NIHAL KARAKAS ISTANBUL UNIiVERSITESI SAG. BiL. ENST. DOKTORA TEZI ISTANBUL-2015



T.C.
ISTANBUL UNIVERSITESI
SAGLIK BiLIMLERI ENSTITUSU

(DOKTORA TEZi)

TERAlj(")TiK~ PROTEINLER SALGILAMAK UZERE
GENETIGI DEGISTIRILMIiS KOK HUCRELERIN BEYIN
TUMORLERININ TEDAVISINDE KULLANILMASI

NIHAL KARAKAS

DANISMAN
PROF. DR. SELMA YILMAZER

SINIiRBILiM ANABILIiM DALI
ILERI NOROLOJIK BiLIMLER PROGRAMI

ISTANBUL-2015




TEZ ONAYI

Istanbul Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii Sinirbilim Anabilim Dali ileri

Norolojik Bilimler Doktora Programinda Nihal KARAKAS tarafindan hazirlanan

Terapotik Proteinler Salgilamak Uzere Genetigi Degistirilmis Kok Hiicreler Kullanilarak

Beyin Ttimdrlerinin Tedavi Edilmesi baglikli Doktora tezi, yapilan tez sinavinda Jiirimiz
tarafindan basarili bulunarak kabul edilmistir.

25/06/2015

Tez Sinav Jiirisi
Unvani Adi Sovyadi (Universitesi, Fakiiltesi, Anabilim Dali) imzasi

1.Prof. Dr. Selma YILMAZER 1.U. CerrahpasaTip Fak. Tibbi Biyoloji Anabilim Dal

2.Prof. Dr. Hakan GURVIT 1.U. Istanbul T1ip Fak. ~ Néroloji Anabilim Dali
3.Prof. Dr. Yasemin GURSOY Kog Uni. Tip Fakiiltesi Noroloji Anabilim Dali
4.Prof. Dr. Ulkan KILIC Medipol Uni. Tip Fakiiltesi Tibbi Biyoloji Anabilim Dali

5.Dog. Dr. Erdem TUZUN 1.U. Deneysel Tip Aras. Enst. Sinirbilim Anabilim D. _



BEYAN

Bu tez calismasinin kendi ¢alismam oldugunu, tezin planlanmasindan yazimina
kadar biitiin safhalarda etik dist davranisimin olmadigini, bu tezdeki biitiin bilgileri
akademik ve etik kurallar i¢inde elde ettigimi, bu tez calismayla elde edilmeyen biitiin
bilgi ve yorumlara kaynak gosterdigimi ve bu kaynaklar1 da kaynaklar listesine
aldigimi, yine bu tezin galisilmasi ve yazimi sirasinda patent ve telif haklarini ihlal edici

bir davranigimin olmadig1 beyan ederim.

Niha 5A$
A

s



ITHAF

“Anneme, babama ve esime ithaf ediyorum”



TESEKKUR

Doktora egitimim ve tez ¢aligmalarimin her asamasinda bilimsel ve manevi
destegini esirgemeyen, akademik kisiligi ve ¢alisma prensipleri ile bana 6rnek olan, yurt
disinda deneysel caligmalarimi yliriitebilmem ig¢in yardimci olan, kendisinden her
zaman Ogreneceklerim olduguna inandigim degerli danismanim Sn. Prof. Dr. Selma
YILMAZER’e, Harvard Tip Fakiiltesi, Massachusetts Genel Hastanesi’nde (MGH) tez
calismalarimi gergeklestirmeme olanak saglayan, bilimsel calisma prensiplerini ve
tecriibelerini aktaran, Amerika Birlesik Devletleri’nde bulundugum siire icerisinde
destegini esirgemeyen ve her tiir problemimle yakindan ilgilenen Molekiiler Noroterapi
ve Goriintilleme Laboratuvari’nin yiiriitiiciisii ve ikinci tez danismanim olan Sn. Prof.
Dr. Khalid SHAH’a, ¢alisma arkadaslarim Daniel STUCKEY, Shawn HINGTGEN,
Tugba BAGCI-ONDER, Jordi MARTINEZ-QUINTANILLA, Yanni ZHU, Sung Hugh
CHOI, Wanlu DU, Nusrat JAHAN, Clemens REINSHAGEN, Deepak BHERE ve Sara
PIGNATTAya, Istanbul Universitesi Cerrahpasa Tip Fakiiltesi’nde bulundugum siire
icerisinde giiler yiizlerini esirgemeyen Duygu GEZEN-AK ve Erding DURSUN’a,

tesekkiir ederim.

Beni bu diinyaya getiren, insanliga faydali ve ornek bir insan olmam ig¢in
egitimimi sekillendiren, ve yasamim boyunca hedeflerime erisebilmem igin tiim
benlikleriyle maddi manevi desteklerini esirgemeyen sevgili annem Ayten CAKMAK
ve sevgili babam Mustafa CAKMAK’a, bir 6miir boyu ellerimden tutacagini bildigim
ve beni aldigim her kararda destekleyerek yanimda olan, hayallerimi sahiplenen sevgili

esim Kadir KARAKAS’a tesekkiirii bir borg bilirim.

Akademik calismalarima bagladigim andan itibaren deste§ini siirdiiren ve
doktora ¢alismalarim igin de “2221-Yurt I¢i Doktora Bursu” ile destekleyerek bilimsel
yolculuguma katkida bulunan TUBITAK ’a tesekkiir ederim.



Vi

ICINDEKILER
TEZ ONAY L ettt ne e e II
BEY AN e I
ITHAF ...ttt bttt h ettt e ab e e e bt et e e bt e e nb e e nbeeenbeenbeas v
TESEKKUR.....oviiieteeieeeeete ettt ettt n sttt en e et as s s et as s eeeas \Y,
ICINDEKILER ......oocuititiiiieiieieieieeee ettt Vi
TABLOLAR LISTEST ..ottt X
SEKILLER LISTEST ...ocviiiiteeceeee ettt en ettt sn st X
SEMBOLLER / KISALTMALAR LISTESI ....oovtiviieeieceeeeceecee e Xii
OZET ettt b e bRttt r e ne e XIv
ABSTRACT ..ttt re e XV
1. GIRIS VE AMACGC ..ottt es st en sttt en st s sttt an s et 1
2. GENEL BILGILER ....cooiiiitiiiiiii st 4
2.1.Glioblastoma Multiforme (GBM) ..........coceiiiiiiiiiic e 4
2.2.Glioblastoma Multiforme TedaviSi.........cccouiireiiiiiiieic e 4
2.2.1.CeITANT TEAAVI....eiueiiiiiiiieie ettt bbbt 5
2.2.2. RAAYOTEIADT ...ttt bbbt 5
2.2.3. KEMOLEIAPI ...ttt st ettt s e s re et eera e s reebeaneenres 6
2.2.4.Glioblastoma Multiforme Tedavisinde Kan Beyin Bariyerinin EtKisi ................ 6
2.3.Glioblastoma Multiforme Tedavisinde Alternatif Yaklagimlar............ccccocoeennnnnne 6
2.2.3.1.Terapétik Protein Ureten Aracilar Olarak Kok Hiicreler.........oooovovvvverececnne.. 8
2.4 Hedefli Toksinler veya ImmiinotoKSinler .............c.cccueveveeecuereierieecceeees e 9
2.4.1.Hedefli Toksinlerin Olusturulmasi...........ccueeiveeiiieriiiee e ssiee e siee e siee e 10
2.4 L LTOKSINIEE ..ottt 10
2.4.1.2.Hedeflenen ReSEPLOTIET........ccuoiviiiiiiiiiiieic e 11
2.4.2 Hedefli Toksinlerin Klinik Oncesi ve Klinik Denemelerde Kullanilmast......... 15
2.5.Tiimdr Nekroz Faktér Bagimli Apoptoz Indiikleyici Ligand (TRAIL).................. 17
2.5.1. TRAIL’1n GBM Tedavisinde Kullanilmasi ve Sinirliliklart..........cc.ccoooeennne. 19
3.GEREC VE YONTEM ......cooiieieieteieteeetee e te e ettt ettt 22
3.1.Hiicre kiiltiirlerinin hazirlanmast ...........ccooviiiiiiiiicc e 22

3.2.Hedefli toksinleri iireten hiicre soylarimin olusturulmast...........cccccceiiiniiiiniennnn, 23



vii

3.2.1.Molekiiler klonlama ve lentiviral plasmidlerin hazirlanmast ..............cccocveenee. 23
3.2.2.Plasmid DNA’sinin ¢ogaltilmasi ve 1zolasyonu ..........c.ccoovveriiieinieninecnneinenn 24
3.2.3.DNA MIKLAI tAYINT 1..veiveeieeieciecse et e e e ens 25
3.2.4.Toksine direngli hiicre soylarinin olusturulmasi..........ccoccvvviveriiiiniiiie e, 25
3.3.Biyogoriintiilenebilir GBM hiicre soylarinin olusturulmast ..........ccccoevvvieenirnnene 27
3.4.Ters Transkriptaz Polimeraz Zincir Reaksiyonu (RT-PZR) ......ccccccevveviviieneenenn. 28
3.4.1.Total RNA 1ZOIASYONU ...oocvieiiieiicie s 28
B.4.2.CDNA SENEEZI ..t 29
BUAB.PZR ettt nre e anes 29
3.5.Hiicrelerden hedefli toksin igeren medyumlarin hazirlanmast .............c.cceoeieenee. 31

3.6.Dot blot yontemi ile terapotik protein salinmasinin gosterilmesi ve protein miktar

BAYINT ottt bbbt 31
3.7.Protein sentezi inhibisyonunun gOSterilmest ........cccverivieiieiiiienieiie e 32
3.8.Hiicre Slimiintin in VItro @analizi ..., 32
3.8.1.Lusiferaz ile isaretlenmemis hiicrelere iligskin canlilik analizi..........c.c.cccevuennee. 32
3.8.2.Lusiferaz ile isaretlenmis hiicrelere iliskin canlilik analizi...............ccccevveennee. 33
3.9.APOPLOZUN ANANIZI ... 33
3.9.1.Kaspaz 3/7 aktivasyonunun SlGUMIU ........cccovvevviiiriiiniiiieiieee e 33
3.9.2WESLEIN BIOL ... 33
3.10.Terapotik kok hiicrelerin GBM hiicreleri ile birlikte kiiltiiriiniin yapilmast......... 36
3.11.Hedefli toksin iireten kok hiicrelerin ve GBM hiicrelerinin birlikte subkutan yolla
BNJEKSTYONU ...ttt bbbttt 36
3.12.Beyin tiimorii cerrahi olarak cikarilan farelerde hedefli toksin iireten kok
hiicrelerin terapotik etkisinin OStETIIMES........cvevvviiiiiiiiiiicice e 38
3.13.Biyoliiminesan gorintlileme ..........ccocviiiiiiiiiiciiiiec e 38
3.14.Immiinohistokimyasal DOYAMA .............cc.ccerrieueiireieiireieeieeee s 38
3.15.Hedefli toksin iireten kok hiicrelerin TRAIL ile kombine edilerek GBM hiicreleri
lizerinde terapotik etkisinin OStETIIMEST .....vveviiiiiiiiieiie e 38
3.16.15tatiStIKSE]l YONEMIET .......cvvverrececeeteieeecee ettt 39
A BULGULAR ..ottt nb et b e b e e 40

4.1.Hiicrelerin toksine direngli hale getirilmesine ve hedefli toksinleri iiretmek iizere

hazirlanmasina ait SONUGLAT ..........coiuiiiiiiiiiiii e 40



viii

4.2.Hedefli toksinlerin GBM hiicrelerinde hiicre dongiisli ve protein sentezi iizerine
BEKHIEIT ..o 44

4.3.Hedefli toksinleri salan kok hiicrelerin GBM hiicre 6limi uzerine etkileri........... 49

4.4.Subakutan tiimorde hedefli toksinler ilireten kok hiicrelerin ayni anda protein
sentezi ve timar kiitlesi degisimi tizerine etkileri.........coccoiiiviiiiiiiiiiicicee 51
4.5.Terapotik kok hiicre nakledilen GBM tiimorlii farelerde, hedefli toksinlerin tiimor

kiitlesinin niiksii ve farelerin sagkalimi tizerine etkileri ..........ccooceriiiiiiiiiiciiicnns 52

4.6.Hedefli toksinler ile birlikte uygulanan TRAIL 1 ¢esitli GBM hiicreleri tizerinde

ERTAPOIK EKIST. ..veeuriiiieiti e 53
4.7.Hedefli toksinlerin, GBM hiicrelerindeki TRAIL direnci ve TRAIL aracili apoptoz
UZETINE CLKILETI. 1..viiiiiiiiice e 55
4.8.GBM hiicrelerinde hedefli toksin reseptorii ifadesinin, TRAIL duyarlilig
OlUSTUIMA TZETINE CTKIST ...vvviieeiiie ettt 58

4.10.GBM primer hiicrelerinde hedefli toksinler ile TRAIL 1n birlikte uygulamasinin

in vitro terapdtik etkisi ve apoptozun @NaHZI..........cooviiiiiiiiiicee e, 61
4.11.TRAIL’a yar1 duyarli GBM hiicrelerinde hedefli toksinler ile birlikte TRAIL
uygulamasinin hiicre Slimil GZerine etkiST ........coevvviiiriiiiiiiieiie e 62

4.12.Hedefli toksinleri treten terapdtik kok hiicreler ile Kkiiltiirii yapilan GBM

hiicrelerinde TRAIL uygulamasinin terapotik etkisi .........ccceevvviiiiiiiiiiiiiiices 64
4.13.GBM hiicrelerinde IL13PE-TRAIL fiizyon proteininin ¢ift fonksiyonlu etkisi..65
KAYNAKLAR ..ttt ettt b et et e b e e nne e e 75
ETIK KURUL KARARI ......ooociiiiiiiiineiire e 84

(074€) 510 Y1 1 F OO 85



TABLOLAR LISTESI

Tablo 3-1: PZR reaksiyon karigimi
Tablo 3-2: PZR sicaklik dongiisii ..
Tablo 3-3: RT-PZR primerleri.......



SEKILLER LISTESI
Sekil 2-1: Hedefli toksin konstraktlarinin olusturulmasi. ..........ccccceeeviiiieiiiiiiee i 10
Sekil 2-2: Nanokor ve diger antikor yapilarinin karsilastirilmast.........ccccoeveiiiieiinnnne, 14
Sekil 2-3: TRAIL sinyali ile apoptozun uyarilmast ...........ccoceveeeeeierencieneneseseeeeees 18

Sekil 3-1: Lentiviral vektorlere hedefli toksinlerin yerlestirilmesi (klonlama) asamalar1

Sekil 3-2: Toksine direncli kok hiicre soylarinin ve hedefli toksin iireten kok hiicrelerin
elde edilme aSAMALATL. .......eoiiiiiiiiie e 26
Sekil 3-3: GBM hiicrelerinin liisiferaz isaretlemesi ve subakutan tiimor olusturulmasinin
Foda 1<) 51011 ER OO U R PR OPRRPPRUPRPTRPTPTN 37
Sekil 4-1: Toksine direngli hale getirilen 293T ve hNSC hiicrelerinin toksin muamelesi
sonrast canlilik analizi SONUGIATT. ........cceiiiiiiiiiiii e 41
Sekil 4-12: GBM rezeksiyonu sonrasi fare beynine implante edilen hNSC-IL13-PE kok
hiicrelerinin in vivo terapdtik etkisinin gosterilmeSi........ccoovvvviiiiiiiinese e, 53
Sekil 4-13: TRAIL’a direngli ve yar1 direngli GBM hiicrelerinin, hedefli toksinler ile
muamelesinin hiicre canlilig1 izerine etkisinin gosterilmesi. .........ccooveriviiiciiciieennens o4
Sekil 4-14: Hedefli toksinlerden ENb-PE’nin, GBM hiicrelerinde (LN229), DR4/5

reseptOrlerini artirdiginin ve anti-apoptotik XIAP seviyelerini azalttiginin gosterilmesi..

Sekil 4-15: GBM hiicrelerinde, hedefli toksinlerden ENb-PE ve TRAIL’in birlikte
uygulamasinin, hiicre 6liimiine ve apoptotik proteinlere etkisinin analizi. .................... 57
Sekil 4-16: TRAIL’a direngli GBM hiicrelerinde, ENbPE’nin olusturdugu TRAIL
duyarliliginin sematik GOStEITMIL ....cccveiiiiiiiieiiieiee e 58
Sekil 4-17: IL13Ra2 geni aktarilan GBM hiicrelerinde (LN229-IL13Ra2), IL13PE’nin,
TRAIL duyarlilig1 ve hiicre 6imil Gizerine etkisi.........ccoceviiiiiiiiininiicc s 59
Sekil 4-18: LN229-IL13Ra2 hiicrelerinde IL13PE ve TRAIL uygulamas: sonuglari.. 60
Sekil 4-19: LN229-IL13Ro2 hiicrelerinde IL13-PE’nin  olusturdugu TRAIL
duyarliliginin sematik GOStEITMIL ....cccveiiiiiiiieiiieiee e 61
Sekil 4-22: Hedefli toksinleri iireten kok hiicreler ile GBM hiicrelerinin birlikte

kiiltiirtine TRAIL uygulamasinin terap6tik etkisinin analizi.. ...........cccooevcviiviieineinene, 65



Xi

Sekil 4-25: Hedefli toksinler ile birlikte TRAIL uygulamasinin GBM hiicrelerinde

olusturdugu apoptotik Slim MeKaniZmasl. ........ccceeiviiieiieiiiiesec e 67



AV
AAV
Apaf-1
Asp
Bcl-2
cKasp
cDNA
cFLIP
CMV
DAPI
DISC
DMEM
DR4/5
DT
EGFR
eEF-2
ENb
FAM™
FGF
Fluc
FBS
GAPDH
GBM
GFP
HCADb
HEK-293T
hNSC
IAP
IRES
IL4

SEMBOLLER / KISALTMALAR LISTESI

Adenoviriis

Adeno iliskili viriis

Apoptotik proteaz aktive etme faktorii-1
Aspartik asit

B hiicreli lenfoma 2

Kesilmis Kaspaz

Komplementer (tamamlayic1) DNA
Hiicresel FLICE benzeri inhibitor proteini
Sitomegaloviriis
4’,6-diamidino-2-fenilindol dihidroklorid
Hiicre 6liimiinii uyaran sinyal kompleksi
Dulbecco’nun minumum esansiyel medyumu
Oliim reseptérii 4/5

Difteri toksini

Epidermal Biiylime Faktorii Reseptorii
Okaryotik elongasyon faktorii-2

Epidermal biiylime faktorii reseptdriine 6zgili nanokor

6-carboxyfluorscein

Fibroblast bliylime faktorii

Ates bocegi lusiferazi

Fetal s1g1r serumu

Gliseraldehit 3 fosfat dehidrogenaz
Glioblastoma Multiforme

Yesil floresan proteini

Agir zincirli antikor

Insan embriyonik bobrek hiicreleri
Insan néral k&k hiicreleri

Apoptoz proteinleri inhibitorleri
Internal ribozom giris bolgesi

Interlokin-4

xii



Xiii

IL13 Interlokin 13

LRP Diisiik yogunluklu lipoprotein reseptoriine bagl protein
LV Lentiviriis

mEF-2 Mutant elongasyon faktorii-2

mCherry (mCh)  Bir ¢esit kirmiz1 floresan protein

Nb Nanokor

oHSV Onkolitik Herpes Simpleks viriisii

PARP Poli ADP riboz polimeraz

PE Pseudomonas Ekzotoksin

PZR Polimeraz zincir reaksiyonu

Rluc Renilla lusiferazi

RT-PZR Ters transkriptaz polimeraz zincir reaksiyonu

SEM Taramali elektron mikroskobu

SmMRTKI Kiiciik molekiil reseptor tirozin kinaz inhibitorleri
ssSODN Tek zincirli oligodeoksiniikleotid

TRAIL Tiimdr nekroz faktdr bagimli apotoz indiikleyici ligand
TfR Transferrin reseptorii

TGF-a Transforme edici biiylime faktorii-o

TRAIL Tiimdr nekroz faktdr bagimli apotoz indiikleyici ligand
TK Timidin kinaz

CD Sitozin diaminaz

WHO Diinya Saglik Orgiitii



Xiv

OZET

Karakas, N. (2015). Terapotik Proteinler Uretmek Uzere Genetigi Degistirilmis Kok
Hiicrelerin Glioblastoma Multiforme Tedavisinde Kullaniimasi. Istanbul Universitesi
Saglik Bilimleri Enstitiisii, Sinirbilim ABD. Doktora Tezi. Istanbul.

Glioblastoma multiforme (GBM) yetiskinlerde en sik goriilen, agresif ve malign bir
beyin timoridir. GBM tedavisindeki bugiinkii uygulamalar cerrahi tedavi ve bunu
takip eden radyoterapi ile kemoterapidir. Ancak tiimoriin niiksii, tedavinin saglikli beyin
dokusu tizerindeki sitotoksik etkileri ve kan beyin bariyerinin yapisi nedeniyle bu tedavi
yontemleri yetersiz kalmaktadir. Beyin tiimorlii fare modellerinde yapilan ¢alismalar,
kok hiicrelerin primer timor alanlarina ve mikro seviyedeki invazif timér odaklarina
goc ettigini gostermistir. Boylece kok hiicreler araciligiyla terap6tik proteinlerin tiimor
odaklarina gonderimi esasina dayanan bir GBM tedavi yaklagimi gelismistir. GBM’i de
icine alan kanser tedavilerinde One ¢ikan terapdtik proteinlerden biri  hedefli
toksinlerdir. Ancak, hedefli toksinlerle yapilan faz-11l klinik denemeleri, sistemik
toksisite, molekiiliin kisa yar1 omrii ve dokuya niifuzunun yetersizligi nedeniyle
basarisizlikla sonu¢lanmistir. Dolayisiyla, saglikli dokuya hasar vermeden devamli
olarak hedefli toksinlerin salinimini saglayacak ve yan etkilerden koruyup terapdtik
etkinligi artiracak bir GBM tedavi sekline ihtiya¢ duyulmaktadir. Bu ¢alismada, mevcut
terapotik ajanlara direng gosteren GBM tiimorlerini kok hiicrelerden salinan hedefli
toksinler ile tedavi etmek tizere, lentiviral vektorler kullanilarak Pseudomonas
ekzotoksinini (PE) igeren ve epidermal biiyiime faktorii yonelimli ENb-PE ile
interlokin-13 yonelimli IL13-PE hedefli toksinleri gelistirildi. Bu hedefli toksinleri
salgilamak tizere olusturulan insan ndral kok hiicrelerinin, toksin etkinligi sonucu GBM
hiicrelerinde protein sentezini bloke ederek anlamli derecede terapétik etki olusturdugu
gosterildi. Terapotik kok hiicreleriny GBM tiimorlii farelerde rezeksiyon sonrast timor
niikslinli yavaglatarak farelerde sagkalim siiresini artirdigi biyoliiminesan goriintiileme
yontemi ile gosterildi. Ayrica kanser hiicrelerinde apoptoz sinyallerini tetikleyen timor
nekroz faktor bagimli apoptoz indiikleyici ligand (TRAIL)’a direngli GBM hiicrelerine,
hedefli toksinler uygulandiginda, TRAIL’a duyarli hale geldigi gosterildi. Bu direncin
onlenmesine, TRAIL’1n baglandig1 6liim reseptorlerinden DR4/5’in ifade diizeylerindeki
artisin ve apoptoz inhibe edici proteinlerin ifade diizeylerindeki azalisin Onciiliik ettigi
belirlendi. TRAIL ve hedefli toksinlerin hem ekstrinsik hem de intrinsik apoptotik
yolagin aktivasyonu ile GBM hiicre 6liimiinii gerceklestirdigi saptandi. Sonug olarak,
hedefli toksin tireten terapotik kok hiicreler ile elde ettigimiz bulgular, daha sonra GBM
tedavisinde kullanilmak iizere klinik ¢alismalara temel olusturacak niteliktedir.

