Malzemeler

* Miltenyi Biotech MACS ¢oklu ve manuel ayirma diizenegi

¢ MACS Tampon Cozeltisi: 50ml fosfat-tuz tamponu (PBS), 0,25 gr
sigir serum alblimin (BSA) ve 0,5M EDTA

* (D133 AC133 monoklonal antikor (Miltenyi Biotech)

e (CD133 293C3 monoklonal antikor (Miltenyi Biotech)

* Manyetik tanecikler (Miltenyi Biotech)

*  MACS kolonlar1 (Miltenyi Biotech)

* Ependorf tiipler 1.5ml, 2ml
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2.1.4. RNA lizolasyonu ve Ol¢iimiinde Kullanilan Malzemeler

e Iscript RNA izolasyon kiti (Bio-Rad)
* Santrifiij (Eppendorf — Centrifuge 5415 R)

* Spektrofotometre cihazi (BioTek - Epoch) ve Gen 5 programi

2.1.5. Komplementer DNA (cDNA) Sentezinde Kullanilan Malzemeler

Bio-Rad cDNA sentez kiti (Katalog numarasi: 170-8891)
* RNA iscript Supermix (5X) (BioRad)

* Reverse Transcriptase Enzyme (BioRad)

e Steril dH,O

200ul PCR tiipleri

Corbett Research PCR cihazi

2.1.6. Kanser Kok Hiicre Paneli PCR Array, Hiicre Yiizey Belirtecleri PCR
Array, Sitokin/ Kemokin Reseptor PCR Array ve Kantitatif Es Zamanh
Polimeraz Zincir Reaksiyonu (Quantitative RT-PCR) Yonteminde

Kullanilan Malzemeler

Cihaz: Roche Applied Science LightCycler-R-480 Real Time PCR Sistemi
SsoAdvancedUniversal SYBR Green (Bio-Rad, 172-5274)

Insan Hiicre Adezyonu Es zamanli-PZR Paneli Iginde Yer Alan Genler (Cizelge
2.2)
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Insan Integrin Sinyalizasyon Es zamanli-PZR Paneli Icinde Yer Alan Genler
(Cizelge 2.3.)
Insan Apoptoz Es zamanli-PZR Paneli i¢inde Yer Alan Genler (Cizelge 2.4.)

Cizelge 2.2. insan Hiicre Adezyonu Es zamanli-PZR Paneli i¢inde Yer Alan Genler

Kuyu | Sembol Genin Agik Adi Kuyu | Sembol Genin Agik Adi
Al ABLI1 c-abl oncogene 1, non- El NF2 neurofibromin 2 (merlin)
receptor tyrosine kinase
A2 ACTNL1 | actinin, alpha 1 E2 PAK1 p21 protein (Cdc42/Rac)-
activated kinase 1
A3 ADAM | ADAM metallopeptidase E3 PDPK1 3-phosphoinositide dependent
12 domain 12 protein kinase-1
A4 AKTI1 v-akt murine thymoma viral E4 PIK3CA | phosphoinositide-3-kinase,
oncogene homolog 1 catalytic, alpha polypeptide
AS ARF1 ADP-ribosylation factor 1 E5 PIP5K1 | phosphatidylinositol-4-phosphate
C 5-kinase, type I, gamma
A6 ARHG Rho GTPase activating E6 PLAUR | plasminogen activator, urokinase
APS protein 5 receptor
A7 ARPC2 | actin related protein 2/3 E7 FERMT | fermitin family member 2
complex, subunit 2, 34kDa 2
A8 BCAR1 | breast cancer anti-estrogen E8 PPP2C protein phosphatase 2, catalytic
resistance 1 A subunit, alpha isozyme
A9 CALR calreticulin E9 PRKAC | protein kinase, cAMP-dependent,
A catalytic, alpha
Al0 CAPNI1 | calpain 1, (mu/I) large subunit | E10 PRKCA | protein kinase C, alpha
All CAV1 caveolin 1, caveolae protein, Ell PTEN phosphatase and tensin homolog
22kDa
Al2 CBL Cbl proto-oncogene, E3 E12 PTK2 PTK2 protein tyrosine kinase 2
ubiquitin protein ligase
B1 CD47 CD47 molecule F1 PTPNI protein tyrosine phosphatase,
non-receptor type 1
B2 CDC42 | cell division cycle 42 F2 PTPNI11 | protein tyrosine phosphatase,
non-receptor type 11
B3 CEACA | carcinoembryonic antigen- F3 PTPRF | protein tyrosine phosphatase,
Ml related cell adhesion molecule receptor type, F
1 (biliary glycoprotein)
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B4 CFL1 cofilin 1 (non-muscle) F4 PTPRO | protein tyrosine phosphatase,
receptor type, O
BS5 CRK v-crk sarcoma virus CT10 F5 PXN paxillin
oncogene homolog
B6 CSK c-src tyrosine kinase Fé6 RAC1 ras-related C3 botulinum toxin
substrate 1
B7 DDEF1 | development and F7 RHOA ras homolog family member A
differentiation enhancing
factor 1
B8 DNM2 dynamin 2 F8 ROCKI1 | Rho-associated, coiled-coil
containing protein kinase 1
B9 DOCKI1 | dedicator of cytokinesis 1 F9 SDC4 syndecan 4
B10 ENAH enabled homolog F10 SDCBP | syndecan binding protein
(Drosophila) (syntenin)
B11 ENG endoglin F11 SHC1 SHC (Src homology 2 domain
containing) transforming protein
1
B12 FLNA filamin A, alpha F12 SLCO9A | solute carrier family 9, subfamily
1 A (NHE1, member 1
Cl FYN FYN oncogene related to Gl SORBS | sorbin and SH3 domain
SRC, FGR, YES 1 containing 1
C2 GABI1 GRB2-associated binding G2 SOS1 son of sevenless homolog 1
protein 1 (Drosophila)
C3 GNB2L | guanine nucleotide binding G3 SRC v-src sarcoma viral oncogene
1 protein (G protein), beta homolog
polypeptide 2-like 1
C4 GRB2 growth factor receptor-bound | G4 STATS3 signal transducer and activator of
protein 2 transcription 3 (acute-phase
response factor)
C5 GRB7 growth factor receptor-bound | G5 SYK spleen tyrosine kinase
protein 7
C6 HRAS v-Ha-ras Harvey rat sarcoma G6 TGFBII | transforming growth factor beta 1
viral oncogene homolog 1 induced transcript 1
C7 HSPA2 | heat shock 70kDa protein 2 G7 THY1 Thy-1 cell surface antigen
C8 HSPB1 heat shock 27kDa protein 1 G8 TIAM1 | T-cell lymphoma invasion and
metastasis 1
C9 ILK integrin-linked kinase G9 TLN1 talin 1
C10 INPPL1 | inositol polyphosphate G10 TRIO triple functional domain (PTPRF

phosphatase-like 1

interacting)
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Cl1 INSR insulin receptor Gl11 VASP vasodilator-stimulated
phosphoprotein

Cl12 IRS1 insulin receptor substrate 1 Gl12 VAV1 vav 1 guanine nucleotide
exchange factor

D1 ITGAS integrin, alpha 5 H1 VCL vinculin
D2 ITGB1 integrin, beta 1 H2 VIL2 Villin 2
D3 KCNH2 | potassium voltage-gated H3 VIM vimentin
channel, subfamily H,
member 2
D4 KEAP1 | kelch-like ECH-associated H4 Z2YX Zyxin
protein 1
D5 LRP1 low density lipoprotein H5 ACTB Actin, beta

receptor-related protein 1

D6 LYN v-yes-1 Yamaguchi sarcoma Hé6 B2M Beta-2-microglobulin
viral related oncogene
homolog
D7 MAPKI1 | mitogen-activated protein H7 GAPDH | Glyceraldehyde-3-phosphate
kinase 1 dehydrogenase
D8 MAPKS8 | mitogen-activated protein H8 GUSB Glucuronidase, beta
kinase 8
D9 MAPKS8 | mitogen-activated protein H9 HPRT1 | Hypoxanthine
IP3 kinase 8 interacting protein 3 phosphoribosyltransferase 1
D10 MARC myristoylated alanine-rich HI10 PGK1 Phosphoglycerate kinase 1
KS protein kinase C substrate
D11 NCK2 NCK adaptor protein 2 H11 PPIA Peptidylprolyl isomerase A
D12 NEDD9 | neural precursor cell H12 RPL13 Ribosomal protein L13a
expressed, developmentally A

down-regulated 9

Cizelge 2.3. Insan Integrin Sinyalizasyon Es zamanli-PZR Paneli I¢inde Yer Alan

Genler
Kuyu Sembol Genin Agik Adi Kuyu | Sembol Genin Agik Adi
Al ADAMTSI1 ADAM metallopeptidase El ITGB6 integrin, beta 6
with thrombospondin type 1
motif, 1
A2 ADAMTS13 | ADAM metallopeptidase E2 ITGB7 integrin, beta 7
with thrombospondin type 1
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motif, 13

A3 ADAMTS8 | ADAM metallopeptidase E3 ITGBS integrin, beta 8
with thrombospondin type 1
motif, 8
A4 CD44 CD44 molecule (Indian blood | E4 LAMAL1 laminin, alpha 1
group)
AS CDH1 cadherin 1, type 1, E- E5 LAMA?2 | laminin, alpha 2
cadherin
A6 CNTN1 contactin 1 E6 LAMA3 | laminin, alpha 3
A7 COL11Al collagen, type XI, alpha 1 E7 LAMBI1 laminin, beta 1
A8 COL12A1 collagen, type XII, alpha 1 E8 LAMB3 laminin, beta 3
A9 COL14Al collagen, type XIV, alpha 1 E9 LAMC1 laminin, gamma 1
Al10 | COL15A1 collagen, type XV, alpha 1 E10 MMP1 matrix metallopeptidase 1
All COL16A1 collagen, type XVI, alpha 1 Ell MMP10 matrix metallopeptidase 10
Al2 | COL1Al collagen, type I, alpha 1 E12 MMP11 matrix metallopeptidase 11
B1 COL4A2 collagen, type IV, alpha 2 F1 MMP12 matrix metallopeptidase 12
B2 COLS5A1 collagen, type V, alpha 1 F2 MMP13 matrix metallopeptidase 13
B3 COL6A1 collagen, type VI, alpha 1 F3 MMP14 matrix metallopeptidase 14
B4 COL6A2 collagen, type VI, alpha 2 F4 MMP15 matrix metallopeptidase 15
BS5 COL7A1 collagen, type VII, alpha 1 F5 MMP16 matrix metallopeptidase 16
B6 COL8AL collagen, type VIII, alpha 1 F6 MMP2 matrix metallopeptidase 2
B7 CTGF connective tissue growth F7 MMP3 matrix metallopeptidase 3
factor
B8 CTNNAL1 catenin (cadherin-associated F8 MMP7 matrix metallopeptidase 7
protein), alpha 1, 102kDa
B9 CTNNB1 catenin (cadherin-associated F9 MMPS matrix metallopeptidase 8
protein), beta 1, 88kDa
B10 CTNND1 catenin (cadherin-associated F10 MMP9 matrix metallopeptidase 9
protein), delta 1
B11 CTNND2 catenin (cadherin-associated F11 NCAM1 | neural cell adhesion molecule
protein), delta 2 1
B12 ECM1 extracellular matrix protein 1 | F12 PECAMI | platelet/endothelial cell
adhesion molecule 1
Cl FN1 fibronectin 1 Gl SELE selectin E
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C2 HASI1 hyaluronan synthase 1 G2 SELL selectin L
C3 ICAM1 intercellular adhesion G3 SELP selectin P (granule membrane
molecule 1 protein 140kDa, antigen

CD62)

C4 ITGA1 integrin, alpha 1 G4 SGCE sarcoglycan, epsilon

C5 ITGA10 integrin, alpha 10 G5 SPARC secreted protein, acidic,
cysteine-rich (osteonectin)

C6 ITGA11 integrin, alpha 11 G6 SPG7 spastic paraplegia 7 (pure and
complicated autosomal
recessive)

C7 ITGA2 integrin, alpha 2 G7 SPP1 secreted phosphoprotein 1

C8 ITGA3 integrin, alpha 3 G8 TGFBI transforming growth factor,
beta-induced, 68kDa

C9 ITGA4 integrin, alpha 4 G9 THBS1 thrombospondin 1

C10 ITGAS integrin, alpha 5 G10 | THBS2 thrombospondin 2

Cl1 ITGA6 integrin, alpha 6 Gl1 THBS3 thrombospondin 3

Cl12 ITGA7 integrin, alpha 7 Gl12 | TIMP1 TIMP metallopeptidase
inhibitor 1

D1 ITGAS integrin, alpha 8 H1 TIMP2 TIMP metallopeptidase
inhibitor 2

D2 ITGA9 integrin, alpha 9 H2 TNC tenascin C

D3 ITGAD integrin, alpha D H3 VCAM1 | vascular cell adhesion
molecule 1

D4 ITGAL integrin, alpha L H4 VCAN versican

D5 ITGAM integrin, alpha M H5 ACTB Actin, beta

D6 ITGAV integrin, alpha V Hé6 B2M Beta-2-microglobulin

D7 ITGAX integrin, alpha X H7 GAPDH | Glyceraldehyde-3-phosphate
dehydrogenase

D8 ITGB1 integrin, beta 1 H8 GUSB Glucuronidase, beta

D9 ITGB2 integrin, beta 2 H9 HPRT1 Hypoxanthine
phosphoribosyltransferase 1

D10 ITGB3 integrin, beta 3 HI10 PGK1 Phosphoglycerate kinase 1

D11 ITGB4 integrin, beta 4 HI11 PPIA Peptidylprolyl isomerase A

D12 | ITGBS integrin, beta 5 H12 | RPL13A | Ribosomal protein L13a
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Cizelge 2.4. Insan Apoptoz Es zamanli-PZR Paneli Iginde Yer Alan Genler

