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KISALTMALAR
AKI: Akut bobrek yetmezligi (Acute kidney injury)
BAD: Bcl-2 ile iligkili hiicre 6liimii uyaran protein (BCL2 associated agonist of cell death)
CBP: cAMP respons elementine baglanan proteinine (CREB ) baglanan protein (CREB
binding protein)
CHF: Kronik kalp hastalarinda (Chronic Heart Failure)
CIA: Kemoterapi ile indiiklenen anemi ( Chemotherapy induced anemia)
CRA: Kanserin kendisi yliziinden (Cancer related anemia)
CSF2RB: Beta ortak reseptorii (Beta common receptor)
EPHB4: Efrin B tipi reseptorii (Ephrin B type receptor)
EPO: Eritropoetin (Erythropoietin)
EPOR: Eritropoetin reseptorii (Erythropoietin receptor)
EPOR-F: Fonksiyonel EPO reseptorii (Functional EPO receptor)
EPOR-S: Coziinebilir EPO reseptorii (Soluable EPO receptor)
EPOR-T: Trunkat EPO reseptorii (Truncated EPO receptor)
ERK: Ekstraseliiler sinyal regiile edene kinaz (extracellular signal-regulated kinase)
ESA: Eritropesiz stimiile edici ajanlar (Erythropoesis stimulating agents)
FDA: Amerikan Gida ve Ila¢ Kurumu (US Food and Drug Administration)
GBM: Glioblastoma Multiforme
GSC: Glioblastoma kanser kok hiicresi (Glioblastoma stem cell)
GM-CSF: Graniilosit- makrofaj koloni sitiimiile edici faktor (Granulocyte-macrophage colony
stimulating agent)
GPI: Glikozilfosfatidilinositol (Glycosylphosphatidylinositol)
GSK3 b: Glikojen sentetaz kinaz 3 b (Glycogen synthase kinase 3 beta)
HIF: Hipoksi ile indiiklenen transkripsiyon faktorleri (Hypoxia induced transcription factor)
HNF-4: Hepatosit niikleer faktor -4 (Hepatocyte nuclear factor-4)
HRE: Hipoksi respons elementi (Hypoxia Response Element)
MAPK: Mitojen aktive eden protein kinaz (Mitogen activated protein kinase)
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O-DDD: O2 bagimli degradasyon kismi (O2 dependent degradation domain)
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PI3K: Fosfoinositid 3-kinaz (phosphoinositide 3-kinase)

PKC: Protein kinaz ¢ (Protein kinase c)

PLCy: Fosfolipaz C gama (Phospholipase ¢ gamma)

RBC: Kirmiz1 kan hiicresi (Red blood cell)

rHuEPO: Rekombinant insan eritropoeitini (Recombinant human erythropoietin)
RTK: Reseptor tirozin kinaz (Receptor tyrosine kinase)
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SRC: Steroid reseptor koaktivatorii (Steroid receptor coactivator)
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transcription 5)

TMZ: Temozolamid

U-87 MG: U-87 malignant glioma (Uppsula- 87 malignant gliblastoma)
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GLIOBLASTOMA MULTIFORME HUCRE HATLARINDA VAR OLAN
ERITROPOETIN RESEPTORLERININ TAYINI VE ERITROPOETIN’IN BU
HUCRE HATLARINDA PROLIFERASYONA, MIGRASYONA, INVAZYONA VE
ANGIOGENESIZE ETKILERININ ARASTIRILMASI

Zeynep Ozge AYYILDIZ, Dokuz Eyliil Universitesi, Saglik Bilimleri Enstitiisii, Sinirbilimler
Anabilim Dali, 35340, Inciralt, Izmir

OZET

Glioblastoma multiform (GBM), yetiskinlerde goriilen malignant beyin tiimorleri
arasinda en yaygin olarak rastlanan beyin tiimorii seklidir. Giiniimiizde GBM hastalarina
uygulanan cerrahi rezeksiyon, temozolamide araciligi ile alkilleyici ajan bazli kemotorapatik
uygulanmasi ve iyonize edici radyasyon tedavisi gibi tedavi yontemlerine karst1 GBM
hastalariin ortalama yasam siireleri 15 ay olup, 5 yillik sag kalim oranlar1 %10 dan azdir.
Anemi hem hematolojik kokenli hem de solid tiimore sahip kanser hastalarinda, hastaligin
seyri boyunca herhangi bir evresinde goriilen ve hastaligin seyrini etkileyen bagimsiz bir
prognostik faktordiir. Kanser siiresince goriilen aneminin, kanser hastalarinda radyoterapiye,
kemoterapiye ve cerrahi miidahaleye yanit1 azalttigini, tedaviyi olumsuz etkiledigini gosteren
caligmalar bulunmaktadir. Rekombinant insan eritropoeitini (rHuEPO) klinik olarak kronik
bobrek hastaligl ile antiviral HIV terapisi iliski anemide kullanildigi gibi kemoterapinin
tetikledigi aneminin (CIA) gozlendigi kanser hastalarinda da kullanilmaktadir.

Bu calismamizda, U-87 malignant glioma (U-87 MGQG) hiicre hattinda 6ncelikle, hangi
eritropoetin  (EPO) reseptorlerinin bulundugunun belirlenmesi ve sonrasinda bu EPO
reseptOrleri araciligi ile proliferasyon, migrasyon, invazyon ve angiogenesiz gibi hangi
biyolojik olaylarin diizenlendiginin belirlenmesi amaglamistir.

Bu dogrultuda once bilinen EPO reseptorleri olan EPO reseptorii (EPOR), Efrin B4
reseptor tirozin kinaz (EPHB4) ve Beta ortak reseptorii (CSF2RB)’niin varhigi U-87
malignant glioma hiicre hattinda gosterilmis, daha sonra reseptdr spesifik siRNA’lar ile gen

ifadeleri 24 saatte efektif olarak susturulmustur. Reseptor gen ifadesi baskilanan hiicreler 1



[U/ml Epo ile muamele edilmis, hedef reseptdrlerin rHuEPO’nun proliferasyona, migrasyona
ve invazyona etkisi scrambled kontrolleri ile kiyaslanarak yorumlanmuistir.

rHuEpo’nun U-87 MG hiicrelerinin proliferasyonunu ve invazyonunu anlamli bir
sekilde artirdig1 bulunmustur. EPO reseptorlerinin, EPOR, EPHB4 ve CSF2RB; bu hiicrelerde
proliferasyon ve invazyon metabolik yolaklarinin aktive olmasina ayr1 ayri katki sagladig
anlamli olarak gosterilmistir. Her bir reseptoriin ayr1 ayr1 susturuldugu kosullarda,
proliferasyon ve invazyon anlamli olarak azalmistir. Bununla beraber rHuEPO’nun U-87 MG

hiicrelerinin migrasyonunu anlamli olarak artirmadigi gosterilmistir.

ANAHTAR KELIMELER: Malignant Glioma, Eritropoetin, EPOR, EPHB4, CSF2RB,

Proliferasyon, Migrasyon, Invazyon, Angiogenez



CONFIRMATION OF PRESENCE OF KNOWN ERYTHROPOIETIN RECEPTORS
IN GLIOBLASTOMA MULTIFORME CELL LINES AND FURTHER
INVESTIGATING EFFECT OF ERYTHROPOIETIN IN PROLIFERATION,
MIGRATION, INVASION AND ANGIOGENESIS

Zeynep Ozge AYYILDIZ, Dokuz Eyliil University, Institute of Health Sciences, Department

of Neuroscience, 35340, Inciralt1, Izmir

ABSTRACT

Glioblastoma multiforme (GBM), are one of the most frequent primary malignant
brain tumors seen in adults. In contrast to current treatment regimens applied to GBM patients
(neurosurgery, alkylating agent based-chemotherapy with temozolomide (TMZ) and ionising
radiation), median survival of GBM patients is about 15 months with a 5 year survival rate
lesser than 10%. Anemia is an independent prognostic factor that plays role at some point in
the course of the disease in cancer patients with both hematological and solid tumors. Studies
demonstrate that anemia seen during cancer may decrease the response to radiotherapy,
chemotherapy and surgery in cancer patients. Recombinant human erythropoietin (rHuEPO)
has been used clinically for the treatment of anemia associated with chronic kidney disease,
antiviral HIV therapy as well as for the chemotherapy induced anemia observed in cancer
patients.

In this study, we aim to search first, which known erythropoietin receptors are present
and further by which receptor erythropoietin contributes to proliferation, migration, invasion
and angiogenesis in U-87 malignant glioma cell line.

