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I. ONSOZ
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Icindeki egitim 6gretim sevdasi, yiireginin giizelligi ile hep huzur ile destek veren ¢ok
degerli calisma arkadasim Dr. Ogr. Uyesi Giiliinar ERDEM KOC’a,

Meslektaslar1 olmaktan ve ayni uzmanlik egitimi catisi altinda olmaktan her zaman
gurur duydugum ve duyacagim, bilgi ve tecriibelerimizi daha nice giizellikleri
paylastigimiz ve paylasacagimiz c¢ok degerli asistan arkadaslarrm Abdullah
MAHIROGLU na, Gamze CAKMAK ’a, Tuba OZTURK ’e, Manolya SANCAKTAR’a,
Miyase ERDOGAN EROGLU’na, Merve BOZKURT’a, Selin KENAN’a, Canan
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II. OZET

Gliomlar arasinda en yaygin goriillen glioblastom, WHO tarafindan da hala evre 4
olarak kabul edilen, mevcut tedavilere ragmen mortal bir timdrdiir. Moringa oleifera
birgok kanser tiiriinde glioblastom ile ortak tiimorogenez yolagi iizerinde antikanser ve

apoptoz indiikleyici etkileri kesfedilmis bir bitkidir.

Bu ¢alismada Moringa oleifera’nin, glioblastomun tedavi se¢eneklerine katki saglamak
tizere patogenezinde bilinen AKT/FOXO3a/Bim yolag: iizerine etkisi arastirildi. U87-
MG ve T98-G glioblastom hiicreleri in vitro ortamda kiiltiire edildi. U87-MG ve T98-G

hiicre hatlarina sitotoksik aktivite tespiti igin Moringa oleifera uygulanda.

U87-MG ve T98-G kontrol ve deney gruplarinda Image J yazilimi kullanilarak
immuositokimyasal optik dansite dl¢timleri karsilastirildi. Ayrica U87-MG ve T98-G
kontrol ve deney gruplarinda koloni olusum yiizdeleri Colony Count J yazilimi ile

degerlendirildi.

U87-MG ve T98-G deney gruplarinda kontrol grubuna gore AKT nin azalisi, FOXO3a
ve Bim’in artig1 istatistiksel olarak anlamli bulundu. U87-MG ve T98-G deney

gruplarinda kontrol grubuna gore koloni olusum yiizdelerindeki azalma da anlamliydi.

Sonug olarak Moringa oleifera’nin U87-MG ve T98-G glioblastom hiicre hatlarinda
apoptozu AKT/FOXO3a/Bim yolag lizerinden tetikledigi tespit edildi.

Anahtar Kelimeler: U87-MG ve T98-G, AKT/FOXO3a/ Bim Yolag, Moringa

oleifera.



I11. ABSTRACT

Glioblastoma, which is the most common glioma among gliomas, is still considered as
stage 4 by WHO and is a mortal tumor despite current treatments. Moringa oleifera is
an herb whose anticancer and apoptosis-inducing effects have been discovered on the

common tumorogenesis pathway with glioblastoma in many cancer types.

In this study, the effect of Moringa oleifera on the AKT/FOXO3a/Bim pathway known
in the pathogenesis of glioblastoma was investigated to contribute to the treatment
options. U87-MG and T98-G glioblastoma cells were cultured in vitro. Moringa oleifera

was applied to U87-MG and T98-G cell lines for cytotoxic activity detection.

Immunocytochemical optical density measurements were compared in U87-MG and
T98-G control and experimental groups using Image J software. In addition, colony
formation percentages in U87-MG and T98-G control and experimental groups were

evaluated with Colony Count J software.

The decrease in AKT and the increase in FOXO3a and Bim were found statistically
significant in the U87-MG and T98-G experimental groups compared to the control
group. The decrease in colony formation percentages was also significant in the U87-

MG and T98-G experimental groups compared to the control group.

As a result, it was determined that Moringa oleifera triggered apoptosis in U87-MG and
T98-G glioblastoma cell lines via the AKT/FOXO3a/Bim pathway.

Key Words: U87-MG and T98-G, AKT/FOXO3a/ Bim Pathway, Moringa oleifera
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1. GIRIS

Kanser, giiniimiizde hem {ilkemizde hem de diinyada olduk¢a yayginlasan bir
saglik sorunu olarak onemini her gegcen giin artirmaktadir (1). Amerika Birlesik
Devletleri’'ndeki santral sinir sisteminin primer tiimorlerinin yasa gore yillik
insidans1 100.000°de 28,57 olup bu say1 her y1l 77.000 yeni vakaya denk gelmektedir
(2).

Teshis ve tedavi siirecindeki yeni gelismeler ile umut veren ancak yeni bir¢ok
kesfe ragmen gizemini koruyan ve kesfedilmeyi bekleyen siire¢ arastirmacilart yeni
bilimsel arastirmalara yonlendirmistir. Kanserler ayn1 zamanda mortalite ve
morbiditesiyle is gilicii kaybma neden oldugundan ekonomik kayiplar gz Oniine

alindiginda saglik sistemlerinin de tedavi agisindan oncelikleri arasindadir (3).

Merkezi sinir sistemi viicudun dis diinya ile iletisimini ve uyumunu saglayan
bir kontrol ve koordinasyon merkezidir. Merkezi sinir sistemi tiimorleri yerlestikleri
bolge bakimindan kanser hiicrelerinin normal doku islevlerini bozmalariyla hem
fonksiyon kaybina yol agarak ciddi morbidite yaratirlar hem de tani, teshis ve tedavi
stiregleri zorludur (4). Tim malign merkezi sinir sistemi tiimorleri igerisinde bes
yillik sag kalim oranlar1 %34,4’tiir ancak bu oran tiimoriin histopatolojisine gore
blytik farklilik gosterir ki pilositik astrositom gibi daha geng yaslarda gozlenen
tiimorler icin bes yillik sag kalim %94,2 iken genellikle yash popiilasyonda gézlenen

glioblastoma multiforme i¢in maalesef %5,1 dir (5).

Gliomlar, tiim merkezi sinir sistemi tiimorlerinin %80’in1 olusturur, bunlarin

da %70 1 astrositom, i¢lerinde en yaygini ise glioblastoma multiformedir (5).

Glioblastom, santral sinir sisteminin 100.000°de 3 siklikla en sik goriilen ve
beyin tiimorleri arasinda en sik rastlanan histolojik tipidir(2). WHO tarafindan
kilavuzlarda evre 4 yani en kotii prognozlu olarak kabul edilen tiimor histolojik
olarak pleomorfizm, belirgin niikleer atipi ve artmis mitotik indeksin yaninda

mikrovaskiiler proliferasyon ve nekroz da icermektedir.



Patolojik olarak belirgin mikrovaskiiler proliferasyon ve/veya nekroz varligi
esas tanisal isaretlerdir (6, 7). Yenilenen tani kilavuzlari kapsaminda bazi genetik
profiller desteklenerek tani portfoyli genisletilmistir (8). Tedavisi, mevcut cerahi
teknikteki ilerlemeler, radyoterapi ve kemoterapideki bilimsel gelismelere ragmen
kompleks ve zordur(5). Bu tiimor konusunda uzun yillar i¢inde olusan biiyiik bilgi
birikimine ragmen kiiratif tedavi; mevcut tedavi segeneklerine gelisen ilag direnci,
tiimdriin genetik heterojenitesi gibi sebeplerden halen miimkiin degildir. Fakat teknik
ve teknolojik gelismeler ve molekiiler biyolojisini anlayarak hedefe yonelik yeni
tedavi segenekleri sayesinde tedavi her zamankinden daha iyi sekilde yapilabilmekte,

hasta sagkalim1 ve hayat kalitesi yiiksek tutulabilmektedir (9, 10).

GBM’in  molekiiller patolojisinde  suglanan  mekanizmalardan  biri
PI3K/Akt/FoxO3a sinyal yolagidir. Son yillarda yapilan caligmalar FoxO3a
ekspresyonunu prognoz ile de iliskilendirmistir. Glioblastoma hiicrelerinde yapilan
bir ¢alismada da sitoplazmik translokasyondaki FoxO3a nin koétii prognoz ve

metastaz kabiliyeti ile korele oldugu gosterilmistir (11).

WHO’ya gore bitkisel kaynakli ila¢ kullanimi Ozellikle gelismekte olan
iilkeler basta olmak iizere 6rnegin Afrika’da %80, Cin’de %30-50, Avrupa ve Kuzey
Amerika’da %50 gibi yiiksek oranlarda tercih edilisini siirdiirmektedir (12).

Bat1 toplumlarinda da baslayan ‘dogaya doniis’ akiminin etkisiyle bitkisel
trlinlerin kullanim1 oldukga popiiler hale gelerek yayginlagsmistir. Hatta gelismis
birgok iilkede insanlarin alternatif ya da tamamlayic1 tedavi metodlarindan en sik

bitkisel tirtinleri tercih ettikleri gosterilmistir (12).

Moringa oleifera, HayatAgaci’ veya ‘Mucize Agaci’, ‘Drumstick (Baget)
Agacr’, ‘Yaban turpu Agaci’ veya ‘Ben yagi Agact’ olarak da adlandirilabilen
oldukca biiyiik bir agagtir. Agacin yapraklari, baklalari, ¢igekleri gibi hemen hemen
tim boliimleri yenebilir veya geleneksel bitkisel ilag yapiminda kullanilabilir
ozelliktedir. Agacin neredeyse tiim boliimlerinin bu sekilde faydali olusu ona mucizevi
agag¢ olarak anilma serefine eristirmistir ki, hala yeni bilimsel kesiflerle yeni faydalar

ortaya ¢ikmaktadir (13).



Moringa oleifera’nin yapilan bir¢ok c¢alisma ile antiviral (14-16),
antibakteriyel (17), antioksidan (17-21), antienflamatuar (21, 22), antianjiogenik
(21), antiaterosklerotik (21), hipolipidemik (22) ve antihipertansif (23) etkileri
saptanmustir. Ayrica hepatoselliiler kanserde (16, 24), miyelomada (25), 16semide
(24), deri papillomagenezinde (18), kolon kanserinde (26) ve meme kanserinde (27)

antikanser etkileri gosterilmistir.

Biz de ¢alismamizda mevcut tedavi yontemlerine ragmen halen kiiratif
tedaviye ulasilamamis, mortalitesi oldukca yiiksek yeni tedavi arayislarinin stirdiigii
glioblastoma multiforme tedavilerine katki saglamay1 amagliyoruz. Tiimérogenez ve
metastaz siireclerinde hem glioblastom hem de birgok kanserde 6nemi kesfedilmis
Akt/FoxO3a/Bim apoptotik yolag: tizerinde Moringa oleifera’nin apoptotik etkisi

olup olmadigini arastirtyoruz.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Sinir Sistemi

Sinir sistemi viicudun i¢ ve digs uyaranlara karst uyum, tepki ve
koordinasyonunu saglayan en 6nemli sistemlerdendir. Anatomik olarak merkezi ve

periferik sinir sistemi olarak ikiye ayrilir (28).

Merkezi sinir sistemi kraniyal kavite i¢ginde korunan beyin, beyincik ile spinal

kanal igerisinde korunan spinal korddan olusur (28, 29).

Periferik sinir sistemi kraniyal, spinal, periferik sinirler, ganglionlar ile

Ozellesmis motor ve duyusal sinir sonlanmalarini kapsar (28).

Sinir sisteminin hiicresel boyutu incelendiginde noéronlar (sinir hiicreleri) ve
destek (glia) hiicrelerinden olusmustur. Noronlar sinir sisteminin fonksiyonel birimi
iken fonksiyonlarinin diizgiin bicimde yerine getirebilmeleri i¢in destek saglayan glia

hiicreleri ile mutlaka iletisim i¢inde olmalidirlar (28-30).

Noronlar, dig ortamdan ve diger hiicrelerden impulslar1 alarak uzantilari
aracilifiyla uyartyr elektriksel impuls olarak gonderme konusunda o6zellesmis
hiicrelerdir. Destek hiicreleri noronlara yakin yerlesimli ancak iletim yapmayan

hiicrelerdir. Bu hiicreler glia hiicreleri olarak adlandirilirlar (28).

2.1.1. Merkezi Sinir Sistemi Embriyolojisi ve Histolojisi

Sinir sistemi {i¢ erken embriyonik tabakadan biri olan ektoderm kokenlidir
(29). 3.haftanin baslarinda orta dorsal bolgede primitif diigiimiin 6niinde ektodermal
bir kalinlagma olan néral plak olusumu ile baglar daha sonra noral katlantilarin dis
kenarlar1 yiikselerek orta hatta birlesip noral tiipii olusturur (30). Bu kaynasma
servikal bolgede baglayarak hem sefalik hem de kaudal yonde ilerleme ile
gergeklesir. Kraniyal noéropor 25. giinde, kaudal noropor ise 28. giinde kapanana dek

noral tiip amniyon boslugu iligkisi korunacaktir (30).



Bu katlantilarin birleserek noral tiiplin iizerindeki epidermisi olusturacak yiizey
ektoderminden ayrilmasi ile noral krista hiicreleri olusur ki bu hiicreler de genis
alanlara yayilarak periferik sinir sistemi hiicrelerine ve diger bazi ndron disi

hiicrelere farklilasacaklardir (29).

Noral tiipiin olusumunu takiben sefalik ucunda 3 (li¢) dilatasyon bolgesi
olarak 3 primer beyin vezikiili olusur. Bunlar prosensefalon (6n beyin),

mezensefalon (orta beyin) ve rombensefalon (arka beyin) dur. (30, 31)

5. haftada primer beyin vezikiilleri 5 sekonder vezikiile farklanir. Bunlar
prosensefalondan gelisen telensefalon ve diensefalon, mezensefalon (aynen kalir),
rombensefalondan gelisen metensefalon ve myelensefalondur. Olusan her sekonder
vezikill gelisimin ileri evrelerinde beynin farkli birer pargasinin olusumuna
katilacaktir. Bu boliimiin altinda kalan ndral tiip kismindan ise spinal kord gelisir

(30).

3 Primary 5 Secondary Adult derivatives
vesicles vesicles of
Walls Cavities
Wall Cavity
Telencephalon e E:r:ﬁks);ileres Lateral ventricles
Forebrain
(prosencephalon) ——> Thalami, etc. Third ventricle*
Diencephalon
: - —> Midbrain Aqueduct
Midbrain
(mesencephalon) ———> Mesencephalon
Pons Upper part of
< fourth ventricle
Metencephalon Cerebellum
Hindbrain
(rhombencephalon) \ Medulla Lower part of
fourth ventricle

! hal 4
Myelencephalon Spinal cord

Sekil 2.1: Gelisim esnasinda 3 primer ve 5 sekonder beyin vezikiilii ile gelisen
yapilar (31).

Telensefalon serebral hemisferleri; diensefalon optik vezikiiller, talamus,
hipotalamus ve epifiz bezini; mezensefalon gérmeye ait anterior ve isitmeye ait
posterior kollikuluslar;; metensefalon serebellum ve ponsu; myelensefalon ise
medulla oblongatay1 olusturur. Asagiya dogru spinal kord liimeni yani diger adiyla

canalis centralis beyin vezikiilleri ile devamlilik halindedir (30, 31).



Hiicresel diizeyde incelendiginde noral tlipiin kapanmasinin ardindan noral
tip duvarmin doseyen ndroepitelyal hiicreler duvar boyunca ilerleyerek kalin bir
yalanct ¢ok katli epitel olusturur ki, bu da daha fazla noroepitelyal hiicre iiretimini
tetikleyerek  noroepitelyal tabakayr veya noroepitelyumu olusturur  (30).
Noroepitelyal hiicreler de boliinerek noroblastlar yani primitif sinir hiicrelerine
doniistirler. Bu hiicreler daha genis, yuvarlak niikleuslu, koyu niikleolusludurlar (28,
30). Gog hareketleri ve uzanti kazanma gibi farklanma evreleri ile polarite kazanmis

bipolar, multiploar gibi isimlendirilen noron olusumu gergeklesir (30, 31).
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Bipolar ot ' £/ =
naurobiast . i ; AL =S
I Sebriat oligodendroglia / 0
/7 ~N A
_ y Microghia
23 ,

Multipolar Protopiasmic Faorillar
naurobiast astrocyte astrocyta

Sekil 2.2: Merkezi noroglialarin gelisimi (30).

Sinir sisteminde noronlara fonksiyonel ve metabolik bir¢ok alanda desteklik
saglayan glia hiicreleri de bulunur (29). Memeli beyninde néronlardan on kat daha
fazla miktarda bulunan glial hiicreler néronlarin hayatta kalmalarini saglayacak

kadar degerli ve dnemlidirler (29).

Glial hiicreler noronlara olan yakin komsuluklari nedeniyle uzun siire sadece
fiziksel anlamda destekleyici olarak tanimlanmalarina ragmen yeni goriislere gore

noronlarin glial hiicrelere fonksiyonel olarak bagimli oldugu ortaya konmustur (28).

Bazi1 arastirmacilara gore glial hiicreler bag doku gorevi {iistlenirler ¢ilinkii
hem noron hiicre govdelerini hem de akson ve dendrit uzantilarini sararak noronlar

arasindaki boslugu kapatirlar (29).



Boylece noronal aktivite icin uygun ortam saglanabilmis olur. Bu destegin en 6nemli
kanitlarindan biri de embriyonik donemde gerceklesir (28, 30). Beyin gelisiminin
erken donemlerinde embriyonik glial hiicreler noéral tiip boyunca isinsal tarzda
uzanarak fiziksel bir iskelet gorevi yaparak ndronlarin beyindeki uygun yerlerine

dogru bir sekilde go¢ etmelerine onciiliik ederler.(28, 31)

Gliablastlar ilkel destek dokusu hiicreleridir. Noroblast iiretiminin durmasiyla
noroepitelyal hiicreler tarafindan noroepitelyumun tabakalarma go¢ edip

farklilasarak olusurlar (30, 31).

2.1.2. Merkezi Sinir Sistemindeki Glia Hiicreleri
Merkezi sinir sisteminde astrositler, oligodendrositler, mikrogliya ve ependim

hiicreleri olmak tizere 4 tip glia hiicresi bulunmaktadir ve bu hiicreler merkezi

noroglia olarak adlandirilirlar (28).