Kuyu Sembol Genin Agik Adi Kuy Sembol Genin Agik Adi
u
Apoptotic protease activating Myeloid cell leukemia sequence
Al APAF1 factor El MCLI1 1 (BCL2-related)
Myeloid differentiation primary
A2 ATM Ataxia telangiectasia mutated E2 MYDS88 response gene (88)
Caspase recruitment domain
A3 BAG1 BCL2-associated athanogene E3 CARD4 family, member 4
BCL2-associated athanogene Fas (TNF receptor superfamily,
A4 BAG3 3 E4 FAS member 6)
BCL2-associated athanogene Receptor-interacting serine-
AS BAG4 4 ES RIPK2 threonine kinase 2
A6 BAK1 BCL2-antagonist/killer 1 E6 RPA3 Replication protein A3, 14kDa
TRAF family member-
A7 BAX BCL2-associated X protein E7 TANK associated NFKB activator
Tumor necrosis factor (TNF
A8 BCL10 B-cell CLL/lymphoma 10 E8 TNF superfamily, member 2)
TNFRSF10 | Tumor necrosis factor receptor
A9 BCL2 B-cell CLL/lymphoma 2 E9 A superfamily, member 10a
TNFRSF10 | Tumor necrosis factor receptor
Al10 BCL2A1 BCL2-related protein Al E10 B superfamily, member 10b
TNFRSF10 | Tumor necrosis factor receptor
All BCL2L1 BCL2-like 1 Ell C superfamily, member 10c
BCL2-like 11 (apoptosis TNFRSF10 | Tumor necrosis factor receptor
Al2 BCL2L11 | facilitator) El12 D superfamily, member 10d
TNFRSF11 | Tumor necrosis factor receptor
B1 BCL2L2 BCL2-like 2 F1 B superfamily, member 11b
Bifunctional apoptosis Tumor necrosis factor receptor
B2 BFAR regulator F2 TNFRSF17 | superfamily, member 17
BCL2-interacting killer Tumor necrosis factor receptor
B3 BIK (apoptosis-inducing) F3 TNFRSF1A | superfamily, member 1A
Baculoviral IAP repeat- Tumor necrosis factor receptor
B4 BIRC1 containing 1 F4 TNFRSF21 | superfamily, member 21
Baculoviral AP repeat- CDA40 antigen (TNF receptor
BS5 BIRC2 containing 2 F5 CD40 superfamily member 5)
Baculoviral IAP repeat- Tumor necrosis factor receptor
B6 BIRC3 containing 3 F6 TNFRSF8 | superfamily, member 8
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Baculoviral IAP repeat-

Tumor necrosis factor receptor

B7 BIRC4 containing 4 F7 TNFRSF9 | superfamily, member 9

Baculoviral AP repeat- Tumor necrosis factor (ligand)
B8 BIRCS containing 5 (survivin) F8 TNFSF10 | superfamily, member 10

Baculoviral IAP repeat- Tumor necrosis factor (ligand)
B9 BIRC6 containing 6 (apollon) F9 TNFSF11 superfamily, member 11

BCL2/adenovirus E1B Tumor necrosis factor (ligand)
B10 BNIP3 19kDa interacting protein 3 F10 TNFSF13 | superfamily, member 12

Brain and reproductive Tumor necrosis factor (ligand)
B11 BRE organ-expressed F11 | TNFSF13B | superfamily, member 13b

Tumor necrosis factor (ligand)

B12 BOK BCL2-related ovarian killer F12 TNFSF15 | superfamily, member 15

Caspase 1, apoptosis-related Tumor necrosis factor (ligand)
Cl CASP1 cysteine protease Gl TNFSF18 | superfamily, member 18

Caspase 10, apoptosis-related Tumor necrosis factor (ligand)
C2 CASP10 cysteine protease G2 TNFSF4 superfamily, member 4

Caspase 4, apoptosis-related CDA40 ligand (TNF superfamily,
C3 CASP4 cysteine peptidase G3 CD40LG member 5)

Caspase 2, apoptosis-related Fas ligand (TNF superfamily,
C4 CASP2 cysteine protease G4 FASLG member 6)

Caspase 3, apoptosis-related Tumor necrosis factor (ligand)
C5 CASP3 cysteine protease G5 TNFSF7 superfamily, member 7

Caspase 5, apoptosis-related Tumor necrosis factor (ligand)
C6 CASP5 cysteine protease G6 TNFSF8 superfamily, member 8

Caspase 6, apoptosis-related Tumor necrosis factor (ligand)
C7 CASP6 cysteine protease G7 TNFSF9 superfamily, member 9

Caspase 7, apoptosis-related Tumor protein p53 (Li-
C8 CASP7 cysteine protease G8 TP53 Fraumeni syndrome)

Caspase 8, apoptosis-related
Cc9 CASP8 cysteine protease G9 TP73L Tumor protein p73-like

TNF receptor-associated factor

C10 | CASP8AP2 | CASP8 associated protein 2 G10 TRAF1 1

CASP8 and FADD-like TNF receptor-associated factor
Cl1 CFLAR apoptosis regulator Gl11 TRAF2 2

CHKI1 checkpoint homolog TNF receptor-associated factor
C12 CHEK1 (S. pombe) G12 TRAF3 3

CHK2 checkpoint homolog TNF receptor-associated factor
D1 CHEK2 (S. pombe) H1 TRAF4 4
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Cell death-inducing DFFA- TNF receptor-associated factor
D2 CIDEA like effector a H2 TRAF5 5
Cell death-inducing DFFA- TNF receptor-associated factor
D3 CIDEB like effector b H3 TRAF6 6
CASP2 and RIPK1 domain
D4 CRADD containing adaptor H4 TRIP TRAF interacting protein
Death-associated protein ACTB Actin, beta
D5 DAPK1 kinase 1 H5
Death-associated protein B2M Beta-2-microglobulin
D6 DAPK2 kinase 2 Hé6
DNA fragmentation factor, GAPDH Glyceraldehyde-3-phosphate
D7 DFFA 45kDa, alpha polypeptide H7 dehydrogenase
DNA fragmentation factor, GUSB Glucuronidase, beta
D8 DFFB 40kDa, beta polypeptide HS8
Fas (TNFRSF6)-associated HPRT1 Hypoxanthine
D9 FADD via death domain H9 phosphoribosyltransferase 1
Growth arrest and DNA- PGK Phosphoglycerate kinase 1
D10 | GADDA45A | damage-inducible, alpha H10
Harakiri, BCL2 interacting PPIA Peptidylprolyl isomerase A
D11 HRK protein HI11
Lymphotoxin beta receptor RPL13A Ribosomal protein L13a
(TNFR superfamily, member
D12 LTBR 3) H12

2.1.7. Akim Sitometri metodunda kullanilan malzemeler

PBS + EDTA (hiicreleri kaldirmak igin)
Tavsiye edilen tampon: 98ml PBS, 2ml FBS, 300ul 0,5M EDTA
Ilgili Akim Sitometrisi Antikorlar1 (Konjuge FITC DR6 ve CD70, PE

CD133)

Sogutmali santrifiij

Eppendorf tiipler 1.5ml, 2ml

Cihaz: Accuri C6 Akim Sitometre
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2.1.8.

Konfokal Mikroskobunda goriintii almak icin slayt

hazirlanmasinda kullanilan malzemeler

PBS + EDTA (hiicreleri kaldirmak igin)

Konfokal Mikroskobu (Zeiss LSM 800)

FBS

Boyamasi yapilacak genin florasan boya isaretli antikoru (Konjuge
FITC DR6 ve CD70, PE CD133)

6 kuyucuklu plaka

Mikroskop slaytlar1 (lam, lamel)

2.1.9. Protein izolasyonu icin kullanilan malzemeler

2.1.10.

T-Per (Tissue Protein Extraction Reagent) (Thermo-Scientific)
Vortex
Eppendorf tiipler: 1.5, 2ml

Sogutmali santrifiij

Western Blotting icin kullanmilan malzemeler

%95 Comassie Blue + %5 2-mercaptoethanol: Proteinleri kaynatmak
icin kullanildi.

Is1 blogu

Bio-rad hazir jel

Ince ve kalin camlar

10’1u tarak

APS

TEMED

Izopropanol

Pastor pipet
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* Bio-rad western blotting stand1

* Protein biyiikliglinii (kD) gosteren isaret¢i (Prism Ultra Protein
Ladder (10-245 kDa) (ab116028))

* Bio-rad western blotting yiirlitme tank1

* Bio-rad gii¢ kaynagi

¢ 1X Calisma tamponu

¢ 10X Calisma tamponu

*  PVDF membran

* Transfer tamponu (5.4g Tris + 1.14 Glisin + 75ml Methanol + dH,0)

* Bio-rad western blotting transfer cihazi

* Transfer kagitlari

e Sit Tozu

* 1XTBS-t (100ml 10X TBS + 900ml dH,O + 500ul Tween)

e 10X TBS
 llgili primer antikor (Tiaml, ((F-11): sc-377355) ve BCL10, 331.3:
sc5273)

* Sekonder antikor

* ECL Soliisyonu (Advansta WesternBright Sirius Kat. No: K-12043-
D10)

* Bio-rad goriintiileme cihazi

* ImageLab western blotting gdriintiileme programi

2.2. Yontemler

2.2.1. Hiicre Hatlarmmin Kiiltiirii ve Primer Kiiltiir

2.2.1.1. Primer Kiiltiir
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Laboratuvarimiza gelen hasta dokular1 kiiltiir ortamina alinarak kiigiik
pargalara ayrildiktan sonra %10 FBS bulunan DMEM de 3 kere
yikandi.

Yikamanin ardindan falkon tiiplin dibine ¢6kmiis olan doku parcalari
%40 FBS bulunan DMEM yiiksek glukoz besiyeri ile birlikte
25cm’lik flasklara ekildi.

Hiicreler dokulardan ¢ikmaya basladiktan sonra %10 FBS’li DMEM

yiiksek glukoz besiyeri ile beslemelere devam edildi.

2.2.1.2. Hiicrelerin Siv1 Azottan Cikartilip Cozdiiriilmesi

Daha once dondurulup sivi azot tankinda saklanan hiicre hatlari
cikartilarak tekrar kiiltiir edildi.

Bunun icin cryo-tiipler igerisindeki hiicreler tamamen ¢6ziilmeden
hizli bir sekilde 8ml besiyerinin i¢ine alinarak homojen bir sekilde
¢oOzildii.

1100rpm de 5dk santrifiij yapildi ve siipernatanda bulunan
DMSO’dan kurtarildu.

Pellet olusturan hiicreler tekrar 8ml uygun besiyerinde ¢oziildii.
Hiicreler ilk pasajinda 25cm’lik, sonraki parajlarda ise 75 cm’lik
flasklara ekildi.

CO; inkiibatériinde 37°C de biiyiimeye birakildi.

2.2.1.3. Hiicrelerin Beslenmesi

Inkiibatorden alinan flasklardaki eskiyen besi yeri pastdr pipetlerle
cekildi.
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* 3ml PBS ile yikama yapilip, PBS pastor pipet yardimi ile tekrar
cekildi.
25 cm’lik flasklar i¢in 3ml, 75 cm’lik flasklar i¢in 7-8ml taze besiyeri

eklenerek hiicreler tekrar etiive kaldirildi.

2.2.1.4. Hiicrelerin Pasajlanmasi

* Kiiltiirde bulunan flasklar %70 oraninda hiicre ile kaplandiginda
pasajlama islemine alindu.

*  Oncelikle flask iizerinde bulunan eski besi yeri ¢ekilerek 3ml PBS ile
yikandi ve PBS uzaklastirildi.

e Ardindan 25cm’lik flasklar igin 0.5ml, 75 cm’lik flasklar i¢in 1ml
Tripsin eklendi ve flasklar 37°C inkiibatorde 5 dk inkiibe edildi.

* 5 dk sonra etiivden alman flasklardaki tripsin enziminin etkisini
durdurmak i¢in tripsin miktarmin en az iki kati miktarda besi yeri
eklendi.

* Hiicreler bir falkon tiipe alind1 ve 1100rpm de 5dk santrifiij yapildi.

* Hiicrelerin bir kism1 dondurulmak tizere ayrildi kalan kismi ise pasaji

devam edecek flasklara yeniden ekilerek etiive kaldirildi.

2.2.1.5. Hiicrelerin Dondurulmasi

* Kiiltiiri devam eden hiicreler olast deney tekrarlama veya sonraki
projelerde kullanilmak tizere her pasajda dondurularak kaldirilda.

* Bunun i¢in tripsinize edilip pellet haline getirilen hiicreler dondurma
soliisyonu eklenerek cryo tiiplere alind1.

* Dondurma soliisyonu: %10 DMSO ve %90 besi yeri

* Dondurma islemi agsamali olarak sogutarak gerceklestirildi.
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* Bunun i¢in cryo tiipler -20°C’de 1 saat bekletildikten sonra, -80°C’de
24 saat bekletildi. Ardindan ise bu tiipler azot tankina kaldirildu.

2.2.2. Glioblastoma Hiicrelerinden Kanser Kok Hiicre izolasyonu

2.2.2.1. MACS (Magnetic-Activated Cell Sorting) Analizi

* Hiicreler yeterli say1 ve biiyiikliige ulastiktan sonra 4 hiicre hattinin ve
10 hastanin primer hiicreleri CD133+ ve CDI133- olmak iizere
manyetik hiicre ayirma teknigi olan MACS yo6ntemi ile ayrildi.

* Her bir hiicre hattindan ve primer hiicrelerden 2 tekrar olacak sekilde
toplamda 28 MACS analizi yapildi.

* Ayirma yontemi CDI133 hiicre izolasyon kiti ile yapildi (Miltenyi
Biotech).

* Hiicreler 50ml fosfat-tuz tamponu (PBS), 0,25gr sigir serum
albiimin(BSA) ve 0,5M EDTA ile hazirlanan MACS tamponu ile
yikandiktan sonra, CD133 AC133 mAb (Miltenyi Biotech) ile 10dk
karanlikta ve +4C°’de inkiibe edildi.

* Ardindan tekrar MACS tamponu ile yikandiktan sonra, bu kez
manyetik taneler (Miltenyi Biotech) ile hiicreler 15dk karanlikta ve
+4C® de inkiibe edildi.

* Hiicreler MACS kolonlarindan gegirildiginde pozitif olan hiicreler
kolona bagl kalirken, negatif hiicreler kolonlardan akitildi.

* (CDI133+ hiicreleri igeren kolonlar manyetik alandan ayrildiktan sonra,
hiicreler MACS tamponu ile yikanarak kolondan ayrildu.

* Ayrilan hiicreler RNA izolasyonu veya protein izolasyonu yapilmak

tizere pellet haline getirlerek -80°C ye kaldirild.
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2.2.3. RNA izolasyonu

* Iscript RNA izolasyon kiti ile 100.000 hiicre igin 100ul iScript sollisyonu
olacak sekilde pelletler ¢oziildii.

* 15.000 rcf’de 2dk santrifiij ile izolasyon yapildi.

* Siipernatanda bulunan RNA’lar temiz bir ependorf tiipe alinarak -80°C’de

saklanda.

2.2.4. RNA Kantitasyonu

* Seyreltilen RNA 0Orneklerinden 2 pl alinarak spektrofotometre cihazinda

Gen 5 programi yardimiyla dl¢tim yapildi.

2.2.5. Komplementer DNA (cDNA) Sentezi

* Secilen CD133- ve CDI133+ hiicre popiilasyonlarindan izole edilen RNA
orneklerinden, Bio-Rad cDNA sentez kiti ile cDNA sentezi gerceklestirildi.

cDNA sentezi ¢izelge 2.5.’teki protokol izlenerek yapildi.
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Cizelge 2.5. cDNA Sentez Protokolii

Master Mix Hazirlanmisi

Komponentler Hacim Son Konsantrasyon

Total RNA Degisken 1000ng

Iscript RT supermix 4ul 60uM

Nucleaz igermeyen su Degisken Son hacim su ile 16pl ye tamamlanir
Toplam Hacim 20pl

Reaksiyon Protokolii

Primer Baglanmasi 25 °C’ de 5dk
Reverse Transkripsiyon 30 °C’ de 42dk
RT inaktivasyonu 85 °C’ de 5dk

2.2.6. RT? Profiler ™' PCR Dizi (Array) Sistemi

e RT? Profiler MPCR Array Sistemi, 96 kuyucuklu, iliskili genlerin siralandig
ve i¢ kontrollerin de bulundugu optimize gercek zamanli PCR deneyleri
setidir.