Accordingly, first, presence of known eryhtropoietin receptors; EPO receptor (EPOR),
EphrinB4 receptor tyrosine kinase (EPHB4) and Beta common receptor (CSF2RB) in U-87
malignant glioma cell line are confirmed. Subsequently, receptor expression knockdown with
receptor specific siRNAs are efficiently performed in 24 hours. The cells with interest of

specific receptor gene knockdown further treated with 11U/ml eryhtropoietin and contribution



of target receptor to erythropoietin induced proliferation, migration, invasion and
angiogenesize is evaluated compared to scramled group.

The effect of tHUEPO in U-87-MG cells in terms of proliferation, and invasion is
significantly demonstrated. The contribution of each EPO receptor; EPOR, EPHB4, and
CSF2RB, to proliferation, and invasion in U-87 MG cells was shown significantly. Knock
down of each receptor alone reduced proliferation, and invasion of U-87 MG cells in a
signifacant manner. However, it has been demonstrated that 1 IU/ml rHuEPO has no

significant effect on migration in U-87 MG cells.

KEY WORDS: Malignant Glioma, Eryhtropoietin, EPOR, EPHB4, CSF2RB, Proliferation,

Migration, Invasion and Angiogenesis



1 GIRIS VE AMAC

Anemi, kanser siiresince kemoterapi alan hastalarda goriillen ve hastanin yasam
kalitesini diisiiren bir etkendir. Anemi tedavisinde kullanilan kirmizi kan hiicresi
transflizyonuna gore daha giivenilir bir yontem olan eritropoesiz stimiile edici ajanlarin (ESA)
kullaniminin hastaya pozitif katkida bulunmasi amaglanmaktadir. Bu uygulamanin amacinin
aksine, hastaligin seyrini kotii etkileme olasilign ile ilgili belirsizlik ESA  kullaniminm
giiclestirmektedir. Bu belirsizlige neden olan mekanizmanin aydinlatilmasi ile GBM ya da
diger kanser tiirlerinde alternatif uygulamalarin ve/veya ilaclarin 6zgiin sekilde kullanilmasi
tedavi siirecine pozitif etkiyecektir. Bu nedenle EPO’nun etkisinin klasik EPO/EPOR sinyal

yolagr ve EPO iligkilendirilmis tiim reseptorleri de kapsayarak arastirilmasi kritik oneme

sahiptir.

Bu projenin amaci ilk olarak literatiirde EPO sinyal yolag ile iliskilendirilmig
reseptorlerin U-87 MG glioblastoma hiicre hattinda varliginin belirlenmesidir. Ardindan
rHuEPO’nun U-87 MG hiicrelerinde (1) proliferasyon, (2) migrasyon, (3) invazyon ve (4)
angiogenesize etkilerinin arastirtlmasidir. Son olarak da rHUEPO ‘nun etki ettigi gosterilen
kanserin kotli prognozunda rolii oldugu bilinen bu mekanizmalart hangi reseptorler araciligi
ile gerceklestirdigini GBM hiicrelerinde ilk defa belirleyebilmektir.

Arastirmamin Hipotezi

U-87 MG glioblastoma hiicrelerinde EPOR, EPHB4, BCR EPO reseptorleri ve bu
reseptorlerin  homodimer, heterodimer ve heterotrimer formalar1 EPO bagimli olarak

proliferasyon, migrasyon ve invazyon gibi biyolojik prosesleri diizenlemektedir.



2 GENEL BIiLGILER

Carnot ve Deflandre 1906 yilinda kanda dolasan ve anemi durumunda kirmizi kan
hiicresi iiretimini kontrol eden hemopoetik bir faktdr oldugunu 6ne siirdii'. Bu humoral
faktoriin bulundugu deneysel olarak kanitlandi ve faktére eritropoeitin adi verildi®. EPO 1977
yilinda idrardan saflastirildi® ve bu gelisme; EPO proteininin geninin klonlanmasina,
karekterizasyonuna ve in vitro ekspresyonuna dair aragtirmalarin yapilmasina olanak sagladi®
>, Amerikan Gida ve Ila¢ Kurumu (US Food and Drug Administration, FDA) rHuEPO;
epoetin alfayr 6ncelikle kronik bobrek yetmezligi sonucu ortaya ¢ikan anemi tedavisinde®,
sonra da kanser hastalarinda kemoterapi ile indiiklenen anemi tedavisinde uygulanmasi igin
onayladi’. 1990 yili itibari ile rHuEPO ve diger eritropoesiz stimiile edici ajanlar, kirmizi kan

hiicresi transferi gerektiren anemi tiplerinde bu islem yerine tercih edilen tedavi yontemidir.

Bir¢ok calismada EPO’nun klasik bir hematopoietik sitokin olmasinin ¢ok 6tesinde rol
oynadigi®'’; dogrudan ya da dolayh olarak birden fazla hiicre tipini etkiledigi; antioksidan
enzim tretimini artirdigini, serbest radikalleri metabolize ettigi, neoangiogenesizi stimule
ettigi, inflamasyonu modifiye edip, endoteliyal oOncii hiicrelerinin ¢ogalmasini ve

farklilagsmasini uyardigi seklindeki genis ¢apl etkileri caligmalarla gésterilmistir“; 12

EPO’nun olast koruyucu etkisi kardiyovaskiiler, sinir ve renal hiicrelerde
gésterilmistirB. Kronik kalp hastalarinda (Chronic Heart Failure, CHF) anemi prevelans1 %20
olarak tahmin edilmekle beraber'® '°; anemi CHF hastalarmin kétii prognozunu, agirlasan
seyir ve artan 6liim oranmni, gdsteren bir faktordiir'®'®. Bununla beraber yapilan meta-analiz
ve sistematik derlemeler, CHF hastalarina uygulanan ESA’larin, hastalarin anemiye bagl
hastaneye yatirilmalarinda azalma sagladigi ve ESA tedavisinin hastanin hayat kalitesini ve
egzersiz toleransim artirdigini gdstermistir. Ote yandan CHF hastalarinda 6liim oranini

diisiiriicii bir etkisi oldugu gosterilememistir'”.

Renal hiicreler; mezanjiyal, distal ve proksimal tubiildeki epiteliyal hiicreler, EPO-R
mRNAs1 sentezlemektedirler’’. Ayrica kiiltiirii yapilan renal hiicrelerde EPO sinyal yolagmimn
aktif hale geldigi; DNA sentezinin ve proliferasyonun arttigi gosterilmistir. EPO’nun renal
hiicrelerdeki koruyucu etkisinin otokrin —parakrin bir mekanizma ile saglandig1 One
siiriilmiistir’’. Akut bobrek yetmezligi (Acute kideny injury, AKI) iizerine EPO’nun etkisini

arastiran calismalar her ne kadar hayvan modellerinde koruyuculuk géstermisse de®'; insan



calismalarinda® koruyuculuk bulunamamistir. Kronik bobrek yetmezliginde EPO’nun etkisi
sadece anemi ile iligkili semptomlar1 giderici olarak ele alindigindan, genel olarak hastaligin
seyri iizerine etkisi pek arastirllmamistir. Bununla beraber yapilan bazi1 ¢alismalar EPO’nun
CKD prognozu iizerine pozitif yonde etkiledigini gosterse de™, etkisi olmadigin1 da 6ne siiren

calisma mevcuttur' ',

Yapilan ¢aligmalar EPO’nun ve EPO reseptoriiniin merkezi ve periferik sinir sisteminde
oldugunu géstermistir’’. EPO uygulamasindan sonra omurilik seviyesinde artan EPO miktari,
EPO’nun kan beyin bariyerini gectigini de kanitlamistir”'. EPO’nun multiple sklerozis hayvan
modelinde immiin baskilayict etkisi; yine hayvan ve insan modellerinde serebral iskemi
sonrasi olusan hasar1 azaltmaya yonelik etkisi”’; embriyonik nérogenesize —etkisi®’;
farklilasmamis schwann hiicrelerinin  proliferasyonuna etkisi yapilan c¢aligsmalarla
gosterilmistir’*. EPO antioksidan enzim ekspresyonunu artirmakta boylece serbest
radikallerin iiretim hizin1 diisirmektedir. EPO ile aktive olan Akt; glikojen sentetaz kinaz 3 b
(GSK3 b), Bcl-2 ile iliskili hiicre 6liimii uyaran protein (BAD) ve kaspaz-9 gibi hiicre 6limii

metabolik yolaklarmn inhibe etmektedir 22’

2.1 EPO, Reseptorleri ve Sinyal Yolaklar

EPO fotal donemde hepatositlerde; dogum sonrasi renal korteksteki peritiibiiler
fibroblastlarda iiretilen glikoprotein yap1 da 34 kDa molekiiler agirligina sahip bir sitokindir.
Yetigken bireylerde EPO iiretimi agirlikli olarak bdbrek olsa da; dolasim sistemindeki
EPO’nun %10°u”®; beyin, karaciger, akciger, testis ve dalak gibi nonrenal dokularda tiretilir.**
EPO iiretimi diisiik oksijen seviyesine duyarli mekanizmalar tarafindan kontrol edilir ve
periferik kan dolasimidaki oksijen kapasitesini sabit tutmak igin giinliik olarak 2x10'"
kirmizi kan hiicresini kemik iliginde iiretir'2. Bununla beraber EPO iiretimi hipoksi haricinde
hipoglisemi, artan hiicre i¢i kalsiyum miktari, insiilin salimimi, Ostrojen, androjen,
somatotropin, insiilin benzeri biiyiime faktorii-1 gibi molekiilleri ile de modiile edilebilir** *°.
Insan EPO geni tek bir kopya seklinde 7. Kromozomun?’ 7q22 pozisyonunda bulunup®®,

3kb bir bolgeyi kapsar ve 5 ekzon igerir ».