Anahtar Kelimeler : Pseudomonas Ekzotoksin, TRAIL, glioblastoma multiforme, kdk
hiicre, biyoliiminesan goriintiileme

Bu caligma, “U.S National Istitutes of Health Grants” tarafindan desteklenmistir. Proje
No: RO1CA138922 ve RO1CA173077
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ABSTRACT

Karakas, N. Genetically engineered therapeutic stem cells for the treatment of brain
tumors. Istanbul University, Institute of Health Science, Department of Neuroscience.
PhD Thesis. Istanbul. 2015

Glioblastoma multiform (GBM), is the most common, agressive and malignant form of
brain tumors in adults. Current treatment implementations for GBM include surgical
debulking with adjuvant chemotherapy and radiotherapy. Nevertheless, these treatment
methods remain insufficient due to the recurrence of tumor, cytotoxicity on healthy
brain tissue and blood-brain barrier characteristics. Stem cells have been shown as they
have the ability to migrate primary tumor sites and microinvasive tumor deposits in
mice bearing brain tumors. Therefore, a new GBM treatment approach has been
developed including stem cells as delivery vehicles of therapeutic proteins migrating
towards tumor foci. Among therapeutic proteins, targeted toxins are one of the most
promising candidates for the treatment of many cancers including GBM. On the other
hand, Phase-lll clinical trials with targeted toxins were failed due to short half life,
systemic toxicity and insufficient tissue penetration. There is therefore an urgent need to
safely and continuously deliver targeted toxins to overcome side effects and maximize
therapeutic efficacy. In this study, two cytotoxins involving Pseudomonas Exotoxin
(PE) and targeting either epidermal growth factor receptor (ENb-PE) or interleukin-13
receptor alpha-2 (IL13-PE) were engineered using lentiviral vectors to treat recurrent
GBMs by stem cell delivery of targeted toxins. Our results showed that human neural
stem cells (hNSC) secreting targeted toxins have significant therapeutic effect on both
GBM cell lines and patient derived GBM cells via inhibition of protein synthesis as a
result of toxin action. Regression of GBM recurrence upon therapeutic stem cell
delivery was monitored by bioluminescence imaging and thus, therapeutic stem cells
increased long-term survival of mice. Moreover, when GBM cells treated with targeted
toxins, they developed sensitivity to tumor necrosis factor related apoptosis inducing
ligand (TRAIL) via upregulation of death receptors DR4/5 and down regulation of anti-
apoptotic proteins. Cell death in GBMs treated with a combination of targeted toxins
and TRAIL were shown by the involvement of both extrinsic and intrinsic apoptotic
pathways in a synergestic fashion. In conclusion, our findings serve a basis for the use
of stem cells secreting targeted toxins to further adopt them into clinical applications of
GBM treatment.

Key Words: Pseudomonas Exotoxin, TRAIL, glioblastoma multiform, stem cells,
bioimaging

The present work was supported by the U. S. National Institute of Health. Project
number : RO1CA138922 and RO1CA173077.



1. GIRIS VE AMAC

Glioblastoma multiforme (GBM), tami sonrasinda sadece 12-15 ay kadar sag
kalim siireci olan, en sik goriilen, agresif ve malign bir beyin tiimériidiir [1]. Glioma
tedavisinde, cerrahi rezeksiyon ve bunu takip eden radyoterapi ile kemoterapi
yontemleri uygulanmaktadir. Ancak tiimor dokusunun yeniden olusmasi, saglikli beyin
dokusunda meydana gelen sitotoksisite, ve kan beyin bariyerinin karakteristik yapisi
nedeniyle bu tedavi yontemleri yetersiz kalmaktadir. Standart tedavi yontemlerindeki bu
yetersizlikler nedeniyle, glioma tedavisi i¢in alternatif yaklasimlar gelistirilmektedir [2].
Bu amagla timor hiicrelerini hedef alan reseptor yonelimli tedaviler, timor hiicrelerinin
sag kalimini ve g¢ogalmasini kontrol eden faktorlerin baskilanmasi, tiimore 06zgiin
sitotoksik sinyallerin olusturulmasi, tiimore iliskin immiin yanitin harekete gegirilmesi
gibi yaklasimlari igine alan tedavi yontemleri {izerinde ¢alisilmaktadir [3, 4]. Bugiinkii
yaklagimlara gore timor ile miicadele, tiimor hiicrelerine 6liim sinyalleri gondererek
yok etmek yoniinde ilerlemektedir. Apoptoz sinyallerini tetikleyen sitokinlerden timor
nekroz faktoriine bagimli apoptoz indiikleyici ligand (TRAIL) ile yapilan ¢aligmalarda
kisa siirede ve biiyiik oranda tiimor hiicresinin yok edilebildigi ve tiimor hacminde

kiiciilmenin saglandigi gosterilmistir [5-13].

Noral kok hiicreleri de i¢ine alan farkli yetiskin kok hiicrelerinin, memeli
beynine transplante edildiginde beyin dokusuna entegre olabilmesi, bu kok hiicrelerin
terapOtik araglar olarak kullanilmasi fikrini dogurmustur. GBM olusturulan fare
modellerinde yapilan calismalar, kok hiicrelerin primer tiimoér alanlarima ve mikro
seviyedeki invaziv tiimor odaklarina go¢ ettigini gostermistir [7, 14, 15]. Timor
hiicrelerinin yiizeyinde yiiksek diizeyde ifade edilen veya bu hiicrelere 6zgiin
reseptorleri hedefleyen tedavi modelleri, kanser tedavisinde onem tagimaktadir. Bu
reseptorleri hedef alarak tiimor gelisimini durduran terapétik ajanlar gelistirilmis
olmasina ragmen, klinik uygulamalarda bu ajanlar, glioma gibi ileri derecede malign

beyin tiimorlerinin tedavisinde sinirli basart gosterebilmistir. [1].

Kanser hiicrelerini hedef alan tedavi modellerinde 6ne ¢ikan bir diger yaklagim
ise hedefli toksinlerin kullanilmasidir. Bu kapsamda ilk antikor-toksin konjugat1 1970
yilinda Moolten ve Cooperband tarafindan gelistirilmistir [16]. Bu yaklasimda, maymun

bobrek hiicrelerinin  yiizeyinde bulunan antijenlere yonelebilecek antikor-toksin



konjugatinin olusturulmasi fikri ortaya atilmigtir. Bu kapsamda antikor-toksin fiizyon
proteininin basariyla neoplastik hiicreleri hedefleyebildigi gosterilmistir. Buradan
hareketle, tiimore 6zgiin antijenleri hedef alan monoklonal antikorlarin kesfedilmesi,
kanser hiicrelerini 6ldiirmek tizere hedefli toksinlerin kullanilmasi calismalarina hiz
kazandirmistir. Hedefli toksinler, diger bir adiyla immiinotoksinler, kanser hiicrelerinde
yiikksek diizeyde ifade edilen proteinlere 0zgiin olarak baglanabilen rekombinant
molekiillerdir. Bu rekombinant proteinler bir antikor ya da liganda baglanmis toksin
molekiiliinden olusmaktadirlar. Hedef yonelimli bu sitotoksik molekiilleri olusturmada
kullanilan toksinler, bitki, bakteri ve mantar gibi organizmalarda yan iiriin olarak olusan
ve Okaryotik protein sentezini bloke eden dogal olusumlardir. Bu 6zellikleri nedeniyle,
kanser tedavisi arastirmalarinda 6nemli dl¢iide yer almis olup, GBM’yi de i¢ine alan
pek c¢ok kanser ¢esidinin tedavi edilmesinde birgok hedefli toksin, farkli faz
uygulamalari ile klinik asamalara kadar gelebilmistir [17, 18].

Hedefli toksin kombinasyonunda en sik kullanilan toksinler, bakteri
toksinlerinden “pseudomonas ekzotoksin A (PE)” ve “difteri toksini (DT)” ile bitki
toksini “ricin” dir. Bu {i¢ toksin molekiilii de tek bir polipeptid zinciri seklinde
sentezlenip reseptor aracili endositoz ile hiicre icerisine alinir. Fonksiyonel olarak
reseptor baglayici bolgesi, translokasyon bdlgesi, ve sitotoksik bolgesi olmak {izere 3
bolgeden olusmaktadir. Bu proteinler, alt iinite kompozisyonu, biiyiikliik ve hiicre
seciciligi agisindan farklilik gosterse de fonksiyonel olarak ortak bir enzimatik aktivite
gosterirler ki, bu da okaryotik elongasyon faktori-2 (eEF-2) veya 60S ribozomu
inaktive ederek protein sentezinin baskilanmasidir. Bir tek toksin molekiilii dahi geri
dontisimsiiz bir bicimde 35 dakikada 300 ribozomu inaktive ederek hiicreleri
oldiirebilir [17, 19]. Dogada gram negatif Pseudomonas aeruginosa bakterisinde ifade
edilen PE, 638 aminoasitten olusan bir proproteinin sentezi esnasinda N terminalinden
25 aminoasitin kesilmesiyle 613 aminoasitlik olgun proteine doniismektedir. Dogal PE
toksininin reseptor baglayici bolgesi, hiicrelerdeki diisilk yogunluklu lipoprotein
reseptoriine bagl proteine (LRP) baglanir. Reseptor aracili endositoz ile hiicre igine
almip sitotoksik etkisini eEF-2 inaktivasyonu ve bunu takip eden protein sentezi
baskilanmasi seklinde gosterir [20, 21]. PE'nin yapisal ve fonksiyonel bolgelerinin
anlasilmasi ile rekombinant hedefli toksinler olusturulmaya calisilmaktadir. Kimyasal
konjugasyon ya da rekombinant DNA teknolojilerinden yararlanarak PE’nin reseptor

baglayict bolgesinin, antikor fragmanlari, biiylime faktorleri, veya sitokinler ile



degistirilip PE'nin kanser hiicrelerine daha ytiksek bir afinite ile baglanmas1 saglanmaya
calisilmaktadir [18, 22-24].

Tim bu bilgiler 15181nda, bu ¢alisma ile, mevcut terapotik ajanlara farkli cevap
veren tiimor hiicrelerinin tedavisi i¢in kok hiicrelerden salinan hedefli toksinlerin
gelistirilmesi, bu hedefli toksinlerin hem GBM hiicre hatlar1 hem de hastalardan elde
edilen GBM hiicreleri lizerinde terapotik etkinliginin saptanmasi, hedefli toksin ile
TRAIL kombinasyonunun GBM hiicrelerindeki terapotik etkisinin ve bu birlikteligin
molekiiler mekanizmasinin belirlenmesi ve bdylece, hedefli toksinleri salgilayan
terapotik kok hiicrelerle GBM tedavisi igin ilerde klinik ¢alismalara uyarlanabilecek bir

yontemin gelistirilmesi amaglandi.



2. GENEL BILGILER

2.1.Glioblastoma Multiforme (GBM)

Gliomalar, tiim intrakranyal tiimorlerin %40 kadarini olusturan ve en sik goriilen
primer beyin tiimériidiir. Histopatolojik olarak gliomalar, Diinya Saglik Orgiitii’niin
(WHO) smiflandirmasina gore, diigiik grade (WHO 1 ve 1) ve yiiksek grade (WHO III
ve V) olmak iizere 2 ana grupa ayrilir. Gliomalarin da %60-70 kadarini astrositomlar

olusturur [25, 26].

Astrositomlar, beynin destek hiicrelerinden olan yildiz seklindeki astrositlerden
kaynaklanmaktadir ve bu tip tiimorler, beyin sapi, omurilik ve beyin gibi santral sinir
sistemi boliimlerinden herhangi birinde gelisebilmektedir. Astrositomlar, diisiik dereceli
astrositom, anaplastik astrositom ve glioblastoma multiforme (GBM) olarak baslica 3

gruba ayrilir [27].

Yiiksek grade gliomalardan olan malign glioblastoma multiforme (GBM) ise
tiim beyin tiimorleri i¢inde en sik goriilen ve seyri en kotii olanidir. GBM tiimorleri,
genellikle serebral hemisferlerin beyaz maddesinde yerlesirler. Bu tiimorlerin biiyiik
cogunlugu hemisferlerde genis dagilim gosterir ve en sik olarak frontal lob ve oksipital
lob-parietal lob sinirlarinda gozlenirler. GBM, hizli biiyiir ve yakinindaki dokulara
yayilir. GBM teshisinden sonra hasta ortalama 12 ay kadar yasamin siirdiirebilmektedir
[28]. Etiyopatogenez agisindan en Onemli risk etkeni travma ve mesleki kimyasala
maruz kalma durumudur. Ayrica X 1s1mm1 ve radyasyon etkisiyle GBM gelistigi
bildirilmistir. GBM’nin prognozu, hastanin yasi, ve timoriin grade’i gibi ozeliklere

baghidir [29, 30].

2.2.Glioblastoma Multiforme Tedavisi

Glioblastoma multiformenin standart tedavisini, cerrahi operasyonla timor
kiitlesinin uzaklastirilmasi ve bunu takip eden radyoterapi ile sistemik olarak uygulanan
kemoterapi (¢ogunlukla temazolomide) olusturmaktadir [4, 31-33]. GBM tedavisinde en
verimli tedavi sekli ise cerrahi tedavi ile tiimor kiitlesinin olabildigince ¢ikarilmasi ve
bdylece hastanin yasam siiresinin uzatilmasidir. Tiim uygulamalarin en uygun sekilde

yapilmasi halinde bile malign glioblastoma i¢in tedavi yontemleri oldukga yetersiz



kalmakta ve tanidan 5 yil sonra hastalarin ancak %5’inden daha azi1 hayatta

kalabilmektedir.

2.2.1.Cerrahi Tedavi

Gliomanin cerrahi yontemle tedavisinde ilk segenek, ameliyattan miimkiin
oldugu kadar kaginmak ve ¢ogu zaman “bekle ve gor” seklinde nitelendirilen yaklagimi
secmektir. Bir diger secenek, histopatolojik bulgulari incelemek iizere lezyona ait
biyopsi Ornegi alindiktan sonra cerrahi olarak erigilebilen tiim tiimér dokusunu

cikarmaktir.

Genellikle cerrahi tedaviyi destekleyici tedavilerden radyoterapi ve kemoterapi
uygulamalari izlemektedir. Diger taraftan, yiiksek grade lezyon tanisi konan hastalarin
biiylik ¢ogunlugunda, bu tiimorii olusturan hiicrelerin infiltratif dogasi geregi ve var
olan yontemlerle tiimor dokusunun tamamen yok edilememesi nedeniyle, tedavi sonrasi
timor dokusunun niiksi gergeklesmektedir. Klinik arastirmalar gostermistir ki,
sagkalim siiresinde maksimum fayda saglamak i¢in tiimor kiitlesinin en az %95’inin
cerrahi operasyon ile gikarilmasi gerekmektedir. Fakat bu, teknik olarak her durumda
miimkiin olmamakta ve hastalarda operasyon sonrasi hasar géren beyin bolgelerine
iliskin fonksiyon kayiplarina (motor faaliyetler, duysal algi, konusma bozukluklar: vb.)
neden olabilmektedir. Bu bakimdan, beyin bolgelerine zarar vermeden tiimor dokusunu
maksimum seviyede uzaklastirmak i¢in ndrogoriintiileme, néronavigasyon, fonksiyonel
haritalama ve fotodinamik terapisi gibi uygulamalar cerrahi tedaviye entegre edilerek

yeni yaklagimlar gelistirilmektedir [34].

2.2.2.Radyoterapi

Glioma tedavisinde cerrahi tedaviden sonraki adim radyoterapidir. Bu yontemin
uygulanmasindaki amag, ameliyatla ¢ikarilamamis olan tiimor kiitlesinin DNA hasari
saglanarak yok edilmesi ve niiksiiniin engellenmesidir. Radyoterapi, genellikle kiigiik
lezyonlar tizerinde etkilidir ve cerrahi tedavi ile birlikte destekleyici tedavi (adjuvant)
olarak uygulanmaktadir. Radyasyona bagli normal doku hasarini en aza indirgemek icin
ise, uygulanacak olan doz geleneksel yontemde oldugu gibi bir kerede degil de parcalar
halinde verilmektedir. Fakat cerrahi tedavi ve adjuvan radyoterapi ile tiimoér dokusunun
niiksii tamamen durdurulamamakta ve sadece hastanin yasam siiresinde iyilestirme

olusturulmaktadir [35].



2.2.3.Kemoterapi

Cerrahi tedavi ve radyoterapinin yaninda bir diger standart glioma tedavi
yontemi kemoterapidir. Radyoterapide oldugu gibi, kemoterapi de cerrahi tedavi ile [36]
birlikte destekleyici tedavi olarak uygulanmaktadir. Kemoterapi, olduk¢a kiigiik tiimor
bolgelerine niifuz ederek etki gdsterebilir ve tedavide etkili sonug i¢in Oncelikle cerrahi
tedavi ile tiimor kiitlesinin maksimum seviyede ¢ikarilmasi gerekir. GBM tedavisinde
uygulanan baslica kemoterapi ilaglari, alkilleyici ajanlar ile anti-anjiyogenik ajanlardan

olusmaktadir.

2.2.4.Glioblastoma Multiforme Tedavisinde Kan Beyin Bariyerinin Etkisi

Kan beyin bariyeri, terapdtik ajanlarin gecisini segici olarak dnleyerek GBM’nin
kemoterapi yontemi ile sistemik olarak tedavisinde engel olusturmaktadir. Kan beyin
bariyerini agmak ve merkezi sinir sistemi hastaliklarini tedavi edebilmek i¢in ¢esitli
yontemler gelistirilmeye calisilmaktadir. Bu amagla, gecirgenligi artirmak {izere kiiciik
lipofilik molekiiller sistemik olarak verilmistir. Ancak bu yaklagim, ilacin plazma
proteinine baglanmast ve ekstravazasyon ile sistemik dolasima geri katilmasi
neticesinde, kan beyin bariyerini asmak i¢in ancak sinirh bir etki olusturmustir. Diger
taraftan, intra-arteriyel olarak verilen mannitol gibi ajanlar ile osmotik modifikasyon
sonucu kan beyin bariyerinin gegirgen hale getirilmesi hedeflenmistir. Bu gibi ajanlarin
kullanilmas:t ise, molekiillerin yar1 Omriiniin kisa olmasi1 sebebiyle gereken
konsantrasyonda tutulamamasi sonucu etkili olamamustir [37, 38]. Bu yonde ¢alismalar

cerrahi yontemleri de icine alacak sekilde devam ettirilmektedir.

2.3.Glioblastoma Multiforme Tedavisinde Alternatif Yaklasimlar

Glioblastoma multiforme tedavisinde, tiimoriin tekrar olusmasi, kan beyin
bariyerinin yapisi, sistemik toksisite ve normal dokularda meydana gelen hasar,
molekiillerin yar1 dmriiniin kisa olmas1 gibi nedenlerle geleneksel yontemlerin yetersiz
kalmasi, cerrahi tedaviye alternatif yaklasimlarin gelistirilmesini gerektirmistir. Bu
yaklagimlar,

1) Polimer implantlarin kullanilmasi,

i1) Nanopartikiillerin kullanilmasz,

iii) Immiinoterapi,

iv) Gen ve kok hiicre tedavisini kapsamaktadir.



Polimer implantlar, tedavi edici nitelikteki kimyasal ajanlarin, sentetik
polimerler igine yerlestirilerek cerrahi operasyonla tiimdr bolgesine implantasyonunu ve
boylece tiimor dokusuyla direk temas saglayarak polimerin bozulmasi sonucu istenilen
konsantrasyonda ilacin tiimor bdélgesinde tutulmasi hedeflenmektedir. Bu yaklasim,
timor dokusunun ameliyatla alinmasindan sonra, olusan kaviteden igeri ilag tasiyan
polimerin implantasyonunu gerektirir. Bu sekilde en ¢ok calisilan polimer implanti,
igine carmustine hapsedilmis olan “Gliadel” dir ve su anda malign glioma tedavisinde
kullanilmast uygun bulunan tek doku i¢i kemoterapi uygulamasidir. Polimer implanti,
timoriin - ¢ikarilmasi esnasinda yerlestirilebilecegi gibi daha sonra niiks etmesi
durumunda da uygulanabilir. Bu yontemle tedavi edilen ilk glioma tiimdrlerinde,
Gliadel implantinin yapilmadigi kontrol grubunda yasam siiresi 11,6 ay iken implatin
gerceklestigi grupta 13,9 ay siiren yasam siireci kaydedilmistir [39-41].

Glioma tedavisinde diger Onemli bir ydntem ise nanopartikiillerin
kullamlmasidir. Kan beyin bariyerini gegebilecek kadar kiigiik olan 7-10nm ¢apl
kiiresel yapidaki nanopartikiiller, ilacin salinimina imkan verecek kovalent olmayan
baglarla birlesmis polimer ya da lipozomlardan olusmaktadir [42, 43]. Dolayisiyla
nanopartikiiller, hem sistemik olarak damar yoluyla verilebilir hem de dogrudan beyin
dokusuna kateter yardimiyla yerlestirilebilir. Ancak, nanopartikiillerin kateter ile direk
olarak beyin dokusuna implante edilmesi tiimor dokusuna niifuz etmesi acgisindan daha
avantajli olmaktadir. Hayvan modelleri ile yapilan caligmalarda nanopartikiillerin
kullanilmasimin, malign glioma tedavisinde yasam siiresini artirdigir gosterilmistir.
Nanopartikiiller ayrica, tiimor kiitlesinin goriintiilenmesi ve termal kanser tedavisi gibi
arastirmalarda da kullanilmaktadir [44].

Glioma ile miicadelede bir diger 6nemli yaklasim immiinoterapi yontemidir.
Klinik aragtirmalarin yiiriitiildiigl iki kategoride immiin tedavi uygulanmakta olup ve
bunlar pasif ve aktif immiinoterapi olarak adlandirilir. Pasif immiinoterapi, Sitotoksik
efektor hiicrelerin viicut disinda (ex vivo) aktivasyonu ve tekrar hastaya nakledilmesini
iceren bir yontemdir. Bugiinkii klinik denemeler, glioma iligkili antijenlere duyarl hale
getirilen sitotoksik efektor T lenfositleri ve NK (natural killer) hiicrelerinin
aktivasyonundan olusmaktadir [45]. Aktif immiinoterapi ise ekzojenik bir uyaranin
hastanin viicudundaki endojenik bir efektor hiicreyi aktive ederek etki gostermesi
islemidir. Genellikle aktif immiinoterapi, tiimore karsi a1 gelistirilmesi seklinde

saglanmaktadir. Bu calismalarin bazilarinda, aktivator ajanlar direk olarak ameliyat



esnasinda verilmektedir. Glioma tedavisinde immiinoterapi, faz-1l ve faz-Ill klinik
denemelerine devam edilen 6nemli bir tedavi yaklagimini olusturmaktadir [46].

GBM tedavisinde bir diger gelismekte olan yaklasim gen tedavisi yontemidir.
Bu tedavi seklinde, tiimor hiicrelerine apoptotik genlerin gonderilmesi esas alinmustir.
In vivo gen tedavisinin en etkili metodlarindan biri terapotik gen tastyici olarak viral
vektorlerin  kullanilmasidir. Beyin tiimorii tedavisinde kullanilan viral vektorler,
retroviriisler, adenoviriisler, ve herpes simplex virtisii-1 (HSV-1)’dir. Replikasyon
yetenegi iyi olan retroviriislerin, normal hiicrelere anlamli 6l¢iide zarar vermeden kanser
hiicrelerini %97 oraninda enfekte edebildigi gosterilmistir [47]. Adenoviriisler ve HSV-
I’in farkli replikasyon yetenegine sahip formlari kullanilmig ve kararli gen ifadesine
sahip olduklar1 gosterilmistir. Adenoviriis vektoriine yerlestirilen herpes-simplex
timidin kinaz geninin, hizli boliinen kanser hiicrelerinde gansiklovir fosforilasyonu
sonrast DNA transkripsiyonunu durdurarak terapotik etki olusturdugu gosterilmistir
[48]. Viral gen aktarimi her ne kadar umut veren bir yaklasim olsa da, gen aktarimi
sonucu olusabilecek mutagenez, kanser hiicrelerinin enfekte edilebilme yeteneginin
farklilik gostermesi, viral vektorlerin beyin parankimasina diisiik seviyede niifuz etmesi
gibi siirliliklart da beraberinde getirmektedir. Buna karsilik, kok hiicrelerin terapotik
protein iireten aracilar olarak kullanilmasi, gen terapisinin uygulanabilirligini

saglayabilecek bir yontem olarak 6ne ¢ikmaktadir [15].