* Bu yontemin gerceklestirilmesi i¢in daha once hazirlanmis olan cDNA ile
hazirlanan master mix karistirildi ve her kuyucukta 9ul olacak sekilde
dagitild1.

* Bu tezde 3 panel calisilmigtir. Her bir panel 88 gen ve 8 referans hizmetci

genden olusmaktadir.

Calisma protokolii ¢izelge 2.6.’da gdsterilmistir.
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Cizelge 2.6. PCR array caligma protokolii

Master Mix Hazirlamisi (1 kuyucuk i¢in)

Komponentler Hacim
Niikleaz free H20 3.8
Primer 1ul
SYBR green Spl
cDNA 0.2

Toplam Hacim 10pl

Reaksiyon Protokolii

Denatiirasyon 95°C’ de 5 dk

Amplifikasyon 95°C’ de 5 dk

58°C’ de 45sn | } 45 siklus

72 °C’ de 30sn

Denaturasyon 99 °C’ de 5 dk

100 °C’ de 5 dk

101 °C’ de 5 dk

Soguma 102 °C’ de 5 dk




2.2.7. Akim Sitometri

Hiicre kiiltiiriinde biiyiitillen hiicreler PBS+EDTA ile kaldirildi. Kaldirilan
hiicreler 15ml’lik tiiplere aktarildi ve 1100 rpm’de 5 dakika santrifiij edildi.
Santrifiij sonras1 iist kisim atild1 ve hiicrelerin iizerine 3 ml PBS eklenerek
tekrar 1100 rpm’de 5 dakika santrifiij edildi.

Santrifiij sonrast stipernatant kisim atild1 ve pelletlerin {izerine tavsiye edilen
tampon eklenerek hiicreler eppendorf tiiplere alind1.

350 rcf’de 5 dakika santrifiij yapildi.

100ul bloklama tamponu igerisinde Onerilen oranda konjuge primer antikor
eklendi.

Primer antikor eklenen hiicreler 20 dakika oda 1sisinda karanlikta inkiibe
edildi.

Inkiibasyon sonunda 350 rcf’de 5dk santrifiij yapildi. Siipernatan atild1 ve
hiicre pelleti 300ul tavsiye edilen tamponda ¢6ziildii.

10.000 hiicre sayilarak hiicre ylizey belirteclerinin protein oranlart ACCURI
C6 akim sitometre cihazinda 6l¢iildii ve analiz edildi.

2.2.8. Konfokal Mikroskobunda Gériintiileme Icin Slayt Hazirlama

6 kuyucuklu plakalara yerlestirilen lamellerin iizerine her bir kuyucukta
10.000 hiicre olacak sekilde ekim yapildi ve hiicreler konfluent oldugunda
boyamaya alindi.

Boyamaya alinan hiicreler iizerindeki eski besiyeri c¢ekilerek 1ml PBS ile
yikama yapildu.

Hiicreler 1ml FBS ile 30dk karanlikta inkiibe edildi.

100pul FBS ile 10ul primer antikor slayt {izerine eklendi ve 20dk karanlikta
oda sicakliginda inkiibasyon yapildi.

Slayt tizerine 1ml PBS eklenerek yikandi.

150ul FBS ile 150ul DAPI slayt iizerine eklendi ve 5 dk karanlikta oda
sicakliginda inkiibasyon yapildi.

Slayt tizerine 1ml PBS eklenerek yikandi.

Boyanan lamel lamin {izerine alinarak konfokal mikroskobunda goriintiileme
yapild.
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2.2.9. Protein izolasyonu

Protein izolasyonu ig¢in tripsinize edilip pellet haline getirilen ve
kullanilincaya dek -80°C’de saklanan hiicreler kullanildu.

Izolasyon yapilmak {iizere -80°C’den c¢ikarilan hiicre pelletlerinin iizerine
pellet hacmine gore, biiylikse 200ul kiigiikse 100ul, T-per eklendi.

Her 6rnek en az 30 kere olacak sekilde pipetleme yontemi ile karistirildi.
Daha sonra her 6rnek en az 30sn olacak sekilde vortex ile karigtirildu.
Ornekler +4°C’de 16000g de 10 dakika santrifiij edildi.

Santrifiijden alinan ornekler tekrar pipetleme ve vortex yoOntemleri ile
karistirildi.

Tekrar +4°C’de 16000g de 20 dakika santrifiij yapildu.

Proteinleri iceren siipernatantlar yeni tiiplere alindu.

2.2.10. Western Blotting

Jel Hazirlamisi (4 jel icin):

Kalin ve ince cam aralarinda jel igin bosluk kalacak sekilde standa
yerlestirildi.

Resolving jel i¢in bio-rad hazir jel setinden “Resolver A” ve “Resolver B”
soliisyonlar1 10’ar ml olacak sekilde falkon tiipte karistirilda.

Karigimin i¢ine 100ul APS ve 10ul TEMED eklendi.

Jel karigimi camlarin arasina pastor pipet yardimi ile dokiildii.

Jelin iizeri diizgiin olmas1 ve hava ile temas1 kesmek i¢in izopropanol ile
kaplandi.

“Resolving jel” donduktan sonra (yaklagik 30 dk) stacking jel karisimi bio-
rad hazir jel setinden “Stacker A” ve “Stacker B” soliisyonlarinda 3.5’ar ml
falkon tiipte karistirildi.

Karigimin tizerine 35ul APS ve 7ul TEMED eklendi.

“Resolving jel” lizerinde bulunan izopropanol dokiilerek uzaklastirildi.
Karisim pastor pipet yardimi ile “resolving jel” tlizerine dokiildii ve 10°luk
taraklar stacking jel icerisine yerlestirildi.
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Yiiriitme:

“Stacking jel” de donduktan sonra tank {izerinde gdsterilen seviyeye kadar
“running buffer” konuldu ve jeller taraklari ¢ikarilmadan yiiriitme kasetlerine
yerlestirildi.

Jeller arasina yeni “running buffer” dokiildiikten sonra taraklar dikkatlice
cikarildi.

Kaynatilmis proteinler belirlenen siraya gore kuyucuklara yiiklendi.

Son olarak en bastaki kuyucuga 4ul “marker” yiiklendi.

Tank gii¢c kaynagina baglandi1 ve proteinler stacking jeli gecene kadar 100V,
gectikten sonra 190-220V’da yiiriitiildii.

Transfer:

Transfer icin belirli boyutlarda kesilmis olan membran 30sn methanol, 1-2 dk
dH,O ve 15dk transfer buffer icerisinde calkalanarak aktiflestirildi.

Transfer cihazinda en alta transfer kagitlar1 6nce transfer buffer’da islatilip
arada hava kabarcig1 olmayacak sekilde yerlestirildi.

Transfer kagidi iizerine aktiflestirilmis membran yerlestirildi.

Yiirtime bittikten sonra kasetten ¢ikarilan jeller gerekli boyutlarda kesilerek
membran lizerine yerlestirildi.

En tste tekrar transfer kagidi konuldu ve hava kabarcigi kalmayacak sekilde
yerlestirildi.

Cihazin kapagi kapatildi ve yuvasina yerlestirildi.

30 dk 2.5A’de transfer yapildi.

Bloklama:

Transfer cihazindan ¢ikarilan membranlar %5°lik (2gr siit tozu + 40ml TBS-t)
icerisinde 1 saat oda sicakliginda shaker {izerinde inkiibe edildi.

Primer Antikor:

Bloklamadan sonra uygun miktarlarda %35 siit tozu igerisinde hazirlanmis
primer antikorlar membran {izerine dokiildii.

Membranlar shaker iizerinde +4°C’de gece boyu inkiibe edildi.

Ertesi sabah membranlar 10’ar dk 3 kere TBS-t ile yikandi.

Sekonder Antikor;

Uygun miktarlarda %35 siit tozu igerisinde hazirlanan sekonder antikorlar
membran lizerine dokiildii.

Oda sicakliginda ve shaker iizerinde yaklagik 1.5 saat inkiibasyon yapildi.
Inkiibasyon sonrasi tekrar 10’ar dk 3 kere membranlar TBS-t ile yikandu.
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Goriintiileme:

2.2.11.

ECL (enhanced chemiluminescent) soliisyonu A ve B 150’ser ul eppendorf
icerisinde karistirildi ve 150ul dH,O ile seyreltildi.

Suyu siizdiiriilen membran bench {iizerine yerlestirildi ve ECL karigimi
membran {izerine esit bir sekilde dagitildi.

Boyanan membran 2dk karanlikta inkiibe edildi ve 2dk sonunda bio-rad
goriintiileme cihazi ve ImageLab programi kullanilarak goriintiilleme yapildi.

Sonuclarin degerlendirilmesi ve istatistik

RT-PCR sonucunda hesaplanan kat artiglar1 istatistiksel t-Test analizi ile 1’e
kars1 normalize edildi.

Sonuglar,  ortalama  +/-  standard sapma  olarak  Ozetlendi.
Toplanan verilerde Oncelikle CDI133 negatif hiicrelerinin mRNA
artis/azalislart CD133 pozitiflere kiyaslandi.

Daha sonra bu iki grup kontrol mRNA’ya  oranlandi.
CD133 (-) ve CD133 (+) hiicreler i¢in ayr1 ayr1 olmak iizere istatistiksel
anlamli genler segildi.

Istatistiksel anlamlilik sinir1 olarak p < 0.05 kabul edildi.
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3. BULGULAR

3.1. Glioblastoma Hiicre Hatlarinin ve Primer Hiicre Kiiltiirlerinin Mikroskop
Goriintiileri

Sekil 3.1. Glioblastoma hiicre hatlarinin 151k mikroskobunda goriiniimii (10X).

Tavsiye edilen besiyerlerinde kiiltiire alinan hiicrelerin kiiltlirtin 7. pasajinda
mikroskopta elde edilen goriintiileri sekil 3.1 de yer almaktadir.
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GBM-1 GBM-2
Sekil 3.2. Glioblastoma hasta primer kiiltiirlerinin 151k mikroskobunda goriiniimii

(10X).

Tavsiye edilen besiyerlerinde kiiltiire alinan primer hiicrelerin kiiltiirin 7. ve
8. pasajinda mikroskopta elde edilen goriintiileri sekil 3.2 de yer almaktadir.

3.2. RNA Olciimleri

GBM hiicre hatt1 U138 ve hasta-1 ve hasta-2’nin primer kiiltiirlerinden, ve
kontrol beyin dokusundan izole edilen RNA’lardan elde edilmis 6l¢iim degerleri
cizelge 3.1.’de gosterilmistir.

Cizelge 3.1. GBM hiicre hatt1, hasta primer kiiltlirii ve kontrol beyin dokusundan
izole edilmis RNA’lardan elde edilen 6l¢iim degerleri.

Ornek 260/280 ng/ul
U138 CD133+ 1,5045 93,8315
U138 CD133- 1,9995 460,39

Hasta-1 CD133+ 1,5005 51,9845
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Hasta-1 CD133- 1,967 169,904

Hasta-2 CD133+ 1,493 37,9865
Hasta-2 CD133- 2,068 401,503
Kontrol Doku 1,7005 338,8705

3.3. Es Zamanh PZR Sonuglar

Es zamanli PZR deneyleri sonucunda adezyon paneli, integrin paneli ve
apoptoz panelinden elde edilen anlamli kat artis/azalisina sahip genlerin isimleri, kat
artis miktarlar1 ve p degerleri asagida verilmistir.

Istatistiksel Anlamli
Olmayan Genler

135

CD133 — CD133 +
Hiicrelegrde Anlaml Hiicrelerde Anlamli
Olan Genler Olan Genler

20 75 34

Istatistiksel Anlamli
Olan Genler

Sekil 3.3. Es zamanli PZR ile analizi yapilmis olan adezyon, integrin ve apoptoz
panellerinin toplaminda taranmis olan, sadece CD133- ve sadece CD133+ hiicrelerde
anlamli bulunan ve CD133- ve CD133+ hiicrelerde ortak olarak anlamli bulunan

genlerin say1sini gosteren venn semasi.
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3.3.1. Adezyon Paneli Es Zamanh PZR Sonuglari

Es zamanli PZR deneyleri sonucunda adezyon panelinden elde edilen anlaml
kat artis/azalisina sahip genlerin isimleri, kat artis miktarlar1 ve p degerleri agsagida
verilmistir.

) CD133 — CD133 +
Hiicrelerde Anlaml Hiicrelerde Anlamli

Olan Genler Olan Genler

Sekil 3.4. Es zamanli PZR ile analizi yapilmis olan adezyon panelinde taranmis olan,
sadece CDI133- ve sadece CD133+ hiicrelerde anlamli bulunan ve CD133- ve
CD133+ hiicrelerde ortak olarak anlamli bulunan genlerin sayisini gdsteren venn
semasi.
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Cizelge 3.2. Adezyon panelinde, kontrol beyin dokusuna gére 10 GBM hastasindan
elde edilmis primer hiicrelerin sadece CD133- hiicrelerde anlamli kat artig/azalist
gosteren genler.

GEN KAT P

ismi ARTISI | Degeri
SYK 0,11 0,000
PIPSK1C 0,34 0,000
PRKCA 0,34 0,000
IRS1 0,40 0,010
KEAPI 0,65 0,011
PRKACA 1,84 0,015
MAPKS 44,03 0,014

Cizelge 3.3. Adezyon panelinde, kontrol beyin dokusuna gére 10 GBM hastasindan
elde edilmis primer hiicrelerin sadece CD133+ hiicrelerde anlamli kat artig/azalist
gosteren genler.

KAT p
GEN iSMi | ARTISI | Degeri
SORBSI1 0,24 0,000
PTEN 0,58 0,034
FYN 3,84 0,021
FERMT2 10,25 0,011
GRB2 25,00 0,001
TIAMI 95,58 0,045
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Cizelge 3.4. Adezyon panelinde, kontrol beyin dokusuna gére 10 GBM hastasindan
elde edilmis primer hiicrelerin CD133+ ve CD133- hiicrelerde ortak olarak anlamli

kat artig/azalis1 gosteren genlerin CD133+ ve CD133- hiicrelerdeki ifadeleri.