Bu gen ilk olarak 193 aminoasit igeren bir
protein sentezler. Post-translasyonal modifikasyonlar sirasinda N-terminalindeki 27
aminoasitlik sinyal peptidi ve C-terminalindeki arjinini kesilerek 165 aminoasitlik olgun EPO
proteini elde edilir’®. EPO protein yapisi; aminoasit zinciri iginde, C7-C161 ve C29-C33

pozisyonlarindaki 2 disiilfit kopriisii ile stabilize edilir (Sekil 1. EPO’ in yapisi). Bununla



beraber EPO molekiiliiniin agirliginin %35-40’1n1 N (N24, N38 ve N83) ve O (S126)

baglantili oligosakkarit yan zincirler Olusturur“; 32

. EPO’nun yapisindaki disiilfit baglarin
eksikligi molekiiliin  bioaktivitesinin ~ diismesine sebep  olurken™, N  baglantili
oligosakkaritlerin eksikligi in vitro molekiiliin fonksiyonunu etkilemezken; in vivo olarak
molekiiliin biosentezini, yapisal stabilitesini, sekresyonunu, plazmadaki yarilanma siiresini ve

3436 Peglikolize olmus EPO’nun aktivitesi oldukga kisa siirer’ .

temizlenmesini etkiler

Eritropoesiz stimule edici ajanlar; endojen olarak sentezlenen rHUEPO ‘nun degisik
glikolizasyon paterni gosteren iki formu olan eritropoetin-o. ve eritropoetin-f, ve 2. nesil
tiretim olan 2 ekstra N-glikolizasyon kismi eklenmis uzun siireli etkili (daha uzun yarilanma

Oomrii olan) darbopoetin-a seklinde bulunabilir 38,
2.1.1 EPO Reseptorleri
2.1.1.1 Eritropoetin reseptorii (EPOR)

insan EPOR geni kromozom 19°da p13.3-p13.2 pozisyonunda bulunur’” *°. EPOR
geni 6kb’lik bir bolgeyi kapsar ve 508 aminoasitlik bir protein sentezleyen 8 ekzon icerir®'.
EPOR genin; non-coding RNA, fonksiyonel transmembran proteini (EPOR-F), trunkat

proteini (EPOR-T) ve en az bir tane ¢oziiniir proteinini (EPOR-S) sentezleyen farkli kesim

varyantlart vardir 42448
EPOR-F EPOR-T EPOR-S
Dimeri
Hiicre
i i i Membram

Sekil 1:Farkli mRNA Kesim Varyantlar1 Tarafindan Sentezlenen EPOR’leri.



EPOR, sitokin tip 1 reseptor ailesinin (cytokine type 1 receptor family) bir
resepté')riidiir24. Post-translasyon modifikasyonlari sirasinda, N-terminalindeki 24 aminoasitlik
sinyal peptidi kesilir ve EPOR proteini; glikolizasyon, fosforilasyon ve ubikitinasyon ile 60 -
105kDa arasinda degisen molekiiler agirligi olan matur EPOR proteinleri olusur™™’. Matur
insan EPOR proteininin; ** transmembran kismma yaki bulunan korunmus WSXWS motifi
ve 2 ¢ift sistein rezidiisi olan liganda baglanan ekstraseliiler kism1, **tek transmembran kismi
ve (3) katalitik aktivitesi olmayan sitoplazmik kisimlari bulunur®.

EPO ‘nun hematopoietik hiicrelerdeki etkisi, hiicre yilizeylerindeki EPO’ ya 0zgii
reseptor olan EPOR araciligr ile gergeklesirzs. EPO ‘nun reseptorlere baglanmasi ile EPOR
dimerizasyonu olusur. EPO reseptdrlerinin biiylik bir kismi1 kemik iligindeki eritrosit onciil
hiicrelerinin [erythroid burst-forming units (BFU-E),and erythroid colony-forming units
(CFU-E)] vyiizeyinde bulunur’. Bununla beraber; kardiyomiyositlerin, kardiyak
fibroblastlarinin, endoteliyal ve vaskiiler diiz kas hiicrelerinde, mide hiicrelerinde, retinal ve
prostat hiicrelerinde, insan sa¢ folikiillerinde ve i¢ kulaktaki isitsel kil hiicrelerinde

bulunabilir*>>%>'. Ayrica EPO reseptérii birgok kanser hiicresi yiizeyinde de bulunabilir®®.

2.1.1.2 Beta ortak reseptorii (CSF2RB)

Insan koloni stimule edici faktdr 2 beta reseptdrii [colony-stimulating factor 2
receptor, beta (CSF2RB)] 14 ekzon igerir ve kromozom 22 ‘de 22q13.1 pozisyonunda bulunur
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/1439). CSF2RB geni interlokin 3 ve 5 “in ve graniilosit-
makrofaj koloni stimiile edici faktér (GM-CSF) ‘nin yiiksek afinite reseptor subunitesi olan

ortak beta zincir proteinini sentezler™*.



EPOR BCR

- Hiicre
i i i i . Membrani
i | ~ - gy =

EPOR

Sekil 2: Doku Koruyucu Olarak Gérev Yaptigi Onerilen EPOR-CSF2RB Heterodimeri ve

Heterotrimeri

EPO’nun non-hematopoietik dokulardaki ( kalp, kan damarlari, bobrek ve beyin)
hiicre koruyucusu etkisinin’”> EPOR- PcR heterodimeri®’ ya da EPOR- PcR-EPOR
heterotrimeri' araciligi ile yapildigina dair goriisler bulunmaktadir. Her ne kadar hayvan
modellerinde eritropoetik olarak inaktif EPO tiirevleri ve analoglar1 uygulanarak doku
koruyuculugu gosterilmis olsa da’®, non hematopoietik dokudaki EPOR varligim kanitlayan
yontemlere dair kuskular bulunmaktadir®. EPOR- BcR arasinda olusan heteroreseptdr
kompleksi ile aktive olan sinyal yolaklarinin klasik EPOR dimerizasyonu ile aktive olan
sinyal yolaklarindan farkli olabilecegi diisiiniilse de tam olarak g¢alisma mekanizmasi ve

yolaklari ile ilgili bir bilgi yoktur>>*,

2.1.1.3 Efrin B tipi reseptor 4 (EPHB4)

Efrin B4 reseptorii (EphB4) kromozom 7°de 7q22 pozisyonunda bulunup, 17 ekzona sahiptir
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/2050). Efrin reseptorleri, vaskiiler endotelyal biiyiime
faktorii (VEGF) ve Tie reseptor tirozin kinazlar (RTK) gibi angiogenesizi kontrol eden RTKs
ailelerinden bir digeridir’’. Efrin RTK ailesini diger RTK ailelerinden ayiran sadece sahip
oldugu 14 reseptor ve 8 efrin ligandi ile biiyiikliigii degil, ayrica membrana bagli olan efrin
ligandlari ile caligmasi ve hiicresel itme, adhezyon, hiicrenin ekstraseliiler matrikse tutunmast

ve hiicre migrasyonu swrasinda rol almasidir’. Ayrica efrin reseptdrleri ve ligandlari
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arasindaki etkilesim tek yonlii degil cift yonlii sekilde calisir ve sinyal yolaklarini aktive
eder”. Efrin reseptorleri ve ligandlarmm omurgali ve omurgasizlarda homologlari olmakla
beraber®; reseptor/ligand ¢iftlerinin sinir sisteminde arka beyin gelisimi sirasinda, akson ve
noral krest hiicresi yonlendirmede®' ve embriyonik dénemde vaskiiler gelisimde, eriskin
dénemde angiogenesiz de gorev yaptiklarina dair calismalar mevcuttur’’. Yapilan calismalar®
gelisimin erken safhalarinda EphB4 reseptdriiniin toplardamar endotelyal hiicreleri i¢in; efrin
B2 ligandinin ise atardamar endotelyal hiicreleri icin en iyi biyobelirte¢ oldugunu
gostermistir. EphB4/Efrin B2 ikilisinin herhangi birinin knock out oldugu durumlarda elde
edilen sonuglar; reseptor-ligand c¢iftinin embriyonik vaskiiler gelisimi ¢ift yonlii regiile ettigini
ortaya koymustur63. EphB4/Efrin B2; atar-toplardamar kavsaginda endotelyal hiicrelerin
iliskilerini ~ kontrol edip; yeni kapiller olusumunu stimule edebildigi gibi,
atar-toplardamarlardaki jukstakrin ekspresyonlar1 kontak olusumuna bagimli iletisim ile
vaskiiler olusumu indiikleyebilir ve etraflarindaki mezenkimal hiicrelerle de etkilesime
gecerek olusan damarlanmanin kaliciligini saglamak amaciyla, onlarin perivaskiiler destek

hiicrelerine farklilasmalarini saglayabilirler™.