2.2.3.1.Terapétik Protein Ureten Aracilar Olarak Kok Hiicreler

Noral kok hiicreler ve mezenkimal kok hiicrelerle yapilan in vitro ve in vivo
caligmalar, bu hiicrelerin tiimore hedeflenebildigini gdstermistir. Kok hiicre aracili
tedavi yaklasimi, ¢ogunlukla terapotik gen ifadesi ve terapotik ajanlarin gonderilmesi
esasima dayanir. Boylelikle terapotik 6zellik kazandirmak iizere modifiye edilen kok
hiicreler, sadece tiimor dokusu igerisine yonelmekle kalmayip, timor dokusu i¢indeki
daha malign hiicrelere de ulasabilmektedir [49]. Ayrica uzun siire boyunca terapotik gen
ifadesi veya terapotik ajan iiretimi saglamaktadir. Kok hiicreler, dogrudan sitotoksik
molekiiller (6rn. tiimdr nekroz faktdr bagimli apoptoz indiikleyici ligand, TRAIL gibi)
tiretmek {izere veya intihar genleri (sitozin deaminaz veya HSV-timidin kinaz) ifade
edecek sekilde de modifiye edilebilir. Intihar geni sitozin deaminaz, CD (cytosine
deaminase-HB1.F3.CD) ifade eden olimsiizlestirilmis noéral kok hiicrelerle GBM
tedavisi i¢in klinik denemeler siirdiiriilmektedir. Intihar geni CD, oral olarak hastaya



verilen ve oOnciil bir ilag olan 5-florositozin’in aktivasyonunu indiikleyerek 5-
florourasil’e doniistiiriir, boylece tiimor ici kemoterapi sonucu tiimor kiiclilmesi
saglanir. 5-florourasil'in sitotoksik 06zelligi 5-floro deoksiiiridin monofosfat ve 5-
florotiridin trifosfat'a doniisiimii ile ortaya ¢ikar. 5-floro deoksiiiridin monofosfat
timidilat sentaz enzimini inhibe eder ki; bu enzim DNA sentezi boyunca replike olan
hiicrelere timidin niikleotidini saglar. 5-floroiiridin trifosfat ise iiridin 5-trifosfat yerine
RNA yapisina katilarak RNA sentezini inhibe eder [50].

Kok hiicreler ayrica, tiimor dokusu i¢inde (in situ) immiinomodiilator sitokinler,
antikorlar ve onkolitik virlisler gibi terapdtik ajanlari iireten fabrikalar olarak da
fonksiyon gosterebilirler. Farelerde intrakranyal GBM tiimorii olusurulan bir ¢aligmada,
lusiferaz geni ile isaretlenmis olan néral kok hiicreler, kontralateral beyin parankimasina
implantasyonu ve ventrikiillere enjeksiyon sonrasi biyoliiminesan goriintiileme ile 3
hafta boyunca takip edilmistir. Sonug¢ olarak, noral kok hiicrelerin, corpus callosum
yoluyla tiimor dokusuna dogru gog ettigi ve devam eden calismalarda ise apoptotik
TRAIL ifade etmesi saglanan noral kok hiicrelerin, tiimoér bolgesine ydnelmesiyle
birlikte tiimor kiitlesinde azalma meydana gelmesini sagladigi gosterilmistir [51]. Bunu
takip eden bir dizi ¢alismada, ¢esitli terapdtikler kok hiicrelerce GBM tiimdriine
nakledilerek timor kiitlesindeki kiigiilme takip edilmistir [52-54]. Kok hiicrelerin
terapotik tastyicilar olarak kullanilmasi, standart tedavi yontemlerine ilave ¢oziimler
getiren ve klinik ¢aligmalara onciiliik edebilecek etkili bir GBM tedavi yaklasimi olarak

hizla gelismektedir.

2.4.Hedefli Toksinler veya Immiinotoksinler

Beyin tiimorlerinin tedavisinde olusan toksik etkileri azaltmak {izere hedefli
terapotiklerin  kullanilmasi etkin bir yaklasim olarak hizla gelismektedir. Kanser
hiicrelerine 6lim sinyalleri gondermek {izere, timoér dokusunu 6zgiin olarak hedef
alabilen toksinlerin olusturulmasi, GBM tedavisinde Onemli bir yer edinmistir.
Toksinler, immiinotoksin ve sitotoksin konstraktlar olmak iizere, hedefli toksinler
halinde olusturularak klinik Oncesi ve bunu takip eden klinik arastirmalarda yer
almaktadir. Hedefli toksinler ile kanser hiicrelerinde yiiksek diizeyde ifade edilen veya
sadece kanser hiicrelerinde ifade edilen reseptorler hedef alinarak, saglikli dokuya zarar

vermeden kanser hiicrelerine 6zgii hiicre 6liimiinii tetiklemek amaglanmistir [19, 55-57].
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2.4.1. Hedefli Toksinlerin Olusturulmasi

Tedavi amacl hedefli toksinleri olusturmada rekombinant DNA teknolojisinden
yararlanilir. Toksin molekiiliiniin reseptor baglayict bolgesi ¢ikarilarak kanser
hiicrelerine baglanmak iizere hedeflenen reseptoriin ligandi (veya reseptore 6zgii antikor
fragmanlari) ile birlestirilir (Sekil 2-1). Boylece hedefli toksinler, toksin bdlgesi,

translokasyon bolgesi ve reseptor baglayici bolge olmak tizere ti¢ kisimdan olusur [58].

Toksin
_ translokasyon bolgesi toksik bolge
Bolge | Bolge Il Bolge 1l
Hedefli reseptére 6zgl ligand i
. \4
veya antikor fragmani
—p
\ J
||
Hedefli toksin

Sekil 2-1: Hedefli toksin konstraktlarimin olusturulmasi.

2.4.1.1.Toksinler

Kanser tedavisinde kullanilmak {iizere gelistirilen hedefli toksinler, bakteri
toksinlerinden “Difteri toksini” ve “Pseudomonas egzotoksini A” ile bitki
toksinlerinden “ricin”den olusmaktadir. Bu toksinler, alt {inite kompozisyonu, biiyiikliik
ve hiicre seciciligi agisindan farklilik gosterse de fonksiyonel olarak ortak bir etki
gosterirler ki, bu da okaryotik elongasyon faktorii-2’yi (eEF-2) veya 60S ribozomu

inaktive ederek protein sentezinin baskilanmasidir [59, 60].

Hedefli toksinler, kanser hiicresindeki reseptoriine baglanir baglanmaz reseptor
aracili endositoz ile hiicre igine alinarak, endozom araciligiyla lizozoma iletilir.
Lizozomdaki diisiik pH’da, fiirin proteazlarin enzimatik aktivitesi sonucu hedefli toksin
kesilir ve toksini kanser hiicresine tasiyan ligand bolgesi ile toksin ayrilir. Toksin
molekiiliine ait toksik bolge, elongasyon faktorii-2’yi etkisiz kilar ve bdylece protein

sentezini baskilar [18, 19].
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Pseudomonas egzotoksini A (PE)

Pseudomonas aeruginosa bakterisi tarafindan iiretilen Pseudomonas egzotoksin
A (PE), tek zincirli bir polipeptid olup, 3 fonksiyonel bdlgeden olusur: Bolge la; N
ucundaki baglanma bolgesi, bolge II; translokasyon bolgesi ve bolge IIT; C ucunda yer
alan ve adenozin difosfat (ADP) ribozilasyonunu katalizleyerek elongasyon faktorii-
2’nin etkisiz hale getirip protein sentezini bloke eden ve bdylece hiicreyi 6liime gotiiren
toksik bolgedir. PE, hiicrelerde diisiik yogunluklu lipoprotein reseptoriine bagli proteine
(LRP1), diger bir adiyla alfa-2-makroglobulin reseptoriine (CD91) baglanarak toksik
fonksiyonunu yerine getirir. Bu reseptor insan hiicrelerinin plazma membraninda yer
alir ve klatrin aracili endositoz ile hiicre i¢ine alinir. C ucundaki 37kDa’luk fragmani
(amino asit 280-612) proteolitik yikim sonucu serbest kalir [61, 62]. Daha sonra bu
fragman, endoplazmik retikuluma gonderilir, sitoplazmaya geger ve elongasyon

faktorii-2’yi inaktive ederek hiicre 6liimiinii tetikler [20, 63, 64] .
2.4.1.2.Hedeflenen Reseptorler

GBM tedavisi icin hedefli toksinleri olusturmada interlokin-4 reseptort,
interlokin-13 reseptorii, epidermal biiyiime faktorii reseptorii, ve transferrin reseptorii

hedef alinmaktadir.
Interlokin-4 Reseptorii

Interlokinler, T hiicreleri tarafindan iiretilen ve hemen hemen tiim immiin
hiicreler tizerinde etki gostererek immiin sistemi aktive eden bir sitokinler grubudur.
Interlokin-4, aktif T hiicreleri, mast hiicreleri ve bazofillerce iiretilerek, hematopoezin
erken evrelerinde ve B hiicre aktivasyonunda sinerjik etki gosterir [65]. Endotel
hiicreleri, B hiicreleri, mikroglia ve astrositler gibi normal hiicreler, olduk¢a diisiik
seviyelerde IL-4 reseptorii (IL-4R), ifade ederler [65, 66]. Buna karsilik, cerrahi tedavi
sirasinda alinan malign glioma ve malign astrositik timor orneklerinde yapilan
incelemelerde, bu timor hiicrelerinin  yiiksek diizeyde IL-4R ifade ettikleri
gosterilmistir. Boylece, IL-4 reseptoriinii (IL-4R) ifade eden hiicreleri hedeflemek
tizere, PE toksininin baglanma bdlgesinin ¢ikarilarak yerine IL-4 yerlestirilmesi ile 1L4-
PE hedefli toksinleri gelistirilmistir. Klinik 6ncesi c¢alismalar ile, IL4-PE’nin glioma

hiicrelerinde sitotoksik etki meydana getirirken normal doku hiicrelerinde daha az
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toksisite olusturdugu gosterilmistir. Ayrica timusu olmayan (atimik) ¢iplak fareler (nude
mice) ile yapilan c¢alismalarda, IL4-PE’nin bu farelerde olusturulan insan GBM
tiimoriinde anti-tiimor aktivite gostererek timor kiitlesinde kiiglilmeye neden oldugu
gosterilmistir. lk klinik ncesi denemelere gore de IL4-PE, niikseden GBM’de sistemik

toksisite olugturmadan tiimor dokusunda belirgin bir sekilde nekroza sebep olmustur
[67-69].

Interlokin-13 Reseptorii

Interldkin-13 (IL-13), yapisal olarak IL-4’e benzer ve tip-2 T hiicreleri ile mast
hiicrelerinden salinir. Bu sitokin, insan monositleri ve B hiicrelerinin fonksiyonlarini
diizenler, T hiicre fonksiyonu tizerinde ise bir etki olusturmamaktadir. IL-13, 3 zincire (
IL13-Ral, IL13-Ra2, ve IL4-Ra) baglanir ve STAT-6 fosforilasyonunu indiikler. 1L-13,
GBM hiicrelerini de igeren bircok solid tiimor hiicresinde yiiksek diizeylerde ifade
edilmesi ve normal hiicrelerden sadece B hiicreleri ve monositleri hedef almasi
nedeniyle tedavi amagh kullanima uygun bulunmustur. IL-13 reseprorleri (IL13-R),
timdre 6zgli olup, IL-13 ligandi reseptorlerine yiiksek afinite ile baglanmaktadir.

Boylece IL-13, hedefli toksinler olusturmada 6nemli bir ligand olmustur [70-78].

Normal beyin dokusuna hasar vermeden glioma hiicrelerini hedef almak {izere
gelistirilen ve mutasyona ugratilmis PE toksinini igeren kimerik IL-13, klinik
denemelerde uygulanmistir. Bu hedefli toksin, IL-13 reseptorii a2’ye (IL13-Ra2)
baglandiginda reseptor aracili endositoz ile hiicre igine alinir ve daha sonra toksin
sitozole gecerek hiicre Oliimiint tetikler. IL13-PE’nin, kiiltiir ortaminda glioma
hiicrelerine 6zgii sitotoksisite meydana getirerek, in vivo’da ise saglikli dokuya daha az
toksisite olusturdugu ve Onemli derecede anti-tiimor etkisi ile GBM tiimdrlerinde

kiiclilmeye neden oldugu gosterilmistir .
Transferrin Reseptorii

Transferrin (Tf) reseptorii (TfR), hiicrelere demir transportunu saglamakta ve
boliinen hiicrelerin artan demir ihtiyacina bagli olarak bu hiicrelerde yiiksek diizeylerde
ifade edilmektedir. Glioma hiicrelerini de igeren tiimor hiicreleri, yiizeylerinde yiiksek
miktarlarda transferrin reseptorii bulundurmaktadir. Difteri toksini ile olusturulan

transferrin reseptoriine baglanan hedefli toksin Tf-CRM107, glioma hiicreleri {izerinde
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toksisite meydana getirmis ve malign glioma tedavisinde Tf-CRM107 kullanimi igin

baslayan klinik 6ncesi ¢alismalar, faz II klinik ¢alismalara kadar gelebilmistir [79].
Epidermal Biiyiime Faktorii Reseptorii

Reseptor tirozin kinaz ailesinin iiyelerinden biri olan epidermal biiyiime faktorii
(EGF) reseptorii (EGFR), ekstraseliiler bolgesine ligand baglanmasi sonucu sitozolik
bolgesindeki tirozin Kinazlarin aktivasyonu ile hiicre cogalmasi, farklilagmasi, gocii ve
sag kalimi yolaklarimi tetikleyen sinyal kaskadlarinin baslatilmasini saglar [80]. Normal
dokuda da bulunmasina karsilik malign glioma hiicrelerinde EGFR ve ¢esitli varyantlari
yiiksek diizeyde ifade edilip, bunlardan EGFR-VIII mutant formu tiimdre 6zgi bir
dagilim gostermektedir. Ayrica tiimor hiicre proliferasyonu, ilerlemesi ve ilag
direncinde yer almaktadir [81-84]. Son yillarda EGFR aktivitesini bloke etmeye yonelik
anti-kanser ajanlarin1 iceren ¢esitli ¢alismalar gerceklestirilmis ve boylece timor
gelisiminin durduruldugu ve bazi noktalarda geriletildigi gosterilmistir. EGFR sinyalini
inhibe etmeye yonelik en yaygin farmokolojik yaklasimlar iginde, kiigiikk molekiil
reseptOr tirozin kinaz inhibitérleri (smRTKI) (Gefinitib ve Erlotinib vb.) ve
monoklonal antikorlar (Cetuximab, Panitumumab ve Matuzumab) bulunmaktadir.
Bunlardan smRTKI’lar, EGF reseptoriiniin intraseliiler bdlgesindeki tirozin kinaz
aktivitesini inhibe eder, monoklonal antikorlar ise ekstraseliiler ligand baglanma
bolgesini bloke eder [85, 86]. smRTKI’lardan Erlotinib ve Gefitinib, g¢esitli
timorlerdeki klinik denemelerde orta diizeyde basari gosterirken, monoklonal antikor

tedavisi, kanser hastalarinda kisitli basari ya da basarisizlikla sonuglanmistir [87].

EGFR diizeylerinin tiimor hiicrelerinde yiiksek olmasi ve tiimore 6zgli mutant
formlarinin bulunmasi, bu reseptoérii EGFR sinyalizasyonunun bloke edilmesinin yani
sira, hedefli toksin olusturmada da Onemli hale getirmistir. EGFR’ye baglanan
transforme edici biiylime faktorii o, (TGFa) ile olusturulan hedefli toksinler de (TGFa-
PE; TP-38) beyin tiimoérlerinin tedavisi i¢in faz II klinik denemelerine kadar uzanan

arastirmalarda kullanilmistir [17].
GBM Teshis ve Tedavisinde EGFR’ye Ozgii Nanokorlar (Nanobodly)

Antikorlarin  kullanimina dayanan anti-kanser tedavileri, Fab, scFv ve
nanokorlar gibi kiigiik antikor fragmanlarinin kullanilmasiyla hiz kazanmaktadir [88].

Son yillarda tant ve teshise yonelik ajan gelistirilmesinde ve immiinoterapi
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modellerinde 6ne ¢ikan nanokorlar, agir zincirden tiiretilen tek antikor olup ilk olarak
camelidae ailesi tiyelerinden camelidler’de (develerde) bulunmus olan ve sadece agir
zincir bolgesinden (single variable heavy chain, VHH) olusan fragmanlardir.
Camelidlerde, normal antikorlardan farkli olarak, hafif zincirlerin bulunmadigr ve
antijenlerin baglandig: iki adet agir zincirden olusan antikorlar (HCAb) bulunur [89,
90]. Nanokorlar ise, antikorlarin orjinal agir zincirleri gibi antijen baglama
kapasitesine sahip olan ( hafif zincir yoklugunda tamamen fonksiyonel) yaklasik 15kDa
biiyiikliigiindeki en kii¢iik antikor fragmanlaridir (Sekil 2-2). Normal antikorlara
kiyasla, dokulara niifuzu, bilinmeyen ya da gizli epitoplar1 da tanimasi nedeniyle daha
etkili antikor pargalaridir [87, 91].

CH, (\
CH, “

b. Camelid HCAb c. Nanokor (VHH)

% i’

v
-

Sekil 2-2: Nanokor ve diger antikor yapilarmin karsilastirilmasi.a) Geleneksel antikor,
Immiinoglobulin-G, b) Camelid’lere 6zgii agir zincirli antikor, c¢) Camelid agir zincirli
antikorunun sadece tek bir antijen baglayici bolgesinden olusan antikor fragmani olan nanokor
(VHH) yapis1 goriilmektedir.

EGF reseptoriine 6zgiin olarak gelistirilen nanokorlarin (ENb), reseptoriin EGF
baglanan bolgesini orterek EGFR sinyalinin bloke edilmesini sagladiklar1 gosterilmistir.
Ayrica noral kok hiicrelerden salinan EGFR nanokorlarinin, tiimor hiicrelerinin
cogalmasini ve gogiinii durdurucu etki gosterdigi ve sitotoksik molekiillerle kombine

edildiginde 6nemli derecede tedavi edici etkisi oldugu gosterilmistir [54, 92].
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2.4.2. Hedefli Toksinlerin Klinik Oncesi ve Klinik Denemelerde Kullanilmasi
Hedefli toksinlerin, diger adiyla immiinotoksinlerin kanser hiicrelerini
Oldiirebilme potansiyeli, 1970’11 yillarin basinda kesfedilmistir. Baslangicta modifiye
edilmemis toksinler ile, tedaviye yanit vermeyen metastatik kanserlerin tedavisi igin
klinik ¢aligmalar yapilmistir [59, 93]. Daha sonra, immiinotoksinlerin terapétik etkinligi
ve toksisitesi tizerindeki klinik denemeleri 16semi, Hodgkin’s lenfoma ve multiple
myelom gibi hematolojik  kanserlerde yapilmis ve tedavide onemli gelismeler
kaydedilmistir [57, 94]. Beyin tiimérleri gibi solid timdrler, timor bolgesine ulagma
sorunlart ve immiin sistemin etkinligi nedeniyle immiinotoksin tedavisine direng
gostermektedir. Immiinotoksinlerin merkezi sinir sistemi tiimérleri iizerindeki terapotik
etkinligi ilk olarak 1987 yilinda gosterilmistir [95]. Olusturulan ilk jenerasyon
immiinotoksinler, monoklonal antikorlarin Fc bolgesi ile toksinlerin birlestirilmesiyle
elde edilmistir ve bunlar ile yapilan klinik denemelerde 6nemli terapotik etki tespit
edilememistir. Daha sonra toksinler, Fab veya sentetik proteinlerle birlestirilerek, ikinci
jenerasyon immiinotoksinler olusturulmustur. Ikinci jenerasyon immiinotoksinler ile
yapilan klinik denemelerin, birinci jenerasyona gore daha etkin fakat yine de yetersiz

oldugu bildirilmistir [59].

a.lL4-PE: Hastalarda olusacak toksisiteyi belirlemek {izere yapilan faz I
denemeleri ile klinik Oncesi ¢alismalar neticesinde belirlenen dozlarda IL4-PE, malign
glioma niiksii goriilen hastalara 6zel bir kaniil yardimiyla dogrudan tiimor dokusuna
girilerek (CED, convection enhanced delivery yontemiyle) uygulanmistir [96]. Sonug
olarak, hastalarda IL4-PE infiizyonu etkisiyle olusan sistemik bir toksisite
bildirilmemistir. Tedavi sonucu alinan biyopsi Ornegi incelemesinde, IL4-PE’nin
normal beyin dokusuna zarar vermedigi kaydedilmistir. Ayrica IL4-PE tedavisinin,
hastalarda kalic1 norolojik hasara sebep olmadigi ve hastalarin sagkalim siiresinde artis
gbzlendigi bildirilmistir. Ancak, IL4-PE infiizyonu uygulanan hastalarda intrakranyal

basingta artis ve ddem olusumu tespit edilmistir.

Tedaviye uygun maksimum dozun (MTD; maximum tolerated dose)
belirlenmesi i¢in yapilan faz II klinik denemelerinde sistemik etkiler gézlenmemistir
[97, 98]. IL-4 sitotoksini merkezi sinir sistemi disinda tespit edilemezken, PE’ye kars1
artan IgG antikorlar tespit edilmistir. Devam eden klinik denemelerde, tedaviye uygun

bir maksimum doz belirlenmemis ve yasam siiresinde artis heniiz goézlenmemistir.
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Ancak, GBM niiksii goriilen bir hastaya IL4-PE’nin tiimor i¢ine infiizyonu ile hastanin

tedavi sonrasi 3 yil kadar yasamini devam ettirdigi bildirilmistir.

b.IL13-PE: Grade IlI-IV malign glioma hastalar1 i¢in fazI/Il klinik
denemelerinde kullanilan IL13-PE, CED yo6ntemi ile intrakranyal olarak uygulanmistir
[99-101]. intraparankimal MTD konsantrasyonu 6 giine kadar 0,5ug/ml olup, bu
konsantrasyonda tiimoér nekrozu gozlenmistir. Optimum ila¢ dagilimi i¢in kateterin
yerlestirildigi yer 6nemlidir ve tiim hastalar genelinde yasam siiresi 42,7 hafta olarak
kaydedilirken, uygun pozisyonda kateter yerlesimi yapilan hastalarda sagkalim siiresi

55,6 hafta olarak tespit edilmistir.

IL13-PE sitotoksini i¢in PRECISE olarak adlandirilan faz 111 klinik denemeleri de GBM
niiksiiniin gergeklestigi hastalar tizerinde tamamlanmistir. Malign glioma tedavisinde ilk
faz III denemesi olan bu ¢alismada toplam 52 merkezde 296 hasta denemelerde yer
almistir. Sonug olarak, PRECISE-faz III klinik denemeleri neticesinde, hastalarin yasam

sliresinde istatistiki olarak anlamli derecede bir artis kaydedilmemistir [102].

c.Tf-CRM107: Toksisite ve MTD (maximum tolerated dose) belirlemek tizere
Tf-CRM107 i¢in faz I klinik denemeleri tamamlanmistir [103]. Malign glioma niiksii
olusan hastalara Tf sitotoksini, antibiyotik ve glukokortikosteroid (deksametazon)
infiizyonu yapilmistir. Toplam 40ml inflizyon hacmi igerisinde MTD degeri 0,67pg/ml
olarak belirlenmis ve bu degerde lokal toksisite gézlenmemistir. Gegici olarak artan
intraserebral basing gézlenmis ve giderilmistir. Tedaviye yanit vermeyen hastalarda 36
hafta olan yasam siiresinin, tedaviye yanit veren hastalarda 74 hafta oldugu
bildirilmistir. Tf sitotoksini ile malign glioma tedavisinin giivenliligini ve etkinligini
degerlendirmek tizere faz Il klinik denemeleri yapilmistir [103, 104]. Calismada 44
hasta yer almis, tedaviye yanit veren hastalarin her birinde infiizyona bagli 6dem ve
nobet goriildigl bildirilmistir. Calismada yer alan tiim hastalar, giderek artan hastalik
seyrine sahip olsa da hastalarin %48’inde tiimoriin durakladigi goriiliirken, %30’u bir
yildan daha az siire yasayabilmistir. 2005 yilinda faz III denemelerine baslanan Tf-
CRM107’nin terapotik etkinlik gosterememesi nedeniyle klinik denemelerine devam

edilememistir.

d.TGFa-PE (TP-38): Toksisite ve MTD belirlemeleri i¢cin TGFa-PE, faz |
klinik denemelerine tabi tutulmustur [105-108]. Beyin tiiméori i¢ine TGFa-PE

inflizyonu yapildiktan sonra, odem olusumunu Onlemek i¢in hastaya, tedavi
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baslangicindan itibaren 72. saate kadar kortikosteroidler verilmistir. Sonu¢ olarak
hastada, sistemik bir toksisite meydana gelmemis fakat daha sonra giderilen, ndbet,
basagrisi, noropati, gorme ve konusma bozukluklar1t goézlenmistir. Ancak MTD
belirlenememis olup hastalarin sagkalim siiresinde farklilik olusmamistir [107]. TGFa-

PE ile tedavi edilen 15 hastanin 3’{inde tiimdr kiitlesinde azalma goriilmiistiir.

2.5.Tiimor Nekroz Faktor Bagimh Apoptoz Indiikleyici Ligand (TRAIL)

Apoptoz, programlanmis hiicre Olimii, eriskin dokularinin  yapisinin
korunmasinda ve embriyo gelisiminde istenmeyen hiicrelerin ortadan kaldirilmasina
imkan vererek homeostazin devamliligini saglar. Gelisim basamaklar1 i¢in gerekli olan
apotoz, ayrica kanser hiicrelerinin apoptotik ajanlar ile hedeflenerek yok edilmesinde

de 6nemli bir hiicresel siirectir.