CD133(-) CD133(+)
GEN Hiicrelerde .. | Hiicrelerde
ISMI Kat Artis1 p Degeri GEN ISMI Kat Artis1 p Degeri
SOS1 0,12 0 SRC 0,07 0
DOCK1 0,13 0 SOS1 0,21 0
PDPK1 0,14 0 DOCKI1 0,29 0,012
HSPA2 0,20 0 HSPA2 0,31 0
SRC 0,28 0,018 PDPK1 0,32 0
ARHGAPS 3,22 0,003 THY1 3,51 0,044
THY1 3,28 0,046 | ARHGAPS 3,96 0,007
STAT3 4,78 0,015 ENAH 5,14 0,006
ENAH 5,61 0 CDC42 5,72 0
INSR 6,60 0,012 STAT3 7,74 0,004
CDC42 9,85 0,01 MARCKS 11,83 0
PAK1 12,77 0,01 INSR 11,90 0,011
MARCKS 13,99 0,003 PAKI1 13,32 0,003
TLN1 16,05 0 CRK 18,15 0
CRK 18,92 0 PTPN11 23,67 0
PTPN11 22,29 0 CAPNI1 28,25 0,006
CAPN1 25,15 0,003 CAV1 28,30 0,002
VIL2 38,38 0,003 TLN1 38,38 0,002
RAC1 38,56 0,001 RAC1 40,46 0,001
CFL1 61,98 0 CFL1 43,89 0
CAV1 74,02 0,018 VIL2 44,74 0,007
SLCI9A1 91,00 0 SDC4 100,99 0,001
CSK 97,11 0,023 SLC9A1 104,76 0,001
SDC4 171,10 0,002 CSK 134,68 0,058
NCK2 268,11 0 NCK2 248,12 0,003
SDCBP 322,79 0 SDCBP 303,23 0,001
PTPN1 330,80 0,001 PTPN1 389,06 0,002
BCARI1 461,91 0,003 BCARI1 675,33 0,009
TRIO 475,83 0,002 ROCKI1 797,72 0
SHC1 908,68 0,017 TRIO 832,87 0
ROCK1 937,28 0 CALR 839,64 0
PTK2 1337,73 0,002 SHCI 960,81 0,03
CALR 1342,49 0 PTK2 1499,60 0,002
ILK 2858,95 0 ILK 2080,23 0
ARF1 4986,16 0,001 ITGAS 4665,67 0,003
ITGAS 5159,19 0,006 ARF1 6458,60 0,001
FLNA 6542,65 0,005 VIM 6514,38 0,001
VIM 8746,40 0 HSPBI 9861,35 0,001
HSPB1 18045,98 0,002 FLNA 12288,04 0,001
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3.3.2. integrin Paneli Es Zamanh PZR Sonuclar

Es zamanli PZR deneyleri sonucunda integrin panelinden elde edilen anlaml
kat artis/azalisina sahip genlerin isimleri, kat artis miktarlar1 ve p degerleri asagida
verilmistir.

) CD133 — CD133 +
Hiicrelerde Anlaml Hiicrelerde Anlamli

Olan Genler Olan Genler

Sekil 3.5. Es zamanli PZR ile analizi yapilmis olan integrin panelinde taranmis olan,
sadece CDI133- ve sadece CD133+ hiicrelerde anlamli bulunan ve CD133- ve
CD133+ hiicrelerde ortak olarak anlamli bulunan genlerin sayisini gdsteren venn
semasi.
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Cizelge 3.5. Integrin panelinde, kontrol beyin dokusuna gore 10 GBM hastasindan
elde edilmis primer hiicrelerin sadece CD133- hiicrelerde anlamli kat artig/azalist
gosteren genler.

L KAT P
GEN ISMI ARTISI Degeri
ADAMTS13 0,00 0
ITGB2 0,01 0
MMP10 0,07 0
ITGA7 0,33 0,021
COL7A1 0,36 0
LAMB3 0,41 0,006
ITGA2 0,45 0,001
ITGAS 0,49 0,004
TGFBI 16,37 0,057

Cizelge 3.6. Integrin panelinde, kontrol beyin dokusuna gore 10 GBM hastasindan
elde edilmis primer hiicrelerin sadece CD133+ hiicrelerde anlamli kat artig/azalist
gosteren genler.

L KAT P
GEN ISMI ARTISI Degeri
SPG7 3,16 0,005
NCAM1 4,06 0,037
MMP8 421 0,045
COLI12A1 39,27 0,024
MMP7 41,78 0,012
COLI14A1 355,53 0,045
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Cizelge 3.7. integrin panelinde, kontrol beyin dokusuna gére 10 GBM hastasindan
elde edilmis primer hiicrelerin CD133+ ve CD133- hiicrelerde ortak olarak anlamli
kat artig/azalis1 gosteren genlerin CD133+ ve CD133- hiicrelerdeki ifadeleri.

CD133(-) CD133(+)
GEN Hiicrelerde p GEN Hiicrelerde p
ISMI Kat Artis1 Degeri ISMI Kat Artisi Degeri
MMP3 0,00 0 THBS3 0,00 0
THBS3 0,00 0 MMP3 0,00 0
ITGAD 0,00 0 VCAN 0,00 0
VCAN 0,00 0 ITGAD 0,00 0
MMP12 0,00 0 TIMP1 0,00 0
COLS8AL1 0,00 0 COLS8AL1 0,01 0
TIMP1 0,00 0 ITGA3 0,01 0
ITGAX 0,01 0 MMP12 0,01 0
ITGA3 0,01 0 ITGB4 0,01 0
COL6AL1 0,01 0 LAMA3 0,02 0
MMP15 0,01 0 | CTNNDI 0,02 0
COL4A2 0,01 0 MMP15 0,02 0
CTNND1 0,01 0 COL6AL1 0,03 0
MMP9 0,02 0 TIMP2 0,04 0
TIMP2 0,02 0 COL4A2 0,05 0
ITGB4 0,02 0 MMP9 0,08 0
CD44 0,02 0 CD44 0,09 0
SELL 0,04 0 SELL 0,11 0
LAMA3 0,05 0 LAMA2 0,14 0
?DAMTS 0,06 0 ITGAX 0,15 0
LAMAL 0,07 0 ITGB1 0,17 0
LAMA2 0,08 0 LAMAL 0,19 0
ITGB3 0,09 0 ITGAS 0,24 0,002
ITGB1 0,12 0 ADAMT? 0,26 0
ITGB8 0,18 0 ITGB3 0,28 0,005
ITGAS 0,27 0,035 ITGBS8 0,45 0,039
ITGA6 0,30 0 | CTNNBI 0,47 0,008
CTNNBI1 0,31 0 ITGA6 0,55 0,048
ITGAV 3,68 0,041 ITGAV 7,17 0,04
CTNNA1 10,81 0,004 | CTNNAIL 18,85 0,022
LAMCI1 122,17 0,016 LAMC1 230,80 0,02
COLI1Al 200,61 0,053 SGCE 682,67 0,014
SGCE 286,12 0,014 COLI1Al 771,26 0,053
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3.3.3. Apoptoz Paneli Es Zamanh PZR Sonuclar

Es zamanli PZR deneyleri sonucunda apoptoz panelinden elde edilen anlaml
kat artig/azaligina sahip genlerin isimleri, kat artis miktarlar1 ve p degerleri asagida

verilmistir.

CD133 -
Hiicrelerde Anlaml
Olan Genler

CD133 +
Hiicrelerde Anlaml
Olan Genler

22

Sekil 3.6. Es zamanli PZR ile analizi yapilmis olan apoptoz panelinde taranmig olan,
sadece CD133- ve sadece CD133+ hiicrelerde anlamli bulunan ve CD133- ve
CD133+ hiicrelerde ortak olarak anlamli bulunan genlerin sayisini gdsteren venn

semasl.

Cizelge 3.8. Apoptoz panelinde, kontrol beyin dokusuna gére 10 GBM hastasindan
elde edilmis primer hiicrelerin sadece CD133- hiicrelerde anlamli kat artig/azalist
gosteren genler.

. . KAT P
GEN ISMI ARTISI Degeri
CIDEB 0,34 0,01
TNFSF13 0,42 0,009
TNFRSF10B 34,62 0,019
GADD45A 1097,28 0,035
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Cizelge 3.9. Apoptoz panelinde, kontrol beyin dokusuna gére 10 GBM hastasindan
elde edilmis primer hiicrelerin sadece CD133+ hiicrelerde anlamli kat artig/azalist

gosteren genler.

. . KAT P
GEN ISMI ARTISI Degeri
TRAF1 0,06 0
TNFSF9 0,09 0
TNF 0,27 0,002
BIRC3 0,35 0,006
CASP6 3,59 0,024
BIRC6 13,99 0,008
CASP8AP2 15,45 0,016
BAG3 17,05 0,004
BIRC2 17,80 0,006
TRAF2 17,88 0,035
TNFSF7 20,69 0,011
FAS 24,18 0,009
ATM 27,51 0,025
BCL10 43,93 0,011
TRIP 54,01 0,025
CASP2 56,42 0,013
CASP8 60,38 0,041
MCL1 67,60 0,013
BAG4 152,58 0,03
CFLAR 186,31 0,014
TNFRSF21 223,61 0,011
BFAR 317,81 0,004

Cizelge 3.10. Apoptoz panelinde, kontrol beyin dokusuna gére 10 GBM hastasindan
elde edilmis primer hiicrelerin CD133+ ve CD133- hiicrelerde ortak olarak anlamli

kat artig/azalis1 gosteren genlerin CD133+ ve CD133- hiicrelerdeki ifadeleri.

CD133(-) CD133(+)
GEN Hiicrelerde P GEN Hiicrelerde P
ismi Kat Artis1 Degeri ismi Kat Artisi Degeri
BCL2 0,01 0 BCL2 0,02 0
TNFRSF8 0,09 0 | TNFRSF8 0,08 0
BAG1 1154,01 0,005 BAG1 1750,59 0,001
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3.4. Akim Sitometri Sonuclar

U87 GBM hiicre hattindan elde edilmis hiicreler CD70, DR6 ve CD133
antikorlart ile boyanmislardir. Bu boyamalar sonucunda yalnizca CD70, yalnizca
DR6, yalnizca CD133, DR6 ile CD133 birlikte ve CD70 ile CD133 birlikte boyanan
hiicrelerin yiizdesi sekil 3.7.”de gosterilmistir.
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Sekil 3.7. U87 hiicre hatti. CD70-FITC, DR6-FITC ve CD133-PE antikorlar ile
boyandiktan sonra yalnizca CD70, yalnizca DR6, yalnizca CD133, DR6 ile CD133
birlikte ve CD70 ile CD133 birlikte boyanan hiicrelerin yiizdesi. A. U87 unstained,
B. U87 CD133-PE, C. U87 DR6-FITC, D. U87 CD70-FITC, E. U87 CD133-DRe,
F. U87 CD133-CD70.
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3.5. Konfokal Mikroskobu ile Elde Edilen Goriintiiler

GBM primer hasta kiiltiirlerinden birinde CD133-PE, DR6-FITC ve CD70-
FITC florasan isaretli antikorlar ile yapilmig olan boyamalar sonucu konfokal
mikroskobunda elde edilen goriintiiler sekil 3.8., 3.9. ve 3.10’da gosterilmistir.

Sekil 3.8. Secilen bir GBM primer hasta hiicrelerinin CD133-PE (kirmizi) ve DAPI
(mavi) ile boyanmis konfokal mikroskobu goriintiisii.
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Sekil 3.9. Secilen bir GBM primer hasta hiicrelerinin CD133-PE (kirmizi), DR6-
FITC (yesil) ve DAPI (mavi) ile boyanmis konfokal mikroskobu goriintiisii.
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Sekil 3.10. Secilen bir GBM primer hasta hiicrelerinin CD133-PE (kirmizi), CD70-
FITC (yesil) ve DAPI (mavi) ile boyanmis konfokal mikroskobu goriintiisii.

3.6. Protein Ol¢iimleri

GBM hiicre hatt1 U138 ve GBM hasta-1 ve hasta-2’den elde edilmis protein
konsantrasyonlarin1 hesaplamak i¢in spektrofotometre cihazinda 595nm dalga
boyunda olglilen OD degerleri (Cizelge 3.11) Olglilmiistiir. Protein 6lgiimleri igin,
referans proteinlerin Ol¢limii sonrasi ¢izilmis olan sekil 3.11.°deki grafikten elde
edilmis egim formiili kullanilmistir.

Sekil 3.11.°deki grafikten elde edilmis formiilde “y” yerine protein OD degeri
konularak, “x degeri olan protein konsantrasyonu elde edilmistir (Cizelge 3.11.).
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Cizelge 3.11. GBM hiicre hatt1 U138 ve GBM hasta 6rneklerinden elde edilen
proteinlerin OD degerleri ve konsantrasyonlari.

.. Protein K t
Ornek OD Degeri rotein Konsantrasyonu
(ug/ul)
U138 CD133+ 0,42075 6,783232628
U138 CD133- 0,4565 7,32326284
Hasta-1 CD133+ 0,3685 5,993957704
Hasta-1 CD133- 0,4775 7,640483384
Hasta-2 CD133+ 0,297 4,913897281
Hasta-2 CD133- 0,496 7,919939577

Referans Protein Ol¢iimleri

e
w1

y =0.0662x + 0.0379
R2=0.97012
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©
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Sekil 3.11. Standart olarak hazirlanmis proteinlerin dl¢limlerinden elde edilmis
referans grafik.



3.7. Western Blotting

Es zamanli PZR deneyleri sonucunda istatistiksel olarak anlamli olan ve
aragtirtlmaya deger goriilen genlerden TIAMI1 ve BCL10’un protein diizeyinde
dogrulanmasi i¢in western blotting yapildi. Yapilan 6l¢iimler sonrasi her 6rnek 45ug
protein yogunlugu olacak sekilde yontem 2.2.9.°da anlatildigr gibi kaynatildi ve
jellere yiiklendi. Goriintiileme sonrasi elde edilen sonug sekil 3.12.°de gosterilmistir.
Goriintiilenen bantlarin Bio-rad ImageLab programi ile yogunluklar1 hesaplanmistir.
Oncelikle kontrol beyin dokusu, U138 hiicre hatt1 (CD133+ ve CD133-) ve GBM
hasta 6rneklerinin (CD133+ ve CD133-) protein yogunluklar: internal kontrol olarak
kullanilmis olan GAPDH proteininin yogunluguna gore normalize edilmistir. Daha
sonra kontrol beyin dokusundan elde edilmis total protein yogunlugunun, U138
hiicre hattt ve GBM primer hastalarinin CD133+ ve CD133- hiicrelerinden izole
edilmis proteinlerin yogunluguna oranlanmasi sonucu sekil 3.13. ve 3.14.’te
gosterilen kat artislar1 belirlenmistir.