Astrosit

4
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avakciklar

Miyelinize ak

MRyolin:k: pendimal hiicreler

Oligodendrosit \Ventrikiil limeni

Mikroglia

Sekil 2.3: Merkezin sinir sisteminin glia hiicreleri (29).

2.1.2.1. Astrositler

Gliablastlarin noéroepitelyal tabakadan gogii ile olusurlar (30). Astrositler
Yunanca (astron, yildiz+kytos, hiicre) ‘yildiz sekilli hiicre’ anlamina gelir ve 2 (iki)
tipi tamimlanmustir (29). Fibroz astrositler daha az sayida ve daha uzun uzantilara

sahipken, protoplazmik astrosit daha ¢ok sayida ve dallanmis ancak daha kisa



uzantilart ile tanmir (28, 29, 32). Beyin tiimorlerinin biiyiik ¢ogunlugu fibroz
astrositlerden kaynaklanan astrositomalardir (29, 32). Astrositler morfolojik olarak
heterojenite gosteren merkezi sinir sistemi hiicrelerine fiziksel ve metabolik destek
saglayan hiicrelerdir (28). Merkezi sinir sisteminin en yaygm bulunan glial

hiicreleridir (29, 33).

Astrositler kan damarlariyla noronlar arasinda yerlesmis hiicrelerdir (29).
Perivaskiiler son ayaklariyla kapillerler ile noronlar arasinda metabolik denge
saglamak, embriyonik donemde farklilasan néronlarin hareket ve konumlarini
yonlendirmek, beyin zarlarin1 doseyen glial sinirlayict zar olarak da isimlendirilen
kan beyin bariyerinin yapisina katilmak, herhangi bir yaralanma ya da doku hasarini
nedbe dokusu ile kapatabilmek gibi gorevleri vardir (29, 32).

2.1.2.2. Oligodendrositler

Oligodendrositlerin kdkenleri bazi kaynaklara gore gliablastlar olarak
gosterilse de net bir ifade bulunmamaktadir (30, 31). Yunanca (oligos, kiiciik,
az+;dendron, agac;+kytos, hiicre) kelimelerinin birlesiminden olusmus her biri
yaprak gibidir ve yakinindaki aksonu sararak ¢ok sayida oligodendrosit tarafindan
miyelin kilif yapilir (28, 29). Oligodendrositler merkezi sinir sisteminde iletiyi

hizlandiracak miyelin kilif sentez ve devamliligint saglamada gorevlidir (28, 33).

Miyelin kilifin olusumu aksondaki elektriksel olarak yalitimini saglayarak
iletiyi hizlandirir (29). Yogun lipit igerikleri nedeniyle rutin histolojik boyalar ile
beyaz goriiniirler ve koyu, yuvarlak cekirdekleri ve bol miktarda golgi aygiti

icermelerinden dolay1 renksiz sitoplazmalari ile taninabilirler (29, 33).
2.1.2.3. Mikroglialar

Gelisimin ikinci yarisinda olustugu bilinen bir diger 6nemli destek hiicresi
tipi olan mikroglialar digerlerinden farkli olarak vaskiiler mezensimden yani
mezodermal makrofaj prekiirsorlerinden-spesifik olarak da kemik iligindeki
graniilosit/monosit progenitor (GMP) hiicelerinden- kdken alip néral tiipii infiltre

ederek CSF-1 (koloni situmiile edici faktor-1) etkisiyle prolifere olur ve ameboid



Ozellik gosteren, fagositoz yapabilme yetenekleri olan glia hiicreleri olarak

gelisimlerini tamamlarlar (28, 30).

Mikroglialar da diger glial hiicreler gibi en az noronlar kadar yaygin
bulunsalar da miktar olarak astrosit ve oligodendrositlere gore daha azdirlar (29).
Noral progenitor hiicrelerden degil, kan dolasimindaki monositlerden kdken alisi onu
makrofajlar ve antijen sunan hiicreler ile ayni ailenin bir iiyesi olarak tanimlatir (29,
33).

Hiicre ¢ekirdekleri rutin histolojik boyamada daha kiigiik, koyu renk
cekirdekleri ile aywrt edilseler de immunohistokimyasal olarak ©zel boyalarla

uzantilari da gosterilebilir (28, 29).
2.1.2.4. Ependim Hiicreleri

Noroepitelyal hiicreler spinal kordun canalis centralisini dosemek {izere
noroblast ve gliablast iiretimi tamamlandiktan sonra ependimal hiicrelere farklanirlar
(30). Ependim hiicreleri beyinde ventrikiiller ile spinal kordun santral kanalini
doseyerek destek olan kiibik prizmatik glial hiicrelerdir (28). Bu hiicrelerin apikal
uclar1 beyin omurilik sivisinin (BOS) hareketini saglamak iizere silyumlara ve

emilim gergeklestirmek {izere uzun mikrovilluslara sahiptir (29, 32).

2.2. Merkezi Sinir Sistemi Timorleri
2.2.1. Epidemiyoloji

GLOBOCAN diinyanin birgok iilkesinin kanser verilerini analiz eden, baslica
kanser tiirlerinin insidans, morbidite ve mortalite diizeyleri ile bunlarin birbirleriyle
karsilagtirmali sonuglarinin ortaya koyuldugu bir projedir. Son yayinlanan rapor
GLOBOCAN 2020’ye gore 2020 yilinda 19,3 milyon yeni kanser vakasi tespit
edilmis yaklasik 10 milyon kanserden 6liim rapor edilmistir. Bu veriler 1s181inda her 5
erkekten ya da kadindan birinin kansere yakalandigi, yakalananlardan da 8 erkekten

birinin ya da 11 kadindan birinin kanser nedeniyle 6ldiigii belirtilmistir (34).
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2020 yilina ait 36 kanser tiiriiniin insidans ve mortalite oranlarinda beyin
(sinir sistemi) tiimorleri %1,6 insidans orani ile 308.102 yeni vaka ve %2,5 mortalite

ile 251.329 6liim sayisina sahiptir (34).

Tirkiye’de ilk kez 1982 yilinda kanser, bildirimi zorunlu hastaliklar
kapsamina alinarak akabinde 1983 yilinda ‘Kanserle Savas Daire Baskanligr’
kurulmugtur. Kanser siklig1 aragtirmalar1 yapilan bu dénemde organa 6zgili kanser
sayilarinin ortaya ¢ikmasi ile kanserin iilkemizdeki profili ¢izilmistir (35, 36). Once
pasif sistem olarak baslayan ancak yeterince kaliteli ve verimli sonug¢ alinamamasi
nedeniyle 1992 yilinda aktif kayit sistemine gecilmistir. Pilot uygulama ‘Kanser
Kayit ve Insidans Projesi’ olarak izmir’de baslamis ardindan tiim iilkeye yayilarak
2013 yilinda 81 ilde aktif kanser kayit¢iligi baglamistir (1). Hatta veriler igin tamlik,
gegerlilik ve zamanindalilik ifadeleri de tamimlanarak veri kalitesi standardize

edilmistir (1).

Tablo 2-1. GLOBOCAN 2020 verileri ve Tiirkiye Birlesik Veri Taban1 Kanser Verilerinin
Yasa Gore Standardize Edilmis Cinsiyete Gore Insidans Hizlar (1).

Erkek* Kadin*
Diinya 2220 186,0
Bati Asya 198,3 162,3
Orta ve Dogu Avrupa 2938 220,9
ABD 400,9 333,2
Tiirkiye** 2592 187,0
*Yasa gére standardize edilmis iz 100.000 kiside ** Tiirkiye Birlesik Veri Tabam, 2017

2021 yilinda Tiirkiye Halk Sagligi Genel Midiirliigii tarafindan yayinlanan
Tirkiye 2017 kanser verileri Diinya’da Orta ve Dogu Avrupa verileri, Bat1 Asya
verileri ve ABD (Amerika Birlesik Devletleri)’nin son kanser verileri olan 2020 yili
LOBOCAN raporu verileri ile karsilastirilarak hazirlanan raporda Tiirkiye’deki
kanser insidansinin diinya insidansinin bir miktar tizerinde oldugu bulunmustur(1).
Ancak Orta ve Dogu Avrupa ile Amerika gibi gelismislik diizeyi yiiksek olan

tilkelerin kanser insidanslari, iilkemize gore daha da yiiksektir (34).
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Tablo 2-2. Tiirkiye’de yasa gore standardize edilmis kanser hizi (Tirkiye Kanser
Istastistikleri, Ankara, 2021)(1).
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2021 yilinda Halk Sagligi Genel Midiirligli tarafindan yayimlanan 2017
Tiirkiye Kanser Istatistikleri verilerine gore Tiirkiye’de yasa gore standardize edilmis
kanser hiz1 erkeklerde yiizbinde 259,2; kadinlarda yiizbinde 187,0’dir (Tablo 2-1,2-
2). Toplam kanser insidans1 180.288 kisi ile yiizbinde 223,1°dir(1).
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Sekil 2.4. Tiirkiye Birlesik Veri Taban1 2017 verilerine gére merkezi sinir sistemi
tiimorlerinin cinsiyete gore yasa standardize edilmis hizi (100.000°de) (1).

2013-2017 Tiurkiye Birlesik Veri Tabani verilerine gore; beyin, meninksler ve
merkezi sinir sistemi tlimorlerinin yasa gore standardize edilmis insidans hizlarini
gosteren grafikte de gorildigii lizere 2017 yilinda erkeklerde 100.000°de 5,7
kadinlarda ise 100.000’de 4,2 olarak bildirilmistir (Sekil 2-4).

Tiirkiye Birlesik Veri Tabani verilerine gore merkezi sinir sistemi tiimorleri
Tiirkiye’de erkeklerde en sik 80-84 yas araliginda %27,8 insidans ile, kadinlarda en
stk 75-79 yas arahiginda %I18,5 insidans ile gozlenmistir(1). Veriler
karsilagtirlldiginda erkeklerde daha ileri yaslarda ve daha yiiksek insidans ile
gorildiigli goze ¢arpmaktadir.

2.2.2. Giincel Tani ve Tedavi Yaklasimlar:

Merkezi sinir sistemi viicudun dis diinya ile iletisimini ve uyumunu saglayan
bir kontrol ve koordinasyon merkezidir. Merkezi sinir sistemi tiimorleri yerlestikleri
bolge bakimimdan kanser hiicrelerinin normal doku islevlerini bozmasiyla hem
fonksiyon kaybina yol acarak ciddi morbidite yaratirlar hem de tani, teshis ve tedavi
stirecleri zordur (4). Tiim malign merkezi sinir sistemi tiimorleri igerisinde bes yillik
sag kalim oranlar1 %34,4’tiir ancak bu oran tiimoriin histopatolojisine gore biiyiik

farklilik gosterir ki, pilositik astrositom gibi daha geng¢ yaslarda gozlenen tiimorler
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icin bes yillik sag kalim %94,2 iken genellikle yasli popiilasyonda gozlenen

glioblastoma multiforme i¢in maalesef %5,1°dir (5).

Glioblastom tanili hastalarda tedavi protokollerinin karsilagtirildigr bir
calismada hastalarin bagvuru semptomlarinin bas agrisi, ekstermitede giicsiizliik,
biling durumu degisikligi, bulanti- kusma, konsantrasyon bozuklugu, epileptik nébet,
ataksi, lriner inkontinans, gorme bozuklugu gibi sikayetler oldugu hatta bunlarin
%48,75’lik kisminin hastalar1 rahatsiz ederek hekime erken bagvurmay1 gerektirecek
diizeyde 1 aydan kisa siiredir, sadece %7,5’luk kisminin ise 3 aydan fazla var oldugu
gosterilmistir (37).

Hastalarda en sik gozlenen sikayet bas agrisidir. Schankin ve arkadaslarinin
2007 yilinda yaptig1 kesitsel bir aragtirmada hastalarda bas agrist prevelansit %60
olup %52’sinde tek semptom olarak bulunmustur (38). Ayrica hastalarda hem primer
hem de metastatik beyin tiimorti varhiginda bas agrisi semptomlarinin oldugu, tipik
olarak bifrontal olup ¢ogu zaman pozisyonel artabildigi, genellikle eslik eden
anormal norolojik muayene bulgulariyla beraber bulanti kusma gozlendigi ifade
edilmistir (39). Donuk tipte bas agrisi olan hastalar genellikle glioblastoma

multiforme ve meningiom tanisi almaktadir (38).

Sekil 2.5: GBM tanil1 52 yasinda kadin hasta, kontrastlt MRI

(Epileptik nobet ve sol hemiparezi sikayeti ile gelen hastanin kontrastli MRI 6n tanisi yiiksek dereceli
glioma, patolojik sonu¢ GBM. a. Nisan 2004 preop sag orta zonda tiimér. b. Temmuz 2004 postop,
GBM. Radyoterapi ve temozolomid kemoterapi kombine tedavi. c. Eylil 2004 TTF (Tumor
TreatmentField) tedavisi baglanmis, niiks sliphesi d. Haziran 2005 TTF tedavisi devam, niiks yok. e.
Agustos 2011 niiks yok (40).)

Semptomatik hastalarda goriintiileme yontemi olarak kontrastli bilgisayarlt
tomografi (BT) ve manyetik rezonans (MR) kullanilarak tiimoriin anatomik

lokalizasyonu yayginligi, tipi ve malignitesi belirlenebilir (41). Ayrica BT ve MR
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tedavi siirecinde stereotaksik biyopsi lokalizasyonu belirleme, rezeksiyon igin
yaklagim yeri belirleme, radyasyon ve deneysel birtakim terapétiklerin rehberlik
uygulanmasinda, tiimor regresyonu, radyasyon nekrozu varliginin tespiti gibi
tedaviye yanit degerlendirilmesinde de olduk¢a onemlidir (41). Pozitron Emisyon
tomografi ve MR spektroskopi tani siirecinde enflamatuar progesler ile karigikliga
sebebiyet verebileceginden birincil tan1 yontemi olarak kullanilmaz. Ancak timor
metabolizmasinin ve metastatik yayiliminin saptanmasinda degeri oldukca biiyiiktiir

(41).

Glioblastoma multiforme tanili hastalarin tedavi secenekleri cerrahi,
kemoterapi ve adjuvan radyoterapidir. Ancak mevcut tedavi protokolleri arasinda
genellikle yliz giildiiriicii sonuglar cerrahi rezeksiyonun ardindan Temozolomid
(TMZ) kemoterapétigi ile yapilan tedavidir (42). 2005 yilindan itibaren kullanilan
cerrahi rezeksiyonun ardindan Temozolamid (TMZ) konkomitan tedavisi (KonkT)
ile hastalarin median yasam siirelerinin 13-17 aya kadar c¢ikabildigi gézlemlenmistir

(42).

Temozolomid GBM tedavisinde birincil tedavinin bir pargasi olarak kabul
goérmiis ve uygulanmakta olan bir kemoterapotik ajandir (43) Ancak GBM’li
hastalarin ¢ogu muhtemelen tiimér biyolojisindeki heterojenite vb. nedenlerle
kemoterapétik ajanlara direng gelistirmistir. Tedaviye yanitsizlik mortalite oranlarini

onemli Olciideartirmaktadir(43, 44).

2009 yilinda tiimoriin yiiksek anjiogenez yapabilme oOzelligine yonelik
ABD’de hizlandirilmis Food and Drug Administration (FDA) onayr almis bir
antianjiojenik ajan olan Bevacizumab (BEV) ile Irinotecan (IRN)’in 6zellikle niiks

GBM vakalarinda umut vaad edici sonuglart oldugu ortaya konmustur.

Antianjiojenik Kombinasyon Terapi (AKT) adiyla anilan bu tedavi ile nilks GBM
tanili hastalarda 6 aylik progresyonsuz sagkalim %350 gibi yiiksek orandadir (42, 45).

Nikks GBM vakalar1 icin bir diger yeni yontem ise Novo-TTF
(TumourTreatmentFields) olarak tanimlanan tiimér alanina hastanin ekstra ve

intarkraniyal baglantili olarak yerlestirilen elektrotlarla orta frekansh elektrik dalga,
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pil prensibi ile ¢alisan tiimor hiicrelerinin anafaz telofaz siklus pargalarina etkiyerek
mitozu engelleyen bir tedavi segenegi olarak sunulmus, yine glioblastom i¢in FDA
onayr almistir (46). Klinisyenlere mevcut kanser tedavi protokolleriyle sinerjistik

etkisinin iyi olabilecegi ifade edilmistir (46).

2.2.3. Merkezi Sinir Sistemi Tiimorlerinin Siniflandirilmasi

Diinya c¢apinda ortak histopatolojik tani kriterleri ile tanisal yaklasimda
bulunabilmek adina birgok kanser tiirii i¢in de oldugu gibi merkezi sinir sistemi
timorlerinin tanist i¢in -belirli araliklarla giincellemeler ile WHO (World Health
Organisation) tani kilavuzlari yayilamistir. Tan1 kilavuzlari yillar igerisinde timor
patogenezindeki yeni kesiflerin de etkisiyle genisletilmistir. 1979 yilinda kilavuzda
sadece histopatolojik tanim kullanilirken 1993’te immnohistokimyasal analizler,
2000 yilinda genetik birtakim profiller, 2007 yilnda histopatolojik bazi tanimlamalar
eklenmistir (47, 48).

2007 yili ve daha onceki smiflandirmalarda oldugu gibi, ana kategorilerin
cogu, timdr hiicrelerinin histolojik kdkenine ve bunlarin gozlendigi alanlara
dayandirilmaktaydi (48). Hiicresel kaynaga gore ana gruplar glial, ndronal,
embriyonel, meningeal, mezenkimal, melanositik, lenfositik, histiyositik ve germ

hucreli timorlerdir.

WHO 2016 simiflamast yayinlanmadan once 2014 yilinda Uluslararasi
Noropatoloji Toplulugu (International Society of Neuropathology-ISN) hem tiimor
patogenezi iizerine yapilan molekiiler ¢aligmalarin artmasi hem de daha oOnceki
smiflamalarin artik yetersiz kalmasi nedeniyle yeni bir kitap¢ik yaymlamistir (49).
Bu kitapgikla birlikte tiimoriin histopatolojik 6zelliklerine ek olarak molekiiler

bilesenler de katilarak yeni bir tan1 sistemi Onerisi ortaya konmustur (47).