EPHB4 EPHB4
EPOR EPOR EPOR EPHB4

CHT - N N

Membram

Sekil 3: NEPOR, EPO Bagimli Doku Koruyucu Reseptorleri

Bunlarin yam sira EphB4 ‘iin eritropoesizde rolii oldugu da ileri siiriilmiistiir®.

Suenobu at al, EphB4 RTK sahip 6nciil eritroid hiicreleri ile EphB4 ligandi efrin B2’ye sahip
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kemik 1iligi stroma hiicreleri ve endotelyal atardamarlarin beraber kiiltiirii yapildiginda,
eritroid projenitor hiicrelerinin stromal hiicrelerden ayrildigi ve olgun eritrositleri
olusturdugunu gostermistir. Jackson et al, 2013 yilinda Amerika patent aplikasyonunda EPOR
homodimeri, EPOR-EPHB4 heterodimeri ve EPHB4 homodimerinden olusan reseptor
komplekslerine NEPOR adin1 vermis ve bu komplekslerin 6zgiin bir doku koruyucu etkisi

oldugunu 6ne stirmiistiir.

2.1.2 EPO ile aktive olan sinyal yolaklar:

Poli-ubukitinalasyon ve Proteozomal Degradasyon
%21 O
2

Sitoplazma

Cekirdek

Hipoksi

0, +20G

-14kb -9.5kb

3” enhancer

Sekil 4: EPO Sentezinin Normal (%21 O,) ve Hipoksi (%1 O;) Kosulunda Regiilasyonu

Epo ile aktive olan sinyal yolaklarmi incelemeden 6nce Epo gen ekspresyonunu
modiile eden O, miktarma duyarli mekanizmadan bahsetmek dogru olacaktir. Her ne kadar
hipoksi ile indiiklenen Epo iiretimine dair bilgiler hepatoma hiicre hatlarindan elde edilmis
olsa da** renal ve hepatik hiicrelerde iiretilen Epo 2 hususta farklilik gosterir. ilki; renal ve
hepatik hiicrelerde hipoksi respons element’ inin (HRE) Epo genindeki lokalizasyonundaki
farkliliktir:  HRE, renal hiicrelerde genin wupstreamin de, hepatik hiicrelerde ise
downstreaminde bulunur®. ikincisi ise Epo iiretimini saglayan hipoksiye verilen cevap
miktarinda seklinde goriiliir; Cevap, renal hiicrelerde ya hep ya hi¢ seklinde, 6te yandan
hepatik hiicrelerde dereceli olarak goriiliir®. Epo ekspresyonu normal kosullarda GATA-2 ve

Niikleer Faktér Kappa-B (NF-kB) ile negatif'; hipoksi kosulunda hipoksi ile indiiklenen
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transkripsiyon faktorleri (HIF’ler)™ ; hepatosit niikleer faktor -4 (HNF-4) ve transkripsiyonel
ko-aktivatorler: p300, cAMP respons elementine baglanan proteinine baglanan protein
(CBP)®” and pl60 steroid reseptér koaktivatori (SRC)®® ile pozitif yonde kontrol
edilmektedir. Epo promotoru normal kosullarda GATA-2 tarafindan inhibe edilmistir. HIF
proteinleri o ve B subunitelerinden olusur. o subunitleri C terminallerinde O, bagimli
degradasyon kismui (O-DDD) ve trans aktive kismi olan sitoplazmik bir proteindir®. O,
varliginda HIF1-a prolil rezidiilerinden prolil-4 hidroksilaz (PHD-1/2/3) ile hidroksillenir ve
Hippel-Lindau tiimor baskilayic1 protein (VHL)/E3 ligaz ile birleserek direk proteozamal
degradasyona ugrar’*. Son olarak Epo ekspresyonu doku spesifik, O, bagimsiz olarak ta HIF
baglanma bdlgesinin yanindaki dogrudan tekrarlanan (DR2) DNA elementine baglanan70
tiroit hormonu’' ya da retinoik asid’? ile de indiiklenebilir.

EPO’nun etkisinin normal ya da tiimdr hiicresi iizerinden direkt olarak goriilebilmesi
ve alt sinyal yolaklarinin aktivasyonu i¢in hiicre yiizeyinde fonksiyonel EPOR bulunmalidir.
EPOR, EPO ile aktivasyonu sonucunda konformasyonel degisiklige ugrayan ekstraseliiler
kismi ile alt sinyal yolaklarinin aktivasyonunda gorevli proteinlerin baglanabilecegi 8
fosforilasyon rezidiisii bulunan sitoplazmik kisimdan olusur®. Yapilan ¢alismalar, EPOR ile
Janus-activated kinase 2 (JAK2)/ sinyal transdiiser ve transkripsiyon aktive edici 5 STATS);
mitojen aktive eden protein kinaz (MAPK)/ekstraseliiler sinyal ile regiile edene kinaz (ERK);
fosfoinositid 3-kinaz (PI3K)/Akt; and protein kinaz C (PKC) sinyal yolaklarnin aktive
oldugu'; bununla beraber hipoksi ve apoptoz sinyal yolaklarinin da EPOR ile iliskili oldugunu
gosterilmistir.

EPO’nun EPOR’a baglanmasi ile EPOR homo-dimerizasyonu olusur. Bu sayede
intrinsik tirozin kinaz aktivitesi olmayan EPOR yerine, EPOR’un intraseliiler kisminda
bulunan sitoplazmik tirozin kinaz olan JAK2 molekiillerinin; dimerizasyon ile birbirine
yakinlasmasiyla transfosforilasyonlar1 gerceklesir’’. Aktif JAK2, EPOR déhil olmak iizere
intraseliiler proteinlerin fosforilasyonunu saglar. STATS5’da JAK2 ile fosforile olan
proteinlerden biridir’. Fosforilasyonu takiben STATS proteinleri homodimer olusturarak
aktif hale gelir ve ¢ekirdege taginirlar. Olugsan dimer DNA ile direk olarak STATS spesifik
baglanma motifi ile etkilesime gecer ve siklin D1, BCL-XL gibi hiicre dongiisii kontrol ve
apoptoz diren¢ mekanizmalar ile iliskili genlerin aktivasyonunu saglar’. Bununla beraber
eritroid farklilasmasi ile genlerin transkripsiyonel aktivasyonu da saglanmis olur’. Aktive

olan sinyal yolagi ise EPOR’a (fosfotirozin 429), Src-homology-tirozin fosfataz 1’in (SHP1)
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baglanmasi ile JAK2 defosforilasyonu ile alt sinyal yolaklarinin aktivasyonu deregiile edilmis

5-
olur™7",

SOS, GRB2 gibi adaptér proteinlerin EPOR ile fosforilasyonu ve RAS’in
aktivasyonunu saglamalar1 ile MAPK/ERK ve PI3/AKT sinyal yolaklar1 aktive olur’®. iki
sinyal yolaginin da EPO ile aktivasyonu sonucu c-myc ekspresyonun ve dolayisi ile niikleer
c-myc proteinin miktarinda artis gozlenmistir. Buna bagli olarak myc’in diger niikleer
proteinlerle olusturacagi heterodimerler ile hiicre dongiisii kinaz inhibit6rleri, protein sentezi
regiilatorleri ve microRNA’larin da modiilasyonunda degisikler olusturabilecek etkilerden

bahsedilebilir’’.

EPO-EPOR aktivasyonu ile indiiklenen bir diger yolak ta PKC metabolik yolagidir.
EPO’nun EPOR’a baglanmasi ile fosforile olan fosfolipaz C gamma (PLCy); membrana bagl
glikozilfosfatidilinositol (GPI) iliskili protein hidrolozine sebep olur®. GPI'nin hidrolize
olusu da PKC vyolagin1 aktive eder. Yolak ERK gibi regiilator proteinlerin niikleer
translokasyonu ve apoptoz direnci ve DNA sentezi gibi hiicre davranisinda degisiklige sebep

olacak genlerin transkripsiyonun indiiklenmesi ile son bulur.