U138 U138 Hasta 1 Hasta | Hasta 2 Hasta 2 Kontrol

CD133 + CDI33-  CDI33+ CDI33-  CDI33+ CD133 - Doku
. . ]
BCL10 D =~ G 8 » —> 33
TIAM] a— w S G — — 2(00kD
oor | DD PR @ —

Sekil 3.12. ECL soliisyonu ile muamele edilerek goriintiisii elde edilen proteinler.
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Sekil 3.13. BCL-10 geninin protein diizeyinde kontrole gére CD133+ ve CD133-
GBM hiicre hatt1 ve hasta drneklerindeki kat artislari.
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Sekil 3.14. TIAM-1 geninin protein diizeyinde kontrole goére CD133+ ve CD133-
GBM hiicre hatt1 ve hasta dérneklerindeki kat artislari.
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4. TARTISMA

Glioblastoma Multiforme (GBM) en 6liimciil beyin kanseri ve neredeyse tim
hastalarda niiks eden bir hastaliktir. Giiniimiizde kullanilan tedavilere ¢ok ¢abuk
diren¢ gelistiren GBM’de, direng ve niiksiin en biiyilik sebebinin GBM kok hiicreleri
(GKH) oldugu diisiiniilmektedir. GKH’ler mikrogevreleri sayesinde beslenirler, kok
hiicre karakterlerini devam ettirirler, kok hiicre olmayan GBM hiicrelerine gore ¢cok
daha invazif bir yapiya sahiptirler ve kolayca migrasyon yapabilirler. Bunlarin yani
sira mikrogevreyi regiile eden bir¢ok sinyal yolagi ve molekiil hem GBM tiimor
hiicrelerinin hem de GKH’lerin apoptozdan ve bagisiklik sisteminden kacarak sag
kalimmi saglarlar. Bu sebeple GBM ve GKH’lerin mikrogevrelerinin iyi analiz
edilmesi, invazyonda etkili olan adezyon ve integrin belirteglerinin belirlenmesi ve
bu hiicrelerin apoptozdan kagisini saglayan genlerin belirlenmesi GBM’in daha
efektif bir sekilde tedavi edilmesi ve niikslin engellenmesi agisindan Onem arz
etmektedir.

Bu tez ¢aligmasinda GBM’de etkili olabilecegi diislinlilen adezyon, integrin
ve apoptoz genlerinin belirlenmesi ve bu molekiillerin GBM ve 6zellikle GKH’ler
icin biyobelirte¢ olabilme yetilerinin degerlendirilmesi hedeflenmistir. Bu kapsamda
es zamanli PZR ile 3 farkli panelde yaklasik 265 gen taranmistir. Bu paneller; Insan
Apoptoz Paneli, Insan Integrin Sinyalizasyon Paneli ve Insan Hiicre Adezyon
Paneli’dir. CD133+ ve CD133- GBM hiicrelerinde taranan 265 genin ifadeleri
normal beyin dokusundaki ifadeleri ile karsilagtirildi. Bu karsilastirmalarin ardindan
yapilan istatistiksel analizler sonucunda, adezyon panelinde 7 gen yalnizca CD133+
hiicrelerde, 6 gen yalnizca CD133- hiicrelerde ve 39 gen hem CDI133+ hem de
CD133- hiicrelerde istatistiksel olarak anlamli diizeyde farkli bulunmustur. Integrin
panelinde ise, 9 gen yalnizca CD133+ hiicrelerde, 6 gen yalnizca CD133- hiicrelerde
ve 33 gen hem CDI133+ hem de CDI133- hiicrelerde istatistiksel olarak anlamli
diizeyde farkli bulunmustur. Son olarak apoptoz panelinde 4 gen yalnizca CD133+
hiicrelerde, 22 gen yalnizca CD133- hiicrelerde ve 3 gen hem CD133+ hem de
CD133- hiicrelerde istatistiksel olarak anlamli diizeyde farkli bulunmustur.

Bu analizlerin ardindan, ¢ogunlukla yalnizca CD133+ hiicrelerde ifadesi
yiikselmis, digerlerine gére daha anlamli olabilecegi diisiiniilen, literatiirde GBM ile
ilgili caligmaya rastlanmamis veya arastirilmaya deger goriilen 3 panelden toplamda
13 gen secilmistir. Bu genler; adezyon panelinden TIAM1, FERMT2, ARFI1;
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integrin panelinden COL12A1, COL14A1, MMP8, SPG7, SGCE; son olarak da
apoptoz panelinden BCL10, CASP8AP2, TNFRSF21, TNFSF7 ve BAGI1 olarak
belirlendi. Bu genlerin bir kism1 protein diizeyinde dogrulanmaigtir.

Es zamanli PZR sonuglari, dogrulama sonuglar1 ve belirlenen bu 13 gen
asagida ayrintil tartistlmistir.

TIAM1

Acilimi T-Cell Lymphoma Invasion And Metastasis 1 olan bu gen baslica
adezyonda ve hiicre migrasyonunda gorevlidir. Hiicreler aras1 baglantilarda ve hiicre
membraninda bulunur. Tiaml, Rho-benzeri proteinlerin aktivitelerini diizenler,
ekstraseliiler matriks ve hiicre iskeleti arasinda sinyal iletiminde goérev alir. Rho-
benzeri GTPaz’lar bir ¢ok hiicresel mekanizmay1 regiile eden molekiiler “a¢gma-
kapama” diigmeleridir. Hiicre motilitesi i¢in vazgegilmezdirler, hiicre dongiisiinde ve
gen transkripsiyon regiilasyonunda da gorevleri vardir. Son zamanlarda bu genlerin
timor olusumunda da rol oynadiklart kesfedilmistir. Rho-benzeri GTPaz’larin
aktivasyonu icin GDP, GTP’ye doniismelidir. Bunun i¢in ise guanine nucleotide
exchange factor (GEF)’e ihtiya¢ vardir. Tiam1, Rho-benzeri GTPaz olan Rac’a 6zel
bir GEF’dir (Mertens, Roovers, & Collard, 2003).

Literatiirde bulunan bir ¢alismada, Xu ve arkadaglar1 (2016), Tiam1’in baz1
kanser tiirlerinde incelendigi ve tiimor hiicrelerinde ifadesinin yliksek oldugu,
dolayisiyla da Tiaml’in timor gelisiminde rol oynadigi belirtilmistir. Ayn1 grup,
Tiam1 ifadesinin, 6zellikle kanser hiicreleriyle interaksiyonda bulunan fibroblastlar
gibi bazal hiicrelerde, diisiik oldugunu ve Tiam1’in meme kanseri metastazinda etkili
oldugunu belirtmiglerdir (Xu ve ark., 2016). Diger bir c¢alismada, 6zofagus
kanserinde Tiam1 ekspresyonunun normal dokuya gore yiiksek oldugu ve metastazin
yant sira invazyonu da tetikledigi gosterilmistir (Q.-Y. Wu, Wang, Tong, Zhang, &
Zhang, 2016). Tiaml ifadesi kronik lenfoid ldsemi hastalarinda durgun KLL
hiicrelerinde diigiik gortliirken, aktif KLL hiicrelerinde yiiksek goriilmiistiir
(Hofbauer ve ark., 2014). Bir bagka calismada ise Tiam1 ifadesine bakilarak akciger
kanseri hastalarinda prognozun belirlenebilecegi bildirilmistir (Liu ve ark., 2014).
Tiam-1 ifadesinin mide kanserinde de yiiksek ifade edildigi ve Tiam-1 ifadesinin
mir-329 tarafindan baskilandig1 ve tedavi konusunda oncii olabilecegi de bir baska
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calismada yer almistir (Z. Li ve ark., 2015). Literatiirde Tiaml ve glioblastoma
iliskili bir yayina rastlanmamustir.

Yaptigimiz c¢alisma sonucu normal doku ile karsilagtirildiginda, CD133+
hiicrelerde Tiaml ifadesinin 95,5 kat yiiksek oldugu gorilmiistiir (Cizelge 3.3.).
Protein diizeyinde western blotting ile dogrulama yapilan Tiam1’in kontrol beyin
dokusundaki ifadesi ile GBM hiicre hatt1 U138, GBM hasta-1 ve hasta-2 CD133+ ve
CD133- hiicrelerindeki ifadesi karsilastirilmistir. Sonuglara bakildiginda U138 hiicre
hattinda ve GBM hasta-1’de Tiam1 protein miktarinin CD133- hiicrelerde, CD133+
hiicrelere gore fazla oldugu goriiliirken, GBM hasta-2’de Tiam-1 ifadesinin CD133+
hiicrelerde CD133- hiicrelere gore fazla oldugu goriilmiistiir (Sekil 3.14.).

Yiiksek oranda invazif yapiya sahip olan GBM hiicrelerinde, Tiaml
ifadesinin yiiksek olmasi invazyona katki yaptigi disiiniilmektedir. GBM
hiicrelerinin yayilmasinda etkili olabilecegi diisiiniilen Tiam1, hem CD133+ hem de
CD133- hiicrelerde yiiksek ifade edildiginden, GBM kok hiicrelerinin yanisira, kok
hiicre olmayan (CD133-) hiicrelerde de invazyonda etkili olabilecegi yapilan
caligmalar sonucunda gosterilmistir. Dahasi, GBM hiicre hatt1 U138 ile GBM hasta-1
icin western blotting ile protein diizeyinde de yapilmis olan ¢aligma sonucunda, es
zamanlt PZR sonugclar ile ortiisen sonuglar goriiliirken, GBM hasta-2 tam tersi bir
profil sergilemistir. Es zamanli PZR sonuglarina gére CD133- hiicreler, CD133+
hiicrelere gore Tiam1’1 yaklasik iki kat ifade ederken, western blotting sonuglarina
gore CD133+ hiicrelerin, CD133- hiicrelere gore yaklasik iki kat protein ifadesine
sahip oldugu goriilmiistiir. Bu duruma, Hasta-2’nin CD133+ hiicrelerinde protein
yikimmin diizglin gerceklesmemesinin ve protein birikiminin sebep olabilecegi
dolayistyla da bu hiicrelerde katlanmamis protein cevabinin (UPR) yiiksek
olabilecegi diisliniilmektedir. Tiaml1’in GBM hiicrelerinde ve GBM kdok hiicre
(GKH)’lerinde yiiksek ifadeye sahip olmasi ilk kez bu tez ¢alismasi ile gosterilmis
olacaktir.
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FERMT?2 (Kindlin-2)

Kindlin protein ailesinin bir iiyesi olan Fermt2, integrin aktivasyonu ve
ekstraseliiler matriks — hiicre interaksiyonunda goérev alir. Scaffold protein olarak
bilinen Fermt2, Talin ailesinin tiyeleri araciligi ile hiicre adezyonu ve migrasyonunda
rol oynar (B. Guo, Gao, Zhan, & Zhang, 2015). Anjiyogenezde de gorev aldig
diistintilen Fermt2’nin genom instabilitesine sebep olarak meme kanseri gelisiminde
de etkili oldugu bildirilmistir (Q.-Y. Zhang ve ark., 2016). Fermt2 fokal
adezyonlarda ¢okg¢a bulunur, aktin birlesmesinde ve hiicrenin sekil degistirmesinde
de rolii vardir. Fermt2 daha ¢ok sitoplazmada bulunurken, plazma membraninda da
bulunmaktadir.

Fermt2 polimorfizmi Alzheimer’s ile iligkilendirilmistir (Q.-Y. Zhang ve ark.,
2016). Kanser ile ilgili olan iliskisi Fermt2’nin EGFR aracilig1 ile EGF-indiiklenmis
meme kanseri migrasyonunda rol oynadigi gosterilince kesfedilmistir. EGFR
aktivasyonu sonrast EGFR-PI3K yolagi aracilig1 ile Fermt2 ifadesinin arttigi ve
bunun sonucunda da meme kanseri gelisiminin gergeklestigi gosterilmistir (B. Guo
ve ark.,, 2015). Guo ve arkadaslar1 aym1 zamanda metastatik meme kanseri
hiicrelerinde Fermt2 ifadesinin daha yiliksek oldugunu ve proteinin fokal
adezyonlarda lokalize oldugunu gosterirken, normal meme dokusunda Fermt2
ifadesinin diisiik oldugunu ve proteinin daha ¢ok sitoplazmada lokalize oldugunu
gostermislerdir. Bir bagka calismada, Fermt2 ifadesi yiiksek olan prostat kanseri
hiicrelerinde sisplatin olusumu engellendigi i¢in, tiimoriin tedaviye cevap vermedigi
ve ayn1 zamanda Fermt2’nin invazyona katki sagladig1 gosterilmistir(J.-R. Yang ve
ark., 2016). Glioma ile iligkili oldugu bilinen Fermt2’nin, sisplatin iliskili apoptozu
baskiladig1 ve glioma tedavisinde 6nemli bir hedef olabilecegi belirtilirken (Ou ve
ark., 2014), bir diger calismada ise GBM hiicrelerinin asir1 invazif &zelliklerine
sebep olan genlerden birinin de Fermt2 oldugu ve 6zellikle COL16A1 ile iliskili
olarak ifadesinin GBM hiicrelerinde yiiksek oldugu belirtilmistir (R. Bauer ve ark.,
2011).

Bu tez calismasi kapsaminda yapmis oldugumuz caligmalar sonucunda
Fermt2 ifadesinin kontrol beyin dokusu ile karsilastirildiginda CD133+ hiicrelerde
10,25 kat fazla ifade edildigi goriilmiistiir (Cizelge 3.3.). Elde edilmis sonuclar
1s181nda, Ozellikle CD133+ hiicrelerin invazif yap1 kazanmasinda ve kemoterdpatik
tedavilere direngli olmasinda Fermt2’nin etkili olabilecegi diisiiniilmektedir.
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ARF1

Hiicre invazyonu birka¢ farkli sinyal proteini tarafindan regiile edilmektedir.
Bunlardan biri GTP-bagli proteinlerdir. Kanser gelisiminde metastaz yapan hiicreler,
migrasyon ve invazyon ile ¢evre dokular istila ederler. Kiigiik GTPaz’larin kanserli
hiicrelerde genellikle modiile edilmis olduklar1 literatiirde yer almaktadir. GTPaz
ailesinin bir liyesi olan ARF (ADP-ribosylation factor)’lerin kanser gelisiminde rol
oynadiklar1 bilinmektedir. Bu aileye dahil olan ARFI1’in ise meme kanserinde
yiiksek ifade edildigi ve EGF tarafindan aktive edilerek migrasyona sebep oldugu
yapilan c¢alismalarla gosterilmistir (Schlienger, Campbell, & Claing, 2013).
Schlienger ve arkadaslari, meme kanserinde EGFR stimiilasyonu sonucu ARF1’in
aktive edildigini ve bunun sonucunda da PI3K yolagmin aktive olmasi ile hiicre
proliferasyonunun ve migrasyonun tetiklendigini bildirmislerdir (Schlienger ve ark.,
2013).

Meme kanseri hiicre hattt MDA-MB-231 hiicrelerinde ARF1 ifadesinin
susturulmasi ile MMP9 ifadesinin azaldigin1 gosteren Schlienger ve arkadaslari,
invazyonda rolii oldugu diisiiniilen MMP9’un ARFI tarafindan regiile edildigini ve
dolayistyla da ARF1’in invazyonda rolii oldugunu bildirmislerdir (Schlienger,
Ramirez, & Claing, 2015). Aynm1 grup bir baska c¢aligmalarinda, yine meme
kanserinde ARF1 ifadesinin yiiksek oldugunu ve genin ifadesi ile meme kanseri
hastalarinin prognozu arasinda korelasyon oldugunu, daha yiiksek ARF1 ifadesine
sahip olan hastalarin kotlii prognoza sahip olduklarim1 gostermislerdir (Schlienger,
Campbell, Pasquin, Gaboury, & Claing, 2016). Schlienger ve arkadaglar1 bir diger
caligmalarinda ise, ARF1’in PI3K yolag:i disinda, Racl’i aktive ederek hiicrenin
migrasyonunda etkili olacak lamellipodia olusumunda da goérev aldigin1 ve dahasi
ARF1’in aym1 zamanda yine EGF araciligi ile fokal adezyon olusumunu da
sagladigini gostermislerdir (Schlienger ve ark., 2015). Davis ve arkadaslar ise,
prostat kanserinde siirekli aktif bulunan ve tiimor gelisimini tetikleyen MAPK
yolaginin, yine prostat kanserinde yiiksek ifade edilen ARF1 tarafindan aktive
edildigini gostermislerdir (Davis ve ark., 2016). Literatiirde ARF1 ve glioblastoma
ile iligkili bir yayina rastlanmamustir.