Hiicrede apoptoz sirasinda, karakteristik morfolojik degisiklikler goriiliir.
Kromozomal DNA, genelde niikleozomlar arasindan kesilmesi sonucunda pargalara
ayrilir, kromatin yogunlasir ve ¢ekirdek parcalara bolliniir. Sonug¢ olarak hiicre

biiziilerek kiiciiliir ve apoptotik cisimcikler denilen zarla ¢evrili parcalara ayrilir.

C. elegans gelisimi esnasindaki apoptoz ¢alismalart ile, programli hiicre
Oliimiini pozitif yonde diizenleyen Ced-3 ve Ced-4 (hiicre 6lim genleri) ile negatif
yonde diizenleyen Ced-9 genleri tanimlanmistir [109]. Ced-3 geninin  memeli
hiicrelerindeki karsiligi ise, kaspazlar adi verilen proteazlardir. Kaspazlar, aktif
bolgelerinde sistein (C) igerdigi ve substrati olan proteinleri aspartik asitten (Asp) sonra
kestigi i¢in bu adi almistir. Kaspazlar inaktif dnciiller olarak sentezlenip (prokaspazlar),
genellikle diger kaspazlarca proteolitik kesime ugrayarak aktif formlarina (kesilmis
kaspazlara) doniistiiriiliirler. Prokaspaz, asagi yondeki bir dizi kaspazin aktivasyonunu

ve boylece hiicreyi 6liime gotiiren bir seri reaksiyonu baslatir.

Memelilerde, Ced-4 geninin homologu olan Apaf-1, kaspazlara baglanarak
onlarin aktivasyonunu uyarir. Buna karsilik, Ced-9 ile iliskili olan Bcl-2 ailesi iiyeleri,
apoptozu inhibe edici ya da uyarict etki gosterirler. Ayrica kaspazlarin, apoptoz
proteinleri inhibitorleri (IAP) tarafindan dogrudan baskilanmasi ile apoptoz negatif

yonde diizenlenir.

Hiicrelere apoptotik oliim sinyalleri, “ekstrinsik/hiicre dis1” ve “intrinsik/hiicre

ici” olmak tizere iki farkli yolak ile iletilmektedir. Ekstrinsik (harici) yolak, hiicreye
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disaridan gelen bir sinyal ile apoptozun baslatilmasini gerektirir. Hedef hiicrelerdeki
reseptoriine baglanarak apoptozu direk olarak uyaran sinyal molekiilleri, tiimor nekroz
faktorii (TNF) ailesine ait polipeptidlerdir. TNF sinyal molekiilleri, TNF reseptor ailesi
iiyelerine baglanirlar ve bunlardan Fas en iyi tanimlanmis iiyelerden olup bagisiklik
sisteminde hiicre Oliimiinii kontrol eder. 1990 ortalarinda normal hiicrelere zarar
vermeden kanser hiicrelerini 6ldiirebilen TNF ailesinin yeni bir iiyesi olan TNF bagimli
apoptoz indiikleyici ligand “TRAIL” tanimlanmistir. TRAIL, kanser hiicrelerinin
yiizeyinde bulunan &liim reseptorleri DR4 (TRAIL-R1) ve DR5 (TRAIL-R2)’e
baglanarak hiicre dist apoptoz sinyallerini baglatir. Reseptorlerin  sitoplazmik
bolgelerinde 6zel 6liim bolgesi (death domain, DD) bulunur ve bu 6lim bolgesi FADD
adaptor proteini ve prokaspazlar (kaspaz-8/10) ile etkileserek DISC’i (6liim uyarici
sinyal kompleksi) olustururlar. Prokaspaz-8 aktif forma doniigiir ve asagi yoldaki
kaspazlarin (kaspaz 3/6/7) aktivasyonunu baglatir. Bdylece proteolitik kesimlere neden
olan bir dizi kaspaz aktivitesi sonucu hiicre olimi gergeklesir [110]. Proteaz
aktivitesinden yoksun kaspaz anaolgu olan cFLIP (hiicresel FLICE inhibitor proteini)

ise kaspaz-8 aktivasyonunu engelleyerek apoptozu bloke edici etki gosterir (Sekil 2-3).
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Sekil 2-3: TRAIL sinyali ile apoptozun uyarilmasi [111].
TRAIL, ayn1 zamanda TRAIL-R3 (DcR-1) ve TRAIL-R4 (DcR-2) olmak iizere

hiicre yiizeyinde bulunan diger reseptorlerine de baglanir. Ancak bu reseptorlerin
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sitoplazmik bolgelerinde 6lim bolgesi bulunmaz ya da kesilmis kisa formda bulunur.
Dolayisiyla, TRAIL’1n saglikli doku hiicrelerinde de bulunan DcR-1 ve DcR-2
reseptorlerine baglanmasi hiicrede apoptozu tetiklemez ve boylece TRAIL aracili hiicre

oliimii sadece DR4/5 reseptoriinii bulunduran kanser hiicrelerinde gergeklesebilir [112].

DNA hasar1 ve hiicresel stres gibi mitokondride hasara yol agan uyarilar
intrinsik yolagi aktive eder. Mitokondriyel yolak olarak da adlandirilan intrinsik yolagin
baslatic1 kaspazi, kaspaz-9’dur. Mitokondride hasar meydana geldiginde, sitokrom-c
mitokondriden sitozole salinir ve burada Apaf-1’e baglanir. Apaf-1, kaspaz-9 ile
etkilesir ve ¢ok alt iiniteli apoptozom adi verilen kompleksi olustururlar. Bdylece
kaspaz-9 aktif hale getirilir. Daha sonra kaspaz-9, kaspaz-3 ile sonlanan asagi yondeki
kaspazlar1 keserek aktive eder ve sonunda hiicre 6liir. Bcl-2 ailesi iiyeleri, sitokrom-c
salinimi ve kaspaz aktivasyonunu diizenleyerek mitokondriyel yolagi inhibe edici ya da
aktive edici etki gosterirler. Ancak mitokondri hasar1 sadece sitokrom-c degil apoptozu

uyaran diger molekiillerin salinimi ile de sonuglanabilir.

Her iki apoptoz yolaginda da asagi kaspazlardan kesilmis kaspaz-3, ve DNA
hasari ile iliskili olan kesilmis poli ADP ribozil polimeraz (PARP) olusumu, hiicrelerde

meydana gelen apoptozun biyokimyasal belirteclerindendir.

2.5.1.TRAIL’1n GBM Tedavisinde Kullanilmasi ve Sinirhiliklar:

Dogrudan tiimér hiicrelerini hedef alan 6ldiirebilme potansiyeli nedeniyle, insan
hiicrelerinden salman TRAIL’1n degisik varyasyonlar1 kanser arastirmalarinda
kullanilmistir. Primatlarda yapilan caligmalarda insan hiicrelerinden salinan TRAIL 1n
yaklasik 30 dakika siiren kisa bir dmrii oldugu ve kiigiik bir molekiil oldugundan
sistemik olarak verildiginde de bobreklerden hizli bir sekilde atildigi gosterilmistir.
Boylece, TRAIL’1in kan dolasiminda daha uzun siire kalabilmesi ve etkin bir tedavi
olabilmesi i¢in ard arda sistemik enjeksiyonlar1 ya da daha kompleks gonderim
metodlar1 ile uygulanmasi gerekliligi olugsmustur. Buradan hareketle, TRAIL’1n
sistemik dolasimda uzun siire kalmasini saglayacak modifikasyonlarla gonderimi ve
reseptOr diizeylerini artirmaya yonelik monoklonal antikor enjeksiyonu gibi yaklagimlar
gelismistir. Ancak monoklonal antikorlarin kan beyin bariyerini asamamasi gibi

sikintilar, calismalari istenilen diizeyde etkin kilamamaistir.



20

Bir diger yaklasim ise TRAIL 1 viral yolla hedef dokuya ulagtirilmasidir. Farkli
viral vektorler icerisine yerlestirilen salinabilir formdaki TRAIL pek cok kanser
calismasinda kullanilmistir. Adeno viriisler (AVs) ile gonderilen salinabilir TRAIL,
GBM de dahil olmak iizere bir¢ok malign tiimoriin tedavisinde kullanilmistir. Fakat
adenoviriislerin immiinogenik olmasi ve nakledilen gen ifadesinin yitirilmesi gibi
nedenlerle bu viriislerin terapotik kullanimlart sinirlanmistir. Benzer sekilde TRAIL,
adeno iligkili viriisler (AAVs) ile de karsinomalarin tedavilerinde kullanilmis ancak
klonlama kapasitelerinin yetersiz olusu ile biliyiik genlerin transferini zorlastirmalari
nedeniyle bunlar da yeterli bir tedavi sekli olusturamamaistir. Retroviriis ailesine ait olan
lentiviriisler, yiiksek klonlama kapasiteleri ile gen aktarimi i¢in uygun vektorler olarak
kullanilmaktadir. Lentiviriis araciligiyla TRAIL gonderimi, adenoviriisler ve adeno
iligkili viriislere kiyasla daha etkili bir yaklasim olmustur. Fakat kanser tedavileri i¢in
onkolitik virtislerin kullanimi1 tiim diger virlis tiplerine kiyasla en etkili olanidir.
Onkolotik virlisler, enfeksiyonla birlikte hiicrede replike olarak kanser hiicrelerini
pargalarken, normal hiicrelere zarar vermez. Simdiye kadar gelistirilen onkolitik
viriislerden onkolitik herpes simplex viriisii (0HSV)-1, ¢esitli kanser tiirlerinin tedavisi
i¢cin kullanilmistir. Laboratuvarimizda da TRAIL tasiyan onkolitik viriisler ile TRAIL’a
direngli pek ¢ok GBM hiicresinin yok edilebildigi gosterilmistir [113, 114] . Klinik
oncesi uygulamalarda Onemli basarilar gosteren TRAIL’1mn viral yolla gonderimi
stratejisinin, klinik caligmalara kaynaklik edebilmesi icin virlis kaynakli zararl
etkilerinin (immiin yanit, DNA’nin genoma rastgele entegrasyonu) gilivenli hale

getirilmesi gerekmektedir.

Kok hiicrelerin terapdtik tastyicilar olarak kullanilmasi, viral yolla ve sistemik
olarak TRAIL nakline ¢ézlimler getiren bir yaklasim olmustur. Birgok in vitro ¢alismay1
da kapsayan laboratuvarimizda yapilan g¢aligmalarda ve diger arastirmalarda, GBM
tiimorlii farelerin tiimorleri igine salinabilir formdaki TRAIL’1n kok hiicre aracili olarak
implantasyonunun, timor kiitlesini azalttig1 ve farelerde sagkalim siiresinin uzattigi

gosterilmistir [10, 11, 115].

Kanser hiicrelerinin ¢ogunda oldugu gibi GBM hiicrelerinin yaklasik %50 kadar1
TRAIL’a direngli olduklar1 igcin TRAIL tedavisine yanit vermemektedir. Dolayisiyla,
TRAIL1In daha etkili bir tedavi olabilmesi i¢in hiicreleri TRAIL’a duyarli hale

getirebilecek ajanlar ve farkli O6liim mekanizmalarimi hedef alan terapétikler ile
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kombinasyon calismalart hiz kazanmistir [116]. Bu ajanlar ile kombine edildiginde
GBM hiicrelerinde farkli 6lgiilerde TRAIL’a yanit olusabildigi gosterilmistir. Ancak bu
ajanlarin ¢cogu sentetik molekiiller olup, diger kemoterapi ilaglarmin karsilastigi temel
sorunlar (kisa yar1 Omiirleri, normal dokuda olusturulan toksisite, vb.) ile
siirlanmaktadir [12, 117-119]. Dolayisiyla, TRAIL ile kombine edilecek terapdtik
ajanin  kok hiicreler araciligiyla tiimdér dokusuna nakli, smurliliklart ortadan

kaldirabilecek bir tedavi sekli olacaktir.



3.GEREC VE YONTEM

Terapotik proteinler lireten genetigi degistirilmis kok hiicrelerin beyin tliimdrlerinin
tedavisinde kullanilmasi g¢alismalar1 i¢in gerekli deneyler 03.10.2011- 15.07.2014
tarihleri arasinda Amerika Birlesik Devletleri’ndeki Harvard Universitesi Tip Fakiiltesi,
Massachusetts Genel Hastanesi, Radyoloji Boliimii, Molekiiler Noroterapi ve
Goriintiileme Laboratuvari’nda (MNIL), Prof. Dr. Khalid Shah’in danigsmanliginda
gerceklestirildi (Massachusetts Genel Hastanesi tarafindan verilen etik kurul onayi ekte

sunulmustur).

Calismamiz kapsaminda, GBM hiicrelerindeki epidermal biiylime faktorii reseptorii
(EGFR) ve interlokin-13 reseptorii-a2 (IL13-Ra2)’yi hedef alan bakteri toksinleri
lentiviral vektorler kullanilarak gelistirildi. Bu vektorler yardimiyla hedefli toksinleri
salan embriyonik bobrek hiicresi (HEK-293T) ile insan noral kok hiicre hatlar1 (hNSC)
olusturuldu. Hedefli toksinleri sentezlemek iizere bu hiicreler, dncelikle toksine direngli
hale getirildi. Hedefli toksin tireten kok hiicrelerin terapotik etkinligini saptamak tizere

deneyler 3 grupta toplandi:

1) Rekombinant DNA teknolojileri ile hedefli toksin iceren lentiviral vektorlerin
hazirlanmasi, ve gen miihendisligi yontemleri ile kok hiicrelerin toksine direncli hale
getirilerek hedefli toksin ifade eden hiicre soylarinin olugturulmast,

2) Hedefli toksinlerin in vitro terapétik etkinliginin saptanmast,

3) Biyoliiminesan goriintiileme teknikleri ile hedefli toksinler iireten kok hiicrelerin

terapdtik etkisinin in vivo takibinin yapilmasi.

3.1.Hiicre kiiltiirlerinin hazirlanmasi

Calismamizda, insan embriyonik bdbrek hiicreleri (HEK293T/17), NIH/3T3 fare
fibroblast hiicreleri (ATCC, ABD), 293DT toksin direngli hiicreleri (Benjamin Rich
tarafindan saglanmistir), primer GBM hiicreleri (GBM4, GBM6, GBMS§, GBM18,
GBM23, GBM64, BT74) (Massachusetts Genel Hastanesi tarafindan saglanmuistir),
glioma hiicre hatlar1 U138, U251, LN229, U373, U87, Gli36, Gli36Delta (Gli36-
EGFRuviii) ve insan noral kok hiicreleri (hNSC) kullanildi. Bu hiicre hatlari, %10 fetal
sigir serumu (FBS) ve %] antibiyotik (penicillin/streptomycin) iceren DMEM (Gibco)

besiyerinde, invazif timor olusturan GBM primer hiicreleri ise 3mM L-glutamine,
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2ug/ml heparin, 20ng/ml EGF, ve 20ng/ml bFGF iceren ndrobazal medyum
(Invitrogen) igerisinde biiyiitiildii. hNSC kok hiicrelerinin ise 1:3 oraninda karistirilan

noral kok hiicre medyumu ve C17 medyumu igerisinde kiiltiirii yapildi [119-122].

3.2.Hedefli toksinleri iireten hiicre soylarinin olusturulmasi
Hedefli toksinleri ifade eden 293T ve hNSC hiicre soylarini elde etmek igin hiicreler,

oncelikle toksine direncli hale getirildi.

3.2.1.Molekiiler klonlama ve lentiviral plasmidlerin hazirlanmasi

Lentiviral transfer vektorii pLV-CSC/IG [21] ile tanisal LV-GFP/Fluc, LV-GFP/RIuc,
LV-mCh/Rluc, veya terapotik LV-ENb-PE, LV-IL13-PE, ve LV-TRAIL lentiviral
vektorleri olusturuldu. Floresan ve biyoluminesan isaretleyicileri igeren tiim vektorler
daha oOnce tanmimlandigi sekilde hazirlandi [14]. EGFR nanokorlarinin ENb-PE
sitotoksik  varyantini olusturmak {izere, reseptor baglayict bdlge tasimayan
Pseudomonas ekzotoksin (PE) zincirini kodlayan cDNA, polimeraz zincir reaksiyonu
(PZR) yontemi ile pJH8 (ATCC) kalip DNA kullanilarak ¢ogaltilip LV-ENb plasmidine
EcoRYV ve Xhol enzim kesim bolgeleri arasinda yerlestirildi. Ayn sekilde LV-IL13-PE
toksik bilesenini olusturmak lizere Nhel ve EcoRV enzim kesim bdlgeleri arasina PCR
ile pPORF5-hIL13 (Invitrogen) kalip DNA kullanilarak ¢ogaltilan IL13 ¢cDNA s1 pLV-
CSC-IG lentiviral vektore yerlestirildi. Ayrica “puromycin” diren¢ genini ve mCherry
floresan proteinini igeren pico2 vektoriine de IL13-PE klonlandi. Protein sentezi
Olgtimleri i¢in dsluc, pAD-Lucl (Dr. David Haslam) vektoriinden Nhel/Xhol kesim
bolgeleri kodlayan primerler hazirlanarak ¢ogaltildi ve Nhel/Xhol ile kesilen pLV-
CSC-IG vektoriine yerlestirildi. LN229 hiicrelerinin IL13Ra2 reseptorii ifadesini
saglamak tizere IL13Ra2-GFP/Rluc, entegre edilerek vektore yerlestirildi. Boylece
ileriki asamalarda sabit hiicre soylar1 olustururken floresan proteinleri ya da puromycin

diren¢ geni yardimu ile hiicre ayirirminin gergeklestirilmesi saglandi.
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Sekil 3-1: Lentiviral vektorlere hedefli toksinlerin yerlestirilmesi (klonlama) asamalari. A)
LV-ENbPE’nin, B) LV-IL13PE’nin hazirlanmasi.

3.2.2.Plasmid DNA’sinin ¢ogaltilmasi ve izolasyonu

Hazirlanan plazmidler oncelikle Ecoli bakteri soylarindan DH10B (Invitrogen) igerisine
transformasyon yontemi ile aktarildi. Bunu takiben, petri kaplarina ekilen bakteriler
37'C’ deki etiivde 18 saat inkiibe edildi. Her bir bakteri kolonisi ayr1 ayri LB (lactose
broth) sivi besiyeri igerisinde g¢ogaltildi. DNA izolasyon kiti (MiniPrep, Qiagen)
kullanilarak elde edilen DNA miktar1 agaroz jel elektroforezi ile tayin edildi. Enzim
kesimleri yapilarak DNA fragmanlarinin biyiikliikleri kontrol edildi. Daha sonra
uzunluklar1 dogrulanmis olan DNA’ar1 igeren bakteriler LB sivi besiyerlerinde
cogaltild1 ve sonra MidiPRep veya MegaPrep (Qiagen) kiti ile DNA izolasyonu yapildi.
DNA saflig1 spektrofotometrik yontemler ile kontrol edildi (Nanodrop 2000). Enzim

kesimleri ile DNA dizi uzunluklar tekrar kontrol edildi. Vektorlerin transfeksiyon ve



25

transdiiksiyon islemlerinde kullanilmadan 6nce DNA dizi analizi ve mutasyon

taramalar1 yapildi (CLC Sequence Viewer Software).

3.2.3.DNA miktar tayini

DNA miktarint tayin etmek tiizere konsantrasyonu bilinen 1pg/ul 6rnek plazmid
DNA’s1, 1:10, 1:50 ve 1:200 oranlarinda seyreltildi. Yiikleme boyast (Thermo
Scientific) igeren tim DNA 6rnekleri, yatay elektroforez (Bio-Rad) sistemi kullanilarak
etidyum bromiir i¢eren 1%’lik agaroz jel {lizerinde ve 100 volt (V)’da 20-30 dak.
yiriitildd.

Agaroz jel lizerindeki DNA’lar Gel-Doc (Bio-Rad) sistemi ile goriintiilendi. DNA
miktarr, DNA ladder’a ait bilinen konsantrasyon degerleri ile 6rnek DNA kiyaslanarak
hesaplandi. Hiicre kiiltiiri calismalar1 oncesinde DNA safligi ve konsantrasyonu

Nanodrop 2000 cihazinda spektrofotometrik 6l¢iim ile dogrulandi.
3.2.4. Toksine direncli hiicre soylarinin olusturulmasi
1.Endojenik EF-2°nin mutant formunu kodlayan hiicrelerin hazirlanmasi

Toksine direngli hiicre hatlarin1 olusturmak iizere elongasyon faktorii-2’nin (EF-2)
mutant formunu (mEF-2) tasiyan tek zincirli oligoniikleotidler (ssODN; IDT, Coralville,
IA) hazirlandi. Toksine direng ile iliskili mutant formu elde etmek i¢in, dkaryotik EF-
2’nin 47 bazlik oligoniikleotid zincirinin 717. kodonundaki ilk niikleotid olan guaninin
(G), adenozin (A) ile yer degistirecek sekilde bir ssODN dizayn edildi (ssODN-mEF-2).
Oligoniikleotidlerin hiicreye alimini floresan mikroskobunda takip etmek iizere ayrica
6-carboxyfluorscein (FAM™) isaretli ikinci bir ssODN dizayn edildi (ssODN-mEF-2-
FAM). Daha sonra hiicrelere, JET transfeksiyon ajani (Polyplus-transfection SA,
Illkrich) kullanilarak dizayn edilen oligoniikleotidler aktarildi. Transfeksiyondan 24 saat
(sa) sonra hiicrelerin medyumu degistirilerek floresan mikroskobu altinda ssODN-mEF-
2-FAM oligoniikleotidi aktarilan grup kontrol edildi. Hiicreler 72sa boyunca etiivde
(37°C, %5 CO2) bekletildi.

2.Toksine direncli hiicrelerin sec¢ilmesi

Cogalmakta olan hiicrelerin medyumu, 72sa sonunda, 20ng/ml difteri toksini (DT)
iceren medyum ile degistirildi. Toksin iceren medyum iginde hiicreler 48 sa etiivde
bekletildi ve 48sa sonunda normal medyum ile degistirildi. Bu islem, 24sa boyunca,

sirastyla 20ng/ml, 50ng/ml ve 100ng/ml DT iceren medyum i¢in 3 kez tekrar edildi.
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Toksine direngli hiicrelerden tekli klonlar segilerek her bir klon kiiltlir ortaminda ayri

ayr1 ¢ogaltildi.
3.Hedefli toksinlerin transfeksiyon yontemi ile tanimlanmasi

Toksine direngli hale getirilen 293T insan embriyonik bobrek hiicreleri ve hNSC insan
noral kok hiicreleri 6 kuyulu petrilere 3x10°/kuyu olacak sekilde ekildi. Hiicreler 24sa
sonra 1,5 pg LV-IL13-PE veya LV-END-PE lentiviral vektorleri ile transfeksiyon ajani
(JET Polyplus Transfection) kullanilarak transfekte edildi. Inkiibatrde 24sa
bekletildikten sonra transfeksiyon medyumu tazelendi. Floresan mikroskobunda
transfeksiyon etkinligi floresan protein (GFP veya mCherry) ifadesi kontrol edilerek
belirlendi. Puromycin’e direng geni igeren pico2 vektori ile transfeksiyon islemi
yapilan hiicrelerin tazelenmis olan medyumuna 48sa sonra 1pug/ml puromycin eklenerek
5 giin boyunca kiiltiirii yapildi. Tekli Kklonlar halinde elde edilen pseudomonas
ekzotoksinine direngli hiicre soylar1 (hNSC-IL13-PE) toplanarak kiiltiirde ¢ogaltildi ve
IL13-PE ekspresyonu teyit edildikten sonra deneylerde kullanildi.

sSODN-mEF-2
v

Toksin -
flizyonu l

Hedefli toksin ifade eden hiicreler

Sekil 3-2: Toksine direncli kok hiicre soylarimin ve hedefli toksin iireten kok hiicrelerin
elde edilme asamalar.
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Puromycin diren¢ geni igcermeyen vektorler kullanilarak transfekte edilen ve floresan
proteinleri ifade eden hiicreler (W(NSC-ENb-PE) ise FACSAria Cell Sorting System (BD
Biosciences) ile transfekte olmayan hiicrelerden ayrilarak kiiltiir ortaminda ¢ogaltildi ve

END-PE eksprese edip etmedigi kontrol edilerek deneylerde kullanildi.