Tan1 ve tedavi siirecinde hizla gelisen molekiiler patolojiye yonelik
arastirmalar yeni bir siiflandirma yaklasimini ihtiya¢ haline getirmis ve WHO
(World Health Organisation) 117 katilimcinin ortak karari ile 2016 yilinda histoloji
ve molekiiler patolojiyi birlestirmeye dayali bir siniflandirma sistemi gelistirmistir

(47). 2016 yilinda yapilan bu siniflama ile histopatolojik tantya molekiiler profil
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tanimlanmasi eklenerek tan1 koyma sekli giincellenmistir. Bu yeni siniflama ile ilk
kez, tiimor siniflandirilmasinda histolojik yapr ile birlikte baz1 molekiiler belirtecler
beraber kullanilmistir (47). Glial tiimorler klinik pratikte WHO tarafindan da kabul
gordiigli gibi diistik ve yiiksek dereceli gliomlar olarak siniflandirilmislardir. Grade
I-1I diistik dereceli, III-IV yiiksek dereceli olarak tanimlanmistir (50). Astrositik,
oligodendroglial ve glioblastoma tiimoérleri tek bir baslik olarak ‘diffiiz glioma’
olarak birlestirilmistir. Diffliz astrositoma ve anaplastik astrositoma tanilarina

genetik siniflama eklenmistir.

2016 WHO sinflamasini1 yaymn siirecinde emegi gegen ISN (International
Societyof Neuropathologhy daha sonra da cIMPACT-NOW (the Consortium to
Inform Molecular and Practical Approaches to CNS Tumor Taxonomy)adialtinda

toplantilarla da verilerini makaleler seklinde yayinlamaya devam etmistir (51-56).

Bu nakaleler yeniliklerin noropatoloji, noéroonkoloji ve ndorosirurji
uzmanlarmin takip ve tedavide kullanabilmesi agisindan yol gosterici olmustur.
Bilimsel calismalar ile de ayn1 hizda desteklenerek bilime ve klinige ciddi katkilar
sunulmustur. CIMPACT-NOW’un ilk giincellemesi 2018 Ocak (52) aymnda
yapildiktan sonra bunu ayn1 yi1l Mart (57) ve Eyliil (53), 2019 Mart (54), 2020 Ocak
(55), 2020 Nisan (51), 2020 Haziran (56), 2021 Haziran (8) ve giincellemeleri

1zlemistir.

2018 Ocak giincellemesinde WHO 2016 siniflamasina gore molekiiler
degisikliklere karar verilemeyen ya da test sonuglarinda uyumsuzluk olan tiimorler
icin kullanilan NOS (Not otherwise specified-tanimlanmamus) ifadesi tanida zorluk
yasanan her durumda kullanilmaya baslayip klinik karmasaya sebebiyet verdigi i¢in
NOS (Not otherwise specified-tanimlanmamisg) ifadesinin artik sadece molekiiler
degisiklikler i¢in test yapilamayan durumlarda kullanilmak iizere sinirlandirilmus,
yeni ifade olarak NEC (Not elsewhere classified)’in ise gerekli molekiiler testler
yapilmasina karsin sonuglarin tani kilavuzu ile uyumsuz oldugu vakalari tanimlamak

tizere kullanilmasi onerilmistir (52).
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2018 Mart ayinda yapilan ikinci giincelleme ile WHO 2016 siniflamasinda
H3K27M mutasyonlu tiimorler igin orta hat gliomlarindan baska tiimdrler de
saptanabilecegi, ancak saptanmasi halinde tiimorii dogrudan grade 4 olarak
evrelendirmenin eksik veya yanlis olacagi ifade edilmistir. Ayrica diffiiz glial
tiimorler i¢in 6ncelikle IDH mutasyonunu arastirilmasi ancak ek olarak ATRX (X’e
bagli alfa-Talasemi) mutasyonuna ve 1p/19q kodelesyonuna da bakilarak;

saptanmalar1 halinde p53 mutasyonunun da arastirilmasi onerilmistir (57, 58).

2018 Eyliil ayinda yapilan giincelleme kapsaminda genellikle k&tii prognoz
ile seyreden bir tip olan gliom-1DH wild type terimi genisletilmesi 6nerilmistir (53).
Bu giincelleme ile gliom-IDH wild type i¢in WHO siniflamasina gére mitoz, nekroz,
vaskiiler proliferasyon ya da vaskiiler endotelyal proliferasyon varlig1 ya da yoklugu
ile gradelendirme profiline histopatolojik inceleme glioblastomay1 desteklese dahi
TERT (Telomeraz  Reverse  Transkriptaz)  mutasyonu, kromozom 7
kazanimi/kromozom 10 kaybi, EGFR (Epidemal Biiyiime Faktorii Reseptorii)
amplifikasyonu gibi ek profillere bakilmasinin gerekliligi ve varliklarinda taninin
‘Glioblastom molekiiler ozellikleri gosteren diffiiz glial tiimér, WHO derece IV

olarak giincellenmesi onerilmistir (53).

2019 Mart ayinda yapilan giincelleme cocukluk ¢agi diisiik dereceli diffiiz
glial tiimorlerinin erigkin tipleri ile farklari ve taniya yonelik farkli yaklasimlarin
izlenmesinin gerekliligi vurgulanmistir. IDH-wt pediatrik tipte IDH-wt/H3-wt; diffiiz
glial timorlerde MYB (MyeloBlastosis Prtooncogen Trancription Factor), MYBL1
(MYB Protooncogen Likel), FGFR (Fibroblast Growth Factor Receptor)
degisiklikleri ve BRAF (B-raf Protooncogen, Serine Threonine Kinase)
mutasyonunun aragtirilmasi, degisiklik saptanmamasi halinde KRAS (KRAS
Protooncogen, GTPase) mutasyonu, BRAF fiizyonu gibi diger MAPK (Mitogen
Activated Protein Kinase) yolagma ait molekiiler degisikliklere bakilmasi ve
bunlarin higbirinin olmamast durumunda taninin “’Diffiiz Astrositom, IDH-wt
(Isocitrate Dehydrogenase-wild type)’ yerine; ‘Diffiiz astrositom NEC (Not

Elsewhere Classified)’ olarak belirtilmesi dnerilmistir (54).
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2020 Ocak ayinda yapilan giincelleme yaygin astrositik gliomlar ig¢in
kullanilan diffiiz astrositom, anaplastik astrositom ve glioblastom terimlerin farkli
genetik ve klinik 6zellik gostermeleri nedeniyle IDH mutant ve daha ¢ok eriskinlerde
gbzlenip daha koétii prognozlu seyreden IDH- wt (59) alt gruplarinin daha net ayirim
ile tanimlanmasi Onerisi sunulmustur. Bu kapsamda IDH 1 ve 2 mutasyonu varligi,
histolojik 6zellik, mitotik aktivite, mikrovaskiiler proliferasyon, nekroz ve
CDKN2A/B (Cyclin Dependent Kinase Inhibitor 2A/B) homozigot delesyonu gibi
parametrelerin de beraber degerlendirilmesi Onerilerek derece 2,3 ve 4 taniminin

kullanilmasini 6nermistir (55).

2020 Haziran ayinda yapilan giincelleme ile ependimal tiimdlerin 2020
Haziran ayinda yapilan giincelleme ile ependimal tiimdlerin siiflandirilmasi igin
histolojik olarak tanimlamaya devam edilmesi, miksopapiller ependimom i¢in derece

2 atanabilecegi Onerilmistir (56).

2021 Haziran ayinda yapilan giincelleme ile yine ependimal tiimérlerin

smiflandirmasi ve isimlendirilmesinde bazi molekiiler belirtecler eklenmistir (56).

Nihayetinde c-IMPACT-NOW’un merkezi sinir sistemi tiimorleri
siniflandirmasina onerileri baz alinarak WHO tarafindan Haziran 2021°de yeni bir
smiflama yaymlanmistir. Bu yeni smiflamada isimlendirmeler basitlestirilmis,
yalnizca klinik kullanima sahip lokalizasyon, yas grubu, genetik degisiklikler gibi
bilgiler ile sadelestirilmistir (8). Romen rakamlar1 yerine Arap rakamlarinin
kullanilmaya baglanmig, net olunamayan durumlarda mutlaka bakilan gen
mutasyonlarinin  hem varliklari1 hem yokluklarmin belirtilmesi, NOS ve NEC
tanimlarinin  bilingli kullanimi, patologun histopatolojik tanimlamasinin dikkate

alinmasinin gerekliligi 6nerilmistir. (8).

Ayrica WHO 2021 smiflamasina gore yetiskin ve g¢ocuk gliomalarinin
birbirlerinden ayr1 degerlendirilmeleri gerektigi, Yyeni molekiiler yaklasimlarda
kesfedildigi iizere IDH-mutant ve IDH-wt olarak ayrilan gliomalar i¢in bakilmasi
Onerilen farkli mutasyonlar da tanimlanmistir. Gliomalarin %90’ 11 olusturup eriskin

popiilasyonu daha c¢ok etkileyen IDH-wt gliomalarda (59) TERT promotor
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mutasyonu, EGFR amplifikasyonu, kromozom 7 kazanimi/10 kaybi ozelligi ile
tanimlanmistir. IDH-mutant olan %10’luk kesim ise tek tip astrositom, IDH-mutant
olarak isimlendirilerek prognoz belirlenebilmesi agisindan CDKN2A/B homozigot
delesyon varligi ile histolojik olarak mikrovaskiiler proliferasyon ve nekroz bulgulari

olmasa dahi en kotii prognozlu derece 4 sinifina dahil edilmistir (8).

Gorildiigii iizere kanserin aktivasyonu, tiimoriin immiinolojik o6zellikleri,
timor olusumu icin altta yatan genetik yatkinliklarin stirekli ilerleyen bilim 15181nda
yeni bilgilerle ilerlemesi g6z Oniine alindiginda bilim ilerledik¢e daha nice umut
vaad eden yeni tam1 ve klinik tedavi yaklagimlarini iceren kilavuzlar yayinlanacagi

asikardir.
2.2.3.1. Glioblastoma Multiforme

Gliomlar, tiim merkezi sinir sistemi tiimorlerinin %80’ini olusturur, bunlarin
da %70 i astrositom, iclerinde en yaygm ise glioblastoma multiformedir (5).
Glioblastoma multiforme (GBM), ilk olarak 1863 yilinda Virchow tarafindan
tanimlanmistir ve glial orjinli olan bu tiimoér i¢in 1914 yilinda Mallory tarafindan
spongioblastoma multiform terimi kullanilmistir. Daha sonra 1929’da Bailey ve
Cushing bu terimi glioblastoma multiforme olarak degistirmistir. Glinlimiizde
glioblastom, glioblastome multiforme ile es anlamli olarak kullanilabilmektedir (60).
Glioblastome multiforme’nin c¢esitli genotiplerin varligi nedeniyle heterojen bir

histopatolojiye sahip olmasi multiforme ekiyle anilmasina sebep olmustur (61).

CBTRUS (The Central Brain Tumor Registry of the United States) Ekim
2021 raporlarmma gore glioblastoma en sik bildirilen merkezi sinir sistemi
histopatolojik paterni ve en yaygmn malign tiimordiir. Tim primer merkezi sinir
sistemi tiimdrlerinin %14,3’linli, primer beyin tiimorlerinin %49,1’ini olusturdugu
rapor edilmistir . Ayrica yagh eriskinlerde ve erkeklerde 1,6 kat daha yaygin oldugu,
hatta yasla birlikte insidansinin artarak en yiiksek oranlarda 75 ila 84 yas aralifinda
goriildigii ifade edilmistir (62). Gliomalar genellikle supra tentoryal yerlesimli olup
temporal, parietal, oksipital birka¢ lobu kapsayabilen oldukc¢a malign tiimorlerdir.

Gliomalarin da %58,4’1liik kismin1 glioblastomlar olusturur (62).
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Ancak yine ayni raporda yer alan medyan sag kalim oranlarinin
karsilagtirmasinda en yiiksek sag kalim orani ile oligodendroglioma (yaklasik 16 y1l),

en diisiik sag kalim orani ile glioblastom (8 ay) goze ¢arpmaktadir.
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Sekil 2.6. CBTRUS Statistical Report: Primary Brain and Other Central Nervous
System Tumors Diagnosed in the United States in 2014-2018.( October 2021) (62)

WHO tarafindan eski kilavuzlarda da evre 4 yani en kot prognozlu olarak
kabul edilen tiimor histolojik olarak pleomorfizm, belirgin niikleer atipi ve mitotik
indeks artisinin yaninda mikrovaskiiler proliferasyon ve nekroz da igermektedir.
Patolojik olarak belirgin mikrovaskiiler proliferasyon ve/veya nekroz varligi esas
tanisal igaretlerdir (6, 7). Yenilenen tani kilavuzlari kapsaminda bazi genetik profiller
desteklenerek tani portfoyii genisletilmistir (8). Tedavisi, mevcut cerrahi teknikteki
ilerlemeler, radyoterapi ve kemoterapideki bilimsel gelismelere ragmen kompleks ve
zordur(2). Bu tiimor konusunda uzun yillar i¢inde olusan biiyiikk bilgi birikimine
ragmen kiiratif tedavi mevcut tedavi seceneklerine gelisen ila¢ direnci, tlimoriin
genetik heterojenitesi gibi sebeplerden halen miimkiin degildir. Fakat teknik ve
teknolojik gelismeler ve molekiiler biyolojisini anlayarak hedefe yonelik yeni tedavi
secenekleri sayesinde tedavi her zamankinden daha iyi sekilde yapilabilmekte, hasta

sagkalimi ve hayat kalitesi yiiksek tutulabilmektedir (9, 10).



21

Glioblastoma tedavilerinde apoptoz mekanizmalar1 aydinlatilarak basari
saglanacagl disliniilmektedir. Bu nedenle molekiiler mekanizmalara ve hedefe

yonelik tedavi segeneklerinin arastirildigi birgok ¢aligma yapilmaktadir.

2.3. Forkheadbox Protein Ailesi

Forkheadbox (FOX-gatal bash kutu) simifi protein ailesi yapisi itibariyle ¢atal
baslt olarak tanimlanan bir transkripsiyon faktorii ailesi tyesidir. Adini ilk kez
tanimlandig1r ve kodladigi gen islevi olarak gozlenen ‘Drosophila melanogaster’ adi
verilen meyve sineginde ortaya ¢ikardig ‘¢atal bag’ embriyonik kafadan almaktadir (63,
64). ‘Drosophila melanogaster’ ile insan hastalik genleri karsilagtirildiginda, bilinen
insan hastalik genlerinin yaklagik olarak %77’lik kismi1 ortolog yani evrimsel siiregte

korunmus fonksiyonludur (46).

FOX transkripsiyon faktorleri 3 alfa sarmal ve 2 biiyiik halka ya da kanatlar
yapist igeren DNA baglanma bolgelerine sahip olmalari nedeniyle ‘winged helix’
transkripsiyon faktorleri olarak da adlandirilirlar. Evrimsel siiregte yiiksek derecede
korunmus olan bu ailenin tiyeleri 100 aminoasitlik bir DNA baglanma bdlgesi ile
transkripsiyonu diizenlerler. Forkhead box (FOX) proteinleri, hem gelisim hem de

erigkin hiicre homeostasisinde diizenleyicidirler(65).

FOX ailesinin FOXA’dan FOXS’ye 19 alt gruptan olusan 50 tiyesi vardir (63).
Bunlardan FOXA, FOXC, FOXM, FOXO, FOXP proteinleri 6zellikle onkojenik
aragtirmalarin hedefi molekiillerdir. Hatta bazi1 FOX proteinlerinin kanser tedavisinde
kullanilan kemoterapdtik ajanlara direng mekanizmalarinda da rol aldiklar,
transkripsiyonel olarak hem aktivator hem baskilayici islevleri ile epigenetik
faktorleri diizenledikleri bilinmektedir (63).
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Sekil 2.7: Forkhead Box Protein Ailesi (63).

cevaplar

FOX proteinleri degisen gevresel kosullara gore hiicre kaderini belirleyecek

verirler. Esas fonksiyonlari gen ekspresyonu igin transkripsiyon

aktivatorliigli yapmaktir ancak ayni zamanda transkripsiyon i¢in degisen kosullarda

baskilayici ya da sadece 6ncii molekiil gorevi gorebilirler (66).
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Diinya genelinde en yaygin hastaliklardan biri haline gelen kanserlerde de
transkripsiyon  faktorlerinin  birgcok kanserde uygun gen ekspresyonunu
saglayamayacak sekilde hasara ugradiklarinin kesfedilmesinden sonra transkripsiyon

faktorlerini diizenleyecek ajanlar yeni terapotik hedefler haline gelmistir (67).

2.3.1. FOXO Ailesi

Bu ailenin alt gruplarindan O sinif alt grubu catal basli kutu proteinleri yani
FOXO proteinleri o6zellikle hiicre i¢cin DNA hasar1 onarimi, reaktif oksijen
radikallerinin ortadan kaldirilmasi, hiicre dongiisii durdurucu, apoptoz gibi énemli
islevleri nedeniyle tiimor baskilayicilar olarak 6zelliklerini ve onemlerini evrimsel

stireg ilerlese de korumuslardir (63).

O alt sinift FOX alt aile tiyeleri 6zellikle kanser metabolizmas1 yoniinden en
iyi ¢alistlmig olanidir. Bu grubun iyeleri yaygin olarak viicutta bulunurlar. Ancak
tim memeli dokularinda g¢esitli oranlarda eksprese olan FOXO’lardan FOXO1
adipoz dokuda, FOXO3a beyinde, FOXO4 kalpte yiiksek oranda eksprese edilir (65).
Forkhead box O protein ailesi omurgasizlarda DAF-16, Drosophila melanogastrer
meyve sinegi tiirlinde dFOXO olmak tizere tek iiyeli, memelilerde FOXO1, FOXO03,
FOXO04 ve FOXO6 olmak iizere 4 lyelidir. Hiicresel sinyal yolaklarindaki yiiksek
benzerlik nedeniyle Drosophila insan hastaliklar1 ile ilgili gen calismalarinda en
yaygin kullanilan tiirlerden biridir (68). Ornegin; hem biiyiime hem de metabolizma
diizenlenmesinde onemli bir sinyal yolagi olan insiilin-insiilin benzeri biiyiime
faktori 1(IGF-1) ortolog alanlardan biridir. Bu yolagin akis semasi memelilerde 4
tiye FOXO ile temsil edilirken Drosophila’da dFOXO olarak adlandirilan tek iiye ile
temsil edilir. Drosophila’daki arastirmalar FOXO transkripsiyon faktorlerinin
insiilin-IGF 1 sinyal yolagini nasil diizenledigi molekiiler mekanizmalar1 ile
aydinlatmada kritik bir yere sahiptir (68). Omurgasizlardaki karsilik olan DAF-
16’nin insiilin/PI3K/Akt sinyal yolag: iligkisi de daha sonra memelilerde yapilan
calisma sonucu kesfedilmistir (66).