Bu tez ¢aligmasi kapsaminda yapmis oldugumuz ¢aligmalar sonucunda ARF1
ifadesinin kontrol beyin dokusu ile karsilastirildiginda CD133+ hiicrelerde 6458,5
kat (Cizelge 3.4.), CD133- hiicrelerde ise 4986 kat fazla ifade edildigi goriilmiistiir
(Cizelge 3.4.). Daha cok meme kanserinde tanimlanmis olan ve invazyon ve
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migrasyonda gorev aldig1 kanitlanmis olan bu proteinin GBM ve GKH hiicrelerinde
yiiksek ifade edildigi ilk kez bu tez calismasi ile gosterilmistir. Daha sonra
yapilabilecek ¢aligmalar arasinda PI3K ve MAPK yolaklarinin GBM’de incelenmesi
ve ARF1’in GBM hiicrelerinin inazyon ve migrasyonunda var olan etkisinin daha iyi
anlasilmas1 saglanabilir.

COL12A1

Kolajen tip 12, FACIT (Fibril Associated collagens with interrupted triple
helices) ailesinin en biiyiik iiyesidir (yaklasik 331 kDa). Coll2al yaygin olarak
kolajen 1 iceren embriyolarin mezenkimal dokularinda ve yetiskinlerin
fibroblastlarinda bulunur. Coll2al, kolajen 1 fibrillerinin olusmasinda ve
diizenlenmesinde rol oynamaktadir. Bu proteinin eksikliginde kas zayiflamasi ve
asir1 hareketli eklem iligkili hastaliklar goriilmektedir (Chiquet, Birk, Bonnemann, &
Koch, 2014). Col12al’in fibrozis (Tzortzaki ve ark., 2003) ve kanser gelisiminde rol
oynadigina dair veriler literatiirde bulunmaktadir (Karagiannis ve ark., 2012).

Yen ve arkadaglari, normal meme dokusu ile tiimdrlii meme dokusunu
karsilagtirdiklarinda, timorlii dokuda normal dokuya gore yiiksek oranda Coll2al
ifadesi gormiisler ve Coll2al’in meme kanseri tanisinda kullanilabilecek bir
biyobelirte¢ olabilecegini 6nermislerdir (Yen ve ark., 2014). Baska bir grup ise, over
kanseri hastalarindan alinan ornekler ile yapmis olduklar1 calismada kemoterapdtik
dirence sahip hastalarda Coll2al ifadesinin 20 kattan fazla artmig oldugunu, ECM
yapisinin solid tiimorlerde bu sayede daha saglam yapiya kavustugunu ve bu sekilde
kemoterapiye karsi diren¢ kazandiklarin1 6ne stirmiistiir (Januchowski, Zawierucha,
Ruci x144 ski, Nowicki, & Zabel, 2014). Bir baska calismada ise normal mukoza
hiicreleri ile kolon kanseri hiicrelerinde Coll2al ifadesi karsilastirildiginda, kolon
kanseri hiicrelerinde Coll2al ifadesinin yaklasik 2 kat fazla oldugu goriilmiis ve bu
genin ifadesinin invazyona katkisi olabilecegi bildirilmistir (Karagiannis ve ark.,
2012).

Laboratuvarimizda yapilan ¢alisma sonucu CD133+ hiicrelerde COL12A1
ifadesi kontrol doku hiicreleriyle karsilastirildiginda 39,2 kat fazla goriilmiistiir
(Cizelge 3.6.). Ozellikle invazyonda etkili oldugu diisiinilen COLI12A1’in,
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GKH’lerde ve CD133- GBM hiicrelerinde ilk kez bu calisma ile yiiksek ifade
edildigi gosterilmistir. Invazyonun yani sira kemoterapiye karsi dirence de sebep
olabilecegi diisiiniilen COL12A1’in, temazolamid gibi ilaglarla muamele edildikten
sonra ifadesinde meydana gelebilecek degisiklikler ilerde yapilmasi planlanabilecek
caligmalar arasindadir.

COL14A1

Kolajen tip 14, FACIT (Fibril Associated collagens with interrupted triple
helices) adi verilen bir ailenin iiyesidir. Undulin olarak da bilinen bu kolajen tipi
fibrillesmeyi saglar. Genellikle mezenkimal dokularda kolajen fibrilleri ile
etkilesimde bulunur. CD44’ilin bir proteoglikan varyantinin Coll4al icin reseptor
oldugu ve dolayisiyla da Coll4al’in hiicre adezyonunda ve sinyal iletiminde rolii
olabilecegi gosterilmistir (M. Bauer, Dieterich, Ehnis, & Schuppan, 1997).

Yapilan ¢alismalara 6rnek olarak; Goto ve ark. metastatik meme kanseri ve
metastatik olmayan meme kanseri dokularmi karsilagtirdiklarinda, metastaza sahip
hastalardan alinan dokularda Coll4al ifadesinin daha fazla oldugunu gdérmiislerdir
(Goto, Nakamura, Takami, Sanke, & Tozuka, 2015). Bir baska caligmada ise Fu ve
ark. servikal kanserde radyasyon uygulanmasi sonucu Coll4al ifadesinin arttigini
gostermislerdir. Bu sonu¢ dogrultusunda radyasyon tedavisi alan hastalarda ortaya
cikan diren¢ mekanizmasinda Coll4al’in de etkisinin olabilecegi ileri siiriilmiistiir
(Fu, Wang, & Cai, 2015). Gastrik kanserde ise Col14al’in mutasyona yatkin oldugu
bildirilmistir (X. Li ve ark., 2016).

Laboratuvarimizda gerceklestirdigimiz es zamanli PZR sonucunda, CD133+
hiicrelerde kontrol beyin dokusu hiicrelerine gore 355 kat fazla Coll4al ifadesi
goriilmistiir (Cizelge 3.6.). Yapilan calismalar sonucunda, CDI133+ hiicrelerin
metastatik yap1 kazanmasinda Coll4al’in etkili olabilecegi ilk kez bu tez caligmasi
ile gosterilmistir.
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MMP8

MMP8, matriks metalloproteinaz 8, 25 iiyesi olan MMP ailesinin bir tiyesidir.
MMP’ler ekstraseliiler matriksi parcalamakla gorevlidirler. Bu sebeple regiile
ettikleri hiicresel siiregler arasinda reprodiiksiyon, embriyogenez, anjiyogenez ve
doku modellenmesi bulunmaktadir. MMP8 kolajenleri kesmekle gorevlidir.
Cogunlukla hiicre yiizeyine yerlesmistir. Ozellikle hiicre migrasyonunda etkili olan
MMPS, tiimor invazyonunda ve metastazinda rol oynamaktadir (Dejonckheere,
Vandenbroucke, & Libert, 2011).

Decock ve arkadaslari, MMPS8’in meme kanserinde koruyucu etkiye sahip
oldugunu belirtirken (Decock ve ark., 2008), Palavalli ve arkadaslar1 da melanomada
MMP8’in anti-tlimoral role sahip oldugunu bildirmislerdir (Palavalli ve ark., 2009).
Bu sonuglarin aksine baska gruplar ise artig gosteren MMPS ifadesini invazyon ve
metastaz ile iligkilendirmiglerdir. Bu calismalardan biri Moilenen ve arkadaslari
tarafindan yapilmis ve bu grup, bas ve boyun kanserinde MMPS ifadesinin yliksek
oldugunu bildirmislerdir (Moilanen, Pirild, Grénman, Sorsa, & Salo, 2002). iki ayri
grup olarak, Staldmann ve arkadaslari, Stenman ve arkadaslar1 ise ovaryum
kanserinde MMPS ifadesinin yiiksek oldugunu gostermislerdir (Stadlmann ve ark.,
2003; Stenman ve ark., 2003). Literatiirde MMPS8 ve glioblastoma iliskili bir yayina
rastlanmamustir.

Laboratuvarimizda yapilan c¢alisma sonucu CD133+ hiicrelerde MMPS8
ifadesi kontrol doku hiicreleriyle karsilastirildiginda 4,21 kat fazla goriilmiistiir
(Cizelge 3.6.). Invazyon ve migrasyonda etkili oldugu diisiiniilen MMPS8’in,
GKH’lerde ve CD133- GBM hiicrelerinde ilk kez bu calisma ile yiiksek ifade
edildigi gosterilmistir.
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SPG7 (CAR)

SPG7, spastic paraplegia 7, norodejeneratif bir hastalik olan spastik
paraplegia’ya sebep olan gen olarak tanimlanmistir. Bu gen, mitokondriyal
metalloproteaz olan bir proteini kodlamaktadir (Settasatian ve ark., 1999). SPG7,
mitokondri i¢ membraninda yerlesik bulunan m-AAA proteaz ad1 verilen kompleksin
bir parcasidir. Bu kompleksin gorevi, mitokondride biyogenezi regiile etmek ve
kalite kontrolii yapmaktir. Bunun yam1 swra SPG7 geninin alternatif
kesimlenmesinden iiretilen izoform proteinlerin mitokondri diginda da fonksiyona
sahip olabilecegi bildirilistir (Mancuso, Barth, Crivello, & Rugarli, 2012). Ayni1
zamanda CAR (Cell Adhesion Regulator) olarak bilinen bu proteinin integrin yollu
kolajenlere tutunmada da gorev aldigr literatiirde bulunmaktadir (Lauer, Furcht, &
Fields, 1997).

Mikami ve arkadaslart yapmis olduklart calismada kolorektal kanser
hastalarinda SPG7 ifadesinin yliksek oldugunu gostermislerdir (Mikami ve ark.,
2001). Lauer ve arkadaslar1i CAR araciligi ile melanoma hiicrelerinin bazal
membrana tutunarak metastaz yaptiklarini, CAR’1n inhibe edilmesi ile ise metastazin
durdurulabilecegini 6nermislerdir (Lauer ve ark., 1997).

Laboratuvarimizda yapilan g¢alisma sonucunda, CD133+ hiicrelerde SPG7
ifadesi kontrol doku hiicreleriyle karsilastirildiginda 3,16 kat fazla goriilmiistiir
(Cizelge 3.6.). Literatiirde bulunan c¢alismalarin aksine, yaptigimiz g¢alismalar
sonucunda SPG7 ifadesi GBM ve GKH hiicrelerinde azalmistir. SPG7 ifadesinin
azalmast sonucu tiimor hiicrelerinin kolajenlere tutunmasinin azalmasi ile
invazyonun tetiklenebilecegi diisiiniilmektedir. Invazyon ve migrasyonda etkili
oldugu diisiiniillen SPG7’nin, CD133+ ve CD133- GBM hiicrelerinde ilk kez bu
calisma ile diistlik ifade edildigi gosterilmistir.
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SGCE

Acilimi sarcoglycan epsilon olan bu gen, hiicre membraninda bolca bulunan
ve aktin hiicre iskeleti ile ekstraselliiler matriksi birbirine baglayan bir transmembran
proteini kodlar. Bu gende meydana gelen mutasyonlar myoclonus-dystonia
sendromu ile iliskilendirilmistir (Peall ve ark., 2015).

Dong ve arkadaslar1 yapmis olduklar1 genom ebadindaki calismada, karaciger
kanseri hastalarinda SGCE ifadesinin normal karaciger dokusuna gore yiiksek
oldugunu gostermislerdir (Dong ve ark., 2009). Baska bir ¢alismada, SGCE’nin B-
hiicre kronik lenfotik 16semi hastalarinda yiiksek ifade edildigi gosterilmistir (Kainz
ve ark., 2007). Ortega ve arkadaslar1 ise kolorektal kanser hastalarinda SGCE
ifadesinin saglikli bireylere gore daha diisiik ifade edildigini bildirmislerdir
(ORTEGA ve ark., 2010). SGCE ve GBM ile alakali literatiirde herhangi bir yayina
rastlanmamustir.

Laboratuvarimizda yapilan calisma sonucu CD133+ hiicrelerde SGCE
ifadesinde kontrol doku hiicreleriyle karsilagtirildiginda 682 kat (Cizelge 3.7),
CD133- hiicrelerde ise 286,12 kat artis goriilmistiir (Cizelge 3.7.). SGCE’nin
kanserle olan iligkisi hala heniiz tam olarak anlasilamadigindan, GBM’de goriilen
yiiksek ifade ile ilgili de kesin bir yorum yapilamamaktadir. Fakat bu genin
ifadesinin hem CD133+ hem de CD133- hiicrelerde ¢ok yliksek ifade ediliyor
olusunun, GBM tiimor hiicrelerinin invazif karakter kazanmalarinda etkili
olabilecegi diistintilmektedir. SGCE’nin, GKH’lerde ve CD133- GBM hiicrelerinde
ilk kez bu calisma ile yliksek ifade edildigi gosterilmistir.
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BCL10

Bcl-10 (B-cell lymphoma-10), 233 aminoasite sahip ve 33kD biiyiikliigii olan
bir proteindir. Transkripsiyon faktorii NF-xB lenfosit aktivasyonu, yasami ve
proliferasyonunda 6nemli role sahiptir (Turvey ve ark., 2014). Lenfoid immiin
hiicrelerin regiilasyonu NF-«B sinyalizasyonu ile gerceklesirken, signalozom denilen
ve CARDI11-BCL10-MALT1 molekiillerinden olusan kompleks de bu regiilasyon
icin sarttir. Maltl ve Bcl-10 direk olarak etkilesip ve bu sekilde NF-kB yolagini
aktive ederler (Turvey ve ark., 2014). Bcl-10’un C-terminal ucunda bulunan serin-
treonin zengin bolgesi Maltl’e baglanma bolgesidir. Bu bdlge ayni zamanda antijen-
reseptor baglanmasi sonucu post-translasyonel modifikasyonlarin da gerceklestigi
bolgedir. Ser138’den fosforile olan Bcl-10, ubikitinasyon i¢in isaretlenir. Serl38
mutasyona ugradigi takdirde Bcl-10 degrade olamadigi igin siirekli bir NF-xB
aktivasyonunun yani sira IL-2 iiretimi de gergeklesir. Bu durum Bcl-10 yollu NF-xB
yolaginin regiile edilebilecegini gdstermektedir (C. Yang, David, Qiao, Damko, &
Wu, 2014).