3.3.Biyogoriintiilenebilir GBM hiicre soylarinin olusturulmasi

Floresan ve/veya biyoliiminesan isaretli GBM hiicre hatlar1 olusturularak hedefli
toksinlerin hem in vitro hem de in vivo anti-tiimor etkisi belirlendi. Bu amagla yesil
floresan proteinini (GFP) veya kirmizi floresan proteinini (mCherry; mCh) iceren
lentiviral vektorler, biyoliiminesan goriintiileme ajanlarindan Renilla lusiferaz (Rluc),
Ates bocegi (Firefly) lusiferaz: (Fluc), ya da destabilize lusiferaz (dsluc) igerecek
sekilde hazirlandi [14] . Deneylerin amacina bagl olarak bu luminesan ajanlari igeren
ya da icermeyen vektorler kullanilarak GBM hiicre soylari olusturuldu. Daha sonra
lusiferaz ifade eden GBM hiicrelerinde lusiferaz sinyal olgtimii i¢in Fluc ve dsluc
enzimlerine 6zgii D-luciferin (Biotium) ve Rluc enzimine 06zgii Coelenterazin
(Nanolight) substratlar1 kullanilda.

Lentiviral paketleme

Lentiviral plasmid DNA'lar1t HEK293T/17 hiicrelerinde lentiviral vektorler olarak daha
once tanimlanan sekilde paketlendi [120]. Toksin molekiilii kodlayan plasmid DNA'lart
ise 293T hiicrelerinin toksin direngli bir formu olan 293DT hiicrelerinde lentiviral

vektorler olusturmak {izere paketlendi.
Lentiviral transdiiksiyon

Floresan proteinleri ve biyoliiminesan goriintiileme ajanlarini ifade eden GBM hiicre
hatlarini olusturmak iizere, hiicreler, 6 kuyulu petrilere (Falcon) her bir kuyuda 2-3x10°
hiicre olacak sekilde ekildi. Hiicreler 24sa sonra 4pg/ml protamin siilfat (Sigma-
Aldrich) igeren besiyerinde goriintiileme ajanlarmi tasiyan lentiviriislerle g¢esitli
“multiplicity of infection” (moi) degerlerinde (moi: 2-5) enfekte edildi. Hiicrelerin
medyumu 15-24sa sonra normal medyum ile degistirildi. . Hiicreler, 24sa sonra yesil
floresan proteini, GFP ve kirmizi mCherry (mCh) floresan proteini ifadesini takip i¢in
floresan mikroskobunda goriintiilendi. Floresan isaretli hiicreler FACSAria IIu Cell

Sorter (BD Biosciences) cihazi ile isaretlenmemis hiicrelerden ayrildi.
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IL13R02 reseptdriinii ve Renilla lusiferaz (Rluc) goriintiileme ajanini ifade eden GBM
hiicre soyunu (LN229-IL13Ra2) olusturmak igin ise LN229 hiicreleri, LV-IL13Ra2-
GFP/Rluc ile, kontrol grubu hiicreleri ise sadece GFP tasiyan LV-GFP ile enfekte
edildi. Daha sonra, GFP ifade eden hiicrelerin ayirim islemi yapildi ve hiicrelerden izole
edilen RNA ornekleriyle RT-PZR yapilarak bu hiicrelerde reseptore ait mRNA’nin

bulunup bulunmadig1 saptandi.

3.4.Ters Transkriptaz Polimeraz Zincir Reaksiyonu (RT-PZR)

3.4.1.Total RNA izolasyonu

Ornekler hazirlanirken riboniikleaz (RNaz) kontaminasyonunu engellemek igin
RNaz’dan yoksun mikropipet uglar1 (Fisher), deney tiipleri (Thermo Scientific) petriler
kullanildi ve c¢alisma Oncesinde ortam ve cihazlar RNaseZap (Ambion)
dekontaminasyon soliisyonu ile temizlendi. Kiiltiir ortamindaki hiicrelerden total RNA
izolasyonu, RNA izolasyon kiti (RNeasy RNA extraction kit, Qiagen) kullanilarak
asagidaki protokole gore yapildi.

1. Hiicrelerin, 3x10° hiicre /kuyu olacak sekilde 6 kuyulu petrilere ekilerek 24sa
boyunca 37°C’deki %5 CO; etiiviinde kiiltiirii yapildi.

2. Medyum 24sa sonra ¢ekilerek hiicreler 2ml/kuyu soguk PBS ile yikandi.

3. PBS ¢ekildikten sonra petriler buz kabi iizerine alinarak hiicreler 350ul RLT lizis
soliisyonu ile muamele edildi.

4. Hicre lizat1 1,5ml’lik tiiplere aktarild1 ve vorteks ile saydamlasana kadar karistirildi.

5. Homojenizasyon : hiicre lizatt QIAshredder kolonuna aktarilarak 2 dk yiiksek
devirde santrifiij edildi.

6. Homojenatin tizerine 350ul %70’lik etanol eklendi ve tiim 6rnek RNA izolasyon kiti

kolonuna aktarilarak 13.000 devirde (rpm) 30 saniye (sn) santrifiij edildi.

7. Kolon yeni bir tiipe yerlestirilerek tizerine 700ul RW1 yikama soliisyonu eklendi ve
30sn 13.000 devirde santrifiij edildi.

8. Kolona 500u] RPE yikama soliisyonu eklendi ve 30sn santrifiij edildi.

9. Kolona 500ul RPE yikama soliisyonu eklendi ve 2dk santrifiij edildi.

10. Kolon, yeni bir tiipe yerlestirilerek 1dk daha santrifiij edildi.

11.  Kolondan RNA’nin toplanmasi (eliisyon): 1,5ml’lik toplama tiipiine kolon
yerlestirildi ve 20ul RNaz’dan arindirilmis su eklenerek 1dk 13.000 rpm’de santrifiij
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edildi ve elde edilen 6rnekte RNA konsantrasyonu ve saflizi NanoDrop™ 1000
(Thermo Scientific) cihazi ile belirlendi.

-RNA konsantrasyonu, 260nm’deki optik yogunluk (OD) 6l¢iilerek hesaplandi.

-RNA saflig1, OD,0/OD2gp=2 formiiliine gére hesaplandi.

RNA ornekleri, saflig1 tespit edildikten sonra (Nanodrop) -80°C’de saklandi.

3.4.2.cDNA sentezi

RNA ornekleri normalize edildi ve cDNA sentez kiti (SuperScript@VILOTNI cDNA
Synthesis Kit, Invitrogen) ile, her bir 6rnek i¢in esit miktarda (500ng) RNA kullanilarak
cDNA sentezi, kit protokoliine gore asagidaki agamalari takip ederek yapildi.

1. Her bir 6rnek icin asagidaki reaksiyon karisimi hazirlandi.

5X VILO™ Reaction Mix 4pl

10X SuperScript® Enzyme Mix 2ul

Total RNA 500ng

DEPC-treated water Toplam hacim 20ul olacak sekilde
20pul

2. Reaksiyon karigimi, oda sicakliginda (25°C), 10dk bekletildi.
3. Daha sonra karigim, 42°C deki su banyosunda 60dk bekletildi.
4. 85°C’de 5dk bekletilerek reaksiyon sonlandirildi ve drnekler -20°C’de sakland.

3.4.3.PZR

Reaksiyon sollisyonlart (Thermo), primerler (IDT) ve cDNA lar buz kabi {izerine
alinarak ¢oziildii. Solusyonlar pipet yardimiyla karigtirilarak 5sn santrifiijlendi (cDNA
ve primerler santrifiijlenmedi). Primerler, otoklavlanmis distile su (dH20) ile 1mg/ml

final konsantrasyonuna getirilecek sekilde ¢oziildii.

Polimeraz zincir reaksiyonunda kullanilacak her bir primer seti dizayn edildi (IDT,
USA.) (Tablo 3-3). Bu primerler kullanilarak PZR reaksiyonu karisimi hazirlandi
(Tablo 3-1).
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Tablo 3-1: PZR reaksiyon karisim

Reaksiyon bilesenleri Hacim
cDNA lul
Ileri Primer (IDT) 1ul
Geri Primer (IDT) Tl
dNTP (Invitrogen) Tl
Taq polimeraz (NEB) 0.5ul
10X Taq ¢ozeltisi (NEB) 2.5ul
dH,O 18ul
Toplam 25ul

PZR reaksiyonu Termal dongii cihazinda (Thermo Scientific) gerceklestrildi. Kullanilan
sicaklik dongiileri Tablo 3-2’de goriilmektedir. GAPDH primerleri igin ilk
amplifikasyon asamasi 55 C ve amplifikasyon dongii sayis1 25 olarak optimize edildi.

Diger primerler i¢in ise dongii sayis1 30 olarak belirlendi.

Tablo 3-2: PZR sicakhik dongiisii

Reaksiyon asamasi Siire

Pre-inkiibasyon:
95°C 5dk

Amplifikasyon:

95°C 30sn
60°C 45sn
72°C 45sn
72°C 10dk
Sogutma:
4°C 00

PZR diriinleri, yatay elektroforez tankinda, etidyum bromiir iceren %1’lik agaroz jel

tizerinde 100V ta 30dk yiiriitiildii. Gel Doc (Bio-Rad) cihazinda jelin goriintiisii alinarak
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kaydedildi. Hedefli toksinler ve interlokin-13 reseptorii-o2’nin (IL13Ra2) ekspresyon
diizeyleri, Gliseraldehit 3 fosfat dehidrogenaz (GAPDH) housekeeping geni ile

karsilastirilarak belirlendi.

Tablo 3-3: RT-PZR primerleri

ileri Primer Geri Primer Uzunluk

Pseudomonas 5’-GAACCCGAC 5’-CCGCTCGAGCTT
Ekzotoksin (PE) GCACGCGGCCGG-3°  CAGGTCCTCGCGCGGCG-3" 445 bg

IL13Ra2 5’-ATGGCTTTC 5’-TCATGTATCACA
GTTTGCTTGGCTAT-3’ GAAAAATTCTGG-3 1130 bg
GAPDH 5’-GTCAGTGGT 5’-TGCTGTAGCCAA 245 bg
GGACCTGACCT-3’ ATTCGTTG-3

3.5.Hiicrelerden hedefli toksin iceren medyumlarin hazirlanmasi

Serum igermeyen besiyerinde 24sa inkiibasyon sonucu toplanmis olan IL13-PE ve ENb-
PE hedefli toksinleri, 15ml’lik tiiplere (Falcon) yerlestirildi ve 1600 rpm’de 10 dk
+4'C’de santrifiij edilerek medyumda bulunan hiicreler ¢oktiiriildii. Bir kez daha aym
islemler tekrarlanarak hedefli toksin igeren medyum hiicrelerden armdirildi.
Medyumlardan hedefli toksinlerin konsantrasyonu igin 15ml’lik filtre tiiplerinde
(Amicon) +4'C’deki sogutmali santrifiijde 30dak yiiksek devirde filtre edildi. Konsantre
edilen IL13-PE, ENb-PE ve kontrol (sadece GFP igeren tanisal vektor ile transfekte
edilen hiicrelerden elde edilen medyum) medyumlar1 karakterize etmek ve sonrasinda
terapotik etki Olclimlerinde kullanmak tizere 1,5ml’lik santrifiij tiiplerine boliinerek —

80'C’de muhafaza edildi.

3.6.Dot blot yontemi ile terapotik protein salinmasinin gosterilmesi ve protein
miktar tayini

Hedefli toksinlerin hiicrelerden salinip salinmadigi ve miktar1 dot blot yontemi ile
belirlendi. Bu amagla, IL13-PE, ENDb-PE hedefli toksinlerini ifade eden ve kontrol

hiicrelerinden elde edilerek konsantre edilen medyumlar, nitroseliilloz membrana 1, 3, ve
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5ul olacak sekilde damlatilarak aktarildi. Onceden konsantrasyonu bilinen &rnek
medyumlar da ayni miktarlarda membrana aktarildi. Membran, calkalayici iizerinde
diisiik devirde 5% yagsiz siit ile 45dk muamele edilerek anti-PE (Sigma), anti-IL13
(Abcam) ve anti-ENb (anti-VHH, alphaHCV K208) antikorlar1 ile 30dk inkiibe edildi.
Membran Tween 20 iceren TBS soliisyonu ile yikanarak SuperSignal™ West Pico
(Thermo Scientific) kemiliiminesan substrat ile muamele edildi. Substrat ile muamele
edilen membrandaki sinyal karanlik odada rontgen filmlerine aktarildi ve sinyal
yogunlugu NIH Imagel] programi ile analiz edilerek miktar tayini yapildi. Protein
miktarin1 belirlemede ©nceden konsantrasyonu bilinen saf PE (Sigma) ve IL13
(Chemicon) proteininden ve negatif kontrol olarak da GFP igeren besiyerinden

yararlanildi.

3.7.Protein sentezi inhibisyonunun gosterilmesi

Hedefli toksin aktivitesi sonucu GBM hiicrelerinde protein sentezindeki degisimi
Olcmek tizere, hizli bir sekilde yikilan 6zel bir lusiferaz olan “destabilized luciferase
(dsluc)” in gen ifadesi takip edildi. Bu amagla, dsluc ifade eden GBM hiicre soylari
olusturmak tizere boliim 3.3.4°de belirtilen sekilde LV-dsluc lentiviriisleri ile enfekte
edildi. Daha sonra dsluc ifade eden bu GBM hiicreleri, 1000-1500 hiicre/kuyu olacak
sekilde 96 kuyulu siyah petrilere (Cellstar) ekildi. Bu hiicreler, 24sa sonra 25ng/ml
ENDb-PE, IL13-PE ve kontrol medyumlar ile inkiibe edildi. Hiicrelere 48sa sonra D-
luciferin ilave edilerek 10 dk oda sicakligindaki calkalayicida inkiibe edildi. Glutamax
Multi Detection System (Promega) cihazinda dsluc sinyali okutularak protein sentezi

Ol¢timii yapildi.

3.8.Hiicre dliimiiniin in vitro analizi
Hiicre 6liimii analizi yapilacak olan GBM hiicreleri, tiim deneylerde her bir grup i¢in {i¢
kuyu (triple) olacak sekilde 96 kuyulu siyah kiiltiir kaplarina ekildi. Hiicrelerin lusiferaz

ifade edip etmemesine bagl gore canlilik analizinde 2 yontem kullanildi.

3.8.1.Lusiferaz ile isaretlenmemis hiicrelere iliskin canlilik analizi

Herhangi bir lusiferaz ile isaretlenmeyen normal hiicrelere iliskin canlilik testi, total
metabolik aktivitenin dl¢limiine dayanan CellTiter Glo (Promega) reaktifi kullanilarak
yapildi. Hiicre kiiltiiriinde terapdtik inkiibasyonlar sonlandiginda, kuyulardan medyum

cekilerek her bir kuyuya lul/kuyu Celltiter Glo reaktifi igerecek sekilde 50ul yeni
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medyum eklendi. Siyah kiiltiir kaplar1 alimiinyum folyo ile kaplanarak 1sik almasi
engellendi ve 10dk boyunca galkalayici iizerinde diisiik devirde inkiibe edildi. Kiiltiir
kaplar1 Glutamax Multi Detection System (Promega) cihazinda okutularak canli

hiicrelerin sayisal degerleri belirlendi.

3.8.2.Lusiferaz ile isaretlenmis hiicrelere iliskin canhhk analizi

Lusiferaz isaretli hiicrelerde lusiferaz aktivitesini 6l¢erek (Fluc veya Rluc) canlilik testi
gerceklestirildi. 96 kuyulu siyah kiiltiir kaplarinda kiiltiirii yapilan ve canlilik testine
hazirlanan hiicrelerden eski medyum gekilerek Fluc ig¢in “D-luciferin” ve Rluc igin
“Coelenterazin” substratlarint iceren medyum hiicrelere verildi. Kiltir kaplar
alimiinyum folyo ile kaplanarak 151k almasi engellendi ve 10dk boyunca galkalayici
tizerinde diisiik devirde inkiibe edildi. Lusiferaz sinyali, Glutamax Multi Detection

System (Promega) cihazinda okutularak canli hiicrelerin sayisal degerleri saptandi.

3.9.Apoptozun analizi

GBM hiicrelerinde apoptotik hiicre 6liimiinii saptamak tizere hem kaspaz 3/7 aktivitesi
Olcimii hem de western blot yontemi kullanildi. Apoptotik yolagin asagi
basamaklarinda gorev alan kaspaz 3/7 aktivasyon tayini ile tiim apoptotik yolaklara ait
hiicre 6liimiinii kapsayan bir apoptoz analizi gergeklestirildi. Yine apoptotik kaskad
icinde apoptozun gerceklestigini gosteren kesilmis proteinlerin varligi ve anti-apoptotik

proteinlerin ise ifade diizeyi arastrildu.

3.9.1.Kaspaz 3/7 aktivasyonunun 6l¢iimii

Hiicre canlilik testleri igin hiicreler 96 kuyulu siyah kiiltiir kabina ekilirken, bir kaba
daha ekilerek kaspaz 3/7 aktivitesine bakildi. Canlilik testlerinden farkli olarak, kaspaz
3/7 aktivitesi 6lglimii apoptoz sonlanmadan 6nce yani STRAIL ilavesinden 18sa sonra
gerceklestrildi. Kuyulardan medyum ¢ekilerek 50ul/kuyu Caspase 3/7 Glo (Promega)
ajani eklendi. Kiiltiir kaplar1 alimiinyum folyo ile kaplanarak 1s1k almas1 engellendi ve
30dk oda sicakliginda inkiibe edildi. Kaspaz aktivitesi Glutamax Multi Detection

System (Promega) cihazinda okutularak apoptoza iligskin kantitatif sonuclar elde edildi.

3.9.2.Western Blot
GBM hiicrelerinin terapdtik ajanlarla veya kontrol medyumu ile muamelesi sonrasinda

elde edilen hiicre lizatlar1 hazirlandi. Kesilmis PARP (cPARP), FLIP, prokaspazlar
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(kaspaz 8/9, kaspaz 3/7) ve kesilmis aktif kaspazlara karsi antikorlar kullanilarak bu

proteinlerin western blot analizi yapildi.

Ayrica GBM hiicrelerinde EGFR ve IL13Ra2 ve hedefli toksin ile muamele edilen
GBM hiicreleinde DR4/5 proteinlerinin diizey analizleri i¢in de Western Blot

yonteminden yararlanildi.

Western Blot yontemi asagida agiklanan asamalari takip ederek uygulandi.

Hiicrelerden protein 6rneklerinin hazirlanmasi

GBM hiicreleri, ¢cogalma kapasitelerine bagli olarak, 6 kuyulu kiiltir kaplarina kuyu
basma 1x10° ile 3x10° hiicre olacak sekilde ekildi. Belirlenen zaman araliklarinda

konsantre edilen terapétik proteinler veya kontrol medyumu hiicrelere eklendi.

i) Sadece hedefli toksinlerle (25ng/ml) inkiibe edilen LN229 ve LN229-IL13Ra2

hiicreleri, hedefli toksin ilavesinden 18, 24, 32 sa sonra,

i) Hedefli toksin (25ng/ml) ve sTRAIL (500ng/ml) kombine edilerek inkiibe edilen
hiicreler, sSTRAIL ilavesinden 24sa sonra hiicre lizat1 olusturmak iizere buz dolu kap

tizerine yerlestirildi.

1) Hicrelerin tizerindeki medyum 15ml’lik steril tiiplere aktarilarak 10dk 1200rpm
devirde +4'C’de santrifiij edildi.

2) Medyum atilarak, pellet Sml soguk PBS ile yikandi ve tekrar santrifiij edildi.

Aspirator ile PBS tamamen uzaklastirilarak pellet buz lizerine yerlestirildi.

3) Petri kablarindaki hiicreler de 3ml soguk PBS ile yikanarak PBS tamamen
uzaklastirildiktan sonra her bir kuyuya NP40 lizis tamponu, proteaz inhibitorii
(Roche), ve fosfataz inhibitorlerini (Sigma) birlikte igeren 100pul lizis soliisyonu
eklendi ve hiicre kaziyici aparatla toplanarak 1,5ml’lik steril tiiplerde toplanda.
15ml’lik tiiplerdeki pelete ise 50ul liziz soliisyonu eklenerek mikropipet
yardimiyla karigtirildi ve hiicre lizatinin aktarildigi 6rnege ait ilgili tiipe

aktarildi.

4) Tim ornekler +4'C’deki calkalayici tizerinde 30dak inkiibe edildikten sonra
+4'C’de 10dk santrifiij edildi.
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5) Proteinleri iceren tiim st sivi (>100pul) yeni bir tiipe aktarilarak 10ul’si baska
bir tiipte protein miktar tayini igin -80'C’ye ayrildi.

6) Jelde yiiriitmek {izere ayrilan iist siviya, final konsantrasyonu 1X olacak sekilde
beta-merkaptaetanol (B-Me) ve SDS (sodyum dodesil siilfat) igeren 2X Laemmli
ornek cozeltisinden (Bio-Rad) eklenerek drnekler 5dk 100°C’de kaynatildi ve

buz iizerine almarak -20 'C’de saklandi.
Protein miktar tayini

Western blot 6rneklerinin protein miktarlar, DC™ Protein Assay Kit (Bio-Rad) ile kit
kullanma kilavuzuna gore 96 kuyulu kaplarda (Cellstar) tayin edildi. Standart egri
olusturmak iizere sigir serum albumin (BSA; Thermo Scientific) proteini farkli
konsantrasyonlarda hazirlandi. BSA standart egrisinden yararlanarak formiil yardimiyla
orneklere ait protein degerleri hesaplandi ve ornekler esit konsantrasyonlara getirildi.
Boylece tiim orneklerden esit miktarda protein yiliklemesi yapilarak ornekler arasinda

protein ifadesi kiyaslandi.
Sodyum Dodesil Siilfat Poliakrilamid Jel Elektroforezi (SDS-PAGE)

Protein ornekleri ve renkli protein marker (Bio-Rad), %10’luk veya %4-15’lik (Bio-
Rad) poliakrilamid jelde 100V’ta 1sa ile 1,5sa arasinda dikey elektroforez tankinda
(Bio-Rad) yiiriitiildd.

Proteinlerin nitroseliiloz membrana aktarilmasi

Soguk transfer ¢ozletisi iceren kapta transfer kasetleri igine sirasiyla, siinger-filtre
kagidi-jel-nitroseliiloz membran-filtre kagidi-siinger olacak sekilde dizildi. Kaset
kapatilarak, soguk transfer ¢ozeltisi bulunan transfer tankina yerlestirildi. Tank, buz

dolu kap i¢ine koyularak, 90V’ta Isa yiirtitiildii.
Membranin antikorlar ile inkiibe edilmesi

Transfer isleminden sonra membran %5’lik yagsiz siit ya da BSA soliisyonu i¢inde oda
sicakliginda 1sa bekletildi. Daha sonra 1sa boyunca her 15dk iginde degistirilecek
sekilde TBST soliisyonunda yikandi. Primer antikor soliisyonu hazirlandi ve membran
1sa boyunca primer antikor soliisyonunda bekletildikten sonra 1sa boyunca TBST ile
yikandi. IL13Ra2 antikoru; R&D Systems, DR4 ile DRS; ProScience ve tiim diger
primer antikorlar, Cell Signalling (USA)’ten temin edildi.
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HRP (horse raddish peroxidase) konjuge edilmis sekonder antikorlar (goat anti-mouse,
goat anti-rabbit, rat anti-goat; Bio-Rad) ile de 2sa inkiibe edildikten sonra 1sa boyunca
membran yikanarak kemiliiminesan substrat (Super Signal; Thermo Scientific) ilave

edildi. Membran ve film kasete yerlestirildi.
Membranin kemiliiminesan goriintiilenmesi

Rontgen filmlerindeki kemiliiminesan sinyali tespit etmek iizere filmler, goriintiileme
cihazina yerlestirildi. Membrandan film iizerine aktarilan ve proteinlere iliskin bant

yogunluklar1 NIH ImagelJ programa ile hesaplandi.

3.10.Terapotik kok hiicrelerin GBM hiicreleri ile birlikte Kiiltiiriiniin yapilmasi

Lusiferazlarn ifade eden tiimor hiicre hatlar1 elde edildikten sonra bu hiicreler GFP,
ENDb, ve END-PE salgilayan hNSC hiicreleri ile birlikte “hNSC kok hiicre medyumu”
icerisinde kiiltiir kaplarina ekildi. Protein sentezi inhibisyonunu tayin etmek lizere 48
saat sonra 150pg/ml D-luciferin substrat ilavesiyle dsluc sinyali Olgiildii. Hiicre
canliligint tayin etmek i¢in ise Fluc veya Rluc ifade eden GBM hiicreleri, ilgili
substratlar (D-luciferin veya Coelenterazine) ile inkiibe edilerek hiicrelerdeki lusiferaz
sinyali 6l¢iildii. Tiim Slgiimler Glutamax Multi Detection System (Promega) cihazinda

yapildi.