“O” alt grubunun FOXO1, FOX03, FOX04 ve FOXO06 olmak {izere 4 {iyesi
vardir. FOXO ailesinin 3 iiyesi FOXO01, FOXO3, FOXO4 ilk olarak bazi insan

timorlerindeki kromozomal translokasyonlarda saptanmislardir. Bu da FOXO aile
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tiyelerinin bazi tiimorlerin molekiiler patogenezinde kritik rolii oldugunu gostermektedir
(66). FOX0O1, FOX03 ve FOXO04 rabdomyosarkom ve AML insan kanserlerinde
saptanmis proteinlerdir. FOXO5, FOXO3iin baliklardaki ortologudur (66). FOX02
ile FOXO3 daha ¢ok da FOXO3b ile yani islev olarak pasif gen olarak ifade edilen

psddogen olan alt tiirii ile yapisal benzerlik gosterir (66).

FOXO transkripsiyon faktorleri, hiicresel homeostazisin diizenlenmesi ve
antitimoral etkinlikleri olan bir protein ailesidir. Yapilan yeni calismalar kanserli
hiicre 6liimiinii tetikleme, hiicre dongiisiinii duraklatma gibi kritik islevlerinin yam
sira kanser hiicrelerinin metabolizmalarini da diizenledigini ortaya koymustur (63).
Homeostazisin saglanmasi hem hiicre i¢i hem de hiicre dis1 ortamdaki degisikliklerin
algilanarak bunlara uygun metabolik yanitin diizenlenmesi ile miimkiindiir. Geligmis
canlilarda degisen fizyolojik kosullarda homeostazisin korunmasi ve basaril
adaptasyon siireci i¢in transkripsiyon faktorlerinin canlidaki gen ekspresyonunu

kontrol etmesi ile hiicrelerin bir nevi kaderleri belirlenir (63, 69).

Birgok calisma FOXO ekspresyonu ile kanser metastazi arasinda baglanti
kesfetmistir (65). Metastaz agisindan kritik rol oynayan mekanizmalardan biri olan
EMT (Epitelial Mesenchymal Transition) siirecidir. Bu siireci tetikledigi ile ilgili
bulgular elde edilen siRNA ile FOXO1 geni susturulan hepatoselliiler karsinomda
metastatik EMT gecisinin gozlenmesi ile desteklenmistir (70). Ayrica metastatik
stireclerde onem kazanan yeni damar olusumu olarak tanimlanan anjiogenezde
FOXOI1 ve 3’iin susturulmasinin anjiogenez artirict yonlerinden de bahsedilmistir
(65).

FOXO ailesinin bir¢ok metabolik yolakta onemli rolleri vardir. FOXO
uyarimimin en bilinenlerinden biri insiiliin/IGF-1 uyarimina cevaben Akt

fosforilasyonudur (68).

Siireg daha sonra proapoptotik Bcl-2 ailesi iiyesi Bim ve apoptoz lehine
gidebilir ya da Gl ve G2 hiicre dongiisii fazlarin1 p27Kipl gibi GADDA45
(GrowthArrestandDNADamage 45) gibi proteinlerin ekspresyonu ile durdurma
lehine ilerleyebilir (66).
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Bir¢ok yonii hala kesfedilmeye devam etse de FOXO ailesinin uzun yasam ile

iliskilendirilmis ve 6zellikle omurgasizlarda ve Drosophila’da bu yonii kanitlanmigtir
(66).

2.3.1.1. FOXO3a

FOXO03a 71k Da agirliginda bir transkripsiyon faktoridiir. 5 alan igerir.
Bunlar:
1.FKH: ForkHeadDomain (Catal basli kanatli sarmal doniis ve sarmal DNA

baglanma alani)
2&3.NLS: NuclearLocationSequence (NiikleerLokalizasyonDizisi)
4. NES: Nuclear Export Sequence (NiikleerEksportDizisi)

5.TAD: C-Terminal Transaktivasyon Alani

NLS NLS NES
; I G —
DNA Binding Transactivation

Sekil 2.8: FOXO3a yapist (71).
Bolgelerin islevleri kisaca soyle ifade edilebilir:

v" FKH, FOXO3a ve DNA arasindaki etkilesiminden sorumlu.

v TAD, hedef genin transaktivasyonu i¢in 6nemli.

v NLS, FOXO3a’nin sitoplazmadan c¢ekirdege translokasyonu i¢in
onemli.

v NES, FOXO3a’nin ¢ekirdekten sitoplazmaya translokasyon ig¢in

Onemli.

FOXO3a inaktivasyonu ya da susturulmasi tiimorogeneze karsi korunmada

belirgin azalma davranisi ile sonuglanir(71).
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2.4. Glioblastomada Baz1 Genetik Hedefler

Glioblastoma multiforme heterojenitesi yiiksek bu nedenle genetik olarak
birden fazla hedef igeren bir tiimérdiir. Timoriin genetik yapisinin anlagilmasi

hedefe yonelik tedavi segeneklerinin gelistirilmesine katki saglayacaktir (61).

ABD’de yasa gore standardize edilmis genel glioblastoma insidansi
3,22/100.00 kisidir (72). Daha ¢ok erkek ve ileri yas popiilasyonunda saptanir.
Glioblastoma gelisimi i¢in bas ve boyuna iyonize radyasyon maruziyetinin risk
artirici, atopik hastaligin ise koruyucu bir faktér oldugu bir¢ok bagimsiz ¢aligmada
tartisilmistir (72).

Glioblastom tanisinda yeni bakis agisi profillerinde hastalarin benzer
histolojik yapiya ragmen prognozlarindaki ve timoér davranigindaki farkliliklar akla
genetik heterojeniteyi bir kez daha getirmistir. Bu kapsamda IDH mutasyonunun
yoklugu, TERT mutasyonu, kromozom 7 kazanimi/kromozom 10 kaybi, EGFR
amplifikasyonu histolojik inceleme WHO derece 2 ya da 3 kriterlerini karsilasa da
derece 4 e yiikseltebilir ve klinisyene genotipe yonelik tedavi gelistirme firsati
sunabilir (8).

GLIOBLASTOM
MOLEKULER OZELLIKLERI

*|DH mutasyon
aragormass DERECE IV

(IDH wt gliom)

Difdz glial timaor

e ———

1o mc‘:l(x::‘r: UL . oo ve 53 IHiCs: | — |Efc'|; FR
amplifiasyonu

——

.

IDH mutant, ATRX wild TERT
type, p53 negatif ':f'/”;“m'.:d"’““‘ - P

gliom mutasyonu

.

e —

IDH mutant, 1p/19q Kromozom 7+

kodelesyoniu hioed
OLIGODENDROGLIOM Kromozom 10—
sl

Sekil 2.9. Glioblastom molekiiler patolojik yaklasim semasi (73).
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2.4.1. izositrat Dehidrogenaz Mutasyonu

Izositrat dehidrogenaz (IDH) 1 ve 2 enzimindeki mutasyonlar insanda
merkezi sinir sistemi kanserlerinde gozlenen 6nemli bir mutasyondur (74). IDH
enziminin mutasyona ugramasi ile izositratin alfa keto glutarata doniistiiriiime
stirecinde Kkatalizleyici gorevini yerine getirememesine neden olur. Enzim
yapisindaki aminoasit adlandirma konumu itibariyle (Argininel32Histidin) (R132H)
lokasyonundaki mutasyon sonucu kanserojenik metabolit olan 2-hidroksiglutaratin
(2-HG) artis1 ile sonuglanir (74). 2-HG, IDH mutant gliomlarda artmis seviyelerinin
destekledigi tizere protoonkogen ekspresyonunu artirarak insan astrositlerinde
proliferasyonu artirirlar (75). WHO siniflamasina gore sekonder gelisen gliomlar
IDH mutant, de novo gelisenlerse IDH -wild type olarak isimlendirilir. IDH-wt daha
stk ve daha ¢ok eriskinlerde goriilen siklikla yash popiilasyonu etkileyen daha kotii
prognozlu tip olarak bilinir (59).

2020 Ocak ayinda yapilmis c-IMPACT-NOW giincellemesinde de
bahsedildigi tizere IDH muatsyonu glioblastomlar i¢in olduk¢a énemli bir yer tutar.
Molekiiler hedeflerin tani kilavuzlarina eklendigi yakin ge¢mis i¢in glioblastom
patofizyolojisinde ©nemli yolaklardan biri olan PI3K/Akt/FOXO3a yolagindan
FOXO ve IDH mutasyonunun hiicre akibetindeki rolleri arastirilmistir (76).

2.4.2. TERT Promotor Mutasyonu

Kanser hiicreleri gibi kontrolsiiz aktif olarak biiyliyen hiicreler telomerlerini
ve telomerlerini uzatacak olan telomeraz aktivitelerini korumak zorundadirlar (77).
Tiimorlerde telomerin korunmasindan sorumlu bazi genetik mekanizmalardan biri de
ATRX mutasyonu ve TERT promotor mutasyonudur. ATRX proteininin islev kayb1
bazi tiimorlerde hiicreleri alternatif telomer uzatma (ALT) yolaklarina iterken TERT
promotor mutasyonunda telomeraz aktivitesinin reverse transkripsiyon mekanizmasi
ile ekspresyonu artar (78). Melanom, liposarkom, hepatoselliiler Kkarsinom,
medullablastom ve yliksek dereceli gliomlarda TERT mutasyonu tespit edilmistir.
ATRX ve TERT promotor mutasyonlar1 hem erigkin hem pediatrik popiilasyonda
gozlenen yiiksek dereceli astrositomlarla yaygimdir (77, 78).
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2.4.3. EGFR Amplifikasyonu

IDH-wt i¢in histolojik olarak mitoz, nekroz, vaskiiler ya da endotelyal
proliferasyon gibi ozelliklere bakilmaksizin EGFR mutasyonunun varligi taniyi
Glioblastom molekiiler 6zellikleri gosteren diffiiz glial tiimor, WHO derece 4 olarak
giincelleten EGFR amplifikasyonu (53), primer glioblastomlar i¢in EGFR iliskili
hiicresel yolaklardaki degisiklikler ile timor biiyiimesini ve migrasyonunu

anjiogenezi artiran oldukga yaygin genetik degisikliklerden biridir(79).

2.4.4. Kromozom 7+/10-

IDH mutasyonunun yoklugunda, TERT mutasyonu, kromozom 7
kazanimi/kromozom 10 kaybi profillerini birliktelik ve hasta yasam beklentissi
acisindan degerlendirilen bir ¢alismada kromozom 7 kazanimi/kromozom 10 kaybi
olan profilin daha kétii prognozlu ve daha mortal seyrettigi ancak vakalarin bir
cogunda TERTp mutasyonu saptanmig olsa da tek basina kromozom 7
kazanimi/kromozom 10 kaybinin anlamli sonuglar vermedigi, iki profilin beraber

degerlendirilmesinin daha dogru sonuglar verecegi ifade edilmistir (80).

2.5. Akt/Foxo3a /Bim Yolag

Birgok sinyal yolagi gibi PI3K/Akt FOXO’larin hiicre i¢i lokalizasyonlarini
diizenleyerek tlimorojenez mekanizmalarina etkir. Aktive edilmis bu yolak ile kanser

gelistigi, diizenleyici mekanizma olarak da FOXO’lar kesfedilmistir(81).

Hiicreler i¢in biliylime faktorii olarak diizenlenen PI3K-Akt sinyal yolag:

kanser hiicrelerinde bozulan 6nemli yolaklardan biridir (82).

Hiicreler i¢in DNA hasari, besin ve enerji yetersizligi, iskemi, reaktif oksijen
radikallerinin olusumu, yaslanma vb. stres faktorlerine cevaben olusturulan hayatta
kalma faktorleri mevcuttur. Bunlar stres durumunda serin/treonin kinaz Akt’yi
fosforilleyip aktive ederek siireci hiicre icin apoptoz lehine ilerletir. Bunu
fosforilasyon ile transkripsiyon faktorlerinin lokasyonlarini degistirip aktivasyonunu

etkileyerek yaparlar (83).
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Bim apoptotik geninin transkripsiyonu stres kosullarinin olmadigi ortamda
biiyiime faktorleri ve sitokinler tarafindan baskilanir. Hiicrede biiyiime faktorleri
ortamdan c¢ekildiginde ya da hiicresel stres durumunda Bim, FOXO3a tarafindan

uyarilir (84).

Cytoplasm Multi-Ub chains o

({3
Amino acids @ y FOXO3a \4
S : FOX
0% & 6‘ 0XO3a
o L] &,
14-3-3

Phosphorylation by PKB,
ERK, SGK, IKKp)

FOXO3a
Nucleus
FOXO3a m m

N T~

Apoptosis Proliferation Cell cycle DNA damage Survival

Sekil 2.10: Akt(PKB)/FOXO3/Bim yolagi (71).

FOXO transkripsiyon faktorleri posttranslasyonel modifikasyona ugrarken
fosforilasyon, asetilasyon, metilasyon, ubikutinasyon gibi kovalent modifikasyonlara
ugrarlar. Bu modifikasyonlar sayesinde FOXO aktivitesi aktive ya da inhibe olabilir.
Bunlardan FOXO transkripsiyon faktorlerinin fosforilasyonu serin/treonin kinaz gibi

protein kinazlar tarafindan diizenlenir. (85).

Brunet ve arkadaslarinin yaptigt calismada FOXO3a’nin direkt Akt
fosforilasyonunun hedefi oldugu gosterilmistir. FOXO3a hiicrenin stres faktorlerine
cevap olarak ¢ekirdek lokalizasyonunda kalarak hiicreyi koruyacak apoptoz siirecini
baslatacak siiregleri tetikler. Biiylime faktorleri Akt’ye bagl fosforilasyonu ve
FOX0O3a  fonksiyonunu inaktivasyonunu  tetikleyerek  apopitotik  gen

transkripsiyonunu baskilayarak hiicre sag kalimini destekler (83).



30

FOXO ailesinin bir¢ok metabolik yolakta O6nemli rolleri vardir. FOXO
uyariminin  en bilinenlerinden biri insiilin/IGF-1 uyarimina cevaben Akt

fosforilasyonudur (68).

Akt fosforilasyonu ile g¢ekirdekten sitoplazmaya gecen FOXO3a’ya bagl
transkripsiyon bloke olup Bim apoptotik cevabini engelleyerek serebellar ndronlarin

hayatta kalmasi1 desteklenir (86).

Hiicrede Akt fosforillendiginde, sitoplazmada FOXO3a transkripsiyon
faktorlinlin gen ekspresyonu artar. Sitoplazmik lokasyonun dogurdugu sonug
apopptozun inhibisyonu ve hasarli, stres altindaki hiicre icin tliimérogenez ve
metastaz gibi kotii sonuglara sebep olur. Ancak Akt defosforile halde kalirsa
FOXO3a da niikleer lokalizasyonda kalarak apoptotik gen olan Bim indiiksiyonu ile
apoptozu tetikleyebilecek gereken hiicresel yanit olusturulabilmis olacaktir.
Sitoplazmada artan FOXO3a ekspresyonu tiimorogenezde apoptoz inhibisyonuna yol

actigindan kot prognoz ile iliskilendirilmistir (11, 83).

FOXO’lar PI3K/Akt sinyal yolaginin inhibisyonu iizerinde tiimdr supresor
etki ortaya ¢ikarirlar. Fosforilasyon gergeklestiginde FOXO’lar ¢ekirdek disina yani
sitoplazmaya ¢ikar ve inaktiflesir bu da transkripsiyon faktorlerin inhibisyonuna yol
acar. Bu nedenle FOXO’larin niikleer lokalizasyonu, proliferasyon diizenleme

gorevleri agisindan gereklidir (83).

2.4.1. Glioblastoma’da Akt/FOXO3a/Bim Yolag iliskisi

Glioblastomanin tedavi direnci ve metastaz ozelliklerinden sorumlu tutulan
glioma kok hiicreleri (GSC) kendilerini yenileme yetenekleri ve kemoterapotik
direncinden sorumlu tutulan BMP4 sekresyonlari ile tanmirlar. Ciechomska ve
arkadaglarinin 2020 yilinda yapitiklar1 kemoterapdtiklere (6zellikle TMZ) direng
gosteren timor tiplerinde saptanmis olan EGFR gen ekspresyonu yapan glioblastoma
hiicre hatlar ile yapilan ¢alismada, EGFR geninin farkli ekspresyon seviyelerinde
GSC’lerin tedavilere farkli tepkiler verdikleri gosterilmistir. Ancak EGFR gen
ekspresyonu diisiikk hiicreler BMP4 ekspresyonu ile GSC doniisiimii gdstererek

kemoterap6tik direnci kazansa da hiicrelerin proliferasyon asamasinda G1’de
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durduklar1 gosterilmistir. EGFR gen ekspresyonu yiliksek hiicrelerde ise BMP4
kaynakli GSC dontigiimii gostererek kemoterapotik direng kazansalar dahi apopptotik
kontroliin Akt/FOXO3a/Bim yolagi {izerinden kontrol edildigi kesfedilmistir (73,
87).

Cyclopamine ~ EGFR _
Shh overexpression

NS

Notch

Self-
. ' renewal / /
. Gliomagenesis Differentiation
0% @~
p-Catenin BMPs
+ T+ \GreM1n1
EGER Aberrant Wnt
activation

Sekil 2.11: BMP4  gliomatogenezin  6nemli  inhibitér  diizenleyici
mekanizmalarindandir (73).

MikroRNA (miRNA) mRNA yikimini1 aktive ederek ya da translasyon
baskilayici olarak posttranskripsiyonel diizeyde gen ekspresyonlarinin negatif yonde
diizenleniminde kullanilan kisa tek sarmalli spesifik protein kodlamayan RNA

molekiilleridir (88).