BCL10 lenfoid temelli kanserlerde sik¢a ¢alisilmistir. Ornegin, T-hiicre akut
lenfoid 16semi’de Ma ve ark. saglikli bireylerle karsilastirildiginda T-ALL
hastalarinda BCL10 ifadesinin arttigin1 gostermislerdir (Ma ve ark., 2014). Bir baska
calisgmada ise Knies ve ark. B-hiicre lenfoma’da, saglikli B-hiicre ile
karsilastirildiginda daha fazla BCL10 ifadesi gormiislerdir (Knies ve ark., 2015).
Glioblastoma ile dogrudan iligkili olarak BCL10 ile ilgili bir ¢calismaya literatiirde
rastlanmamustir.

Laboratuvarimizda yapilan c¢alisma sonucu CD133+ hiicrelerde Bcl-10
ifadesi kontrol doku hiicreleriyle karsilastirildiginda 43,9 kat fazla goriilmiistiir
(Cizelge 3.9.). Protein diizeyinde western blotting ile dogrulama yapilan Bcl-10"un
kontrol beyin dokusundaki ifadesi ile GBM hiicre hatt1 U138, GBM hasta-1 ve hasta-
2 CDI133+ ve CDI133- hiicrelerindeki ifadesi karsilagtirilmistir. Sonuglara
bakildiginda U138 hiicre hattinda ve GBM hasta-1’de Bcl-10 protein miktarinin
CD133- hiicrelerde, CD133+ hiicrelere gore fazla oldugu goriilirken, GBM hasta-
2’de Bcl-10 ifadesinin, Tiam1 ile benzerlik gostererek, CD133+ hiicrelerde CD133-
hiicrelere gore fazla oldugu goriilmistiir (Sekil 3.13.). Ayni hasta 6rneginin yine
U138 hiicre hatti ve Hasta-1’e gore benzer sekilde ters sonuclar gostermesi,
katlanmamis protein cevabu ile ilgili hipotezimizi destekler niteliktedir.
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Sag kalimda etkili olan NF-kB yolagini aktive eden Bcl-10"un ifadesinin
yiiksek olusunun, GBM ve GKH’lerin sag kaliminda ve tiimor gelisiminde etkili
olabilecegi diisliniilmektedir. Bu proteinin GBM ve GKH’lerde yiiksek ifade edildigi
ilk kez bu calisma ile gosterilmistir.

CASPSAP2 (CED-4)

CED-4, sinyal ileten ATPaz grubunun bir tiyesidir. Dort adet CED-4’iin bir
araya gelmesi ile apoptozom ad1 verilen pro-kaspaz bir yap1 olusur (Yuan & Akey,
2013). Kaspaz-8’in oliim efektér domaini ile etkilesime girerek apoptozu regiile eder
(Judrez-Velazquez ve ark., 2014). Bir ¢ok farkli fonksiyonu olan bu proteinin
apoptozu regiile etmesinin yani sira, S fazinin devam ettirilmesinde de rol oynadigi
bildirilmistir (Cui ve ark., 2015). Bunlar disinda Casp8ap2’nin hiicre boliinmesinde,
NF-«kB sinyalizasyonunda, c-Myb aktivasyonunda ve histon mRNA’larin 3’ u¢larinin
transkripsiyonu ve maturasyonunda da gorev aldigi literatiirde yer almaktadir
(Juarez-Velazquez ve ark., 2014).

Daha ¢ok akut lenfoblastik losemi (ALL) hastaliginda c¢alisilmis olan
Casp8ap2’nin, disik ifade edildiginde ALL hastalarinin iyilestigi, fakat niiks
vakalarmin arttig1 belirtilmistir. Dolayisiyla, Casp8ap2’nin ALL hastalarinda niiks
icin prognostik bir belirte¢ olarak kullanilabilecegi one siiriilmiistiir (Cui ve ark.,
2015; Juarez-Velazquez ve ark., 2014). Choi ve arkadaglar1 yaptiklari ¢alismada
casp8ap2’nin cergeve kayma mutasyonuna sahip oldugunu ve bu mutasyonunun
kolon kanseri olusumunda etkili oldugunu bildirmislerdir (Choi, Gwak, Yoo, & Lee,
2015). Diisiik Casp8ap2 ifadesinin hiicre boliinmesinin inhibe olmasina sebep oldugu
bilinmektedir. Minamida ve arkadaglar1 yaptiklari ¢aligma sonucunda Casp8ap2’nin
embryonik kok hiicrelerin olusumunda etkili iken, embryonik kok hiicrelerin
diferansiasyonunda ve proliferasyonunda bir etkisi olmadigini gostermislerdir
(Minamida, Someda, & Yonehara, 2014).

Bu tez c¢alismasi kapsaminda yapilan calismalarda CD133+ hiicrelerin
yiizeyinde kontrol hiicrelerine gore Casp8ap2 ifadesinin 15,45 kat fazla oldugu
goriilmistiir (Cizelge 3.9.). GKH’lerde ifadesi artmis olan Casp8ap2’nin timor
hiicrelerinin sag kaliminda ve proliferasyonunda etkili olabilecegi diisiiniilmektedir.
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Bunun yani sira, Casp8ap2’nin GBM kok hiicrelerinin kok hiicre karakteri
kazanmasinda da etkili olma ihtimali géz oniinde bulundurulmalidir. Casp8ap2’nin
GKH’lerde yiiksek ifade edildigi ilk kez bu tez ¢alismasi ile gosterilmistir.

TNFSF7 (CD70)

Tiimor nekroz faktdr (TNF) ailesi 29 {iyeden olugmaktadir. Bu ailenin tiyeleri
transmembran yapidadirlar. Ekstraseliiler olarak sisteince zengin zincirlere sahip bu
reseptorlere, homotrimerik transmembran yapida bulunan TNFR ligandlar
baglanirlar. TNFSF7 bu ligandlardan bir tanesidir. TNFSF7 tek gegisli bir
transmembran proteindir. Ayn1 zamanda CD70 olarak da adlandirilan bu ligand
aktive olmus dendritik hiicreler, B-hiicresi, T-hiicresi ve NK hiicrelerinin
yiizeylerinde ifade edilir. CD70, T-hiicre lizerinde bulunan CD27 ile baglanarak T-
hiicrelerinin efektdr hale gelmesini saglar ve immiin cevabi kuvvetlendirir. Diger
TNF reseptorlerinin aksine CD27 proapoptotik o6liim domainine sahip degildir.
Bunun yerine TNFR iligkili faktorlere (TRAFs) baglanan sitoplazmik kuyruk
motiflerine sahiptirler. TRAF’lar ise JNK ve NF-xB sinyal yolaklar ile iliskili
adaptor molekiillerdir. NF-kB yolag1 survival sinyali vererek apoptoza ters calisir,
dolayisiyla TRAF bagli TNF’lerin ve reseptdlerinin sag kalimda rolii vardir. Bu
yolaklar ayn1 zamanda sitokin ve kemokin salgilanmasinda da goérev alirlar (van de
Ven & Borst, 2015).

CD70 bir¢ok kanserde calisilmistir. Bu kanser tiplerine 6rnek verecek olursak
ilki meme kanseridir. Petrau ve arkadaslari yaptiklari calismada meme kanseri
hastalarindan elde ettikleri 6rneklerle yaptiklari ex-vivo ¢aligmalar sonucu luminal
ve bazal tlimorleri karsilastirdiklarinda, bazal meme kanseri tiimdrlerde CD70
ifadesini yiiksek bulduklarini bildirmislerdir (Petrau ve ark., 2014). Bir baska
calismada Juvenik ve arkadaslar farkli siddetlerde radyasyon uygulandiginda, kronik
lenfoit l19semi hastalarindan elde edilen dendritik hiicrelerin radyasyon siddeti
artttkca CD70 ifadesinin de arttifin1 gostermislerdir. Yapilan g¢alismada ayrica
CD27-CD70 interaksiyonu sonucu IL12p-70 iiretiminin artmasi ve sonucunda da
Thl yollu imiin cevap olusmast sonucu antitimor bir etkinin goriildigi
bildirilmistir (Junevik, Werlenius, Fogelstrand, Karlsson-Parra, & Andersson, 2014).
CD70’in calisilmis oldugu bazi diger kanser tipleri arasinda ise melanoma, 16semi,
oral kanser ve akciger kanseri bulunmaktadir (Bundela, Sharma, & Bisen, 2014;
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Junevik ve ark., 2014; Pich ve ark., 2016). Literatiirde CD70 ile ilgili glioblastoma
caligmasina rastlanmamistir.

Bu tez calismasi kapsaminda yapilan calismalarda CD133+ hiicrelerin
yiizeyinde kontrol hiicrelerine gére CD70 ifadesinin 20 kat fazla oldugu goriilmiistiir
(Cizelge 3.9.). Protein diizeyinde CD70 ifadesine U87 GBM hiicre hattinda akim
sitometri ile bakildiginda, CD133+ hiicrelerin oran1 %13,6 iken, CD70’in hiicre
yilizeyinde bulunma orant %83,1 olarak bulunmustur. CD133 ve CD70’in birlikte
bulunma orani ise %15,5 olarak bulunmustur. GBM primer kiiltiirlerinden biri
secilerek hiicreler antikor ile boyandiginda, CD70 ve CD133’iin birlikte bulundugu
ayrica konfokal mikroskobunda elde edilen goriintii ile gosterilmistir (Sekil 3.10).
NF-kB yolag ile iligkili CD70’in ifadesinin CD133+ hiicrelerde yiiksek olmasi,
apoptozun baskilanarak sag kalimin GBM ve GKH’lerde tetiklendigini kanitlar
niteliktedir. Yaptigimiz bu g¢aligma sonucu CD70 ifadesinin GBM hiicrelerinde
yiiksek oldugu ilk kez gdsterilmistir.

TNFRSF21 (DR6)

TNF ailesinden olan bu reseptdr ayn1 zamanda death receptor 6 (DR6) olarak
da bilinmektedir. Oliim reseptdrleri hiicre disindan alinan pro-apoptotik sinyalleri
hiicre ic¢ine iletmekle gorevlidirler (Rossi & Gaidano, 2003). DR6 apoptozu
indiiklemek diginda, hiicre proliferasyonu, diferansiasyonu ve programli hiicre
oliimiinde de gorev alir.

Yapilan bir ¢alismada, meme kanserinde DR6 ifadesi normal doku ile
karsilagtirildiginda, en az 2 kat ekspresyon artist oldugu saptanmistir. Ayni
caligmada, farkli seviyede meme kanseri hastalarindan alman dokular
karsilastirildiginda, faz ilerledikge DR6 ifadesinin de arttigi goriilmiistir. Bu
sebepler dogrultusunda Bilecova-Rabajdova ve arkadaglart DR6’nin tiimdr belirteci
olarak kullanilabilecegini ifade etmislerdir (Bilecova-Rabajdova ve ark., 2014).
Yapilan bazi baska calismalarda ovaryum, kolon, karaciger kanseri ve cesitli
karsinomalarda DR6 ekspresyonunun yiiksek oldugu goriilmiistiir (Barua ve ark.,
2012; K. Yang ve ark.,, 2012). Bir¢cok kanserde calisilmis olmasina ragmen
literatiirde DR6 ve glioblastoma ile ilgili bir caligmaya rastlanmamustir.
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Yapilan c¢alismalar sonucu ise CD133+ hiicrelerde DR6 ekspresyonunun
kontrol beyin dokusuna gore yaklasik 223 kat fazla oldugu goriilmiistiir (Cizelge
3.9.). Protein diizeyinde DR6 ifadesine U87 GBM hiicre hattinda akim sitometri ile
bakildiginda, CD133+ hiicrelerin oranm1 %13,6 iken, DR6’nin GBM hiicrelerinin
ylizeyinde bulunma orani %30,7 olarak tespit edilmistir. CD133 ve DR6’nin birlikte
bulunma orani ise %2,6 olarak bulunmustur. GBM primer Kkiiltlirlerinden biri
secilerek hiicreler antikor ile boyandiginda, DR6 ve CD133’iin birlikte bulundugu
ayrica konfokal mikroskobunda elde edilen goriintii ile gosterilmistir (Sekil 3.9).
DR6 apoptoz indiikleyici bir protein olmasina ragmen literatiirde birgok kanserde
yiiksek ifade edildigi bildirilmistir. Bunun sebebinin DR6’nin ayn1 zamanda NF-xB
yolagini aktive etmede rol oynamasi ve sag kalimi tetiklemesi gosterilmektedir
(Bilecova-Rabajdova ve ark., 2014). Bu ¢alismalar dogrultusunda GBM hiicrelerinde
de yiiksek ifade edilen DR6’nin, tiimor belirteci olarak kullanilabilecegi
diistintilmektedir. DR6 ifadesinin GBM ve GKH’lerde yiiksek olusu ilk defa bu tez
caligmasi ile gosterilmistir.

BAG1

BAG1 (Bcl-2 Associated Athanogene), multifonksiyonel anti-apoptotik bir
proteindir. BAG1, Bcl-2’nin anti-apoptotik fonksiyonunu arttirici 6zellige sahiptir,
dolayisiyla hiicre sag kalimmi uzatir. BAG-1 ayrica hepatosit biiylime faktoriine
baglanarak proliferasyonu tetikler ve apoptozdan koruma saglar. BAG1’in daha ¢ok
hormon salgilayan dokularda tiimoér olusumuna sebep oldugu goriilmiistiir. Bunlarin
yanisira BAG1 Hsp70’e baglanarak, Hsp70’i inhibe ederek 1si-sok proteini yollu
apoptozu da engellemektedir (Tang, 2002).

Skeen ve arkadaslar1 yaptiklari c¢alismada kolorektal kanser hiicrelerinde
BAGUI’in TGF-f ifadesini inhibe ettigini gdstermiglerdir. Tiimor baskilayici 6zellige
sahip TGF-B’nin inhibe edilmesi ile BAGI1’in kolorektal kanserde proliferatif rol
oynadigini bildirmislerdir (Skeen ve ark., 2012). Bir baska grup ise yine kolorektal
kanserde BAGI ifadesinin yliksek oldugunu, ve BAG1’in NF-xB yolagin1 aktive
ederek timor gelisimini ve timor hiicrelerinin sag kalimimi sagladigini
belirtmislerdir (Clemo ve ark., 2008). Southern ve arkadaslari da yine yaptiklar
calisma ile kolorektal kanserde BAG1’in p50-p50 dimeri ile interaksiyona girerek
NF-kB yolagindaki bazi genleri regiile ederek tiimdr hiicrelerinin sag kalimina sebep
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oldugunu gostermislerdir (Southern ve ark., 2011). B-hiicre lenfomada da ¢alisiimis
olan BAG1 geninin ifadesinin, mir28 ile inhibe edildigi, mir28 ifadesi olmayan B-
hiicre lenfoma hastalarinda ise BAG1 ifadesinin yiiksek olusunun ERK yolagim
aktive ettigi ve timor hiicrelerinin sag kaliminin saglandig literatiirde yer almaktadir
(Schneider ve ark., 2014). Literatiirde BAG]1 ile ilgili glioblastoma g¢alismasina
rastlanmamustir.