8183 ve norolojik korunma®* * durumlarinda apoptotik

EPOR aktivasyonunun kanser
metabolik yollar iizerine etkisi literatiir de farkli sekillerde Onerilmistir. Bu etki anti-
apoptotik BCL-XL ve BCL-2 proteinlerinin up-regiilasyonu ile agiklandigi gibi BAX, BAD
ya da kaspazlarindan bahsedebilecegimiz proapoptotik molekiillerin down regiilasyonu ile de
gosterilmistir®™®™.  NF-kB  yolagmm da EPO araciigi gelisen apoptotik direng

mekanizmalaridan biri oldugu éne siiriilmiistiir® *°.

2.2 Eritropoesiz stimule edici ajanlar (ESA) ve Kanser

Kanser hastalarinda goriilen anemi; hastalifin prognozu i¢in bagimsiz bir sagkalim
faktoridiir’'. Kanser tiiriine gore, hastalarda goriilen anemi prevelans: degisse de yapilan
caligmalar, solid tiimoérlerin %66’1inda, hematolojik kokenli tiimdrlerin ise %72 sinde
hastaligin seyri boyunca bir dénemde hastalarin anemik oldugunu gosteriyorlar’®. Anemi,
kemoterapi goren hastalarda kemoterapinin miyelosupressif etki gdstermesi yiiziinden; kanser
ile indiiklenen anemi (CIA) seklinde ya da kanserin kendisi yiizinden (CRA) goriilebilir’”.
Kanser anemisi i¢in 2 farkli terapi bulunuyor; ** kirmiz1 kan hiicresi (RBC) transfiizyonu, ve

* kemik iligindeki kirmiz1 kan hiicresi dnciillerindeki EPOR’u aktive ederek RBC iiretimini
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uyaran eritropoesiz stimiile edici ajanlar (ESA)*. RBC transfiizyonu hizli bir sekilde
hemoglobin seviyesinde artis saglamak icin® bir secenek olsa da; etkisinin 15 giin i¢inde
azalmasr’® ve bununla beraber bulasici patojen taginmasi ve transfiizyona bagl akut akciger
rahatsizlig1 gibi riskleri’’ bulunmaktadir. Epoetin alfa ve darbepoetin alfa gibi ESA’lar ile
plasibo kontrollii denemeler, ESA kullanimmin RBC transfiizyon miktarin1 azalttigim
gostermistir’®. Bunu takiben her ne kadar ESA kullanmm kemoterapi tedavisi goren
hematolojik kokenli olmayan kanser hastalarinda uygulanmasi i¢in FDA tarafindan onaylansa
da ESA kullanmminm; tromboembolik olaylari artirdigma®®, hastaligin ilerlemesini ve
mortaliteyi artirdigim gosteren’ ¢aligmalar mevcuttur.

Kullanilan ESA ilaglarinin prospektiisiinde ESA kullaniminin kanser hastaligin seyrini
ve kotii prognozunu artirdigmi oneren 8 klinik denemeden bahsedilmektedir’®. Bu
caligmalarin ikisi sadece radyoterapi gérmiis hastalarda, ikisi higbir tedavi gérmemis kanser
hastalarinda ve son olarak 4’ii ise sadece kemoterapi tedavisi almis kanser hastalarindan
yapilmis ¢aligmalardir.

Ik iki calisma sadece radyoterapi alan bas ve boyun kanseri hastalarinda yapilmis
ENHANCE'” ve DAHANCA-10""" klinik denemeleridir. ENHANCE denemesinde epoetin
beta, DAHANCA-10 denemesinde ise darbopoetin alfa, hastalara uygulanmig; her iki
uygulamada da hemoglobin seviyesinin > 14g/dl olmasit hedeflenmistir. ENHANCE
denemesinde ESA alan hastalarda lokorejyonel ilerleme ve diisiik sagkalim goriilmiistiir.
Benzer sekilde DAHANCA-10 denemesinde de darbopoeitin alfa ile tedavi edilen hasta
grubunda da kotii prognoz ve diisiik sag kalim oranlar1 goriilmiistiir. Her ne kadar bu iki
denemede bulunan sonuglar yapilan diger calismalarda tekrarlanamasa da ESA kullaniminin
sadece radyoterapi alan hastalarda dnerilmemesi i¢in yeterli etkiyi yapmustir.

Hicbir tedavi almayan kanser hastalarinda yapilan EPO-CAN-20'" ve AMG 20010103
1% denemelerinde sirastyla biyiik hiicreli akciger kanseri ve hematolojik kokenli olmayan
kanser hastalari, epoetin alfa ve dabopoetin alfa ile tedavi edilmislerdir. EPO-CAN-20
calismas1 ara analizler sirasinda ESA alan grupta artan mortalite orani1 yliziinden
sonlandirilmistir. AMG 20010103 calismasinda ise yapilan mortalite analizlerinde ESA
yanitinin ESA grubunda mortaliteyi artiran bir faktér oldugu ortaya ¢ikmustir. Her ne kadar
daha sonra yapilan ¢oziimleyici veri analizleri mortalite risk oranini ve istatiksel anlamliligi

diistiriip bu durumun tiim hasta alt gruplarini yansitmadigini 6nerse de bu iki caligma temel
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almarak, ESA kullaniminin hi¢bir tedavi gérmeyen kanser hastalarinda uygulanmasi tavsiye
edilmemektedir.

BEST'", AMG 2000016", GOG-191'" ve PREPARE'** ' klinik denemelerinde,
sirastyla kemoterapi tedavisi géren gogiis kanseri, lenfoproliferatif kanserler, servikal kanser
ve son olarak antrasiklin ve taksinler ile yogun kemoterapi tedavisi goren gogiis kanseri
hastalarinda; epoetin alfa, darbopoetin alfa, rtHuEPO ve darbopoetin alfa uygulanmistir. Bu
denemelerde ESA uygulanmasi ile beklenen hemoglobin seviyesi sirasiyla; 12-14g/dl; 13-
14¢g/dl kadinlar i¢in, 13-15g/dl erkekler icin; 13-14g/dl ve son olarak 12.5-13g/dl olarak
amaglanmistir. BEST denemesinin; EPO-CAN-20 gibi ara analizler sonucundan ESA tedavisi
alan gruptaki yiiksek mortalite degerleri yiliziinden sonlandirilmasi Onerilmistir. AMG
2000016 denemesinde de 29 aylik takip sonunda ESA ile muamele edilen hasta grubunda
yiiksek mortalite goriilmiistiir. Servikal kanser hastalarinda yapilan GOG-191 klinik
denemesinde ise ESA tedavisi grubunda artan tromboembolik olaylardan dolayi ¢alisma
sonlandirilmistir. Ancak yine de 37 ay siiren ¢alismalarda ESA tedavisi géren grubun %33
tinde hastaligin tekrar1 (kontrol grubunda %25) goriiliirken %60’1nda stabil seyir (kontrol
grubunda %65) gozlenmistir. Yine 3 yila yakin siiren PREPARE denemesinde ESA tedavisi
goren grupta daha az stabil seyir ve sagkalim gdzlendi. Her ne kadar sonuglar istatiksel bir
anlamliliktan ziyade bir trendi isaret etse de genelinde bu 4 calisma ile ESA kullanimi sadece

kemoterapi goren hastalarda kullanim i¢in tavsiye edilmemektedir.

2.3 EPO ve Glioblastoma

rHuEPO’nun Glioblastoma Multiforme ‘da etkisi in vitro ve in vivo olarak arastirilmig
olsa da literatiirde ozellikle gogiis kanseri ve renal hiicre kanseri kadar genis g¢apl ele
alinmamustir.

Ik galisma 2007 yilinda Mohyeldin ve arkadaslari tarafindan yapilmis; U251, U87 ve
U373 GBM hiicre hatlarinda EPOR reseptorii varligini gosterilmistir. GBM ve Glioma 2.evre
doku orneklerinin (65 6rnek toplam) %100’iinde EPOR; %68’inde EPO varligini; bununla
beraber sadece GBM orneklerinde hipoksik olarak bilinen perinekrotik alanlarda EPO ve
EPOR ile birlikte yiiksek HIFla proteini ve yine GBM o6rneklerinin 3’te 2’sinde MMP-2
protein varhigin1 IHC ile gostermislerdir. GBM hiicrelerine hipoksik kosullarda rHuEPO
uygulandiginda p-JAK, p-STATS ve p-AKT ve genel olarak hiicre i¢in tirozin fosforilasyonun

da artis1 gézlemlenmistir. Hipoksik kosullarin HIF1o’nin niikleer lokalizasyonunu artirdigi
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ve uzun siireli hipoksik kosullarda EPO ve EPOR protein seviyesinde artis goriilmesi ile
hipoksi bagimli otokrin/parakrin bir mekanizma oldugunu &éne siirmiislerdir. Ote yandan
rHuEpo’nun cisplatine karst GBM hiicrelerinin canlilifin1 korumasini sagladigi ve 6zellikle
hipoksik kosullarda bu etkinin daha net goriildiigii belirtilmistir. Son olarak bu ¢alismada
hipokisinin MMP-2 aktivitesini artirarak invazyonu artirdigi, bununla beraber bu etkinin
EPOR araciligi ile saglandigi in vitro ve in vivo olarak gosterilmistir'®®.