Insan astrositom ve glioblastomlarinda tiimor baskilayict olarak bilinen
microRNA-370 (mi-R370) ekspresyon seviyesi olduk¢a azdir. Hatta derece 3 ve 4
tiimorlerde 1 ve 2’ye gére daha da az oldugu kesfedilmistir. 2018 yilinda yapilan bir
calisma ile miR-370 transfeksiyonu yapilan U 87 ve U 251 insan glioblastoma hiicre
hatlarinda proliferasyon engellenebilmistir (89). Siirecin molekiiler ydnden
aydinlatilmas1 i¢in beta katenin ve niikleer FOXO3a seviyeleri agisindan
degerlendirildiginde, miR-370 transfeksiyonunun beta katenin seviyesi ile negatif

korelasyon gosterdigi ancak niikleer FOXO3a aktivasyonu iizerinden glioblastom
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hiicre proliferasyonunu inhibe ettigi gosterilmistir. Yani miR-370 seviyesinin azligi
beta katenin fazlalig1 ile benzer sekilde gliomatogenezisi uyarir. Ancak FOXO3a’nin
niikleer lokalizasyonda kalis1 glioblastom hiicre hatlarinda proliferasyonunu inhibe

ettigi ifade edilmistir (73, 89).

Sfingokinazl (SPHK 1) insan SPHKI1 geni tarafindan kodlanan gliomalarda
yiiksek ekspresyon seviyesine sahip ve hiicre proliferasyonunu tetikleyici apoptoz
direnci gibi islevleri nedeniyle onkojenik bir enzimdir (90, 91). Glioma hiicrelerinde
artan SPHK1 ekspresyonunun Akt’nin fosforile olarak FOXO3a’nin fosforile
inaktivasyonuna ve sonu¢ olarak Bim’in asagi regiilasyonuna neden oldugu ortaya
konmustur. Ayni ¢alismada yapilan Western Blot analizinde SPHK1 ekspresyonunun
az oldugu hiicrelerde niikleer FOXO3a ekspresyonunun arttigi ancak toplam
FOXO3a ekspresyon seviyesinin degismedigi saptanmistir. Destekler sekilde RT-
PCR analizinde FOXO3a’nin traskripsiyonel diizeyi de degismemistir (92). FOXO3a
‘nin Akt fosforilasyonu ile niikleer lokalizasyondan ihrag¢ edilen FOXO3a ile
Akt/FOXO3a/Bim yolaginda SPHK 1’in onkolojik etki adi altinda antiapoptotik
stirece hizmet eden bir enzim oldugu bu yolak tizerinden de ortaya konmustur (91,
92).

Caffeine (1, 3, 7 trimethylxanthine) ile U251 insan glioblastoma hiicre
hatlarinda  yapilan bir c¢alismada deney grubunda FOXO1’in niikleer
translokasyonunu indiikledigi ve hem FOXOI’in hem de Bim ekspresyonunu

Western Blot analizi ile de gosterildigi tizere artirdig1 saptanmustir (93).

Lipid distriicii ilaglar olarak giiniimiizde yaygmn olarak kullanilan
fenofibratlar ile glioblastoma hiicre hatlar1 iizerinde yapilan bir ¢alismada hipotez
fenofibratlarin metabolik siireci glikolizden yag asidi oksidasyonuna kaydirmasi ve
glikolize bagimli glioblastoma hiicrelerinin zayif metabolik noktalarindan yaklagmak
tizerine kurulmustur. 25 uM fenofibrat uygulanan glioblastoma hiicrelerinde
proliferasyon inhibisyonu gozlenirken 50 uM fenofibrat uygulanan grupta ciddi bir
apoptoz gdzlenmistir. Apoptotik etkinin de FOXO3a’nin niikleer birikimi ve
tetiklenen Bim aktivasyonu {iizerinden gergeklestigi saptanmistir. FOXO3a’nin

siRNA ile inhibisyonunda glioblastom hiicre hatlarinda fenofibrat kaynakli apoptoz
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etkisinin zayifladigi gozlenmistir. Bu da glioblastoma tedavisinde kullanilan

fenofibratin etki yolaginin FOXO3a {izerinden gergeklestigini desteklemistir. (94).

Epimedeum koreanumdan iiretilen aktif flavonoid bir bilesik olan Icariside II
bitki Oziitii ile yapilan bir ¢alismada Icariside II'nin glioblastom hiicre hatlarinda
Akt’nin fosforilasyon ile aktivasyonunu baskilayarak FOXO3a’nin sitoplazmadan
niikleer translokasyona geg¢isini destekledigi ifade edilmistir. Ayrica CFA (Coloni
Formation Assay) deneylerinde gozlenen hiicre proliferasyonu azalisi hem Western
Blot analizinde G1/S gegisi i¢in 6nemli cyclin D azalis1 ile hem de apoptotik yolaga
gidis gostergelerinden sitokrom c, parcalanmis caspase 3 seviyelerinin artist ile

desteklenmis, siirecin apoptoz lehine ilerledigi gosterilmistir (95).

2.6. Kanser Tedavisinde Fitoterapotik Ajan Kullanimi

Yunanca (phytos, bitki+therapy, tedavi) kokenli ‘fitoterapi’ kelimesi

bitkilerin tedavi amagli kullanilmasi ile ilgilenen bir bilim dalidir.

Insanoglunun bitkilerden ila¢ olarak yararlandiklar1 Yontma Tas Devri’nde
Anadolu mezarlarinda bulunmus bitki kalintilarinin da destekledigi iizere insanligin
var olusuna kadar dayanmaktadir (96). Iklimsel dzellikleri agisindan birgok bitkinin
yetistigi Hindistan’da ‘Ayurveda Tibb1’ olarak gilinlimiize kadar gelmis fitoterapdtik

uygulamalar vardir (96).

Bitkiler ile tedavi alaninda 6nemli uygulamalari bilinen bir diger 6nemli iSim
tibbin babasi sayilan Hippokrat’tir, Atina’daki bahgesinde bitki yetistirerek ¢esitli
tibbi tedaviler uyguladig: bilinmektedir (96). Kendi ¢agini ve daha sonraki yiizyillart
da etkilemis bir diger 6nemli isim Adana civarinda yasamis Dioscorides’tir (97).
Farabi, Biruni, Ibn-i Baytar, ibn-i Sina gibi biiyiik islam alimleri de bitkilerle tibbi
tedaviye onemli katkilar sunmuslardir (96, 97). Teknoloji ve kimyanin bu kadar
gelismedigi o donemlerde bitkilerin yaprak, meyve, tohum, kok gibi kisimlar1 direkt
kullanilmis ya da cesitli formiiller seklinde hazirlanarak damla, losyon, krem,

pomatlar ile tedavi yapilmaya ¢alisilmistir (96, 98).
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Yiizyillardir bitkiler ile tedavi yontemleri uygulansa da fitoterapi terimi ilk
kez Fransiz hekim Henri Leclerc (1870-1955) tarfindan kullanilmistir. Ayn1 sekilde
bitkilerin ¢esitli kisimlarinin direkt ya da bitki ¢aylar1 da dahil olmak tizere gesitli

formlarda tedavi i¢in kullanilacak miistahzar haline getirilmis hallerini tanimlar (98).

WHO’ya gore bitkisel kaynakli ilag kullanimi ozellikle gelismekte olan
tilkeler basta olmak tizere drnegin Afrika’da %80, Cin’de %30-50, Avrupa ve Kuzey
Amerika’da %50 gibi yiiksek oranlarda tercih edilmektedir (12).

Bati toplumlarinda da baslayan ‘dogaya doniis’ akiminin etkisiyle bitkisel
tiriinlerin kullanim1 oldukca popiiler hale gelerek yayginlagmistir. Hatta gelismis
birgok iilkede insanlarin alternatif ya da tamamlayic1 tedavi metodlarindan en sik

bitkisel iiriinleri tercih ettikleri gosterilmistir (12).

Newman ve Cragg tarafindan ilaglarin kaynagi olarak kullanilan dogal
bitkisel tedavi edici (fitoterapétik) ajanlar Ocak 1981°den Eyliil 2019°a kadarki son
giincellemenin yapildigi Mart 2020 yayimni ile birlikte farkli araliklarla 1997, 2003,
2007, 2012, 2016°da giincellemeleri ile 6. kez yayinlanmistir (99).

Modern tip ile bitkisel tibbin biitiinlesebilmesi icin kullanilan bitkisel
tirlinlerin etkin bilesenlerinin belirlenerek standardize edilmesi ve Kkalite ve

giivenilirliginden emin olunmasi olduk¢a 6nemlidir (100).

Tibbi kullanimi olan bir¢ok bitkisel ajani etkinliginin, akut ve kronik
toksisitesinin, doz araliklarinin net bir sekilde ifade edilebilmesi i¢in daha ¢ok

bilimsel veri ve ¢alismaya ihtiyag¢ vardir (100).

Bitkisel ajanlarin dogal olduklar1 i¢in giivenilir olduklar1 kanis1 maalesef
yanlistir ve faydalar1 oldugu kadar toksik, karsinojenik, mutajenik etkileri oldugu

gosterilmistir (100).

MCF-7 insan meme kanseri hiicreleri iizerinde yapilan bir caligmada
Glycrhizza glabra’ (meyan kokii) dan elde edilen bitkisel 6ziit (GRA) ile apoptotik

aktivitenin artirthp artirilmadigr arastirilmistir. GRA’nin, MCF-7 insan meme
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kanseri hiicrelerinde apoptoz artis1 yaptigi ortaya koyularak antitiimoral etkinligi

rapor edilmistir (27).

SNU-423 karaciger kanser hiicreleri iizerinde Haplophyllum ptilostylum bitki

Oziitlinlin apoptoz artisi ile antikanser aktivitesi gosterilmistir (101).

Bazi bitkisel ajanlar giinlimiizde onkologlar tarafindan uygulanan
kemoterapinin zararl etkilerini azaltmak ya da kemoterapdtigin etkinligini artirmak
tizere kullanilmaktadir (97). Bazilari ise rutin tedavi seceneklerine yanitsiz kalanlara
alternatif tedavi sansi sunar. Bunlara O6rnek olarak kastrasyona direngli prostat
kanseri olgularinda Pao pereira Oziitiiniin apoptoz indiikleyici etkisi oldugu

gosterilmistir (102).

Timor genetigi ve biyolojisinde yapilan onca c¢alismaya ragmen genetik
hedefe yonelik tedaviler maalesef heniiz klinik kullanima girmemistir.
Glioblastomalarin rutin tedavi protokolii hala cerrahi, kemoterapi ve radyoterapi ile
stnirhidir.  Ancak molekiiler diizeyde kemoterapdtiklere direng mekanizmalari,
genetik  degisikligin  tiimor yapisina katkisi gibi alanlardaki arastirmalarin
cogaltilmasi ve tiimoriin ¢ogalma yetenegine katki saglayan mekanizmalarin kesfi ile

klinik kullanima girmeleri i¢in ¢aligsmalar stirmektedir.

2.5.1. Glioblastoma Multiforme’de Fitoterapotik Ajan Kullanimi

Kanser tedavisinde kullanilan bazi bitkisel ajanlarin klinik kullanimlari ile
orneklerin de verildigi 2010 yilinda yapilan Bitkilerle Tedavi Sempozyumu’nda Ege
Universitesi Tip Fakiiltesi I¢ Hastaliklart Anabilim Dali’ndan Dog. Dr. Canfeza
SEZGIN’in makalesinde (97) paylasilan vakaya tedaviye fitoterapotik ajanlar
ekleniyor.

Bu vaka sunumunda 55 yasinda kadin hasta, 2 aydir siiren bas agrisi
yakinmasi ile bagvuruyor, yapilan tetkikler sonucu beyin dokusuna yayilmis bir kitle
tanis1 aliyor ardindan cerrahi uygulanan hastanin patoloji sonucu glioblastom olarak
raporlantyor, hastaya rutin verilen kemoterapdtik ajan olan temozolamid ve

radyoterapi baslaniyor. Ek olarak ozellikle glioblastomda ila¢ direnci de ¢ok sik
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goriildiigiinden farkli yaklasimlar denenemeye calisiliyor. Laboratuvar ve hayvan
caligmalarinda tiimor hiicreleri lizerine 6ldiiriicii etkinligi gosterilmis yesil ¢ay, tiziim
cekirdegi ekstrakti, pelin otu gibi ajanlar da tedaviye ekleniyor. Beklenen yasam
siiresi 3-5 ay olan hastanin 9. Ayinda klinik olarak hafif bas agris1 sikayeti disinda
sikayetinin olmayisi; ayrica 9. Ayda radyolojik olarak tiimoriin kontrol altina
alindigimin gosterilmesi bitkisel ajanlarin mevcut kemoterapotiklerin etkisini artirici,
belki ilag direncini kirict olumlu etkileri olacagi yoniinde bilimsel arastirmalart

artirmistir (97).

2.6. Moringa Oleifera

Moringa oleifera taksonomik siniflamada etki alan1 okaryotik olan, Plantae
alemi, Tracheobionta-Spermatophyta subesi, Magnoliphyta-Magnoliphisida sinifi,
Capparales takimi, Moringacae familyasi, Moringa cinsine ait bir tiirdiir.
Moringaceae familyasinda yaklasik 33 tiirii rapor edilmistir. Bunlardan M. arborea,
M. drouhardi, M. longituba, M. oleifera, M. uspoliana iyi bilinen tiirlerden
bazilaridir (13).

Moringa oleifera, Afrika; Asya; Giliney Amerika iilkeleri basta olmak tizere
diinya capindaki iilkelere dagilmisgtir. Ancak diger tiirleri gibi Asya’ya 6zgii olan
tropikal ve subtropikal iklimde yetisebilmesine karsin en ¢ok da Hindistan’in kuzey
kesimlerinde yetisebilen oldukg¢a degerli bir bitkidir. Hem hafif don kosullarina hem
de sert kurakliga dayanikli olusu 6zellikle de sicak iilkelerde yaygin yetisebilmesi bu
degerli bitkiyi diinyanin birgok yerinde yetigebilir ve ulasilabilir kilmistir (103).

‘HayatAgact’ veya ‘Mucize Agact’, ‘Drumstick (Baget) Agacr’, ‘Yaban turpu
Agac1’ veya ‘Ben yag1 Agaci’ olarak da adlandirilabilen oldukcga biiytik bir agactir.
Agacin yapraklari, baklalari, ¢igekleri gibi hemen hemen tiim béliimleri yenebilir veya
geleneksel bitkisel ilag yapiminda kullanilabilir 6zelliktedir. Agacin neredeyse tiim
boliimlerinin bu sekilde faydali olusu onu mucizevi aga¢ olarak anilma serefine

eristirmistir ki hala yeni bilimsel kesiflerle yeni faydalari ortaya ¢ikmaktadir (13).
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Sekil 2.12: Moringa oleifera (104).

Moringa oleifera, hizli biiyliyebilen ¢ok yillik yaklagik 10-12 metre boya
ulasabilen bir agactir. Kabugunun beyazimsi gri bir rengi vardir ve genellikle kalin
bir mantar tabakasi ile cevrilidir. Geng siirgiinler morumsu ya da yesilimsi beyaz
kabuklu olabilirler. Yapraklar1 yesil renktedir. Cigekleri sarims1 krem renkte ve hos
kokuludur. Meyveleri i¢inde 20’ye yakin kahverengi tohum iceren 20-45 cm
boyutlarinda asili halde bulunurlar (13).

Moringa oleifera yapraklari, birgok vitamin ve mineral i¢in miikemmel bir
kaynaktir. Iceriginde flavonoidler, saponinler, sitokininler gibi fitokimyasallar ve
linoleik asit (omega 6) ile linolenik asit (omega 3) gibi doymamis yag asitlerini de
igerir. Ayrica yag, protein, A vitamini (beta-karoten), bakir, B2 vitamini (riboflavin),
B6 vitamini, C vitamini, ¢inko, demir, kiikiirt, magnezyum, manganez, potasyum,

selenyum gibi 6nemli igerikleri nedeniyle oldukga besleyicidir (105, 106).
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Bir¢ok iilkede kurutulmus yapraklar toz ya da kapsiil haline getirilmis
halleriyle bitkisel tedavi ajan1 olarak kullanilmak tizere piyasadadir. Gelismekte olan
tilkelerde insanlarin diyetlerindeki eksik protein, vitamin ve mineral ihtiyacini

karsilamada da Moringa oleifera oldukg¢a 6nemli bir yer tutmaktadir (106).

Moringa oleifera’nin kurutulmus yapraklart %30,3 protein ve kalsiyum
(%3,65) potasyum (%1,5), sodyum (%0,164), kiikiirt (%0,063), ¢inko (13,03mg/kg),
bakir (%8,25), manganez (86,8mg/kg), demir (490 mg/kg), selenyum (363 mg/kg)
icermektedir. Ayrica yag asitlerinden en yiiksek degere sahip olani alfa linolenik asit
(%44,57) olmak tizere heksaeikozaenoikasit (%14,41), palmitik asit (%0,17) ve
kaprik asit (%0,07) gibi 17 farkli yag asidi i¢erdigi saptanmistir. Bitkinin yapraklari
vitamin ve mineral bakimindan bitkinin baklalarindan daha zengindir. Ancak
baklalarinin da C vitamini bakimindan olduk¢a zengin oldugu hatta 100 gram
dilimlenmis bakladaki diizeyin giinliik C vitamini ihtiyacim1 karsilayabilecegi
gosterilmistir (105, 106). Vitaminlerden E vitamini 77 mg/100 gr ve A vitamini 18,5
mg/100 gr igerikleri de oldukga yogun olarak tespit edilmislerdir (106).
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3. GEREC ve YONTEM

3.1. Deney Basamaklarinin Planlanmasi

Hiicre Kiiltiirti Uygulamalari

Moringa oleifera (MOLE) Doz Tayini ve MTT Analizi

e immunositokimyasal Boyama

Koloni Olusumu Deneyi (CFA- Coloni Formation Assay)

Sonuglarin Degerlendirilmesi

3.2. Hiicre Kiiltiirii Uygulamalar:

Hiicre kiiltlirii uygulamalarinin tamami ve gerekli ortamin hazirlanmasi steril
laminar hava akimli kabinlerde biyogiivenlik onlemlerine dikkat edilerek

gerceklestirildi (JSR, JSCB-1200SB).

3.2.1. Hiicre Dondurma ve Saklama

Hiicreler her kriyotiipte 1x10° hiicre/ml olacak sekilde %7-10 DMSO
(Neofroxx, Germany LOT:5F3CFA27) ¢ozeltisi eklenerek -80°C’de saklandi.