3.11.Hedefli toksin iuireten kok hiicrelerin ve GBM hiicrelerinin birlikte subkutan
yolla enjeksiyonu

Protein sentezi ve hiicre canlilig1 kinetiklerini in vivo olarak es zamanli 6lgmek tizere,
U251 ve LN229 GBM hiicreleri hem GFP/dsluc hem de mCh/Rluc ifade edecek sekilde
lentiviiriislerle enfekte edilerek hazirlandi (Sekil 3-2-A) . Daha sonra bu GBM hiicre
soylart (2x10°) terapotik hNSC hiicreleri veya kontrol hNSC hiicreleri (1x10°) ile
kanigtirilarak, atimik ¢iplak farelere veya immiin yetersiz SCID (Severe Combined
Immunodeficiency) farelere (3 haftalik Cox-7, MGH, Boston; n > 3) subkutan (s.c.)
yolla implante edildi (Sekil 3-2-B). Bu farelerde, tiimor hiicrelerindeki in vivo dsluc ve
Fluc biyoliiminesan sinyali goriintiilenerek (IVIS; PerkinElmer) protein sentezi ve
tiimor dokusundaki gerilemenin takibi yapildi. Bu amagla, subkutan tiimor
enjeksiyonunu takiben O.sa, 1l.glin ve 2.glin araliklarinda Once coelenterazine
(CaliperLS, Xenolight; 3,3ug/g viicut agirligi) ve sonra D-luciferin (4,5mg/fare)

intraperitoneal (i.p.) enjeksiyonu ile lusiferaz aktiviteleri goriintiilendi.
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Sekil 3-3: GBM hiicrelerinin liisiferaz isaretlemesi ve subkutan tiimér olusturulmasinin
gosterimi.
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3.12.Beyin tiimorii cerrahi olarak cikarilan farelerde hedefli toksin iireten kok
hiicrelerin terapotik etkisinin gosterilmesi

Beyin tiimorlerinin rezeksiyonu sonrasi tiimor dokusunun tekrar olugmasini dnlemek
amaciyla hNSC-IL13 kok hiicrelerinin terap6tik etkinligini saptamak iizere farelerde
beyin tiimorii rezeksiyon modeli olusturuldu. Bu amagla SCID farelerde (n=25) kranyal
pencere olusturuldu ve 0,5x10° U87-GFP/Fluc hiicreleri implante edildi
Implantasyondan 6 giin sonra tiimor dokusu daha dnce tanimlanan sekilde rezekte edildi
[6]. Kok hiicreler (2x106), biyobozunur sentetik ekstraseliiler matriks (SECM)
(Glycosan, Hystem-C Hydrogels, Biotine Inc.) igerisine hapsedilerek rezeksiyon
kavitesine yerlestirildi. Deney gruplar1 asagidaki gibi olusturuldu:

- 1. grup: hNSC-IL13-PE (n=7)

- 2. grup: hANSC-mCh (n=7)

- 3. grup: IL13-PE (n=5) (40ng)

- 4. grup: Sadece rezeksiyon (n=4)

Tiimdrdeki gerileme, tedavi baglangicindan itibaren 1.giin ve 85.giinler arasinda bir dizi

Fluc aktivitesi goriintiilemesi ile tespit edildi.

3.13.Biyoliiminesan goriintiileme

Beyin tiimorii modelinde biyoliiminesan goriintiileme i¢in anestezi (Ketamin+Xylazine)
altindaki farelere 1mg/ml D-luciferin intraperitoneal yolla enjekte edildi. Biyoliiminesan
sinyalini goriintiilemek igin fareler, cihaza (IVIS; PerkinElmer) yerlestirildi ve 1sn-1dk
arasinda ¢esitli saniyelerde goriintii kaydedildi. Farelerin normal 11k altindaki
gorlntiisii de kaydedilerek, timor sinyalleri ile cakistirildi. Living Image Software

yardimiyla biyoliiminesan sinyal sayisal degerlere doniistiiriildii.

3.14. Immiinohistokimyasal boyama
Paraformaldehit perfiizyonu ile fareler Oldiiriilerek beyinleri ¢ikarildi. Beyin
dokusundan vibratomda alinan kesitlerde mCherry (mCh; kirmizi) pozitif kok hiicreleri

ile GFP (yesil) pozitif timor hiicreleri floresan mikroskobunda goriintiilendi.

3.15.Hedefli toksin iireten kok hiicrelerin TRAIL ile kombine edilerek GBM
hiicreleri iizerinde terapotik etkisinin gosterilmesi

Kirmiz1 floresan proteini mCherry ve Fluc goriintiileme ajanini bir arada (Fluc/mCh)

ifade eden GBM hiicreleri, ANSC medyumu igerisinde 96 kuyulu siyah kiiltiir kaplaria
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ekildi. Hiicreler 24saat inkiibe edildikten sonra hNSC-ENb-PE, hNSC-1L13-PE
terapotik kok hiicreleri veya hNSC-GFP kontrol kok hiicreleri eklenerek hNSC
medyumu i¢inde kiiltiirleri yapildi. Kok hiicrelerin kiiltiire ekiminden 48saat sonra
hiicreler, 500ng/ml STRAIL veya kontrol besiyeri ile muamele edildi ve 24saat sonra da

hiicre canlilig1 Fluc sinyali 6l¢imii ile tespit edildi.

3.16.Istatistiksel yontemler

Veriler , iki grup karsilastirildiginda Student's T-test ile analiz edildi. Veriler +/- SEM
ile ifade edildi ve farkliliklar p*< 0,05, p"<0,01, p’<0,001, ve p <0,0001 olacak
sekilde belirlendi. Sag kalim analizleri farkli gruplardaki farelerde Mantel Cox log-rank
test ile kiyaslandi.



4 BULGULAR

Calismamizda, GBM tiimorlerini tedavi etmek {izere, lentiviral vektorler
kullanilarak Pseudomonas ekzotoksinini (PE) igeren ve epidermal biiyiime faktorii
yonelimli ENb-PE ile interlokin-13 yonelimli IL13-PE hedefli toksinleri gelistirildi. Bu
hedefli toksinleri salgilamak {izere olusturulan insan noral kok hiicrelerinin, GBM

hiicreleri ve GBM tiimorii niiksii tizerindeki etkileri arastirildi.

4.1 Hiicrelerin toksine direncli hale getirilmesine ve hedefli toksinleri iiretmek
lizere hazirlanmasina ait sonuclar

Bu ¢alisma kapsaminda terapotik 6zellik kazandirmak iizere insan noral kok hiicreleri
(hNSC) ve embriyonik bdbrek hiicreleri (293T), oOncelikle intraseliiler toksin
molekiillerine direngli hale getirilerek hedefli toksinin hiicrelerde olusturacagi toksik
etki 6nlenmis oldu. Normal ve toksine direngli hale getirilen insan noral kok hiicre
soylar1 (hNSC) ve embriyonik bobrek hiicreleri (293T), 100-250 ng/ml difteri toksini
(DT) ile muamele edildiginde, canlilik yiizdesi, normal hiicrelerde <%5 iken direngli
hiicrelerin canliliginin %100 oldugu saptandi. Difteri toksininin konsantrasyonu, 250-
1000 ng/ml araliginda artirilarak uygulandiginda ise her iki hiicre tipi i¢in de normal
hiicrelerin tamaminin 61diigli ve canliliklarinin < %2 oldugu tespit edildi. Buna karsilik,
her iki hiicre tipinde de 250-1000 ng/ml difteri toksini ile muamele edilen toksine
direncli hiicrelerin canlilik yiizdesi tiim konsantrasyonlar i¢in > % 98 olarak saptandi.
Boylece toksine direngli hale getirilen noral kok hiicrelerin ve 293DT hiicrelerinin
yiiksek toksin konsantrasyonlarina maruz kaldiklarinda dahi canliliklarini siirdiirmeye

devam ettikleri (Cell Titer Glo, Promega) gosterildi (Sekil 4-1).
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Sekil 4-1: Toksine direncli hale getirilen 293T ve hNSC hiicrelerinin toksin muamelesi
sonras1 canlihk analizi sonuclari. Normal hiicreler >100ng/ml difteri toksini muamelesi
sonucu < %35 canlilik gosterirken, toksine direngli hiicrelerin tiim konsantrasyonlarda (O-
1000ng/ml) yapilan toksin muamelesi sonucu canliliklarinin > %98 oraninda devam ettigi
goriilmektedir.

DNA dizi analizi ile, lentiviral vektorlere yerlestirilen hedefli toksinlerin, PE zincirinin
hem translokasyon (Il) hem de katalitik (III, Ib) bolgelerini ve de ligand baglama
bolgesini (ENb veya 1L13) igerdigi gosterildi. Ayrica DNA dizi analizi verileri
kullanilarak, hedefli toksinin aminoasit dizilimini degistirebilecek herhangi bir
mutasyon bulundurmadigi “CLC Sequence Viewer Software” yazilimi ile yapilan
analizlerle dogrulandi. (Sekil 4-2A). Olusturulan vektorlerde, dogal PE molekiiliinde
yer alan ligand baglama bdolgesi yerine ENb veya IL13 yerlestirilmesiyle hiicrelerden
salinan hedefli toksinin, sirasiyla EGFR ve IL13Ra2 reseptorlerine 6zgiin olarak

baglanmasi saglandi.

Toksine direngli 293DT hiicreleri, sadece GFP kodalayan kontrol vektori (LV-GFP)
veya hem GFP hem de ENbPE kodlayan LV-ENDPE vektorii ile transfekte edilerek
(Sekil 4-2B), transfeksiyon etkinligi %90-100 oldugunda bu hiicrelerden kiiltiir
medyumu toplandi ve konsantre edildi. Bu 50 kat daha konsantre hale getirilmis olan
kiltir medyumunun, hedefli toksin bulundurdugu dot blot yontemi ile gosterildi ve
ImageJ programi ile bant yogunluklari hesaplandi. Aymi islemler ile 6nce IL13-PE
hedefli toksin konsantrasyonu 4ng/ml olarak kontrole kiyaslanarak belirlendi. Miktar1
belirlenen IL13-PE kullanilarak ayni ydntemle ENb-PE miktar1 2ng/ml olarak
hesaplandi (Sekil 4-2C). Ayrica bu hiicrelerde hedefli toksinlerin ifade edildigi RT-PZR
(Sekil 4-2D) ve Western Blot yontemleriyle gosterildi (Sekil 4-2E).
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Sekil 4-2: 293DT hiicrelerinde hedefli toksinlerden ENb-PE’nin ifadesinin analizi. A) LV-
ENb-PE’nin DNA dizi analizi sonucu, vektorde tespit edilen ENb ve PE bolgeleri
goriilmektedir. B) GFP ifade eden 293DT-GFP ve 293DT-ENDPE hiicrelerinin floresan
mikroskobu goriintiisii, C) Dot blot yontemi ile 293DT-ENDPE hiicrelerinin medyumunda
bulunan ENb-PE’nin miktar tayini grafigi, D) RT-PZR yontemi ile ENb-PE’nin mRNA
ifadesinin gosterimi, E) Western Blot yontemi ile ENb-PE protein ifadesinin gosterimi.

Daha sonra, toksine direng¢li kok hiicreler LV-ENbPE ve LV-IL13PE lentiviral
vektorleri ile transfekte edildi. Transfeksiyon etkinligi yesil floresan protein (GFP) veya
kirmizi  floresan proteini  mCherry ekspresyonunun floresan mikroskobunda
goriintiilenmesi ile belirlendi. GFP/mCherry eksprese eden hiicre klonlar1 segilerek
cogaltilarak Western Blot ve RT-PCR yontemleriyle hedefli toksinlerin ekspresyonu
gosterildi (Sekil 4-3).
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Sekil 4-3: Toksine direngli kok hiicrelerin hedefli toksinleri ifade ettiginin gosterilmesi.
Hedefli toksinleri eksprese eden A) IL13-PE ve mCherry kirmizi floresan proteinini bir arada
bulunduran lentiviral vektor ve hNSC-IL13PE/mCherry hiicrelerinin floresan mikroskobu
goriintiisti. C) ENb-PE ve GFP yesil floresan proteinini bir arada bulunduran lentiviral vektor ve
hNSC-ENbPE/GFP hiicrelerinin floresan mikroskobu goriintiisii. B) hNSC-IL13PE hiicrelerinde
Western Blot yontemi ile gosterilen IL13-PE ekspresyonu. D) hNSC-ENb-PE hiicrelerinde RT-
PZR yo6ntemi ile gésterilen ENb-PE ekspresyonu.

Bu deneyler sonucunda, 1) toksine direncli 293DT hiicrelerinde hedefli toksinlerin
ekspresyonu ve bu hiicrelerden salinmasi dogrulandi, 2) 293DT hiicrelerinden salinmis
olan ENDb-PE ve IL13-PE hedefli toksinleri medyum igerisinde toplandi ve hedefli
toksinlerin miktar1 hesaplandi, 3) hedefli toksinleri eksprese eden insan noral kok hiicre
soylart hNSC-ENbPE ve hNSC-IL13PE gelistirildi. Daha sonra 293DT hiicrelerinden
elde edilen hedefli toksinler ve kok hiicreler (hNSC-ENbPE ve hNSC-IL13PE)

terapotik etkinin belirlenmesi deneylerinde kullanildi.
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4.2.Hedefli toksinlerin GBM hiicrelerinde hiicre dongiisii ve protein sentezi
iizerine etkileri

Toksin patogenezini hesaplamaya yonelik destabilize lusiferaz (dsLuc) aktivitesine
dayali kantitatif ve duyarli bir metottan faydalinilmistir. Kisa siiren intraseliiler yari
omrii nedeniyle dsLuc, saatler icinde degisen gen ekspresyonu seviyesini takip etmeye
imkan saglamaktadir. Bu amagla, GBM hiicreleri LV-dsLuc lentiviriisii ile enfekte
edilerek dsLuc ifade eden sabit hiicre hatlar1 elde edildi (Sekil 4-4A). 293DT-ENbPE
hiicrelerinden elde edilen ENDPE ile 48sa muamelesi sonrasinda hesaplanan dsLuc
aktivitesine gore, ENbPE ile muamele edilen U251 hiicrelerindeki protein sentezi
yiizdesi, kontrol hiicrelerine kiyasla %59 ve LN229 hiicrelerinde %77 olarak belirlendi .
Yiiksek seviyede EGFR ve mutant EGFRVIII varyantini ifade eden ve ENbPE ile
muamele edilen Gli36vlll hiicrelerinde ise protein sentezi yiizdesi kontrol hiicrelerine
kiyasla %49 olarak hesaplandi. Diger taraftan, EGFR ifade etmeyen NIH-3T3 fare
fibroblast hiicreleri ise negatif kontrol olarak kullanildi ve ENBPE muamelesi sonucu
NIH-3T3 hiicrelerindeki protein sentezi yiizdesinde kontrole oranla anlamli bir fark

saptanmadi (Sekil 4-4B).
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Sekil 4-4: ENb-PE hedefli toksini uygulamasinin GBM hiicrelerinde, protein sentezi
iizerine etkilerinin analizi. A) dsluc igeren lentiviral vektor ile GBM hiicrelerinde ENb-PE
muamelesi sonucu protein sentezini tayin etmek tizere hiicrelerin “dsluc” ile isaretlenmis
floresan mikroskobu goriintiisii. B) 48h boyunca ENbPE ile muamele edilen GBM hiicrelerinde
dsluc sinyaline bagli olarak tayin edilen protein sentezi ylizdeleri.

Kok hiicreler tarafindan sentezlenen hedefli toksinlerin de protein sentezi iizerine
etkilerini arastirmak tizere, ANSC-ENDbPE kok hiicreleri ve U251-dsluc, LN229-dsluc ve
Gli36Delta-dsluc (Gli36vlll-dsluc)’un birlikte kiltiirii yapilarak protein sentezi kinetigi
hesaplandi. Sonug¢ olarak, kok hiicreler tarafindan sentezlenen END-PE’nin, 293DT
hiicrelerinden elde edilen ENbPE’ye benzer fonksiyonel etki gosterdigi ve protein
sentezi dinamiklerini, GBM hiicrelerinin EGFR reseptorii seviyelerine paralel olarak

degistirdigi saptandi (Sekil 4-5A).

ENDBPE ifade eden kok hiicrelerin in vivo terapdtik etkinligini saptamak iizere, dsLuc
ifade eden GBM hiicreleri ile terapotik hNSC-ENbPE kok hiicreleri karistirilip
subakutan olarak atimik c¢iplak farelere enjekte edildi. Enjeksiyonun hemen sonrasinda

(0.glin) ve 3 giin sonrasinda intraperitoneal (i.p.) olarak enjekte edilen D-lusiferin ile
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tiimdr hiicrelerinin biyoliiminesan goriintiilemesi yapildi ve sinyal yogunlugunda %50

azalma kaydedildi (Sekil 4-5B).
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Sekil 4-5: Hedefli toksin ifade eden hNSC-ENbPE kok hiicrelerininin, GBM hiicrelerinde
protein sentezi iizerine etkilerinin analizi. A) dsluc ifade eden ve hNSC-ENbPE ve kontrol
grubu hNSC kok hiicreleriyle birlikte kiiltiirii yapilan GBM hiicrelerinde protein sentezinin
analizi. B) dsluc ifade eden ve hNSC-ENDBPE ve kontrol grubu hNSC kok hiicreleriyle birlikte
atimik ¢iplak farelere subakutan yolla enjekte edilen GBM hiicrelerinde protein sentezi
kinetiginin in vivo goriintiilenmesi.

Terapotik Kok Hiicre Glioma Hiicresi

\ Protein
sentezinin bloke
PE

PE

l Glioma hiicre
Reseptor aracili Giind
endositoz (RME)

Sekil 4-6: Kok hiicrelerden salinmis olan hedefli toksinlerin GBM hiicrelerinde protein
sentezini bloke etme agsamalari
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Bu deneyler sonucunda, 293T-ENbPE hiicrelerinden toplanan ENbPE ve hNSC-ENbPE
hiicrelerinin GBM hiicre soylarinda protein sentezini bloke ettigi ve hNSC-ENbPE kok

hiicrelerinin protein sentezi tizerine in Vvivo etkinligi gosterilmistir.

GBM hiicreleri, ENb-PE ve IL13-PE hedefli toksinleri ile muamele edildiginde PE
toksininin, hiicre ¢cogalmasini bloke ettigi Ki-67 immiinofloresan boyamasi ile gosterildi
(Sekil 4-7A-F ve Sekil 4-8A-F). Sonuclarimiza gore, 48sa siiresince ENDbPE ile
muamele edilen LN229 ve IL13PE ile muamele edilen U251 hiicrelerinde Ki-67
boyanmis hiicre sayisi DAPI ile boyanmis hiicre sayisina oranla %?20-40 olarak
hesapland1 (Sekil 4-7H ve Sekil 4-8H). Ayrica DAPI ile boyanmis hiicreler sayilarak
hedefli toksin ile muamele edilen hiicre sayisinin kontrol grubu hiicrelerine oranla %40-

50 oraninda azaldig: saptandi (Sekil 4-7G ve Sekil 4-8G).
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Sekil 4-7: ENb-PE’nin, GBM hiicre ¢ogalmasi iizerine etkilerinin analizi. (A-F) ENb-PE ve
kontrol medyumu (GFP) ile 48 saat boyunca muamele edilen GBM hiicrelerinde (LN229)
cogalmakta olan hiicrelerin Ki-67 antikorlar1 kullanilarak immunofloresan boyanmasi. G)
END-PE ile muamele edilen GBM hiicrelerinin kontrol medyumuna (GFP) kiyasla toplam hiicre
sayisindaki azalma ve H) Ki-67" hiicrelerin sayisindaki azalma  goriilmektedir
(p<0,001).(Kirmuzi: Ki-67; mavi: DAPI; pembe: iki goriintiiniin ¢akigmasi). (Biiyiitme; X20).
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Sekil 4-8: IL13-PE’nin GBM hiicre ¢cogalmasi iizerine etkilerinin analizi. (A-F) 1L13-PE ve
kontrol medyumu ile 48 saat boyunca muamele edilen GBM hiicrelerinde (U251) ¢ogalmakta
olan hiicrelerin Ki-67 antikorlar1 kullanilarak immunofloresan boyanmasi. G) IL13-PE ile
muamele edilen GBM hiicrelerinin kontrol medyumuna (GFP) kiyasla toplam hiicre sayisindaki
azalma ve H) Ki-67 pozitif hiicrelerin sayisindaki azalma goriilmektedir (p<0,001). (Kirmizi:
Ki-67; mavi: DAPI; pembe: iki goriintiiniin ¢akismasi) (Biiyiitme; X20).

4.3.Hedefli toksinleri salan kok hiicrelerin GBM hiicre 6liimii iizerine etkileri
GBM hiicrelerinden Renilla lusiferaz (RLuc) ifade eden hiicreler, enzim aktivitesine
bagli olarak hiicre canlilik analizi i¢in terapotik hNSC-ENDPE veya kontrol hNSC-GFP
kok hiicreleriyle birlikte kiiltiir kaplarina ekildi ve 72sa sonra Rluc sinyali dl¢limii
yapildi. 72sa kiiltiirden sonra GFP (yesil) ifade eden kok hiicreleri ile MCherry (kirmizi)
ifade eden GBM hiicreleri floresan mikroskobunda goriintiilendi (Sekil 4-9C) .
Sonuglarimiza gore, kontrol grubu GBM hiicreleri sayisinda artis gézlenirken, hNSC-

ENDBPE ile kiiltiirii yapilan GBM hiicrelerinin sayilarinda belirgin bir azalma meydana
geldigi tespit edildi (Sekil 4-9B).
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Sekil 4-9: Hedefli toksinler iireten kok hiicreler ile GBM hiicrelerinin birlikte kiiltiiriiniin
GBM hiicre canlihg iizerine etkisinin analizi. A) Bir dizi GBM hiicresinde, Western Blot ile
tespit edilen EGFR diizeyleri. Farkli diizeylerde EGFR bulunduran ve Rluc isaretli GBM
hiicrelerinin (LN229, U251 ve Gli36vIII), hNSC-ENbPE terapdtik kok hiicreleri ile birlikte 72sa
kiiltiiriiniin B) GBM hiicre canliliginda olusturdugu azalma (p*<0,05; p#<0,01 ve p§<0,001). C)
floresan mikroskobu goriintiisii goriilmektedir (Biiyiitme, X10).

Ayrica GBM hiicre canliligindaki azalmanin, EGFR reseptorlerinin hem dogal hem de
mutant formlarini ifade eden Gli36vlIl hiicrelerinde LN229 ve U251 hiicrelerine oranla
daha fazla oldugu ( < %50) saptand1 (Sekil 4-9).

Sonug¢ olarak, ENbPE hedefli toksinini sentezleyen kok hiicrelerin, anlamli diizeyde
GBM hiicre oliimiine neden oldugu ve kok hiicrelerin terapotik etkisinin GBM
hiicrelerindeki EGFR diizeyleriyle iligkili oldugu saptandi.
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4.4.Subkutan tiimorde hedefli toksinler iireten kok hiicrelerin ayn1 anda protein
sentezi ve tilmor Kkiitlesi degisimi iizerine etkileri

Hem dsluc hem Rluc isaretli GBM hiicreleri ile terapotik kok hiicreler (hNNSC-ENbPE
veya hNSC-IL13PE) birlikte subakutan yolla atimik ¢iplak farelere enjekte edildiginde,
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Sekil 4-10: GBM hiicrelerinin, hNSC-ENbPE ile atimik c¢iplak farelere subkutan
enjeksiyonu sonrasi biyoliiminesan goriintiilenmesi ile terapotik kok hiicrelerin GBM
hiicrelerinde protein sentezi ve tiimor kiitlesi iizerine etkilerinin gosterilmesi. Subakutan
enjeksiyon sonrast GBM tiimériiniin 0-2 giin arasi biyoliiminesan goriintiisii ve kantitatif olarak
timor kiitlesindeki degisimin analizi gorilmektedir (p#<0,01).

hedefli toksinlerin es zamanl olarak protein sentezini bloke ettigi ve tiimor kiitlesinde
azalma olusturdugu saptandi. Terapotik etkinin zamanla artarak devam ettigi gorildii.
Ayrica, U251 hiicrelerinde IL13PE’nin olusturdugu terapotik etkinin ENbPE’nin
LN229 hiicrelerinde olusturdugu terapotik etkiye kiyasla daha fazla oldugu tespit edildi.
(Sekil 4-10 ve Sekil 4-11).
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Sekil 4-11: GBM hiicrelerinin, hNSC-IL13PE ile atimik ¢iplak farelere subkutan
enjeksiyonu sonrasi biyoliiminesan goriintiilenmesi ile terapotik kok hiicrelerin GBM
hiicrelerinde protein sentezi ve tiimor kiitlesi iizerine etkilerinin gosterilmesi. Subakutan
enjeksiyon sonrast GBM tiimoriiniin 0-2 giin aras1 biyoliiminesan goriintiisii ve kantitatif olarak
timor kiitlesindeki degisimin analizi gorilmektedir (p#<0,01).