Yin ve ark. aynmi yil, daha genis bir GBM hiicre hatt1 panelinde (U87, U118, U138,
U343, U373, T98G) ve Mohyeldin et al.’dan farkli olarak primer hiicre hatlarinda (DAG66,
JM94) EPOR’un varligt hem mRNA hem de protein seviyesinde gostermistir. EPO’nun
(T98G, U87, IM94) EPOR araciligi ile proliferasyonu; p-ERK, p-AKT, p-JNK ve p-Jun gibi
ikincil sinyal yolaklarinin proteinlerinin aktivasyonunu sagladigi ve son olarak antiapoptotik
Bcl-2, Bel-xl proteinlerinin sentezini artirdigi gdsterilmistir'®.

Hassouna ve ark. rHuEpo’nun GBM hiicre hatlarinda bazal de proliferasyona ve
migrasyona etkisi olmadigini; in vivo olarak uygulandiginda da timor’in biiylimesini
saglamadigint One siirmiislerdir. Ancak bu ¢alisma da rHuEpo’nun kemoradyasyon
uygulamalarinda GBM hiicre hatlarinda hiicre koruyucu etkisi oldugu gosterilmistir' ™.

Cao ve ark. oOnceki caligmalardan farkli olarak; rHuEpo’nun GBM hiicrelerinde
disardan etkilerine bakmak yerine; EPOR ‘un GBM kok hiicrelerindeki (GSC; CD133")
varligini ve tiimor olusumuna etkilerini incelemislerdir. CD133"EPOR" GSC’lerin norosfer
olusturma egilimin daha fazla oldugu gibi EPOR’un GSC’lerde biiyiime ve canlilig1 artirdigz;
STAT3 aktivasyonunu sagladigi in vitro, timdr olusumunu ve sag kalimi etkiledigini ise in
vivo olarak gostermislerdir. STAT3 inhibisyonun ise sadece biiylime ve canliliga etkisi in
vitro olarak gosterilmistir'',

Nico ve ark. farkli evre astrositomlarin kiiclik 6lgekli bir doku grubu panelinde; artan
evre derecesi ile dogru korelasyon gosteren mikro damar yogunlugu, tiimér EPO immiin
reaksiyonu ve endotelyal EPOR immiin reaktivitesi oldugunu gostermislerdir. Bununla
beraber doku ornekleri kullanarak yaptiklar1i in vivo angiogenesiz deneylerinde GBM
dokularinda angiogenesizin arttifi ve anti-EPOR antikoru ile birlikte verilen GBM
dokularinda ise angiogenesizin anlamli olarak azaldigi goriilmiistiir.''? Daha genis bir hasta
doku panelinde yapilan EPOR, p-JAK2, p-STATS immiinboyama sonuglari ise GBM
dokularinin sadece %36’sinin p-JAK/p-STATS pozitif ve sadece %20’sinin EPOR/p-JAK/p-

STATS pozitif oldugu yonde bulgular ortaya koymustur'">.
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Son olarak Peres ve ark. GBM hiicre hatlarinda aktif ve fonksiyonel EPO/EPOR
bulundugu ve otokrin/parakrin bir mekanizma ile calisti§i; ERK sinyal yolagi aktivasyonunu
saglayarak proliferasyon iizerine hem endojen EPO’ nin hem de EPOR’un anlamli olarak
etkisi oldugunu gostermislerdir. Grup ayrica EPOR’un in vivo olarak da tiimor biiylimesi ve
sag kalim iizerine negatif etkisi oldugunu 6ne siirmiistir''®. GBM iizerine yaptiklari
caligmalarin devaminda EPOR’un G2/M fazinda hiicre dongiisiinii durdurdugunu ve hiicreleri

radyoterapi ve kemoterapiye duyarli hale getirdigini gostermislerdir. Hiicre dongiisiiniin

bozulmasinin artan siklin B1 araciligi ile yapildigini éne siirmiiglerdir' .

Tablo 1. ESA kullaniomin Glioblastoma Multiform iizerine etkisinin incelendigi in vitro ve in

vivo caligmalar

GBM hiicre hatlari, Glioma 2. ve rHUEPO 200 GBM hiicre hatlarinda fonksiyonel EPOR varlig1
4. Evre hasta dokulari 1U/ml ve hipoksik kosullarda miktarinda artig; Glioma
doku drneklerinde EPO ve EPOR ifadesi ve

Cisplatin

bunun tiimdr evresiyle korelasyon gostermesi;
EPO’nun normal ve hipoksik kosullarda GBM
hiicrelerini cisplatin toksisitesine karsi korumasi,

metallaproteinaz aktivitesini artirarak invazyonu

artirmasi.
GBM hiicre hatlari, GBM primer rHUEPO 2 [U/ml PI3-K Epo bagiml hiicre gogalmasi; Bcl-2, BCL-x1
hiicre kiiltiirleri, Normal beyin inhibitor antiapoptotik gen ekspresyonunda artis;
dokusu, GBM hasta dokusu LY90024 PI3K/AKT aktivasyonu; p-ERK, p-c-JUN, p-JNK

miktarindan artis.
P53 mutant GBM hiicre hatlari, rHUEPO 0,3 Radyasyon, EPO’nun bazalde hiicre migrasyonuna (4/4), ve
GBM hasta dokusu 1U/ml in vitro, Temozolomid proliferasyonuna (3/4) etkisinin olmadigi; In vivo
5000IU/kg in vivo olarak uygulandiginda tiimor biytikliigiini
degistirmedigi; Radyasyon ve kemoterapdtik ajan
ile muamele edilen hiicrelere (3/4) EPO
verildiginde koruyuculuk sagladigi; GBM doku
orneklerinde HIF1a’nin EPOR ve EGFRVIII ile

pozitif korelasyon gostermesi
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Glioma Kok Hiicre Hatlar

Glioma 2. ve 3. Evre; GBM hasta rHuEPO 10IU/ml
dokular1

Hasta Beyin Tiimor dokulari
(Diffiiz fibriller astrositom,
Anaplastik astrositom,
Glioblastoma multiforme,
Oligodendroglioma, Ependimoma,
Medullablastoma, Menenjioma)

GBM hasta dokular1

Sican ve Insan GBM hiicre hatlar1

Insan GBM hiicre hatlart rHUEPO 21U/ml

3 GEREC VE YONTEM

3.1 Arastirmanin Tipi

Calisma deneysel (in vitro) bir ¢alismadir.

WP1066

Radyoterapi,
ACNU

Temozolomid

Radyasyon,

Temozolomid

CD133" “in CD133 7 gbre daha fazla EPOR"
olduklari; CD133/EPOR" hiicrelerin nérosfer
olusturma egilimlerinin daha fazla oldugu;
Glioma kok hiicrelerinde EPOR gen ifadesinin
susturulmasinin; bu hiicrelerin biiylimesini, sag
kalimlarini, nérosfer olugturma kapasitelerini ve
STAT3 aktivasyonu azalttigini; STAT3
inhibisyonun da GSC sag kalim ve biiylimesi igin
kritik rol oynadig1
EPO/EPOR ifadesinin angiogenesiz ile pozitif
korelasyon gostermesi; timor biyopsi
orneklerinin angiogenesizi artirmasi, anti-EPO
antikor kullanimimin tiimér drmeklerinin
indiikledigi angiogenesizi anlamli olarak inhibe
ettigi

GBM dokularmin %36’sinim p-JAK/p-
STATS pozitif; sadece %20’sinin EPOR/p-
JAK/p-STATS pozitif oldugu

EPOR ekspresyonunda artis /goreceli geng
hastalarda sagkalim pozitif korelasyon; EPO
ekspresyonunda artigi/ daha iyi sagkalim pozitif
korelasyon; EPO/EPOR ifadesinde artigin/daha
uzun sagkalim siiresi pozitif korelasyon; Azalan
EPO miktarinin /hastaligin tekrari pozitif
korelasyon

In vitro; Fonksiyonel EPO/EPOR sisteminin ERK
sinyal yolag1 araciligi ile proliferasyon iizerine
etki gdstermesi. In vivo; EPOR varliginin tiimér
biiytimesi ve sag kalima ile negatif korelasyon
gostermesi

Normal ve hipoksik kosullarda; EPOR
ekspresyonun azaltilmasinin siklin B protein
miktarinda artisa sebep olarak G2/M fazinda
hiicre dongiistiniin durmasina yol agmasi ve

radyasyon-kemoterapiye etkisinin artirmast
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3.2 Arastirmanin Yeri ve Zamani
Bu ¢aligmamiz Izmir Biyotip ve Genom Merkezi Enstitiisii Laboratuvarlarinda 2015

Subat-2017 Haziran tarihleri arasinda yapilmistir.