3.2.2. Kullanilan Hiicre Hatlar

Calismamizda kullanilan hiicre hatlar1 insan glioblastoma hiicre hatti olan U
87 ve T 98 American Type Culture Collection (ATCC)’den (Manassas, VA, ABD)

alindi.

3.2.3. Kullanilan Etken Madde ve Ozelliklleri

Calismamizda kullanilacak olan Moringa oleifera Lam. Extract (MOLE)
liyofilize halde Eczacibas (istanbul, Tiirkiye)’ndan alindi.

3.2.4. Deney asamalarinda kullanilacak soliisyonlar

3.2.4.1. PBS Hazirlama:

100ml 1x PBS icin 25x’lik Fosfat Tampon Soliisyonu (PBS, 003002,

Invitrogen) soliisyonundan 4 ml+96 ml distile su eklendi.
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3.2.4.2. Crystal violet hazirlama:

%0,1°1ik crystal violet soliisyonu hazirlamak i¢in 0,05 gr crystal violet (Carlo
Erba, France) hassas terazi (Denver Instrument) ile tartilarak 2,5 cc etil alkol

(%100°1iik) eklendi. 17,5 cc distile su ile karistirilarak hazirlandi.
3.2.4.3. PFA (Paraformaldehit)Hazirlama:

%4’1iik PFA ig¢in 10 ml’ye 0,4 gr PFA olacak sekilde hassas terazide (Denver
Instrument) 0,4 gr PFA (Carlo Erba Reagents, France) tartilarak 60°C’de yiiksek

devirde PFA tamamen ¢ozdiiriilerek hazirlandi.
3.2.4.4. %0,1’lik Triton X soliisyonu hazirlama

%0,1’lik Triton X soliisyonu i¢in 10 ml PBS’ye ile 10 mikrolitre TritonX100
(Merck, 1.08603) soliisyonu eklendi.

3.2.5. Besiyerlerinin Hazirlanmasi

Hiicrelerin yasamlarini siirdiirebilmeleri ve ¢ogalmalarini saglayacak ortam
saglamak tiizere DMEM/F12 (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium Nutrient
Mixture) (Merck, katalog no: DF-041-B) besiyerine %10 fetal sigir serum (FBS)
(Sigma Aldrich, katalog no: F4135), %1 penisilin-streptomisin (Capricorn PS-B,)ve
%1 L-glutamin (Sigma Life Science, LOT:RNBJ8361) ilave edilerek besiyerleri

hazirlandi.

3.2.6. Hiicre Cozme Asamalari

-80°C’de dondurulmus olarak muhafaza edilen U87-MG ve T98-G hiicreleri
acilmaya baslanmadan laboratuvar ortami hazirlik asamalar1 kapsaminda sicak su
banyosunun sicakligi 37°C’ye ayarlandi. Kriyotiipler -80°C’den direk 37°C’de
dengelenmis su banyosunda yaklasik 3 dakika icerisinde eritildi ve iizerine 1ml taze
besiyeri eklendi. Hiicreleri dondurma asamasinda kriyoprotektan olarak
kullandigimiz DMSO (Dimethylsulfoxid) (Neofroxx, Germany LOT:5F3CFA27)
soliisyonundan kurtarmak tiizere falkon tiipler (Eppendorf, katalog no: 5427R) 5
dakika 1000 rpm’de santrifiij edildi (Centurion Scientific Limited). Santrifiij sonrasi
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siipernatant alinarak atildi ve kalan ¢okelti 5 ml taze besiyeri ile karistirilarak 25
cm?’lik T 25 flask kiiltiir kabina (SPLLife Sciences Co.Ltd., Korea) aktarildi. 37 °
C'de, %5 CO2’li ortamda (ESCO, CCL-170B-8) ile inkiibe edildi.

3.2.7. Hiicrelerin Biiyiitiilmesi ve Pasajlanmasi

Hiicreler flask yiizeyinin yaklasik olarak %80’ini kapladiginda pasajlama
islemi gerceklestirildi. Ust besiyeri atilarak PBS (TA-999-PB, Thermofisher
Scientific) ile yikandi. Hiicrelerin flask yiizeyinden nazikc¢e ayrilmasi igin 2,5 ml
%0.25 Tripsin-EDTA (PanBiotech, P10-0231SP) ortama eklendi ve 37 "C %5 CO,
inkiibatorde 5 dakika inkiibe edildi. Boylece hiicrelerin yiizer hale gelmeleri
saglandi. Hiicrelerin iizerine tripsin reaksiyonunu durdurmak i¢in 2,5 ml taze besiyeri
eklendi. Tekrar 1000 rpm’de 5 dakika santrifiij edildi. Siipernatant atildi. Elde edilen
hiicreler 2 ayr1 T 25 flaska boliindii.

3.2.8. Hiicre sayimi

Hiicreler tripsinizasyon ile siispansiyon haline getirildikten sonra hiicre
sayimi asamasina gegildi. Oransal olarak degerlendirme ile toplam hiicre
slispansiyonunda mililitre bagina hiicre sayisini hesaplamak igin 10 pl hiicreye 10 pl
Trypan mavisi eklenerek Thoma 35 lamina koyuldu ve tizeri lamelle kapatildi. Canl
hiicre zar1 negatif yiikliidiir bu halde iken trypan mavisi gegisine izin verilmezken 6lu
hiicre zar1 pozitif yiliklii oldugundan Trypan mavisi kolayca igeriye girebilir. Trypan
mavisi ile boyanan hiicreler inverted mikroskop ile hiicre sayim kriterlerine uygun
sekilde sayim yapilarak oransal olarak ¢ozelti icin ml basina diisen hiicre sayisi

hesaplandi.

3.2.9. Deney Gruplarimiz
Tablo 3-1. Deney gruplari.

Kontrol (U 87)
Deney (U 87+MOLE)
Kontrol (T 98)
Deney (T 98+MOLE)

U 87

T98
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3.3. Kullanilacak MOLE konsantrasyonunun Belirlenmesi

3.3.1. MOLE Coézme ve Kullanim Prosediirii

Literatiirde daha 6nce insan pankreas hiicre hatlar1 olan Panc-1 ve COLO357
tizerinde Moringa oleifera’nin etkisinin arastirildigi bir ¢alisma hiicre hatlarina
MOLE ekstraktinin uygulanmasi agisindan baz alindi (107). Moringa oleifera’nin
kurutulmus ve toz haline getirilmis yapraklarii iceren Moringa oleifera Lam.
Extract (MOLE)’nin hiicre hatlarina uygulanabilecek sulu ekstrakti 1 gr toza 10 ml
kaynar su ile karistirilip 2 um gézenekli steril filtreden steril bir tiipe alinarak +4°C
‘de 5 giine kadar muhafaza edildi.

3.3.2. Sitotoksik Aktivite Tayini-MTT testi

MTT  (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl-2,5-diphenyltetrzoliumbromide)  testi
hiicresel proliferasyonu tayin ettiren standart bir kolorimetrik testtir. Sar1t MTT
boyasinin mor formazona indirgenme miktarinin spektrofotometrik olglimii temeline
dayanir. Ancak canli hiicrelerde bulunabilecek mitokondriyal bir rediiktaz olan
siiksinat DHG aktivitesi ile NADH NAD’a donerken MTT ise formazon kristaline
doner. Bu indirgenme reaksiyonu yalnizca canli hiicrelerde gerceklesebidiginden sar1
rengin mor renge donlis miktar1 ortamdaki canli hiicre sayis1 ile koreledir.

Baslangicta sar1 renkli olan MTT canli kalan hiicrelerin kullanimi ile mor renk alir

MTT boyast (Boster Biological Technolgy, AR1156, CA) 1 ml’de 5 mg
olacak sekilde PBS ‘te c¢oziiliip filtre edilerek hazirlandi. U87-MG ve T98-G
hiicrelerinden her kuyucukta 10* hiicre olacak sekilde 96’lik platelere 3 tekraral
olacak sekilde ekildi. 37°C’de %5 CO: ortamda 24 saat inkiibasyon yapildiktan sonra
taze besiyeri ile degistirilerek MOLE’nin artan konsantrasyonlar1 (0, 25, 50, 100,
200, 400 pg/ml) uygulandi. Doz uygulamalart 3 tekrarli olacak sekilde ¢alisildi. 17
saat inkiibasyondan sonra renk degisimi spektrofotometrik olarak 570 nm deki

absorbans 6l¢iimii ile tayin edildi (Synergy H1 Microplate Reader, Biotek).

Artan konsantrasyonlarda MOLE uygulanan U87-MG ve T98-G deney

gruplarindan elde edilen absorbans degerlerinin ortalamalart alinarak Graphpad
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Prism 7.0 yaziliminda dozlara gore hiicre canlilig1 grafigi elde edildi. Grafikten IC 50

degerii hesaplandi.

3.4. Immunositokimyasal Boyama

Immunositokimyasal boyama asamasinda U87-MG ve T98-G hiicre
hatlarinda MOLE uygulamas: ile timor patogenezinde bilinen AKT/FOXO3a/Bim

yolaginin nasil etkilendigini gostermek amaclandi.

Indirekt immunositokimyasal boyama icin 24 kuyucuklu hiicre kiiltiir
plagimin her goziinde 5x10* iizeri ka¢ hiicre olacak sekilde hiicre ekimi yapildi ve
hiicreler 37°C ve %5 CO: igeren inkiibasyon kosullarinda 24 saat inkiibe edildi
(ESCO, CCL-170B-8). Ertesi giin kontriol grubuna taze besiyeri, deney gruplarina
MTT yontemiyle belirlenen dozlarda MOLE ile hazirlanmis taze besi yeri uygulandi.
24 saat inkiibasyondan sonra besiyerleri uzaklastirildi yerine hiicre fiksasyonu igin
%4’lik PFA (Paraformaldehit) (Carlo Erba, 387507) 10 dakika uygulandi.
Dokiilerek 3 kez PBS soliisyonu ile yikandi. %3’liikk H2O: (hidrojen peroksit) 10
dakika uyguland1 yine dokiilerek 3 kez daha PBS ile yikama yapildi. Bir yandan da
%0,1’lik TritonX soliisyonu (1.08603.100, Atom scientific) hazirlandi. 15 dakika
uygulanip dokiilerek tekrar 3 kez PBS ile yikama yapildi. Ardindan bloklama
soliisyonu (TA-060-UB, Thermo scientific) eklenerek 1 saat bloklama islemi
yapildiktan sonra bloklama soliisyonu uzaklastirildi ve yikama yapilmadan anti-Akt
antibody (STJ97771, St. John’sLab, UK) (1/1000), anti-FOXO3a (STJ93128, St.
John’sLab, UK) (1/1000), anti-Bim (STJ91855, St.M John’sLab, UK) (1/250) primer
antikorlar1 eklenerek +4°C’de 1 gece inkiibe edildi. Ertesi sabah tekrar 3 kez PBS ile
yikama iglemi yapildi. Ticari olarak gelen kitin biotinli sekonder antikor (TP-060-
BN, ThermoScientific) soliisyonu ile 15 dakika inkiibasyonun ardindan 3 kere PBS
ile yikama tekrarlandi. Kitin igerisindeki Streptavidin peroksidaz (TS-060-HR,
Thermo scientific) koyularak 15 dakika daha oda sicakliginda inkiibasyon ve 3 kez
PBS yikamasi tekrarlandi. Immunoreaktivite reaksiyonunun gdzlenebilirligi icin
Diaminobenzidin (DAB, TA-125-HD, Thermoscientific) ile 1 dakikalik boyama
isleminin ardindan dokiilerek 30 saniye Hematoksilen (Harris, Merck) uygulandi ve

distile su ile yitkama yapildi. Lamlar hiicre kuyucuklarna yazilan kontrol ve deney
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gruplarina gore isimlendirip lamlar1 plate’lerden ¢ikarilarak mounting medium ile
kapatildi. Kamera entegreli 151k mikroskobu (Olympus DP26-CU;Leica MD750) ile
fotograflandi.

3.4.1. Immunositokimyasal Bulgularin Degerlendirilmesi

Kontrol ve deney grubundaki hiicre hatlarmin immunreaktivitesinin
degerlendirilmesi icin ¢ift kor iki hjstolog tarafindan 1sik mikroskobu incelemesi

yapildi.

Istatistiksel olarak immunreaktivitenin degerlendirilmesi icin U87-MG
kontrol ve deney gruplari ile T98-G kontrol ve deney gruplarinda optik dansite (OD)
Olctimii yapildi. Optik dansite dl¢limii ve degerlendirmesi i¢in bir goriintii isleme ve
analiz yazilimi olan ImageJ (NIH) (Software, version 2.0.0- Beta4) (National
Institutes of Health, Bethesda, MD, USA) yazilimi kullamldi. Immunositokimya
boyamasmin ardindan x40’lik biiyiitmede 10 farkli alan segildi. DAB pozitif
boyanma, kahverengi renkli hiicre goriiniimii ile kanitlandi. Her goriintii ilk olarak
DAB vektorii kullanilarak ti¢ farkli goriintiiye (yesil, mavi, kahverengi) ayrilarak
kahverengi DAB goriintiisiiniin kalibrasyonu, {ist {iste binmemis bes lekeli hiicre
alanmin ortalama yogunluklar1 (mean gray value) Olgiilerek hesaplandi. Yogunluk
degerleri (OD= log (max intensity/mean intensity)) denklemi kullanilarak OD (optic
density) degeri elde edildi. Max.intensity olarak 250, mean intensity olarak mean
gray value baz alindi. Sonuglar Microsoft Excel elektronik tablosuna aktarildi.
Istatistiksel analizler icin GraphPad Prism version 7.0 kullanildi. Kontrol ve deney
gruplarindan elde edilen verileri karsilagtirmak igin Student’s T testi yapilarak
ortalama + standart sapma olarak sunuldu. p degeri <0,05 olan degerler anlamli kabul
edildi.

3.5. Koloni olusturma deneyi

Koloni olusturma deneyi kanserli hiicrelerin koloni olusturma yeteneklerinin
etkilenip etkilenmediginin tespiti i¢in yapilan bir deneydir. 6’lik well plate’lere her
grup icin 500 hiicre ekildi besiyeri eklenerek inkiibe edildi (ESCO, CCL-170B-8). 24

saatlik inkiibasyon sonunda ertesi giin taze besiyeri ile degisim yapildiktan sonra
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deney grubuna U87-MG ve T98-G hiicre hatlarinin deney gruplarina belirlenen
dozda MOLE uygulamasi yapildi. Ardindan hiicreler 14 giin inkiibe edildi. Daha
sonra PBS ile yikanarak %100 metanol ile 10 dakika fikse edildi. Elde edilen
%0,1°lik Crystal .Violet soliisyonu kontrol ve deney gruplarindaki hiicreler 30’ar
dakika uygulanarak ardindan distile su ile yikandi. Boyanan hiicrelerin koloni
olusturma potansiyelleri pixel 6l¢timleri karsilagtirilarak Image J (Colony Count J)

yazilimi ile degerlendirildi.
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4. BULGULAR

4.1. U 87-MG Hiicre Kiiltiirii Uygulama Bulgulan

4.1.1. U 87-MG Hiicre Hatti MTT Bulgulan
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Sekil 4.1. U87-MG artan MOLE konsantrasyonu ile % hiicre canliligi ve MTT
sonucu ve elde edilen IC50 degeri

In vitro sartlarda yapilan MTT analizinde 96’lik platelere her kuyucuga 10*
olacak sekilde ekilen U87-MG hiicrelerinden deney grubuna (U87-MG+MOLE)
MOLE’nin artan konsantrasyonlar1 (0, 25, 50, 100, 200, 400 pg/ml) uygulanarak 24
saat inkiibe edildi. Doz uygulamalar1 3 tekrarli olacak sekilde ¢alisildi. MOLE’ nin
artan konsantrasyonlarinda hiicre canliligmnin azaldigi gozlendi. 570 nm’deki
spektrofotometrik absorbans degerlerinin analizinde U 87-MG i¢in IC 50 degeri
216,8 pg/ml olarak belirlendi. (Sekil 4-1)
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4.1.2. U87-MG Hiicre Hatlan i¢in U87-MG+MOLE Grubunda IC 50
degeri Inverted Mikroskop Incelemesi

Kontrol (24 saat) MOLE (24 saat)

u-87
MG

N

Sekil 4.2. U 87-MG hiicre hatlarinin kontrol grubu (a) ve IC50 degeri olarak
belirlenen 216,8 pg/ml dozda MOLE uygulamasinin ardindan U87-MG+MOLE
deney grubu (b) 24 saat inkiibasyon sonras1 inverted mikroskop goriintiisii, Biiyiitme
200X.

IC 50 degerince MOLE uygulanan deney grubunda (U87-MG+MOLE)
hiicrelerin %50’sinin 6ldigi gozlendi. (Sekil4-2)

4.1.3. U87-MG Hiicre Hatti Immunositokimya Bulgular

4.1.3.1.AKT Bulgulan

Sckil 4.3. U8S7-MG Kontrol (A) ve U8S7-MG+MOLE (B) anti-AKT,
Immunositokimya, Biiyiitme 400X.

U 87-MG+MOLE deney grubunun AKT i¢in immunreaktivitesi U87-MG
kontrol grubuna goére azalmis olarak goézlendi. Ayrica U87-MG+MOLE deney
grubunda hiicreler arasi baglantilarin azaldigi, hiicrelerin birbirlerine yaklastiklar

gozlendi (Sekil4-3).
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U 87-MG Kontrol ve U 87-MG+MOLE gruplarindan immunositokimya
boyamasinin ardindan x40’lik biiylitmede 10 farkli alan secildi. Image J programi
kullanilarak optik dansite degerleri 6l¢iildii. AKT igin optik dansite degeri U87-MG
kontrol grubu i¢in 0,072+0,002; U87-MG+MOLE grubu i¢in 0,034+0,003 olarak
bulundu. Istatistiksel degerlendirme sonucunda U 87-MG+MOLE grubunda U87-
MG Kontrol grubuna gore AKT’deki azalma istatistiksel olarak anlamli olarak
bulundu (P<0,001) (Tablo4-1)

Tablo 4-1. U87-MG Kontrol ve U87-MG+MOLE Gruplar anti-AKT Optik Dansite
Immunositokimyasal Analiz Istatistiksel Degerlendirme Sonuglari, (ortalama =+
standart sapma), (ImageJ (NIH) (Software, version 2.0.0- Beta4) (National Institutes
of Health, Bethesda, MD, USA).