4.5.Terapotik kok hiicre nakledilen GBM tiimorlii farelerde, hedefli toksinlerin
tiilmor kiitlesinin niiksii ve farelerin sagkalim iizerine etkileri

Klinik tabloyu olusturmak {izere, GBM tiimorlii farelerde, cerrahi tedavi (rezeksiyon)
ile timor kiitlesi ¢ikarildi. GBM hiicre hatlari floresan isaretli oldugu igin operasyon,
intravital mikroskop altinda takib edilerek gergeklestirildi. Daha sonra sentetik bir
ekstraseliiler matriks olan biyobozunur jel icine yerlestirilen terapdtik kok hiicreler
(hNSC-IL13PE), rezeksiyon kavitesine implante edildi. GBM hiicreleri lusiferaz
goriintiileme ajan1 tasidigi i¢in , tiimor kiitlesi belirli araliklarla biyoluminesan olarak
goriintiilendi  (4-12A). Boylece, GBM hiicrelerine floresan ve biyoluminesan
goriintiileme isaretleyicilerinin birlikte entegre edilmesi ile kok hiicrelerin terapdtik

etkisinin in vivo takibinin yapilmasi saglandi.
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Hedefli toksinleri salgilayan kok hiicrelerin implante edildigi beyin tiimdrii rezeksiyonu
yapilan fare modelinin biyoliiminesan goriintiileme ile izlenmesi sonucu hedefli
toksinler iireten kok hiicrelerin, sadece rezeksiyon yapilan farelere ve modifiye
edilmemis kok hiicrelere kiyasla anlamli derecede terapotik etki gosterdigi saptandi
(Sekil 4-12B). Tiimor rezeksiyonu ve hedefli toksinleri salgilayan kok hiicre naklinin
farelerde sagkalim siiresini, kontrol gruplarina kiyasla >50 giin uzattig tespit edildi

(Sekil 4-12C).
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Sekil 4-12: GBM rezeksiyonu sonrasi fare beynine implante edilen hNSC-1L13-PE kok
hiicrelerinin in vivo terapotik etkisinin gosterilmesi. A) Floresan ve biyoluminesan olarak
isaretlenmis U87-GFP-Fluc hiicrelerinin implantasyonu, timor rezeksiyonu ve kok hiicre
implantasyonunun uygulanma semasi. B) Sentetik ekstraseliiler matriks (SECM) ile enkapsiile
edilen hNSC-IL13-PE terapdotik kok hiicrelerinin, timér rezeksiyonunu takiben gergeklestirilen
implantasyon sonrasi tiimdr hacminin, biyoliiminesan goriintilleme ile zamana bagl takibi.
Koronal kesit ile beyin dokusunun tiimdr hucreleri iceriginin floresan mikroskobu goriintiisii
Nukleuslar, mavi (DAPI boyamasi) ve GBM hiicreleri (U87), yesil renkte goriilmektedir. C)
Kaplan-Meier sagkalim egrileri.

4.6.Hedefli toksinler ile birlikte uygulanan TRAIL’mn cesitli GBM hiicreleri
iizerinde terapotik etkisi

Laboratuvarimizda olusturdugumuz ve kanser hiicrelerinde iki farkli reseptorii hedef

alan hedefli toksinler ile apoptoz indiikleyici ajanlardan Tiimo6r nekroz faktor baglantili
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apoptoz indiikleyici ligand (TRAIL) birlikte uygulanarak, GBM hiicrelerinde

olusturdugu hiicre 6liimii ve bunun molekiiler mekanizmasi aragtirilmistir.

Farkli GBM hiicre soylar1 ve hastadan alinan primer GBM hiicrelerinden olusan ve in
Vvivo biiyiime yetenegine sahip bir grup hiicrede, TRAIL (500ng/ml) yanit1 gosterildi
(Sekil 4-13A). Bu hiicrelerden TRAIL’e direng gosteren bir grup hiicrede hedefli
toksinlerin baglandig1 ylizey reseptorleri olan IL13Ra2 ve EGFR’nin gen ifade
diizeyleri saptand1 (Sekil 4-13B,C). Reseptorleri ifade eden hiicreler, hedefli toksinler
ile ayr1 ayr1 inkiibe edildiginde, hedefli toksinlere de farkli oranlarda direng

gosterdikleri saptandi (Sekil 4-13D).
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Sekil 4-13: TRAIL’a direngli ve kismi direncli GBM hiicrelerinin, hedefli toksinler ile
muamelesinin hiicre canlihig: iizerine etkisinin gosterilmesi. A) 500ng/ml TRAIL ile 24sa
bekletilen GBM hiicrelerinde Cell Titer Glo ile TRAIL’a yanitin Sl¢limii. Yiksek oranda
TRAIL direnci gosteren GBM hiicrelerinde B) RT-PZR yontemi ile IL13Ra2 mRNA diizeyleri ,
C) EGFR reseptoriiniin Western blot yontemi ile tayin edilen protein diizeyleri. D) TRAIL
direngli hiicrelerde hedefli toksinlerin ( IL13-PE ve ENDb-PE) in vitro terapdotik etkisini gosteren
hiicre canlilig1 yiizdeleri.
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4.7 Hedefli toksinlerin, GBM hiicrelerindeki TRAIL direnci ve TRAIL aracili
apoptoz iizerine etkileri.

GBM hiicrelerinden, TRAIL’a yiiksek seviyede direng gosteren LN229 hiicreleri
ENDPE hedefli toksini ile 48sa kiiltirde muamele edildi. ENbPE uygulanan LN229
hiicrelerinde, TRAIL direncinin  belirleyicilerinden DR4/5  reseptorlerininin
seviyelerinde artis oldugu saptandi (Sekil 4-14A-C). Ayrica ENbPE uygulamasi sonucu
LN229 hiicrelerinde, IAP (apotoz inhibitor proteinleri) ailesi anti-apoptotik
proteinlerinden XIAP seviyelerinde de azalma meydana geldigi tespit edildi (Sekil 4-
14D).
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Sekil 4-14: Hedefli toksinlerden ENDb-PE’nin, GBM hiicrelerinde (LN229), DR4/5
reseptorleri seviyelerini artirdiZimin ve anti-apoptotik XIAP seviyelerini azalttigimin
gosterilmesi. A) ENDPE ve kontrol (GFP) medyumu ile 18, 24, ve 32sa muamele edilen
LN229 hiicrelerinde TRAIL reseptdrlerinin (DR4/5) protein diizeylerinin western blot yontemi
ile gosterilmesi. B) ENbPE uygulanan LN229 hiicrelerinde DR4 reseptoriindeki artis1 gosteren
bantlarin Image-J programi ile analizi. C) ENDPE uygulanan LN229 hiicrelerinde DRS5
reseptoriindeki artis1 gdsteren bantlarmm Image-J programi ile analizi. D) ENbPE uygulanan
LN229 hiicrelerinde apoptoz inhibitor proteinlerinden XIAP protein seviyelerinin Western Blot
yontemi ile gosterilmesi.
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Daha sonra ENDBPE, TRAIL ile birlikte bir¢ok terapotik ajana yiiksek seviyede direng
gosteren LN229 hiicrelerine uygulandi1 ve canlilik analizleri ile apoptotik yolagin alt
basamaklarinda meydana gelen kaspaz 3/7 aktivasyonu oOlglimleri yapildi. LN229
hiicrelerinde bu kombinasyonun %70 civarinda hiicre Oliimiine neden oldugu ve
uygulanan dozlarla orantili kaspaz 3/7 aktivasyonunun gerceklestigi gosterildi (Sekil 4-
15A-B). Daha sonra bu hiicrelerden protein 6rnekleri hazirlanarak Western blot yontemi
ile PARP (poli ADP ribozil polimeraz), kaspaz-8 ve kaspaz-9 proteinlerinin kesilmis
formlariin varligr belirlenerek apoptotik hiicre Oliimiintin analizi yapildi. ENb-PE
(25ng/ml) ve TRAIL (500ng/ml) ile ayr1 ayr1 muamele edilen hiicrelere kiyasla ENb-PE
ve TRAIL kombinasyonunun LN229 hiicrelerinde TRAIL direncini kirdigi ve
apoptozun son basamaklarindan PARP kesimi ile DNA yikimi ve hiicre 6liimiiniin
gerceklestigi tespit edildi. Ayrica kaspaz 8/9’un kesilmis formlarinin varligi gosterilerek
hem ekstrinsik (hiicre dis1) hem de intrinsik (hiicre igi/mitokondriyal) apoptotik yolagin
aktive oldugu gosterildi. (Sekil 4-15C). LN229 hiicrelerinde, hedefli toksinlerin DR4/5
artist ile olusturdugu TRAIL duyarliligi ve hiicre 6liimii sematize edildi (Sekil 4-16).
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Sekil 4-15: GBM hiicrelerinde, ENb-PE ve TRAIL’mn birlikte uygulamasimin, hiicre
oliimiine ve apoptotik proteinlere etkisinin analizi. A) ENb-PE ve TRAIL ile kiilttirii yapilan
LN229 hiicrelerinde canlilik analizi (Cell titer Glo, Promega) sonuglari. B) ENb-PE ve TRAIL
ile kiltiirt yapilan LN229 hiicrelerinde kaspaz 3/7 aktivitesi sonuglari. C) 48sa boyunca
ENDPE, TRAIL, ENbPE + TRAIL ile muamele edilen LN229 hiicrelerinde, hedefli toksin ve
TRAIL kombinasyonunun apoptoz proteinlerinden kesilmis PARP (c-PARP), kaspaz-8 (Kasp-
8), kesilmis kaspaz-8(c-Kasp), kesilmis kaspaz-9 (c-Kasp) ve FLIP diizeylerine etkisini gosteren
Western Blot sonuglari.
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Sekil 4-16: TRAIL’a direncli GBM hiicrelerinde, ENbPE’nin olusturdugu TRAIL
duyarhli@ginin sematik gosterimi.

4.8.GBM hiicrelerinde hedefli toksin reseptorii ifadesinin, TRAIL duyarhhg:
olusturma iizerine etkisi

Hedefli toksinler ile TRAIL’in birlikte neden oldugu hiicre 6liim mekanizmasini
dogrulamak {iizere, laboratuvarda gelistirdigimiz diger hedefli toksin olan IL13-PE ve
TRAIL kombinasyonu da test edildi. Bu amagla, LN229 hiicreleri IL13-PE reseptoriinii
(IL13Ra2) normalde barindirmadigr i¢in Oncelikle lentiviral vektorlerle bu reseptorii
ifade eden  LN229-IL13Ro2 hiicre soyu hazirlandi ve RT-PZR ile IL13Ro2
reseptoriiniin ekspresyonu gosterildi (Sekil 4-17A). Daha sonra bu hiicreler, IL13-PE
hedefli toksini ile muamele edildi ve TRAIL reseptorleri DR4/5 seviyelerinde artig
saptand1 (Sekil 4-17B-D). Ayrica IL13-PE hedefli toksini uygulamasi sonucu XIAP
seviyelerinde azalma gorildi (Sekil 4-17E).
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Sekil 4-17: TIL13Ra2 geni aktarilan GBM hiicrelerinde (LN229-IL13Ro¢2), IL13PE’nin,
TRAIL duyarlili@i ve hiicre éiimii iizerine etkisinin gosterilmesi. A) RT-PZR yontemi ile
LN229-IL13Ro2 hiicre soyunda IL13Ra2 mRNA ifadesinin tespiti. B) 1L13-PE ile ve kontrol
(GFP) medyumu ile 18, 24, 32sa muamele edilen LN229-IL13Ro2 hiicrelerinde TRAIL
reseptorlerinin (DR4/5) protein seviyesindeki artisin Western Blot yontemi ile gosterilmesi. C)
ImageJ program ile DR4 protein diizeylerine ait Western Blot bant yogunluklarinin analizi. D)
Image] programi ile DR5 protein diizeylerine ait Western Blot bant yogunluklarinin analizi. E)
IL13PE ile muamele edilen LN229-IL13Ra2 hiicrelerinde XIAP protein  seviyelerinin
azaldiginin Western Blot yontemi ile gdsterilmesi.

Daha sonra, LN229-IL13Ra2 hiicreleri, ¢esitli dozlarda IL13-PE ve TRAIL ile
muamele edilerek hiicre canlilik analizi ve kaspaz 3/7 aktivasyonu Ol¢iimii yapildi.
Hiicrelerde TRAIL ile kombine edilen 1L13-PE’nin %70 oraninda hiicre 6liimiine neden
oldugu ve bununla uyumlu olarak kaspaz 3/7 aktivasyonunun arttig1 gosterildi (Sekil 4-
18A,B). IL13-PE ve TRAIL ile muamele edilen LN229-1L13Ra2 hiicre soyunda kaspaz
8/9 kesimi sonucu apoptotik hiicre oliimii gergeklestigi Western Blot yontemiyle

gosterildi (Sekil 4-18C).
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Sekil 4-18: LN229-IL13Ra2 hiicrelerinde IL13PE ve TRAIL uygulamasinin hiicre canlhihig
ve apoptoz iizerine etkilerinin gosterilmesi. A) IL13PE ve TRAIL uygulanan LN229-
IL13R02 hiicrelerinin canlilik analizi ve B) LN229-IL13R02 hiicrelerinde IL13PE ve TRAIL
uygulamasi sonucu Kaspaz 3/7 aktivitesinin arttigi goriilmektedir. C) 48sa boyunca IL13PE,
TRAIL, IL13PE + TRAIL ve kontrol iceren besiyeri ile muamele edilen LN229-IL13Ra2
hiicrelerinde apoptoz proteinlerinden kesilmis PARP (c-PARP), kaspaz-8 (Kasp8), kesilmis
kaspaz-8 (c-Kasp8), kesilmis kaspaz-9 (c-Kasp9)ve FLIP diizeylerine etkisi.
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Sekil 4-19: LN229-IL13R0a2 hiicrelerinde IL13-PE’nin olusturdugu TRAIL duyarhliginin
sematik gosterimi.

Ayrica, hedefli toksinler ve TRAIL kombinasyonu ile inkiibe edilen hiicrelerde kaspaz-
8 analogu ve ekstrinsik yolakta TRAIL aracili apoptozu bloke edici molekiillerden olan
FLIP (hiicresel FLICE benzeri inhibitor protein) protein seviyesinde azalma tespit edildi
(Sekil 4-15C ve Sekil 4-18C).

Sonug olarak, IL13Ra2 reseptorii varliginda LN229 hiicrelerinde, IL13PE ve TRAIL ile
ENbPE ve TRAIL’1n benzer mekanizma ile hiicre 6liimiine neden oldugu tespit edildi.
GBM hiicrelerinde hedefli toksinlerin, DR4/5seviyelerinin artmasi1 ve anti apoptotik
FLIP ve XIAP seviyelerinin azalmasina neden olarak TRAIL duyarlilig1 olusturdugu
saptandi. Ayrica hedefli toksinlerin TRAIL ile kombinasyonunun kaspaz-8 ve kaspaz-9
aracili apoptotik yolaklar1 (ekstrinsik ve intrinsik) aktive ederek GBM hiicre 6liimiinii
gerceklestirdigi tespit edildi. Hedefli toksinlerin araciligiyla, LN229-IL13R0a2 hiicre
soyunda olusan DR4/5 artis1 ile olusan TRAIL duyarliligi ve hiicre 6liimii mekanizmasi
Sekil 4-19°de goriilmektedir.

4.10. Primer GBM hiicrelerinde hedefli toksinler ile TRAIL’mm birlikte
uygulamasinin in vitro terapotik etkisi ve apoptozun analizi

TRAIL ile birlikte uygulanan IL13PE ve ENDbPE hedefli toksinlerinin terapétik etkisi,
hastalardan alinan primer GBM hiicrelerinden hazirlanan kiiltiirlerde test edildi. Hem
EGFR hem de IL13Ra2 reseptorlerini ifade eden ve TRAIL’a direngli GBM 23 ve
GBM 64 hiicreleri, 24sa boyunca IL13PE/ENbPE veya kontrol (GFP) besiyeri ile
bekletildikten sonra kiiltiir ortamma TRAIL veya kontrol besiyeri eklendi. Her iki
reseptorii de barindiran GBM23 ve GBM64 hiicrelerinde, hedefli toksinlerin TRAIL

direncini kirarak canli hiicre oranini anlamli derecede azalttig1 gosterildi (Sekil 4-20A,
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B). Bu sonuglara gore, LN229 hiicre soylarinda oldugu gibi primer hiicrelerde de kaspaz
8/9 ve PARP kesilmesi ile apoptozun gergeklestigi saptandi (Sekil 4-20C,D).
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Sekil 4-20: Hedefli toksinler ile birlikte uygulanan TRAIL’in primer GBM hiicreleri
iizerine terapotik etkilerinin analizi. A) IL13PE ve TRAIL’m GBM23 ile GBM64 primer
GBM hiicrelerinde olusturdugu in vitro terapétik etkinin (Cell titer Glo, Promega) gosterilmesi.
B) ENb-PE ve TRAIL kombinasyonunun primer GBM hiicrelerinde olusturdugu in vitro
terapotik etkinin canlilik testi ile gosterilmesi. C) IL13-PE ve TRAIL ile muamele edilen
GBM23 ve GBM64 hiicrelerinde apoptoz proteinlerinin Western Blot ile tespiti. D) ENbPE ve
TRAIL ile muamele edilen GBM23 ve GBM64 hiicrelerinde apoptoz proteinlerin tespiti.

4.11. TRAIL’a kismi duyarh GBM hiicrelerinde hedefli toksinler ile birlikte
TRAIL uygulamasinin hiicre dliimii iizerine etkisi

U251 hiicreleri, DR4 ve DRS promotorii altina klonlanan lusiferaz tasiyan lentiviral
vektorlerle modifiye edildi. Daha sonra bu hiicreler IL13PE ile muamele edildi ve
biyoliiminesan sinyalleri 6l¢iimii yapilmasi sonucu U251 hiicrelerinde de hedefli toksine
bagli DR4 ve DRS reseptorlerinde artig tespit edildi (Sekil 4-21A). Kombinasyonun
etkisini TRAIL’a daha az direngli hiicrelerde test etmek tizere, U251 hiicreleri, IL13PE
ve TRAIL ile muamele edilerek hiicre canlilik ve kaspaz aktivasyonu analizi yapildi.
U251 hiicrelerinde birlikte uygulanan IL13PE ve TRAIL 1n, her ikisinin de tek basina

uygulandig1 gruplara kiyasla hiicre 6liimiinde artisa neden oldugu tespit edildi.

Kombinasyonun, yliksek dozlarda ve tek basina uygulanan TRAIL’a gore daha yiiksek
oranda (3 kat fazla) hiicre oliimiine sebep oldugu gosterildi (Sekil 4-21B). Kaspaz 3/7
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aktivasyon olgtimlerinden hiicre canlilik analizi ile uyumlu sonuglar elde edildi (Sekil 4-
21C). IL13PE ve TRAIL kombinasyonunun apoptoz proteinleri iizerine etkisinin
analizini yapmak tizere U251 hiicreleri 25ng/ml IL13PE ve 100ng/ml TRAIL ile
muamele edildi ve Western Blot yontemi ile apoptoz proteinlerinin diizeylerine bakild.
TRAIL’a yar1 duyarli U251 hiicrelerinde, kombinasyonun, TRAIL tek basina uygulanan
gruba kiyasla artan miktarlarda PARP kesilmesine neden oldugu gosterildi. Ayrica
IL13-PE ve TRAIL uygulamasi sonucu, U251 hiicrelerinde hem kaspaz-8 hem de
kaspaz-9’un kesilmis formlar1 goriilirken, TRAIL grubunda sadece kaspaz 8

kesilmesinin gergeklestigi saptandi (Sekil 4-21D).
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Sekil 4-21: TRAIL’a kismi duyarhh GBM hiicrelerinde (U251) hedefli toksin ve TRAIL
kombinasyonunun apoptotik etkisinin gosterilmesi. A) IL13-PE ile inkiibe edilen U251
hiicrelerinde lusiferaz aktivitesi 6l¢iimii ile DR4 ve DRS reseptorlerindeki artisin gosterilmesi.
B) U251 hiicrelerine 24sa boyunca IL13-PE veya kontrol medyumu ve sonra 24sa TRAIL veya
kontrol medyumu uygulamasi sonucu hiicre canliliginin analizi. C) U251 hiicrelerine 24sa
boyunca IL13-PE veya kontrol medyumu ve sonra 24sa TRAIL veya kontrol medyumu
uygulamasi sonucu kaspaz 3/7 aktivasyonunun oOl¢iim sonucu. D) U251 hiicrelerine 24sa
boyunca 1L13-PE veya ENbPE ve sonra 24sa TRAIL uygulamasi sonucu apoptoz proteinlerinin
Western Blot yontemi ile tespiti.

Boylece, TRAIL’a kismi direng gosteren U251 hiicrelerinde, 1) hedefli toksinlerin
TRAIL duyarliligint artirdigi, 2) yalmizca TRAIL muamele edilen hiicrelere
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kiyaslandiginda U251 hiicre olimiindeki artisa, hedefli toksinlerin etkisiyle
mitokondriyel apoptotik yolagin dahil oldugu tespit edildi.

4.12.Hedefli toksinleri iireten terapotik kok hiicreler ile kiiltiirii yapilan GBM
hiicrelerinde TRAIL uygulamasinin terapotik etkisi

In vitro ortamda terapéotik etkisi saptanan hedefli toksin ve TRAIL kombinasyonunun,
kok hiicre aracili terapotik etkisini incelemek tizere daha Once laboratuvarda
olusturdugumuz toksine direngli hNSC-ENb-PE ve hNSC-IL13-PE noéral kok hiicre
hatlar1 ile biyoliiminesan ve floresan proteinlerle isaretlenmis GBM hiicrelerinin birlikte
kiltirt yapildi. Kiiltiir otamina 48sa sonra 500ng/ml TRAIL ilave edildi ve bundan
24sa sonra da hiicrelerde canlilik analizi yapmak {iizere biyoliiminesan sinyal okumasi
yapildi. 293DT hiicrelerinden toplanan hedefli toksinler ve TRAIL ile birlikte muamele
edilen hiicrelerde oldugu gibi, kok hiicrelerden salinan hedefli toksin ve TRAIL
kombinasyonunun da TRAIL direncini kirarak GBM hiicre 6liimiine yol agtig1 tespit
edildi (Sekil 4-22A, B). Ayrica, floresan mikroskop altinda incelenen kiiltiirlerde de kok
hiicrelerden salinan hedefli toksin ve TRAIL kombinasyonu uygulamasinin, canli

hiicre sayisinda azalmaya neden oldugu gosterildi (Sekil 4-22C).
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Sekil 4-22: Hedefli toksinleri iireten kok hiicreler ile GBM hiicrelerinin birlikte Kiiltiiriine
TRAIL uygulamasinin terapotik etkisinin analizi. A) hNSC-ENDPE terapotik kok hiicreleri
ve LN229-mCh/Rluc hiicrelerini igeren kiiltiir ortamina TRAIL ilavesinin GBM hiicre canlilig
tizerine etkisinin Rluc sinyali 6l¢timii ile gosterilmesi. B) hNSC-IL13PE terapétik kok hiicreleri
ve LN229-IL13Ra2-Rluc hiicrelerini iceren kiiltiir ortamina TRAIL ilavesinin GBM hiicre
canlilig1 tizerine etkisinin Rluc sinyali 6l¢timii ile gosterilmesi. C) Birlikte kiiltiirii yapilan bu
hiicrelere TRAIL uygulamasi sonrasi hiicre kaybinin floresan mikroskobu goriintiisii (yesil; kok
hiicre ve kirmizi; GBM; Biiyiitme, X10) (p**<0,001).

4.13.GBM hiicrelerinde IL13-PE-TRAIL fiizyon proteininin ¢ift fonksiyonlu etkisi
Her iki terapotik molekiiliin ayni kok hiicre kaynagindan salinmasini saglamak ve beyin
timorii fare modellerine uygulamak tlizere IL13PE ve TRAIL 1n entegre edildigi LV-
IL13PE-TRAIL lentiviral vektorii olusturuldu. Daha sonra, IL13PE altina klonlanan
TRAIL ile elde edilen IL13PE-TRAIL’n ¢ift fonksiyonlu etkisi arastirildi. 293DT
hiicrelerinin bu vektorle transfeksiyonu sonucu toplanan IL13PE-TRAIL ile muamele
edilen LN229-IL13Ra2 hiicrelerinde canliligin azaldig: tespit edilirken (Sekil 4-23A),
IL13 reseptoriinii eksprese etmeyen LN229 hiicrelerinde IL13PE-TRAIL’1n terapdtik

etki olusturmadigi saptandi (Sekil 4-23B). IL13PE-TRAIL fiizyon proteininin GBM
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hiicrelerinde olusturdugu TRAIL duyarliligi ve hiicre oliimii asamalar Sekil 4-24’te

goriilmektedir.
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Sekil 4-23: IL13PE-TRAIL fiizyonunun GBM hiicreleri iizerinde terapétik etkisinin
canhlik analizi ile gosterilmesi. A)LN229-IL13Ra2 ve B) LN229 hiicrelerinde IL13PE-TRAIL
flizyon proteininin hiicre canlilig1 tizerine etkisi (p***<0,0001).