3.3 Arastirmanin Evreni ve Orneklemi

Hiicre Kiiltiirii calismasidir.

3.4 Calisma Materyali
Calismamizda Amerikan Tipi Kiiltir Koleksiyonu’ndan (American Type Culture

Collection-ATCC) alinan U-87 MG hiicre hatt1 kullanilmistir.

3.5 Arastirmanmin Degiskenleri

-EPO (Bagimsiz Degisken)

-Proliferasyon, Migrasyon, Invazyon, Angiogenez (Bagimli Degisken)
3.6 Veri Toplama Araclarn

3.6.1 Hiicre Kiiltiirii

Bu c¢alisma da kullanilan U-87 MG hiicre hattt ATCC’den alinmistir. Hiicre hattinin
idamesi ic¢in %10 fetal sigir serumu (Fetal Bovine Serum; FBS) (Gibco, Thermo Scientific
Fisher) (Waltham, MA USA), %1 L-Glutamine (Biochrom AG, Almanya) ve %1 Penisilin-
streptomisin (Biochrom AG, Almanya) ile desteklenmis sodyum piirivat iceren yiiksek
glukozlu DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium) (Biochrom AG, Almanya) kullanildi.
Hiicrelerin pasaji 2 giinde 1, hiicrelerin, konsantrasyonu %0.25 olan Tripsin/EDTA
(Biochrom AG, Almanya) ile 75cm? lik kiiltiir flasklarindan kaldirilarak, ATCC’nin 6nerdigi
hiicre miktarinda diger kiiltiir kaplarina ekilmesi ile gerceklestirilmistir. Hiicre kiiltiirti
caligmalar siiresince Laminar akimli kabinet (Safe 2020 Class II Biological Safety Cabinets,
Thermo

Scientific Fisher) (Waltham, MA USA) kullanilip, kiiltiir %5 CO, igeren inkiibatorde
(Memmert GmbH, Schwabach, Almanya) 37°C’de idame ettirilmistir.

Hiicreler rutin pasajlanma islemi sirasinda dncelikle inverted 151k mikroskobu (Zeiss,
Oberkochen, Germany) ile kontrol edildi. Bunu takiben hiicrelerin bulundugu flasklarin
icindeki besin ortam1 vakum makinasina bagl pipetle uzaklastirildi. Hiicrelere 2 ml 9%0.251ik
Tripsin/EDTA (Biochrom AG, Almanya) soliisyonu eklendi, soliisyonun tiim ylizeyi
kaplanmasi1 saglandi ve inkiibator de 3 dakika bekletildi. Bu siirenin sonunda flask
yiizeylerinden ayrilan hiicrelere 4 ml hiicre ortam1 eklenerek flask yikandi ve igerigi 15 ml’lik

falkonlara alindi. Hiicreler 1500 rpm hizda 5 dk. santrifiij edildi(Eppendorf) (Hamburg,
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Almanya). Cokelen hiicrelerin tlizerindeki hiicre ortami uzaklastirildi ve hiicreler 1 ml taze
hiicre ortami yeniden siispanse edildi. Kaldirilan hiicre miktar1 Thoma lami (Marienfeld,
Almanya) kullanilarak sayildi. Hiicreler, 1 x 10° hiicre/ flask seklinde iizerlerine 12 ml hiicre
ortami eklenerek ekildi ve inkiibatore kaldirildi.
3.6.2 Transient Gen ifadesi Susturulmasi

EPO’nun bilinen reseptorleri olan EPOR, EPHB4 ve CSF2RB ‘yi hedef alan siRNA’lar
(Silencer Select SIRNA, Thermo Scientific Fisher) (Waltham, MA USA) kullanildi. Gen
ifadesi susturma islemi i¢in transfeksiyon reaktifi olarak DharmaFECT transfeksiyon reaktifi
1 kullanildi (GE Dharmacon) (Little Chalfont, United Kingdom). Hiicrelerin transfeksiyonu
icin kullamlacak hiicre miktar1 ve transfeksiyon reaktif 1 miktari; 0,3 cm? yiizey alani icin
2500 hiicre ve 0,1ul DharmaFECT transfeksiyon reaktifi 1 olarak optimize edildi. Hiicreler
belirlenmis deney tipine uygun hiicre kiiltiir plaklarina bu optimizasyon baz alinarak (Tablo

1), penisilin-streptomisin igermeyen hiicre ortamu ile ekildi.

Tablo 2. Plak tipine gore tranfeksiyon deneyi optimizasyonu

96 Kuyu 2500 0,1
24 kuyu 15000 2,5
6 kuyu 75000 2,9

T/25 210000 8,3

Hiicreler %40-%80 oraninda ekildikleri yiizeyi kapladiklart zaman ilgili siRNA ile
transfekte edildi. Oncelikle transfeksiyon reaktifi 1, hedef olmayan havuzdaki siRNA’lar ve
hedef siRNA’lar hedef konsantrasyon (50nM) baz alinarak hig¢bir destek icermeyen DMEM
ile seyreltildi ve 5 dakika oda sicakliginda bekletildi. Bunu takiben her siRNA ve hedef
olmayan havuzdaki siRNA’lar 1:1 oraninda transfeksiyon reaktifi 1 ile karistirildi ve 20
dakika oda sicaklifinda inkiibe edildi. Inkiibasyon bitiminde ilgili kiiltiir kab1 i¢in 6nerilen
deney ortami hacmine penisilin-streptomisin ve FBS icermeyen DMEM’in transfeksiyon
reaktifi-siRNA kompleksine eklenmesi ile ulagildi (Tablo 2). Bu karisim hiicrelere eklenerek
24 saat siireyle inkiibe edildi.
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Tablo 3. Plak tipine gore transfeksiyon reaksiyonu karigim igerigi

Transfeksiyon 0,1 0,6 2,9 8,3
Reaktifi 1
5 DMEM 9,9 49,4 197,1 491,7
1.Toplam 10 50 200 500
siRNA veya 0,25 2,5 5 12,5
Non-Target Pool
(50nm)
5 DMEM 9,75 47,5 195 487,5
2. Toplam 10 50 200 500
20 Ara toplam 20 100 400 1000
yok DMEM + %]l L- 80 400 1600 4000
glutamine
Toplam Miktar 100 500 2000 5000

3.6.3 RNA izolasyonu

Glioblastoma multiforme hiicrelerinden RNA izolasyonu icin TRIzol (Thermo
Scientific Fisher) (Waltham, MA USA) kullanildi. Hiicreler 6ncelikle 6 kuyucuklu plaklara
her kuyucuga Tablo 1.’de belirtilen miktarda P/S igermeyen hiicre ortami ile ekildi. Hiicreler
%40-%80 oraninda ylizeyi kapladiklarinda transfeksiyon reaktifi 1 Tablo 2.’de belirtilen
miktarlarda 6 kuyucuklu plak i¢in 5X seklinde hazirlandi. Hedef gen icermeyen siRNA
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havuzu ve hedef siRNAlar yine Tablo 2 temel alinarak 2X seklinde hazirlandi. Her iki
dilisyon da oda sicakliginda 5 dakika inkiibe edildi. Bunu takiben 200ul transfeksiyon
reaktifi, 200 pl hedef icermeyen siRNA havuzu ve hedef siRNAlar ile karistirildi. 20 dakika
oda sicakliginda inkiibe edildi. Ilgili kuyulara, kuyucuk basina 1600ul P/S ve FBS icermeyen
DMEM ve 400 pl transfeksiyon reaktifi-siRNA kompleksi eklendi. Kontrol hiicreleri igeren
kuyu icin 400 pl destek icermeyen DMEM kullanildi. 24 saat siireyle inkiibatorde inkiibe
edildi. Inkiibasyon bitiminde 6 kuyucuklu plaktaki ortam uzaklastirildi. Kuyucuk basma 500
ul TRIzol kullanildi. Fenol-Kloroform ile RNA izolasyon metodu uygulandi (Referans). Bu
yontem ile elde edilen RNA miktar1 ve kalitesi Nanodrop (Thermo Scietific Fisher)
(Waltham, MA USA) ile 6lciildii. Izole edilen RNA &rnekleri DNase ve RNase igermeyen
mikro santrifiij tiiplerinde -80°C’de saklandi.
3.6.4 Real Time PCR yontemi ile gen ekspresyonu tayini

Hiicrelerden elde edilen RNA oOrneklerinden oncelikle komplementer DNA
(Complementary DNA, cDNA) sentezi yapildi. Bunun i¢in RevertAid First Strand cDNA
Synthesis Kit (Thermo Scientific Fisher) (Massachusetts, United States) kullanildi. Her biri
2000ng olan RNA 06rneklerine 1 pul Random Primer eklendi. Her 6rnek nuclease free water
(NFW) ile 12 pl’ye tamamlandi. 5 dakika 65°C’de inkiibe edildikten sonra her 6rnege Tablo
4.’te belirtilen miktarda diger reaksiyon bilesenler6 eklenerek, PCR cihazinda 5 dakika 25°C,
30 dakika 42°C’de 5 dakika 70°C’de inkiibe edildi. Reaksiyon sonrasi ornekler -80 °C’de

saklandi.