Us7-MG | Kontrol MOLE p
AKT 0,072+0,002 0,034+0,003 | p<0,001
p<0,05

Gruplar aras1 karsilastirmada Student’s t testi kullanildi. Istatistiksel degerlendirme
icin p<0,05 degeri anlamli olarak kabul edildi (p<0,001) (Tablo 4-1).
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Sekil 4.4. U87-MG Kontrol ve U87-MG+MOLE Gruplari, anti-AKT,
Immunositokimyasal Analiz Optik Dansite Istatistiksel Degerlendirme Sonuglari,
(ortalama + standart sapma), (ImageJ (NIH) (Software, version 2.0.0- Beta4)
(National Institutes of Health, Bethesda, MD, USA).
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U87-MG hiicre hatt1 i¢in U87-MG+MOLE grubunda kontrol grubuna gore
AKT antikorunun immunositokimyasal boyamada daha az optik dansitede oldugu

yani azaldig1 gozlendi. (Sekil4-4).

4.1.3.2. FOXO3a Bulgular

Sekil 4.5. U87-MG Kontrol (A) ve U87-MG+MOLE (B) anti-FOXO3a,
Immunositokimya, Biiyiitme 400X.

U87-MG+MOLE deney grubunun FOXO3a i¢in immunreaktivitesi U87-MG
kontrol grubuna gore artmis olarak goézlendi. Ayrica U87-MG+MOLE deney
grubunda hiicreler arasi baglantilarin azaldigi, hiicrelerin birbirlerine yaklastiklar

gozlendi (Sekild-5).

U 87-MG Kontrol ve U 87-MG+MOLE gruplarindan immunositokimya
boyamasinin ardindan x40’lik biiylitmede 10 farkli alan se¢ildi. Image J program
kullanilarak optik dansite degerleri 6l¢iildii. FOXO3a i¢in optik dansite degeri U87-
MG kontrol grubu i¢in 0,073+£0,002; U87-MG+MOLE grubu i¢in 0,089+0,004
olarak bulundu. Istatistiksel degerlendirme sonucunda U 87-MG+MOLE grubunda
U87-MG Kontrol grubuna géreFOXO3a’daki artma istatistiksel olarak anlamli
bulundu (P=0,0052). (Tablo 4-2).
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Tablo 4-2. U87-MG Kontrol ve U87-MG+MOLE Gruplar1 anti-FOXO3a Optik
Dansite Istatistiksel Degerlendirme Sonuglar1, (ortalama + standart sapma), Imagel
(NIH) (Software, version 2.0.0- Beta4) (National Institutes of Health, Bethesda, MD,
USA).

U87-MG | Kontrol MOLE p

FOXO3a | 0,073+0,002 | 0,089+0,004 | p=0,0052

p<0,05

Gruplar aras1 karsilastirmada Student’s T testi kullanildi. Istatistiksel

degerlendirme igin p<0,05 degeri anlamli olarak kabul edildi (p<0,0052) (Tablo 4-2).
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Sekil 4.6. U87-MG Kontrol ve U87-MG+MOLE Gruplar1 anti-FOXO3a Optik
Dansite Immunositokimyasal Analiz Istatistiksel Degerlendirme Sonuglari, (ortalama
+ standart sapma), ImageJ (NIH) (Software, version 2.0.0- Beta4) (National
Institutes of Health, Bethesda, MD, USA).

U87-MG hiicre hatt1 icin MOLE grubunda kontrol grubuna gére FOXO3a
antikorunun immunositokimyasal boyamada daha fazla optik dansitede oldugu yani

arttig1 gozlendi (Sekil 4-6).
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Sekil 4.7. U87-MG Kontrol (A) ve U87-MG+MOLE (B) anti-Bim,
Immunositokimya, Biiyiitme 400X.

U87-MG+MOLE deney grubunun Bim i¢in immunreaktivitesi U87-MG
kontrol grubuna gore artmis olarak gozlendi (Sekil4-7).

U87-MG Kontrol ve U87-MG+MOLE gruplarindan immunositokimya
boyamasinin ardindan x40’lik biiylitmede 10 farkli alan se¢ildi. Image J programi
kullanilarak optik dansite degerleri dl¢iildii. Bim i¢in optik dansite degeri U87-MG
kontrol grubu i¢in 0,012+0,003; U 87-MG+MOLE grubu icin 0,028+0,001 olarak
bulundu. Istatistiksel degerlendirme sonucunda U 87-MG+MOLE grubunda U87-
MG Kontrol grubuna gére Bim’deki artma istatistiksel olarak anlamliydi (P=0,001)
(Tablo 4-3).

Tablo 4-3. U87-MG Kontrol ve U87-MG+MOLE Gruplari anti-Bim Optik Dansite
Immunositokimyasal Analiz Istatistiksel Degerlendirme Sonuglari, (ortalama =+
standart sapma), ImageJ (NIH) (Software, version 2.0.0- Beta4) (National Institutes
of Health, Bethesda, MD, USA).

U87-MG | Kontrol MOLE p
Bim 0,012+0,003 | 0,028+0,001 | p=0,001

p<0,05
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Sekil 4.8. U87-MG Kontrol ve U87-MG+MOLE Gruplar1 anti-Bim Optik Dansite
Immunositokimyasal Analiz Istatistiksel Degerlendirme Sonuglari, (ortalama =+

standart sapma), ImageJ (NIH) (Software, version 2.0.0- Betad4) (National Institutes
of Health, Bethesda, MD, USA).

Gruplar aras1 karsilastirmada Student’s T testi kullanildi. Istatistiksel

degerlendirme igin p<0,05 degeri anlamli olarak kabul edildi. (p<0,001).

U87-MG hiicre hatti igin MOLE grubunda kontrol grubuna gore Bim
antikorunun immunositokimyasal boyamada daha fazla optik dansitede oldugu yani

arttig1 gézlendi (Sekil 4-8).
4.2. T 98-G Hiicre Kiiltiirii Uygulama Bulgulan
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Sekil 4.9. U87-MG artan MOLE konsantrasyonu ile % hiicre canliligt MTT sonucu
ve elde edilen IC50 degeri

In vitro sartlarda yapilan MTT analizinde 96’lik platelere her kuyucuga 10*
olacak sekilde ekilen T98-G hiicrelerinden deney grubuna MOLE’nin artan
konsantrasyonlar1 (0, 25, 50, 100, 200, 400 pg/ml) uygulanarak 24 saat inkiibe edildi.
Doz wuygulamalart 3 tekrarli olacak sekilde c¢alisild. MOLE’nin artan
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konsantrasyonlarinda  hiicre canliliginin  azaldigi  gozlendi. 570 nm’deki
spektrofotometrik absorbans degerlerinin analizinde T98-G i¢in IC 50 degeri 291,3
pg/ml olarak belirlendi (Sekil4-9).

4.2.1. T98-G Hiicre Hatlari i¢cin T98-G+MOLE Grubunda IC 50 degeri
Inverted Mikroskop Incelemesi

T98-
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Sekil 4.10. T98-G hiicre hatlarinin kontrol grubu (a) ve IC50 degeri olarak belirlenen

291,3 pg/ml dozda MOLE uygulamasinin ardindan T98-G deney grubu (b) 24saat
inkiibasyon sonrasi inverted mikroskop goriintiisii, Biiyiitme 200X.

IC 50 degerince MOLE uygulanan deney grubunda hiicrelerin %50’sinin
oldigi gozlendi (Sekil 4-10).

4.2.2. T98-G immunositokimya Bulgulari

4.2.2.1.AKT Bulgulan

Sekil 4.11. T98-G Kontrol (A) ve T98-G+MOLE (B) anti-AKT, Immunositokimya,
Biiytitme 400X.

T98-G+MOLE deney grubunun AKT i¢in immunreaktivitesi T98-G kontrol
grubuna gore azalmis olarak gozlendi. Ayrica T98-G+MOLE deney grubunda
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hiicreler aras1 baglantilarin azaldigi, hiicrelerin birbirlerine yaklastiklar1 gézlendi

(Sekil4-11).

T98-G Kontrol ve T98-G+MOLE gruplarindan immunositokimya
boyamasinin ardindan x40’lik biiylitmede 10 farkli alan secildi. Image J programi
kullanilarak optik dansite degerleri ol¢iildii. AKT i¢in optik dansite degeri T98-G
kontrol grubu igin 0,083+0,002; T98-G+tMOLE grubu i¢in 0,061+0,003 olarak
bulundu. Istatistiksel degerlendirme sonucunda T98-G+MOLE grubunda T98-G
Kontrol grubuna gére AKT’deki azalma istatistiksel olarak anlamli olarak saptandi.
(p<0,001) (Tablo4-4).

Tablo 4-4. T98-G Kontrol ve T98-G+tMOLE Gruplar1 anti-AKT Optik Dansite
Istatistiksel Degerlendirme Sonuglari, (Ortalama + standart sapma), Imagel (NIH)
(Software, version 2.0.0- Beta4) (National Institutes of Health, Bethesda, MD, USA).

T98-G | Kontrol MOLE p
AKT | 0,083+0,002 | 0,061+0,003 | p<0,001
p<0,05
AKT
0.10+ *
1
0.084 ———=—
o 0061
o
0.04+
0.02
0.00 \. P
& ™
& *

Sekil 4.12. U87-MG Kontrol ve U87-MG+MOLE Gruplart anti-AKT Optik Dansite
Immunositokimyasal Analiz Istatistiksel Degerlendirme Sonuglari, (ortalama =+
standart sapma), ImageJ (NIH) (Software, version 2.0.0- Beta4) (National Institutes
of Health, Bethesda, MD, USA).

Gruplar aras1 karsilastirmada Student’s T testi kullanildi. Istatistiksel

degerlendirme i¢in p<0,05 degeri anlamli olarak kabul edildi. (p<0,001)
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T98-G hiicre hatt1 i¢in T98-G+MOLE grubunda T98-G Kontrol grubuna gore
AKT antikorunun immunositokimyasal boyamada daha az optik dansitede oldugu

yani azaldig1 gozlendi (Sekil4-12).
4.2.2.2. FOXO3a Bulgular
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Sekil 4.13. T98-G Kontrol (A) ve T98-G+MOLE (B) anti-FOXO3a,
Immunositokimya, Biiyiitme 400X.

T98-G+MOLE deney grubunun FOXO3a i¢in immunreaktivitesi T98-G
kontrol grubuna goére artmis olarak gozlendi. (Sekil 4-13).

T98-G Kontrol ve T98-G +MOLE gruplarindan immunositokimya
boyamasinin ardindan x40°lik biiylitmede 10 farkl: alan secildi. Image J programi
kullanilarak optik dansite degerleri 6l¢iildii. FOXO3a i¢in optik dansite degeri T98-G
kontrol grubu i¢in 0,05540,002; T98-G+MOLE grubu i¢in 0,086+0,0050larak
bulundu. Istatistiksel degerlendirme sonucunda T98-G+MOLE grubunda T98-G
Kontrol grubuna gére AKT’deki azalma istatistiksel olarak saptandi (p<0,001)
(Tablo 4-5).

Tablo 4-5. T98-G Kontrol ve T98-G+MOLE Gruplar anti-FOXO3a Optik Dansite
Immunositokimyasal Analiz Istatistiksel Degerlendirme Sonuglari, (ortalama =+
standart sapma), ImageJ (NIH) (Software, version 2.0.0- Betad4) (National Institutes
of Health, Bethesda, MD, USA).

T98-G Kontrol MOLE p

FOXO3a | 0,055+0,002 | 0,086+0,005 | p<0,001
p<0,05

Gruplar aras1 karsilastirmada Student’s T testi kullanildi. Istatistiksel
degerlendirme igin p<0,05 degeri anlamli olarak kabul edildi (p<0,001) (Tablo 4-5).
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Sekil 4.14. T98-G Kontrol ve T98-G+MOLE Gruplar1 anti-FOXO03a Optik Dansite
Immunositokimyasal Analiz Istatistiksel Degerlendirme Sonuglari, (ortalama =+
standart sapma), ImageJ (NIH) (Software, version 2.0.0- Beta4) (National Institutes
of Health, Bethesda, MD, USA).

T98-G hiicre hatt1 i¢in MOLE grubunda kontrol grubuna gére FOXO3a
antikorunun immunositokimyasal boyamada daha fazla optik dansitede oldugu yani

arttig1 gozlendi (Sekil 4-14).

4.2.2.3. Bim Bulgularn
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Sekil 4.15. T98-G Kontrol (A) ve T98-G+MOLE (B) anti-FOXO3a,
Immunositokimya, Biiyiitme 400X.

T98-G+MOLE deney grubunun Bim i¢in immunreaktivitesi T98-G kontrol
grubuna gore artmis olarak gozlendi. (Sekil4-3)

T98-G Kontrol ve T98-G +MOLE gruplarindan immunositokimya
boyamasinin ardindan x40’lik biiylitmede 10 farkli alan secildi. Image J programi

kullanilarak optik dansite degerleri olgiildii. Bim i¢in optik dansite degeri T98-G
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kontrol grubu igin 0,036+0,002; T98-G+MOLE grubu igin 0,051+0,003 olarak
bulundu. Istatistiksel degerlendirme sonucunda T98-G+MOLE grubunda T98-G
Kontrol grubuna gore Bim’deki artma istatistiksel olarak anlamliydi (p<0,004).

Tablo 4-6. T98-G Kontrol ve T98-G+tMOLE Gruplar1 anti-Bim Optik Dansite
Immunositokimyasal Analiz Istatistiksel Degerlendirme Sonuglari, (ortalama =+
standart sapma), ImageJ (NIH) (Software, version 2.0.0- Beta4) (National Institutes
of Health, Bethesda, MD, USA).

T98-G Kontrol MOLE p
Bim 0,036+0,002 | 0,051+0,003 | p=0,004
p<0,05
Bim
0.10+
0.08+
a 0.061 I%
° 0.044
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Sekil 4.16. T98-G Kontrol ve T98-G+MOLE Gruplar1 anti-Bim Optik Dansite
Immunositokimyasal Analiz Istatistiksel Degerlendirme Sonuglari, (ortalama =+
standart sapma), ImageJ (NIH) (Software, version 2.0.0- Beta4) (National Institutes
of Health, Bethesda, MD, USA).

Gruplar aras1 karsilastirmada Student’s T testi kullanildi. Istatistiksel

degerlendirme igin p<0,05 degeri anlamli olarak kabul edildi. (p=0,004).

T98-G hiicre hattt icin MOLE grubunda kontrol grubuna gére Bim
antikorunun immunositokimyasal boyamada daha fazla optik dansitede oldugu yani

arttig1 gozlendi (Sekil 4-16).
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4.3.Koloni Olusturma Deneyi (CFA) Bulgular:

4.3.1. U87-MG CFA Bulgulan

Sekil 4.17. U87-MG Kontrol (1) ve U87-MG+MOLE (2) CFA, Crystal Violet.

U87-MG hiicre hatlarinda IC50 dozunda MOLE uygulamas: yapildi. Hiicrelerin
koloni olusturma potansiyelleri U87-MG+MOLE deney grubunda U87-MG Kontrol
grubuna gore azalmis olarak gozlendi (Sekil 4-17).
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Sekil 4.18. U87-MG Kontrol ve U87-MG+MOLE gruplart Koloni Olusum Yiizdeleri
Istatistiksel Degerlendirme ImageJ (Colony Count J) (NIH) (Software, version 2.0.0-
Betad) (National Institutes of Health, Bethesda, MD, USA).

U87-MG+MOLE deney grubunda U87-MG Kontrol grubuna gore koloni
olusturma yiizdelerinin azaldig1 goriilmustiir (Sekil 4-18).
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Tablo 4-7. U87-MG Kontrol ve U87-MG+MOLE Gruplart Koloni Olusumu
Istatistiksel Degerlendirme ImageJ (NIH) (Software, version 2.0.0- Beta4) (National
Institutes of Health, Bethesda, MD, USA).

Kontrol (%) | MOLE (%) p
U-87 MG | 100 39,48+6,48 | p<0,001

p<0,05

Image J (Colony Count J) yazilimi kullanilarak her iki grubun goriintileri
Colony Count J yaziliminda degerlendirildi. U87-MG+MOLE deney grubunda
koloni sayisi U87-MG Kontrol grubuna gore %39,48+6,48 ile azalmis olarak
hesapland:. Istatistiksel degerlendirmede bu azalmanm anlamli oldugu saptandi
(p<0,001) (Tablo 4-7).

4.3.2. T98-G CFA Bulgular

Sekil 4.19. T98-G Kontrol (1) ve T98-G+MOLE (2) CFA, Crystal Violet.

T98-G hiicre hatlarinda IC50 dozunda MOLE uygulamasi yapildi. Hiicrelerin

koloni olusturma potansiyelleri deney grubunda kontrol grubuna gore azalmis olarak
gozlendi (Sekil 4-19).
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Sekil 4.20. T98-G Kontrol ve T98-G+MOLE Gruplar1 Koloni Olusumu Istatistiksel
Degerlendirme ImageJ (Colony Count J) (NIH) (Software, version 2.0.0- Beta4)
(National Institutes of Health, Bethesda, MD, USA) .

T98-G+MOLE deney grubunda T98 kontrol grubuna gore koloni olusturma
yiizdelerinin azaldigi goriilmistiir (Sekil 4-20).

Tablo 4-8. T98-G Kontrol ve T98-G+MOLE Gruplar1 Koloni Olusumu Istatistiksel
Degerlendirme ImageJ (NIH) (Software, version 2.0.0- Beta4) (National Institutes of
Health, Bethesda, MD, USA).

Kontrol (%) | MOLE (%) p
T98-G | 100 29,64+3,40 | p<0,001

p<0,05

Image J programi kullanilarak her iki grubun goériintiileri Colony Count J
yaziliminda degerlendirildi. T98+MOLE deney grubunda T98-G Kontrol grubuna
gore 9%29,64+3,40 ile koloni sayis1 azalmis olarak hesaplandi. Istatistiksel
degerlendirmede bu azalma anlamli olarak saptandi (p<0,001) (Tablo4-8).
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5. TARTISMA

Bu ¢alismada U87-MG ve T98-G insan glioblastoma multiforme hiicre hatlar
tizerinde Moringa oleifera’nin Akt/FOXO3a/Bim apoptotik yolagi {izerine etKisi

arastirilmastir.