Laboratuvarimizda yapilan ¢aligma sonucu CDI133+ hiicrelerde BAGI
ifadesinde kontrol doku hiicreleriyle karsilastirildiginda 1750,59 kat (Cizelge 3.10.),
CD133- hiicrelerde ise 1154 kat artis gorilmiistiir (Cizelge 3.10.). Baslica
gorevlerinden biri Bcl-2’nin anti-apoptotik 6zelligini artirmak olan BAG1 geninin
yiiksek ifade edilmesi, GBM ve GKH’lerde apoptozdan kagis yollarindan birinin
BAGI aracilig1 ile oldugunu kanitlar niteliktedir. Apoptozdan kagmanin yan sira,
NF-«kB ve ERK gibi sag kalim yolaklarin1 da aktive eden BAGI’in, timor
hiicrelerinin uzayan sag kalimlarinda da etkili oldugu disiiniilmektedir. BAGI
ifadesinin GBM ve GKH’lerde yiiksek olusu ilk kez bu tez c¢alismasi ile
gosterilmistir.

Yapilan ¢aligmalar ve literatiir taramasi sonucunda tezin ¢iktisinin 6zeti
olacak nitelikte bir sekil ¢izilmistir (Sekil 4.1).

72



Ekstraseltler Matriks
Hiicre Adezyonu
ve
Migrasyonu

'-E — 2
: _ SE5e
= 5 = =% Z g
£ g 5 Pt
g fp—rEY E g =3¢
W]
“] } _g
2 LBL § W g
qaEnaaaaaaaaaanaag ﬂﬁﬂﬂﬁﬂmﬂﬂﬂﬂﬂﬂﬂﬂﬂﬂﬂﬂﬂﬂﬂﬂ epepetetepetete
1] 3
| “E\‘ v g E. ,(9 N v §
§-8 1’ 8z
d e8> 2 %g
VAR T [ F
= 1 l 2L 5
i g s 3 =
LZER <
£55¢ / 5
g & 3
E

Proliferasyon —
sagKaim & - — kB
T43,9

Sekil 4.1. Bu tez calismasi kapsaminda yapilmis olan es zamanli PZR deneyleri
sonucunda anlamli ve kayda deger artigs goOsteren genlerin hiicre igerisinde
etkiledikleri mekanizma ve ekstraseliiler matriks ile olan iliskilerini 6zetleyen sekil.
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5. SONUC ve ONERILER

Bu tez calismasinda, yiiksek oranda o6liimciil olan ve tedavilere karsi hizli
diren¢ gelistiren Glioblastoma Multiforme kok hiicrelerinde adezyon, integrin ve
apoptoz iligkili genlerin ifadeleri arastirilmigtir. GBM tiimor hiicreleri ve kok
hiicreleri, 6zellikle mikrogevreden beslenerek ve mikrogevrede bulunan proteinlerin
ifadelerini manipiile ederek invazyon ve migrasyon yapmaktadirlar. Ayrica yine
mikrocevrede gerceklesen bazi manipiilasyonlar ile de tiimdr hiicreleri apoptozdan
kacabilmektedirler. Bu sebeplerle, GBM ve GKH’lerde adezyon, integrin ve apoptoz
profillerinin belirlenmesi, GBM mikrogevresinin daha iyi anlagilmas1 ve tedavisi i¢in
Oonem tagimaktadir.

Tez calismas1 kapsaminda oncelikle 3 es zamanli PZR panelinde bulunan
yaklasik 265 gen ifadesi taranmistir. Bu genler icerisinden CD133+ hiicrelerde
anlamli bulunmus olan genler igerisinden 13 tanesi dogrulama deneyleri yapilmak
tizere secildi. Adezyon panelinden TIAM1, FERMT2, ARF1; integrin panelinden
COL12A1, COL14A1, MMP8, SPG7, SGCE; son olarak da apoptoz panelinden
BCL10, CASP8AP2, TNFRSF21, TNFSF7 ve BAGI dogrulama yapilacak genler
olarak belirlendi.

Bu c¢alismada GBM hiicrelerinde Tiaml ifadesinin yiliksek oldugu
goriilmiistiir. Invazyonda gorevli oldugu bilinen Tiam1’in, yiiksek oranda invazif
yaptya sahip oldugu bilinen GBM hiicrelerinde bu mekanizmada gorevli olabilecegi
ilk kez bu ¢alisma ile belirlenmistir. Fermt2’nin ise kemoterapiye kars1 direngte ve
hiicrelerin sekil degistirmesinde rolii oldugu bilinmektedir. GBM hiicrelerinde
yiiksek ifade edilen Fermt2’nin ila¢ direnci ve GBM hiicrelerinin invazyonunda
etkili olabilecegi diisiiniilmektedir. Daha once 6zellikle meme kanserinde ¢alisiimis
olan ARF1’in invazyon ve migrasyonda etkili oldugu yapilan ¢aligmalarla
gosterilmistir. ARF1’in GBM hiicrelerinde yiiksek ifade edilmesinin &zellikle
PI3K/MAPK yolagi araciligi ile invazyon ve migrasyonda gorevli olabilecegi
diistiniilmektedir.

COL12A1 ve COL14AYT’in kolajen fibrillesmesinde gorevli olduklar
bilinmektedir ve literatiirde bazi kanser tiirlerinde kemoterapiye direngte rolleri
oldugu ile ilgili calismalar bulunmaktadir. Bu tez c¢alismasinda COLI2A1 ve
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COL14AT1’in ifadelerinin ilk kez GBM hiicrelerinde yiiksek bulunmasi literatiire
onemli bir katkida bulunmaktadir. Kolajenleri kesmekle gorevli oldugu bilenen
MMP8’in tiimor hiicrelerinin invazyonunda, migrasyonunda ve metastazda rolii
oldugu literatiirde bulunmaktadir. MMP8’in GBM hiicrelerinde yiiksek ifade edildigi
ilk kez bu calisma ile gosterilmistir.

SPG7 integrin yollu, kolajenlere tutunma ile gorevlidir. SPG7’nin inhibe
edilmesi ile metastazin Onlenebilirligi daha 6nce melanoma i¢in 6nerilmistir. GBM
hiicrelerinde SPG7’nin yiiksek ifade edildigi ilk kez bu tez ¢aligmasi ile
gosterilmistir. SGCE aktin hiicre iskeleti ve ekstraselliller matriksi birbirine
baglamakla gorevlidir. GBM hiicrelerinde yiiksek ifade edilen SGCE’nin hiicrelerin
migrasyonunda ve yayilimci karakter gdstermelerinde etkili oldugu diisiiniilmektedir.
SGCE ifadesinin GBM hiicrelerinde yiiksek olusu ilk kez calismamiz ile
gosterilmistir.

BCL10 iiyesi oldugu signalozom adi verilen kompleks yolu ile NF-kB sinyal
yolaginin aktivasyonunu saglamaktadir. NF-xB yolag1 ise sag kalimi tetiklemektedir.
Lenfoid temelli kanserlerde sik¢a calisilmis olan BCL10’un GBM hiicrelerinde
yiiksek ifade edildigi ilk kez bu tez caligmasi ile gosterilmistir. CASPSAP2, NF-«xB
yolaginin aktivasyonunda dolayisiyla sag kalimda ve proliferasyonda gorevlidir.
GBM hiicrelerinde CASP8AP2 ifadesinin yiiksek olusu ilk kez bu calisma ile
gosterilmistir. Meme kanseri, melanoma, 10semi, oral kanser ve akciger kanseri gibi
kanser tiplerinde ifadesinde yiikselme goriilmiis olan TNFSF7, NF-xB yolagini
aktive ederek sag kalima katkida bulunur. GBM hiicrelerinde TNFSF7 ifadesinin
yiiksek olusu ilk defa bu tez calismasi ile gdsterilmistir.

Apoptozu indiiklemesine karsin TNFRSF21’in ovaryum, kolon, karaciger
kanseri ve c¢esitli karsinomalarda yiiksek ifade edildigi ve NF-kB yolag: aracilig: ile
sag kalim ve proliferasyonda rol oynadigi literatiirde yer almaktadir. GBM
hiicrelerinde TNFRSF21 ifadesinin yiiksek olusu ilk kez bu calisma ile
gosterilmistir. BAG1, Bcl-2’nin anti-apoptotik fonksiyonunu arttirict  6zellige
sahiptir, dolayistyla hiicre sag kalimini1 uzatir. GBM hiicrelerinde BAG1 ifadesinin
yiiksek olusu ilk kez bu tez caligmasi ile gosterilmistir.
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Bu tez c¢alismasinda GBM tiimor hiicrelerinde, 6zellikle GBM kok
hiicrelerinde adezyon, integrin ve apoptoz iliskili genlerin ifadeleri ve bu genlerin
GBM hiicreleri ve GKH’lerin invazyonu, migrasyonu ve sag kalimi ele alinmis ve
tartistlmistir. Elde edilen bilgiler 15181inda, ileride yapilmasi planlanan ve onerilen
calismalar, Oneriler bash@ altinda asagida belirtilmistir.

5.1. Oneriler

1. Adezyon, integrin ve apoptoz panellerinde bulunan primerlerin tekrar tarafimizdan
tasarlanip es zamanli-PZR deneyleri tekrarlanacaktir.

2. Anlamli bulunan genlerin protein diizeyinde ifadelerine akim sitometri/western
blotting yontemleri ile bakilmasi planlanacaktir. Bu baglamda, kullanilacak GBM
hiicre hatt1 ve GBM primer hasta 6rnekleri arttirilacaktir.

3. siRNA ve over-ekspresyon deneyleri ile secilen genlerin GBM hiicreleri
tizerindeki etkilerinin arastirilmasi planlanmaktadir.

4. GBM’de sikca kullanilmakta olan kemoterapétik ajan Temozolomid ile muamele
sonras1t GBM hiicrelerinde anlaml1 genlerdeki ifade degisikliklerinin saptanacaktir.

5. 1lag direncinde rol oynayan biyo-belirteglerin belirlenmesi hedeflenmektedir.

6. Tan1 ve tedavide kullanilacak yeni biyo-belirteglerin saptanmasi planlanmaktadir.
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OZET

Glioblastoma Kanser Kok Hiicrelerinde Integrin ve Adezyon Gen Profillerinin
Belirlenmesi

Glioblastoma multiforme (GBM), kesin tedavisi olmayan, oliimciil beyin
timorlerinden en yaygin olanidir. Uygulanan cerrahi ve adjuvan tedavilere ragmen
hastalarin sag kalim siireleri 1 yildan daha azdir. GBM’de tiimoriin gelisiminden ve
tedaviye direngten Glioblastoma Kok Hiicrelerinin (GKH) sorumlu oldugu
diistintilmektedir. Son zamanlarda yapilan caligmalar da GKH’lerin varligini
destekler niteliktedir. GKH’ler tiimoriin niiksetmesine neden olan ve tiimor baglatma
kapasitesi olan tiimdr baglatici hiicreler (TIC) olarak da adlandirilmaktadirlar. En
bilinen GKH belirteci, pentaspan bir yiizey proteini olan ve Prominin geninden
sentezlenen CD133 yiizey proteinidir. TIC nin kdk hiicre 6zelligi kazanmasinda ve
ilag direncinde bu proteinin sorumlu oldugu disiiniilmektedir. GBM tedavilerinin
basarisini etkileyen GKH’lerin karakteristik 6zelliklerinin belirlenmesi bu sebeple
onemlidir.

GBM tedavisinde kok hiicreleri hedefleyen ¢ok sayida calisma bulunmaktadir
ancak yeni biyobelirtecler kesfetmek amaci ile, GKH olusumunda ve gelisiminde rol
oynayan CDI133 harici hiicre yiizey belirteclerinin arastirildigi genom ebadinda
yapilmis genis bir calisma bulunmamaktadir. Ozellikle CD133+ hiicrelerde toplu bir
mikro dizin analizinin yapilmasi, GBM tedavisinde rol oynayacak Onemli bir
adimdir. CD133+ GKH’lerinde, kdok hiicre karakterinin olugsmasinda ve kimyasal
ila¢ ve radyasyon direncinin olugsmasinda etken olan integrin, adezyon ve apoptotik
hiicre ylizey belirteclerini mikrodizin analizi ile saptamak ve fonksiyonel ¢alismalar
yapmak bu tez ¢alismasinin hedefidir.

Bu tez ¢alismasinda, 10 hasta ve 4 GBM hiicre hattindan (U87, U118, U138,
T98) elde edilmis CD133+ hiicrelerde GKH mikrogevresi ve hiicre ici sinyal
yolaklarin1 hedefleyebilecek potansiyel molekiillerin se¢imi yapilarak bir profil
cikarilacaktir. Bu amagla, es zamanli PZR (integrin array, adezyon array ve apoptotik
array ), western blotting ve akim sitometri yontemleri kullanilarak GBM tiimor
hiicreleri ve GKH’lerin mikro ¢evresine 6zgii ekspresyon profili gen ve protein
diizeyinde tanimlanacaktir. Boylelikle, GBM’de tiimdr patogenezinde rol oynayan,
direngten ve invazyondan sorumlu hedef molekiiller segilecek ve tedavide yeni
molekiiler hedefler belirlenmesi, gelecekteki ¢alismalara yol gosterecektir.

Anahtar Soézciikler: Adezyon, Apoptoz, GBM, GKH, Hiicre Yiizey Belirtegleri,
Integrin, Mikrogevre.
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SUMMARY

Profiling Integrin and Adhesion Genes in Glioblastoma Cancer Stem Cells

Glioblastoma multiforme (GBM) is an incurable and the most common type
of lethal brain tumors. Despite of the applied surgical and adjuvant treatments, the
survival is less than one year. It is thought that Glioblastoma Stem Cells (GSC) are
responsible from tumor generation and treatment resistance in GBM. GSCs that are
responsible for tumor recurrence are also called tumor-initiating cells (TIC) that have
ability to initiate tumor formation. By identifying the molecular mechanisms of
GBM stem cells which are obstacle for the success of GBM treatments, novel
therapathic targets in the treatment process and drug resistance are going to set and
underlined.

There are numerous researches that target stem cells for GBM treatment
however; there are no genome wide research that has been done searcing other than
CD133 which is playing role in GSC formation and growth dn aiming to recover new
biomarkers. Especially, performing microarray analysis in CD133+ GCSs is going to
be crucial and valuable step in GBM theraphy. The aim of that project is to recover
cell surface markers which are responsible for CD133+ stem cell to gain stem cell
features and drug resistance and performing functional experiments.

In this thesis study, selection of the potential molecules targeting GSC
microenvirenment and intracellular signaling pathways in CD133+ cells, that are
isolated from 10 patients and 4 GBM cell lines (U87, U118, U138, T98), will be
performed. For this purpose, by performing real-time PCR (integrin array, adhesion
array and apoptosis array), western blotting and flow cytometry, expression profile
particular to GBM tumor cells and GSC microenvironment will be identified at the
gene and protein level. Thus, targeted molecules playing a role in GBM tumor
pathogenesis and responsible for the resistance and invasiveness will be selected and
new molecular targets for the treatment will be determined.

Keywords: Adhesion, Apoptosis, Cell Surface Markers, GBM, GSC, Integrin,
Microenvironment.
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