Laboratuvarimizda olusturdugumuz hedefli toksinlerin, GBM hiicrelerini TRAIL’a
duyarl1 hale getirerek ekstrinsik ve intrinsik apoptoz yolaklarint harekete gegirdigi, hem
GBM hiicre hatlarinda hem de primer GBM hiicrelerinde 6liim oranini anlamli derecede
artirdigr gosterildi. Sonraki ¢alismalarda kullanilmak tizere ¢ift fonksiyonlu IL13PE-
TRAIL fiizyon protein olusturuldu ve cift fonksiyonlu 6liim sinyalleri sematize edildi
(Sekil 4-24). Ayrica hedefli toksinlerin TRAIL duyarliligi olusturarak neden oldugu

hiicre 6liim mekanizmasina agiklik getirildi (Sekil 4-25).
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Sekil 4-24: IL13PE-TRAIL fiizyonunun GBM hiicreleri iizerinde olusturdugu cift
fonksiyonlu etkinin sematik gosterimi. A) TRAIL tasiyan lentiviral vekére IL13PE’nin
klonlanmas: ile IL13PE-TRAIL fiizyonu eldesi. B) ILI3PE-TRAIL fiizyonunun GBM
hiicrelerindeki ¢ift fonksiyonlu etkisinin sematik gosterimi.
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Sekil 4-25: Hedefli toksinler ile birlikte TRAIL uygulamasinin GBM hiicrelerinde
olusturdugu apoptotik 6liim mekanizmasi.



5. TARTISMA

Calismamizda, glioblastoma multiforme (GBM) beyin tiimorii hiicrelerindeki
reseptorlerden IL13Ra2 ve EGFR’a yonelen sirasiyla IL13-PE ve ENb-PE hedefli
toksinlerini salgilayan tasiyicilar olarak, toksine direngli embriyonik bobrek hiicre
(HEK-293T) ve insan noéral kok hiicre (hNSC) hatlar1 olusturulmustur. Sonuglarimiza
gore, hedefli toksinler, bir dizi GBM hiicresinde protein sentezini inhibe etmis, hiicre
cogalmasini durdurmus ve hiicre 6liimiine neden olmustur. Ayrica subkutan olusturulan
timorlerde hedefli toksinlerin olusturdugu terapdtik etki, hem protein sentezi hem de
hiicre canliligi dinamikleri agisindan es zamanli olarak goriintiillenmistir. Buna ek
olarak, laboratuarda olusturdugumuz GBM tliimorii cerrahi operasyonla ¢ikartilmig fare
modelinde, hedefli toksinler salgilayan terap6tik kok hiicrelerin niiksiinii yavaslattigi ve
farelerde sagkalim siiresini artirdigi gosterilmistir. Ayrica, hedefli toksinlerin terapotik
etkinligi primer GBM hiicre kiiltiirlerinde de gosterilerek g¢alismanin klinik 6nemi

ortaya konmustur.

Pastan ve Weldon tarafindan yapilan 6ncii ¢alisma ile hedefli toksinler, kanser
tedavilerinde kullanilmak {izere klinik arastirmalara sunulmustur. Boylece,
pseudomonas ekzotoksin (PE) ile entegre edilmis antikor fragmanlar1 ve ligandlar ¢esitli
kanser tiirlerini hedef alacak sekilde olusturularak malign tiimorlerin tedavisinde
denenmistir [19]. Umut verici klinik 6ncesi sonuglara ragmen, proteinlerin kisa yari
omiirleri ve timor kiitlesine etkin bir sekilde gdnderilemeyisi gibi problemler, hedefli
toksinlerin insan tiimorlerinin tedavisinde kullanilmasini engellemistir. Tekrar eden
GBM tiimorlerinin tedavisinde kullanilmak {izere IL13-PE’nin faz III klinik denemeleri,
standart tedavi yontemlerine kiyasla onemli bir etki gdsteremedigi i¢in basarisizlikla
sonuglanmistir [102]. Raporlara gore, kateterlerin sadece %68’i, IL13PE’nin tedavi
etmede etkili olan konsantrasyonlarda aktarimina imkan saglayacak sekilde

yerlestirilebilmistir.

Tiimdri hedef alan lokal tedaviler igin kok hiicrelerin, “terapétik proteinler ile
yiikli aracilar” olarak kullanilmast hem c¢alismamizin gergeklestirilmis oldugu Dr.
Shah’in labratuvarinda yapilan 6nceki c¢alismalarla hem de farkli arastirmacilarca
gosterilmistir [123-126]. Boylece bu g¢alismada, PE tasiyan hedefli toksinlerin kok

hiicreler tarafindan siirekli salinimi ile mevcut ¢aligmalardaki engelleri kaldirmak
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hedeflenmistir. Elongasyon faktorii-2 (EF-2)’nin mutant bir formunun toksine direng
olusturdugu daha onceki ¢aligmalarda gosterilmistir [127, 128]. Bu mutant EF-2 (mEF-
2) formunu tasiyan memeli hiicreleri, difteri toksinini {iretmek iizere modifiye
edilebilmistir [129]. Benzer strateji ile, laboratuarimizda PE igeren hedefli toksinleri
(ENb-PE ve IL13-PE) iireten toksine direngli kok hiicre hatlari olusturmak iizere, mEF-
2 kodlayan tek zincirli oligoniikleotidler (ssODN-mMEF-2) dizayn edilmistir. Bu hedefli
toksinleri ifade eden kok hiicrelerin sentetik ekstraseliiler matriks (SECM) igine
hapsedilerek, GBM tiimorlii farelerde rezeksiyon sonrasi kaviteye yerlestirilmesiyle
terapotik proteinlerin devamli bir sekilde lokal gonderimi saglanmistir. Boylece geri

kalan tiimor kiitlesi tizerinde hedefli toksinler siirekli fonksiyon gosterebilmistir.

GBM tiimdrlii hastalarin tedavisinde ilk asama, cerrahi operasyonla timor
kiitlesinin olabildigince uzaklastirilmasidir [130, 131]. GBM tedavisinde klinik 6ncesi
caligmalarin  biiylik g¢ogunlugu, herhangi bir tedavi edici islem gérmemis solid
timorlerin iizerinde terapdtik ajanlarin denenmesi esasina dayanir. Bu amacgla, GBM
timorli  rezeksiyonunun kritik roliinii de goz Oniinde bulundurarak klinik
uyarlanabilirligi olan tedavi yaklasimi i¢in deneylerde GBM tiimorii rezeksiyonla
cikarilmis fare modeli olusturulmustur. Daha 6nce birkac klinik Oncesi ¢alismada da
rezeksiyon modeli kullanilmistir [6, 132]. Bu modellerden farkli olarak ¢alismamizda,
GBM rezeksiyon modeli, daha onceki g¢alismalarimizda da kullandigimiz invazif
olmayan biyoliiminesan goriintileme (BLI) olanaklari ile birlestirildi [14, 121].
Boylece, kok hiicrelerin ve tiimor hiicrelerinin hem floresan hem de biyoliiminesan
isaretleyicileri ifade etmesi ile 1) rezeksiyon siirecinin, 2) sECM igindeki IL13-PE
salgilayan insan noral kok hiicrelerinin (hNSC-1L13-PE) dogrudan rezeksiyon
kavitesine ulagsmasinin, 3) hedefli toksinin arta kalan tomor kiitlesinde olusturdugu
geriletici terapotik etkinin, 4) hedefli toksin gonderimi ile protein sentezi kinetiklerinin
gorlintiillenmesi saglanmistir. Biyoliiminesan goriintiileme ile sSECM i¢ine hapsedilen
noral kok hiicrelerin en az 24sa rezeksiyon kavitesinde canli olarak kalabildigi
gosterilmistir. Diger taraftan, SECM i¢ine hapsedilerek aktarimdan 72sa sonra
rezeksiyon kavitesinde canli kok hiicre goriintiilenememistir. Deneylerde immiin sistemi
baskilanmis fareler kullanilmis olmasmna ragmen, iki tiir arasindaki uyusmazlik
nedeniyle insan hiicreleri fare beyninde canliligini siirdiirememis olabilir. Buradan
hareketle, hedefli toksinleri salan fare kok hiicrelerinin GBM tiimoérii ¢ikarilmig fare

beynine nakledilmesiyle (syngeneic model) tiirler aras1 uyusmazligin 6niine gegilebilir.
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Ayrica bu model ile hedefli toksinlerin tedavi edici etkisi de insanlardaki durumu taklit

edebilecek sonuglar verecektir.

Bu c¢alisma kapsaminda, kanser hiicrelerinde ifade edilen farkli iki reseptorii
hedef alan iki ayr1 hedefli toksin gelistirildi: IL13-PE ve ENb-PE. Bu hedefli
toksinlerden IL13-PE, insan kanser hiicrelerinin pek ¢ogunda ve GBM’nin yaklasik
%350’sinde eksprese edilen interlokin-13 reseptdriiniin bir ¢esidi olan IL13Ra2’ye,
normal reseptoriine (IL13R) oranla daha yiiksek afinite ile baglanmaktadir [133-136].
Glioma olusumunda epidermal biiylime faktorii reseptorii (EGFR) yolag oldukga aktif
olup EGFR’nin mutant formlar1 tim GBM’lerin %70’inde gorilmektedir [137].
Bulgularimiza gore, hedefli toksinlerin etkinligi ilgili reseptoriin hiicreler tarafindan
ekspresyon diizeyi ile dogru orantilidir. Ancak EGFR’nin tiim viicut hiicrelerinde ifade
edilmesi [138] ve IL13-PE’nin kanser hiicrelerini daha segici olmasi nedeniyle
rezeksiyon ~modelinde hedefli toksinlerden I1L13-PE’nin terapotik  etkinligi
arastirilmistir. Yine rezeksiyon modelinde GBM hiicrelerinden U87 nin kullanilmasinin
3 nedeni vardir : 1) iyi tamimlanmis bilinen bir GBM hiicre soyudur, 2) patofizyolojik
duruma benzer sekilde orta derecede IL13Ra2 ifade eder, 3) ve nodiiler kiitle seklinde
biiylime gostermesi ile rezeksiyon ile ¢ikarilmasi kolaydir. Diger yandan, U87 pek cok
GBM tiimorii aragtirmalarinda kullanilmasina ragmen, ileri derecede invaziv timor
olmasi gibi nedenler, tim GBM tiimdrleri adina ideal bir model olusturmasini
kisitlamaktadir [139].

Hedefli toksinlere iliskin tedavilerde rastlanan bir diger durum ise hedeflenen
reseptOriin kanser hiicrelerinde ifade edilmeyisi veya bu hiicrelerde heterojenik reseptor
popiilasyonlarinin bulunmasidir. Calismada kullandigimiz GBM hiicrelerinin %50’si
IL13R0o2’yi eksprese etmeyip toksin tedavisine cevap vermemistir. Ancak, histon
diasetilaz inhibitorlerinin pankreatik kanser hiicrelerinde IL13Ra2’nin ekspresyon
diizeylerinde artisa neden oldugu ve hiicreleri IL13-PE’ye duyarli hale getirdigi
gosterilmistir [140]. Dolayisiyla epigenetik mekanizmalar1 hedef alan inhibitorler gibi
hedefli toksin duyarliligina neden olan ajanlar ile hedefli toksin tedavileri optimize
edilebilir. Toksine direnci azaltabilecek peptit formda ajanlarin ve birden fazla reseptore
iliskin hedefli toksinlerin kok hiicrelerce salinmasi ile heterojenik yapidaki kanser hiicre
popiilasyonlar1 bulundugu yerde (in situ) hedeflenebilir. Bununla birlikte, bulgularimiza

gore hedefli toksinlerin primer GBM hiicrelerinde de 6nemli derecede terapotik etkinlik
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gostermesi, bu tedavi yaklasiminin klinik 6nemini vurgulamaktadir. Diger taraftan
reseptor ekspresyonuna dayanan bir terapotik yonelim oldugundan, hedefli toksinin
baglandig1 reseptorii bulunduran diger kanser tiirlerine de uyarlanabilirligi agisindan

Onem tasimaktadir.

Hedefli toksinleri salan kok hiicrelerin klinik uygulanabilirligi i¢in ise, rezekte
edilen tiimor kiitlesinin molekiiler profili ¢ikarilmali, hedeflenebilecek reseptorler ve en
uygun kombinasyonlar belirlenip bu ajanlar iiretebilecek kok hiicreler olusturulmalidir.
Fare beynine kiyasla insan beyninde rezeksiyon kavitesi oldukc¢a fazla sayida terapotik
kok hiicre nakli gerektirecektir ki bu durum, rezeksiyon kavitesinin, jel (SECM)
icerisine hapsedilmis hiicrelerce kaplanmasi ve kavite merkezine tedavi edici faktorlerin

yerlestirilmesi ile saglanabilir.

Dr. Horita, EGFR hedefli difteri toksini olan DT-EGF’in anti-apoptotik FLIP
proteini seviyelerini azaltarak kanser hiicrelerinin, apoptoz indiikleyici sitokinlerden
TRAIL’a (tiimor nekroz faktér bagimli apoptoz indiikleyici ligand) olan direncini
kirdigin1 gostermistir [141] Hedefli toksinlerle yapilan c¢alismalarda benzer etki,
melanoma gibi kanser hiicrelerinde de gosterilmistir. Biz de bu ¢alisma kapsaminda,
laboratuvarda iirettigimiz IL13-PE ve ENb-PE hedefli toksinleri, TRAIL ile kombine
ederek c¢esitli GBM hiicrelerindeki terapotik yamiti ve bu yanitin molekiiler
mekanizmasin arastirdik. Sonuglarimiza gore hedefli toksinler, TRAIL’a direng
gosteren hem GBM hiicre soylarin1 hem de primer GBM hiicrelerini TRAIL’a duyarlt

hale getirmis ve anlamli derecede hiicre 6llimiine sebep olmustur.

TRAIL, saglikli hiicrelere zarar vermeden kanser hiicrelerinde 6liim sinyallerini
tetikleyen bilinen en etkili sitokindir. Simdiye kadar yapilan klinik ¢caligmalarda TRAIL,
Faz I ve II denemelerinde anlamli sonuglar vermedigi icin TRAIL tedavisinde Faz III
denemelerine gecilememistir [142] Ayrica, hem bu ¢alismada hem de digerlerinde
gosterilmistir ki kanser hiicreleri, TRAIL tedavisine ¢esitli derecelerde direng
gostererek farkli yanit vermektedir. Buradan hareketle, TRAIL ile kanser tedavisinde
kombinasyon tedavilerine ihtiya¢ duyulmustur. Bu amagla, timor olusumunu
engellemek icin TRAIL duyarliligi olusturan bir¢ok ajan ile TRAIL’1n kombinasyon
tedavisi ¢aligmalart yapilmistir [143, 144]. Fakat bu yaklagimin klinik uygulamalarina,
terapotiklerin kisa yar1 6miirleri, kan-beyin bariyeri, saglik dokuda olusan toksisite, ve

yetersiz terapotik etkinlik gibi nedenler engel olusturmustur. Ayrica TRAIL duyarlilig
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olusturdugu bilinen ajanlarin hemen hemen hepsi sentetik molekiillerdir ve dolayisiyla
biyolojik olarak sentezlenebilir formda degildirler [12, 144]. Boylece bu ¢alismamiz ile,
hiicreler tarafindan tretilebilen hedefli toksinler ve TRAIL’1n kombinasyonu ile, GBM
tedavisinde uygulanabilir bir yaklasim ortaya konulmustur. Boylece, 1) normal doku
hasarmin engellenmesi, 2) TRAIL direncinin ortadan kaldirilmasi, 3) terapotiklerin in
situ olarak siirekli tiretimi, 4) timor dokusunun yeniden olusumunu engelleyen cerrahi
rezeksiyon ve timor dokusunu biyogoriintiilemeyi bir araya getiren kok hiicre aracili

hedefli toksin ve TRAIL tedavisi daha ileri arastirmalara sunulmustur.

Tiimor hiicrelerinin TRAIL tedavisine diisiik yanit vermesi ya da hi¢ yanit
vermemesinin en belirgin sebeplerinden birisi, TRAIL’in baglandigi  hiicre 6lim
reseptorlerinden DR4/5’in kanser hiicrelerinde diisiik diizeylerde ifade edilmesidir
[142]. Ayrica, TRAIL duyarliligi olusturan bir ajan, apoptotik kaskadin alt
basamaklarinda etkili olan anti-apoptotik proteinlerin seviyelerini de degistirerek
fonksiyon gosterebilir. Sonuglarimiza gore, hedefli toksinler IL13-PE ve ENb-PE, hiicre
kiltliriinde 24sa icerisinde TRAIL’a oldukga direngli GBM hiicrelerini dahi TRAIL’a
duyarl hale getirmis ve TRAIL kiiltiir kaplarma ilave edildikten sonra da 24 saatten az
bir siirede hiicreler canliligini yitirmistir. Bu zaman araliginda TRAIL duyarliligina
sebep olabilecek protein seviyelerini arastirdigimizda ise hedefli toksinlerle muamele
edilen GBM hiicrelerinde DR4/5 seviyelerinde artig, anti-apoptotik proteinlerden FLIP
(FLICE-benzeri inhibitor protein) ve XIAP’de azalma tespit edildi. Boylece, TRAIL
duyarliligt olustururken hedefli toksinlerin DR4/5 dinamiklerinde degisime sebep
oldugu ilk defa bu ¢alismamiz ile gdsterilmistir. Hiicre i¢inde apoptoz blokaji olusturan
FLIP_ (FLIP’in uzun formu) seviyelerindeki azalma, onciil kaspaz-8 aktivitesini serbest
birakarak kaspazin kesilmesine ve boylece de digsal (ekstrinsik) apoptotik yolagin
harekete gegcmesine izin vermistir. Diger taraftan IAP ( apoptoz inhibe edici protein)
ailesi proteinlerinden XIAP seviyesindeki azalma, kaspaz 3 ve kaspaz 9 iizerindeki

blokajin kalkmasina ve hiicre i¢i 6liim sinyallerinin artmasina imkan saglamistir.

Hedefli toksinlerin, yoneldikleri reseptoriin seviyeleri ile TRAIL duyarliligt
arasindaki iligkiyi arastirmak {izere, normal sartlarda IL13Ra2 ifade etmeyen TRAIL’a
oldukga direngli LN229 hiicreleri ile IL13Ra2 ifade eden LN229-IL13Ra2 hiicre hatt
olusturularak bu hiicreler, IL13-PE ve TRAIL ile muamele edildi. Reseptoriiniin

varliginda IL13-PE, bu hiicreleri (LN229-IL13R02), TRAIL’a duyarli hale getirmistir.
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Fakat normal LN229 hiicrelerinde IL13Ra2 reseptorii bulunmadigi icin, IL13PE
uygulamasi TRAIL duyarliligi olusturmamistir. Bdylece sonuglarimiz, hedefli toksinler
ve TRAIL 1, baglandiklar1 reseptorlerin ifade edildigi diger kanser hiicrelerinde de
TRAIL’a duyarlilik olusturabilecegini ve reseptor seviyeleri ile terapotik etkinin iliskili
oldugunu gostermistir. TRAIL’a daha az direngli olan GBM hiicre soylarindan U251 ile
yaptigimiz calismalar sonucunda, hedefli toksinler ile kombine edilerek uygulanan
TRAIL’ 1, bu hiicrelerdeki 6liim oranini, yalnizca TRAIL uygulanan hiicrelere kiyasla
anlamli derecede arttirdig1 tespit edildi. Sonug¢larimiza gore, hedefli toksinlerle kombine
edilerek uygulanan TRAIL grubunda hiicre 6liim sinyallerinin artisina, kaspaz-9 aracili
apoptozun yer almasi neden olmustur. Hiicre canliligi analizinin total metabolik
aktiviteyi olgerek yapildigl goz 6niinde bulundurulursa, hiicre 6liimiindeki bu artisin tek
bir hiicre davranisi mi1 yoksa tiim hiicrelerin ortak davraniglart mi oldugu sorusunu
sormak gerekir. TRAIL’a belirli bir derecede duyarlilik gosteren U251 hiicrelerinin
TRAIL’a direngli bir alt populasyonunun oldugu ve DR4/5 reseptor seviyelerindeki

artisa imkan saglayan hedefli toksinler ile bu hiicrelerdeki direncin kirildig1 sdylenebilir.

Hedefli toksinler protein sentezini inhibe ederek ve hiicre ¢ogalmasini bloke
ederek de GBM canliligin1 tehdit etmektedir. Dolayisiyla, TRAIL ile kombine edilerek
hedefli toksinlerle muamele edilen ve hedefli toksinlere anlamli yanit veren GBM
hiicreleri, ayrica hedefli toksinlerin tek basina fonksiyonlar: ile de hiicre 6liimiine
yonlendirmistir. GBM hiicrelerinin hedefli toksinler ile TRAIL’a duyarli hale
gelmesinin ardindan TRAIL, hiicreleri 24sa igerisinde kaspaz-8 aracili 6liime
stiriiklemistir. Buna ek olarak hedefli toksinler, 48sa sonra protein sentezi dinamiklerini
etkileyerek hiicrelerde 6liim sinyallerini artirmistir. Boylece hedefli toksinler ve TRAIL,
farkli hiicresel mekanizmalarn tetikleyerek sinerjik bir etki ile GBM hiicre 6liimiine
sebep olmaktadir. Genel olarak, hedefli toksinler ve TRAIL kombinasyonu, GBM
hiicrelerinde oliimii, hedefli toksinlerin yonlendirdigi iki ayr1 mekanizma ile
gerceklestirmektedir: 1) 24sa igerisinde TRAIL’a duyarlilik olusturup TRAIL aracili
apoptoz ile hiicre 6liimii, 2) 48sa sonrasinda protein sentezinin bloke edilmesini takip

eden hiicre 6lumii.

TRAIL ve hedefli toksin kombinasyonu ile yaptigimiz calismalar, kanser
hiicrelerini hedefleyebilen bu iki terapdtik ajanin, GBM tedavisinde kullanilmasi igin

umut verici bir yaklasim olmustur. Buradan hareketle calismamizda, TRAIL’a direng
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gosteren primer GBM hiicreleri (GBM23 ve GBM 64) iizerinde de “TRAIL ve hedefli
toksin (hem IL13-PE hem de ENDb-PE)” kombinasyonunun terapdtik etkisi arastirilmis
ve GBM hiicre soylarina benzer sekilde anlamli derecede hiicre 6liimiine neden oldugu
saptanmustir. Primer GBM hiicrelerindeki 6liim mekanizmasinin analizi yapildiginda,
kaspaz-8 ve kaspaz-9 kesilmesinin tespiti ile bu iki terapotigin sebep oldugu hiicre
olimii mekanizmasinin, GBM hiicre soylarindaki gibi gergeklestigi teyit edilmistir.
Boylece, hedefli toksinler ve TRAIL kombinasyonu ¢alismasinin klinik uyarlanabilirligi
ortaya konmustur. Ayrica kok hiicrelerden salinan hedefli toksinlerin de hedefli
toksinler iceren medium uygulamasi ile ayni fonksiyonel etkiyi olusturup TRAIL
duyarlilig1 saglamasi, kok hiicre aracili hedefli toksin ve TRAIL tedavisinin etkinligini

gostermektedir.

Sonug olarak, calisgmamiz 1s18inda toksine ve TRAIL’a direngli kok hiicreler
olusturularak, her iki terapotik molekiili tiretebilen kok hiicrelerin elde edilmesi ile,
anti-kanser ajanlara diren¢ olugmasi, molekiillerin yari émriiniin kisa olusu, saglikli
dokuda olusabilecek hasar gibi engellerin oniine gegebilecek bir GBM tedavi sekli
gelistirilebilecektir. Ayrica, hedefli toksinlerin terapotik etkileri ile bunun hiicresel
mekanizmalari, reseptorleri ifade eden diger kanser tiirlerinde de arastirilabilecek ve
TRAIL’a ek olarak hedefli toksinlerle kombinasyonlar ile kanser tedavisinde kullanilan

terapotik ajanlara karsi direng olusmasinin 6niine gegilebilecektir.
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