Ciechomska ve arkadaslarinin 2020 yilinda yapitiklar1 kemoterapétiklere
(6zellikle TMZ) direng gosteren tiimor tiplerde saptanmis olan EGFR gen
ekspresyonu yapan glioblastoma hiicre hatlar1 ile yapilan calismada EGFR gen
ekspresyonu diisiik hiicreler BMP 4 ekspresyonu ile kemoterapotik direnci kazansa
da hiicrelerin proliferasyon asamasinda G1’de durduklar1 gosterilmistir. EGFR gen
ekspresyonu yiiksek hiicrelerde ise BMP4 kaynakli GSC doniisimii gostererek
kemoterapotik direng kazansalar dahi apopptotik kontroliin Akt/FOXO3a/Bim yolagi
tizerinden konrol edildigi kesfedilmistir (73, 87). Biz de ¢alismamizda bu yolagi
glioblastomalar i¢in metastatik siirecte ve kemoterapotik direncinde 6nemi nedeniyle

tercih ettik.

Sfingokinazl (SPHK 1) insan SPHK1 geni tarafindan kodlanan gliomalarda
yiiksek ekspresyon seviyesine sahip ve hiicre proliferasyonunu tetikleyici apoptoz
direnci gibi islevleri nedeniyle onkojenik bir enzimdir (90, 91). Glioma hiicrelerinde
artan SPHK1 ekspresyonunun Akt’nin fosforile olarak FOXO3a’nin fosforile
inaktivasyonuna ve sonug¢ olarak Bim’in asag regiilasyonuna neden oldugu ortaya
konmustur. Ayn1 ¢calismada yapilan Western Blot analizinde SPHK 1 ekspresyonunun
az oldugu hiicrelerde niikleer FOXO3a ekspresyonunun arttigi ancak toplam
FOXO3a ekspresyon seviyesinin degismedigi saptanmistir. Destekler sekilde RT-
PCR analizinde FOXO3a’nin traskripsiyonel diizeyi de degismemistir (92). FOXO3a
‘nin Akt fosforilasyonu ile niikleer lokalizasyondan ihrag¢ edilen FOXO3a ile
Akt/FOXO3a/Bim yolaginda SPHK 1’in onkolojik etki adi altinda antiapoptotik
stirece hizmet eden bir enzim oldugu bu yolak iizerinden de ortaya konmustur (91,
92). Zhu ve arkadaglarinin 2015 yilinda yaptiklari ¢alismada kiiglik hiicreli dist
akciger kanserinde de yiiksek oldugu bilinen SPHK1’in Akt yolunu aktive ederek

hiicre proliferasyonu artisi ve istilact hiicre davranisini indiikleyen yolak i¢in gerekli
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oldugu ifade edilmistir (90, 108). Liu ve arkadaslarinin yaptigi bir calismada
sisplatinin akciger kanseri lizerinde etkisinin PI3K ve Akt fosforilasyonunu azaltarak
ve FOXO3a’nin niikleer birikimini indiikleyerek Bim apoptotik proteininin
sekresyonunu artirdigi gosterilmistir (109). Biz de ¢alismamizda Image J kullanilarak
yaptigimiz immunositokimyasal analiz ile optik dansitenin AKT’de azaldig,

FOXO3a ve Bim’de arttigin1 saptadik.

Farkli insan glioblastoma hiicre hatlarinda yapilmis caligmalarda farkl
ajanlarla apoptotik yolaklarm indiiklenebildigi gosterilmistir. Ornegin; Sun ve
arkadaglarini yaptigi ¢alismada Caffeine (1, 3, 7 trimethylxanthine) ile U 251 insan
glioblastoma hiicre hatlarinda deney grubunda. FOXO1’in niikleer translokasyonunu
indiikledigi ve hem FOXO1’in hem de Bim ekspresyonunu Western Blot analizi ile
de gosterildigi tizere artirdigi saptanmustir (93). Epimedeum koreanumdan iiretilen
aktif flavonoid bir bilesik olan Icariside II bitki Oziitii ile yapilan bir calismada
Icariside II’nin glioblastom hiicre hatlarinda Akt’nin fosforilasyon ile aktivasyonunu
baskilayarak FOXO3a’nin sitoplazmadan niikleer translokasyona gegisini
destekledigi ifade edilmistir. Ayrica CFA (Coloni Formation Assay) deneylerinde
gbzlenen hiicre proliferasyonu azalisi hem Western Blot analizinde G1/S gegisi i¢in
onemli cyclin D azalis1 ile hem de apoptotik yolaga gidis gdstergelerinden sitokrom
¢, parcalanmis caspase 3 seviyelerinin artis1 ile desteklenmis, siirecin apoptoz lehine
ilerledigi gosterilmistir (95). Biz de ¢alismamizda FOXO3a’nin MOLE uygulanan
deney gruplarinda Image J ile 16¢iilen optik dansite sonuglarinda deney gruplarinda

kontrol grubuna gore artigin istatistiksel olarak anlamli oldugunu saptadik.

Tiim memeli dokularinda c¢esitli oranlarda eksprese olan FOXO’lardan
FOXOI1 adipoz dokuda, FOXO3a beyinde, FOXO4 kalpte yiliksek oranda eksprese
edilir (65). FOXO3a ayn1 zamanda bobrek dokusunda da eksprese edildigi bilinen ve
Ozellikle clear cell renal carcinomada azalan tiimor baskilayici bir gendir.
FOXO3a’nin ekspresyon seviyelerinin nefroblastom hiicre serilerinde de az oldugu
bilinmektedir. Qian ve arkadaslariin yaptigi calismada nefroblastom hiicre
hatlarinda FOXO3a ‘nin asir1 ekspresyonunun WNT/beta katenin sinyal yolagini da

asag1 regiilasyonu ile apoptozu indiikleyerek hiicre proliferasyonunu ve metastazi
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inhibe ettigi gosterilmistir (110). Biz de ¢alismamizda immunositokimyasal olarak
Bim’in MOLE uygulanan deney grubunda arttigin1 ve siirecin glioblastoma hiicre

hatt1 i¢in apoptoz lehine ilerledigini saptadik.

Bitkisel ajanlarin tedavilere destek tedavi olarak kullanilmasi agisindan
bircok hiicre hattinda apoptoz yolaklarina etkileri arastirilmistir. Lee ve arkadaslar
tarafindan PC-3 ve DUI145 insan prostat kanseri hiicre hatlarinda yapilan bir
calismada iglenmis sarimsagin bir bileseni olan dialil trisiilfid (DATS)’in AKT sinyal
yolaginin inaktivasyonu iizerinden Bad sekestrasyonu ile apoptoz indiikleyici etkisi
gosterilmistir (111). Meme kanseri hiicre hatlart MCF7 ve MDA-MB-231 {izerinde
Harmin hydrochloride (HMH) nin terapotik amacli kullanilip kullanilamayacagina
yonelik yapilan bir ¢alismada HMH’nin Akt fosforilasyonunu azaltarak
Akt/FOXO3a sinyal yolaginda FOXO3a aktivitesinin artmasi ile birlikte hiicreyi
apoptoz lehine gotiirdiigli kesfedilmistir (112). Biz de ¢alismamizda daha 6nce U87-
MG ve T98-G hiicre hatlarinda etkisi arastirilmamis Moringa oleifera (MOLE) ile
calistik. MOLE’nin U87-MG ve T98-G hiicre hatlarinda apoptozu indiikledigi Bim

immunoreaktivitesinin artigi ile gosterdik.

Posttranskripsiyonel modifikasyonlar proteinlerin hiicre i¢i konumlarinda ve
diger hiicre i¢i proteinlerinin etkilesimlerinde degisiklige sebep olarak fonksiyon
diizenlenmesinde rol oynayan metabolik olaylardir. FOXO3a’nin translokasyonunu
degistiren baslica 4 temel modifikasyon fosforilasyon, ubikutinasyon, asetilasyon ve
metilasyondur. FOXO3a’nin aktivitesinin diizenlenmesinde 6nemli mekanizmasi
FOXO3a’nin bir dizi kinaz tarafindan gergeklesirilen fosforilasyonu {iizerinden
cekirdek sitoplazma arasi lokasyon degisikligidir (71, 113). Prostat kanserinin
patogenezinde de FOXO3a'nin kilit bir rol oynadigi, FOXO3a’nin aktivite kaybinin
hiicre proliferasyonu, metastaz ve niiks iliskili oldugu ifade edilmistir hatta FOXO3a
aktivitesinin kaybin1 Onlemek ic¢in etkili stratejiler gelistirilmesi gerekliligi

vurgulanmigtir (90).

FOXO3a yapisinda hem NLS hem NES alanlarinin mevcudiyeti FOXO3a’nin
hiicre i¢in farkli stres kosullar1 altinda koruyucu gorevini agiklayici olabilir. Moringa

oleifera ekstraktinin viicutta bazen de apoptozdan kaginma {iizerinden koruyucu
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fonksiyonu oldugu kesfedilmistir. Ornegin; hiicresel stres kaynagi olusturabilecek
maddelerden kursun maruziyetinde serebral korteks tlizerinde yapilan bir hayvansal
deney calismasinda MDA gibi reaktif oksijen radikallerinin {retimini ve
proinflamatura sitokinlerin sentezini azaltarak etki gosteren bir fitoterapdtik ajan
oldugu desteklenmistir (114). Yine benzer sekilde geleneksel Cin tibbinda 6nemli
Sal-A (Salvianic acid) ekstraktinin da olusturulmus iskemi modelinde Akt’nin ve
FOXO3a fosforilasyonunun artirilmasi iizerinden Bim apoptotik yolak inhibisyonu
ile iskeminin yikict etkisinden viicudun korunmasinda rol iistlendigi gosterilmistir

(115).

Timorogenezin hiicre i¢i yolaklar ile iligkisi giiniimiizde olduk¢a 6nem arz
etmektedir. Bir¢cok kemoterapotik ve metabolizma diizenleyici ilaglar hiicre igi
yolaklara etkileri agisindan arastirilmislardir. Sisplatin bir¢ok kanser tiiriinde yaygin
olarak kullanilan bir kemoterapotik ajandir. 2014 yilinda Liu ve arkadaslarinin
yaptig1 sisplatinin akciger kanseri iizerinde sisplatinin sitotoksik etkisinin molekiiler
dayanaginin arastirildigt calismada sisplatin tedavisi altinda PI3K ve Akt
fosforilasyonunu  azaltarak ~ Akt’nin  inhibisyonu ile FOXO3a’nin da
fosforilasyonunun da inhibisyonu {izerinden FOXO3a’nin niikleer birikimini
indiikleyerek Bim apoptotik proteininin sekresyonunu artirdigi gosterilmistir. Yani
FOXO3a Sisplatinin AC kanserindeki sitotoksik aktivitesi siirecindeki yolak
tizerindedir (116).

Lipid distirticii ilaglar olarak giinlimiizde yaygin olarak kullanilan
fenofibratlar ile glioblastoma hiicre hatlar1 {izerinde yapilan bir ¢alismada hipotez
fenofibratlarin metabolik siireci glikolizden yag asidi oksidasyonuna kaydirmasi ve
glikolize bagimli glioblastoma hiicrelerinin zayif metabolik noktalarindan yaklasmak
tizerine kurulmustur. 25 uM fenofibrat uygulanan glioblastoma hiicelerinde
proliferasyon inhibisyonu gozlenirken 50 uMfenofibrat uygulanan grupta ciddi bir
apoptoz gozlenmistir. Apoptotik etkinin de FOXO3a’nmin niikleer birikimi ve
tetiklenen Bim aktivasyonu {izerinden gergeklestigi saptanmistir. FOXO3a’nin
siRNA ile inhibisyonunda fenofibrat kaynakli apoptoz etkisinin zayiflamasina

istinaden FOXO3a’nin glioblastomalara kars1 fenofibrat etki ettigi yolakta rolii
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oldugu desteklenerek ortaya konmustur (94). Glioblastoma tedavisinde yaygin
kullanilan kemoterapdtik Temozolomid (TMZ) direnci hiicrelerde FOXO3a azligi ile
iligkilendirilmistir. FOXO3a’nin ekspresyonundaki azalma istilact hiicre davranigini
ve metastaz kabiliyetini artirdigi gosterilmistir (117). Biz de U87-MG ve T98-G
insan glioblastoma hiicre hatlarnda MOLE’nin FOXO3a immunoreaktivitesini
artirdigini saptadik. Biz de U87-MG e T98-G insan glioblastoma hiicre hatlarnda
MOLE’nin FOXO3a immunoreaktivitesini artirdigini saptadik.

Moringa oleifera bir¢ok kanser tiirii i¢in etkinligi arastirilmig, ulasimi ve
yetistirilmesi loay bir bitki olarak dnemlidir. Pankreas adenokarsinomu hiicre hatlar
Panc-1 ve COLO 357 iizerinde yapilan bir ¢alismada Moringa oleifera oziitiiniin
hiicre dongilisiniic G1°de durdurdugu, hiicre proliferasyonunu anlamli diizeyde
azalttigl, yaygin kullanilan kemoterapétik ajanlardan sisplatinin etkinligini ve
sitotoksik aktivitesini artirdigi saptanmistir. Bu 6zelligiyle mevcut kemoterapotik
tedaviye destek niteliginde bitkisel tedavi ajani olarak kullanilabilecegi onerilmistir
(107). Insan servikal kanser hiicre hatlar1 olan HeLa iizerinde 2014 yilinda Vasanth
ve arkadaslarimin yaptigi ¢alismada Moringa oleifera kok kabugu ekstresi ile
hazirlanan giimiis nitrat nanopartikiillerinin HeLa {izerindeki hiicre proliferasyonunu
azaltici, reaktif oksilen radikali olusumunu azaltic1 ve apopptoz indiikleyici etkileri

ortaya konmustur (118).

2021 yilinda Sahruddin ve arkadaslarinin yaptiklari calismada pankreas
kanseri tedavisinde kullanilan kemoterapotik gemsitabinin Moringa oleifera’nin bazi
biyoaktif bilesenleri ile Ongoriildiigiinii gostermislerdir. Tiimorogenezde AKT]I,
TP53, VEGFA gibi hedef proteinlerin artisi ve kaspaz 3, Bcl-2 ailesi iyeleri
araciligiyla apoptotik yolaklarla iliski kesfedilmistir. Sahruddin ve arkadaslari
pankreas kanseri tedavisinde Gemsitabin ile ortak etki mekanizmalarina sahip olmasi
nedeniyle Moringa oleifera ile kombine tedavi olarakonermislerdir (119). Biz de
calismamizda MOLE uygulanan U87-MG ve T98-G insan glioblastoma hiicre
hatlarnda deney gruplarinda hiicre hatlarinin koloni olusturma potansiyellerinin

azalttigini1 ve apoptozu artirdigini immunositokimyasal analiz ile gosterdik.
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Bitkisel ajanlar hem kolay ulasilabilirlik hem de daha az yan etki
potansiyelleri ile mevcut kemoterapi protokollerine destek olarak diistiniilmiis
alternatiflerdir. Diab ve arkadaslart 2015 yilinda 9 farkli kanser hiicre hattinda
aralarinda Moringa oleifera ekstresinin de bulundugu bitkilerin etkilerinin
incelendigi bir ¢aligmalarinda bitki ekstrelerinin hiicre dongiisiinii GO/G1 gegisini
bloke ederek ve agaroz jel elektroforezde nekroz benzeri yayilim paterni
olusturduklart gézlemlemislerdir ayrica baz1 diger bitki ekstrelerinden 6zellikle hiicre
canliligmi  konsantrasyon bagimli olarak ciddi etkileyen potansiyellerinden

bahsedilmistir (120).

Her ne kadar bitkisel tedavi ajanlarinin destek tedavi olarak kanserde kullanimi artsa
da ilag ile zehir arasindaki ¢izgi oldukca incedir. Klinik kullanima girebilmesi igin
prospektif genis c¢apli caligmalara ihtiyag vardir. Ayrica Moringa oleifera’nin
kullaniminin sitotoksik tedaviler agisindan bitkisel tedavi pazarindaki yeri
artmaktadir. 2020 Mart ayinda yayinlanan bir ¢alismada Moringa oleifera igeren
besin takviyelerinin kullanimi artan besin takviyeleri arasinda one gectigi ifade
edilmistir. Hatta beklenen kiiresel pazardaki yerinin 2026 yilinda 8400 milyon dolara

ulasabilecegi ongoriilmiistiir (121).
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6. SONUC

Glioblastoma artan siklig1 ve yiiksek mortalitesi ile yeni ve destek tedavi
arayislarinin ilgi odagi olmustur. Calismamizda glioblastoma patogenezinde rol alan
AKT/FOX3a/Bim yolag: iizerinde Moringa Oleifera’nin etkisini incelendi. MOLE
uygulanan deney gruplarinda AKT azalisi, FOXO3a ve Bim artisini
immunositokimyasal analizler ile gdsterildi. Immunositokimyasal boyamanin Image
j yazilim ile optik dansite karsilastirmasinda MOLE uygulanan deney gruplarinda
AKT azalisi, FOXO3a ve Bim artis1 istatistiksel olarak anlamli bulundu. Ayrica
deney gruplarinda koloni olusum yiizdelerindeki azalma da istatistiksel olarak
anlamli bulundu. Sonug olarak Moringa oleifera bir¢ok diger kanser tiirii i¢in oldugu
gibi glioblastoma i¢in de AKT/FOXO3a/Bim yolag1 {izerinden apoptoz

mekanizmalarini tetikledigi gosterildi.

Bu calismamiz U87-MG ve T98-G hiicre hatlarinda MOLE’nin apoptoz
indiikleyici etkisinin gdsterilmesi ile glioblastoma tedavisine 1s1k tutacagi
kanatindeyiz. Calismamiza ek olarak AKT, FOXO3a ve Bim ekspresyonlarinin
Western Blot, gqRT-PCR gibi analizlerle MOLE’nin etkinligi protein ve m RNA
diizeylerinde de gosterilerek desteklenebilir.

Her ne kadar ¢alismamizda MOLE’nin glioblastomda apoptozu indiikledigini
gostersek de deneylerimiz in vitro ortamda gerceklestirilmistir. MOLE’nin bu
etkinliginin in vivo sartlarda hayvan deneyleri ve sonrasinda prospektif klinik

caligmalarla desteklenmesi faydali olacaktir.
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