Tablo 4. cDNA sentezi i¢in reaksiyon bilesenleri

5X Reaksiyon Buffer 4 ul
RiboLock RNAase Inhibitor 1 ul
10mM dNTP Mix 2 ul
RevertAid M-MulV RT 1 ul
Toplam 8 ul

Hedef genler i¢in kullanilan primerler NCBI Blast programi ile dizayn edildi. Primer
dizileri Tablo 4’teki gibidir. EPOR, EPHB4 ve CSF2RB primerleri oncelikle kontrol 6rnegi
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ile DreamTaq DNA Polymerase (Thermo Scietific Fisher) (Waltham, MA USA) kullanilarak

end point PCR (Tablo 5) ile her bir gen icin istenilen amplikon bdlgesini c¢ogaltip

cogaltmadiklar1 kontrol edildi. Ornekler 95 °C de 1 dakika, 1 déngii initial denaturation igin;

95° C 30 saniye denaturation, 60°C 30 saniye annealing, 72° C 1 dakika extension, 40 dongi
ve 72 °C 10 dakika final extension i¢in 1 dongii olacak sekilde PCR cihazinda inkiibe edildi.

%1°lik agaroz jel dokiildii. Her bir gen i¢in elde edilen PCR iiriinii jele yiiklendi. Jel 120 V ‘ta

2 saat yiirttiildii. Jel gorintiisi ChemiDoc XRS+ (BioRad), (California, United States)

gorilintiileme cihazinda ¢ekildi.

Tablo 5. qPCR i¢in gen primer dizini

EPOR Forward

Primer

EPOR Reverse

Primer

EPHB4 Forward

Primer

EPHB4 Reverse

Primer

CSF2RB Forward

Primer

CSF2RB Reverse

Primer

Tablo 6. DreamTaq end point PCR reaksiyon bilesenleri

ATCCTGACGCTCTCCCTCA

T

AGGCCTTCAAACTCGCTCT
C

CGCAACCTACGAAGTGTGT
GA

GTCCGCATCGCTCTCATAG
TA

ATTCTACAAGCCCAGCCCA
G

GGGCCATCTGGATGTTCAC
T

60.11

60.04

60.32

59.46

59.74

59.74

134

198

197
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10X DreamTaq Buffer S5l

dNTP Mix (10mM) 1ul

Forward Primer (10uM) Sul

Reverse Primer (10uM) Sul
Dream Taq Polymerase (5U/ul) 0,25ul

Template cDNA 3ul
Nuclease Free H,O 30,75ul

Toplam 50 pl

Her bir gene ait primer verimliligi hesaplanmasi i¢in elde edilen kontrol cDNA 6rnegi
1:2, 1:4, 1:8, 1:16, 1,32 oraninda seyreltildi. Her bir primer i¢in tiim seyreltme
konsantrasyonlarinda GoTaq qPCR Master Mix (Promega) (Madison, Wisconsin, United
States) ile Real time PCR reaksiyonu kuruldu. qPCR reaksiyonu i¢in Tablo 6. ’daki
maddelerden kullanarak reaksiyon karigimi hazirlandi. Elde edilen sonuglar ile primerlere ait

primer verimliligi analizi yapildi.

Tablo 7. qPCR reaksiyonu bilesenleri

2X GoTaq qPCR Master Mix 10 pl
Forward Primer (10uM) 0,8ul
Reverse Primer (10uM) 0,8ul

Template cDNA 2ul
Nuclease Free H,O 6,4ul
Toplam 20 pl

Primerlerin validasyonundan sonra yine GoTaq qPCR Master Mix ile her gen i¢in tim
orneklerden Tablo 6.’da belirtilen miktarlarda reaksiyon karigimi hazirlandi. Roche

Lightcycler 480 (Roche) (Basel, Isvigre) cihazinda analiz gergeklestirildi. Normalizasyon
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amactyla housekeeping gen olarak GAPDH kullanildi. Ekspresyon farkliligi delta delta Ct

yontemine gore analiz edildi (Referans).

3.6.5 Immunoblot

GBM hiicrelerinde bilinen EPO metabolik yolag: ile iligkili reseptorler olan; EPOR,
CSF2RB, EPHB4’nin varliklar1 bazal seviyede gosterildi. Hiicreler Tablo 1.’de belirtilen
miktarda T25 flasklarina ekildi. Tablo 2.’de belirtilen miktarlarda transfeksiyon karisimi
hazirlanarak ekimi takip eden giin hiicrelere verildi. GBM hiicre hatlarinda bazal seviyede ve
ilgili siRNA(50nM) ile muamele edilmis kosullarda hiicrelerden total protein transfeksiyonun
24 saat sonra bitmesi ile RIPA buffer kullanilarak elde edildi. Elde edilen 6rneklerden Sul
ayrilarak her bir 6rnegin protein konsantrasyonu BCA (Thermo Scietific Fisher) (Waltham,
MA USA) protein analiz yontemi ile belirlendi. Her ornekten 25ug protein 5X Leammli
buffer ile hazirlandi. Protein 6rnekleri EPOR i¢in %10’luk; CSF2RB, EPHB4 i¢in ise %6 ‘lik
jel konsantrasyonlarinda SDS-PAGE jel ile (120 V, 2 saat) ayrimlanip poliviniliden difiloriir
(PVDF) membranina transfer (375mA, 2 saat) edildi. 1 saat, oda sicakliginda, %5 siit tozu
iceren TBS-T ile bloklama isleminden sonra; membranlar EPOR, CSF2RB, EPHB4
antikorlar1 iceren ayni bloklama soliisyonu ile +4 °C’de 16 saat enkiibe edildi. Her membran
HRP ile isaretli sekonder antikor ile oda sicakliginda 45 dakika enkiibe edildi. Inkiibasyon
aralarinda ve goriintiileme oncesinde membranlar %0,1’lik TBS-T ile protokolde belirtilen
stirelerde yikandi. Goriintiileme i¢in SuperSignal West Pico Chemiluminescent Substrate kiti
(Thermo Scietific Fisher) (Waltham, MA USA) kullanildi. Goriintii UVP jel dokiimantasyon
sisteminde elde edildi. Band yogunluklar1 dansitometrik olarak Imaje J programi ile analiz
edildi.
3.6.6 Proliferasyon Deneyleri

GBM hiicreleri 96 kuyucuklu plaklara her bir kuyuya 7500 hiicre olacak sekilde 200ul
hacimde 4 fakli EPO konsantrasyonu ve kontrol hiicre gruplari i¢in her grupta 6 kuyu olacak
sekilde ekildi. Ekimi takip eden giin, Neorecormon 2000IU/300ul (Roche, Basel,
Switzerland) kullanilarak seri diliisyon yontemi ile 0,1-1-10-100 IU/ml iceren DMEM hiicre
ortam1 hazirlandi. Her gruba ait hiicrelerin ortamlar1 uzaklastirildi ve ilgili konsantrasyondaki
EPO igeren ortam verildi. 72 saat inkiibasyona birakildi. 72 saat sonra 100 pl supernatant
kuyulardan uzaklastirildi ve her kuyuya 10 pl Presto Blue (Thermo Scietific Fisher)
(Waltham, MA USA) eklenildi. 2 saat inkiibasyona birakildi. 2 saat sonunda plak Multiskan
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GO (Thermo Scietific Fisher) (Waltham, MA USA) mikroplate spektrofotometre 6l¢iim
cihazi ile 570nm hedef dalga boyu, 600nm referans dalga boyunda okutuldu.

Hiicreler ayni hiicre miktarinda sadece 1IU/ml EPO dozu i¢in 3 farkli zaman
noktasinda (24-48-72 saat) 6l¢iim almak i¢in kontrol ve 11U/ml dozu olmak {izere 2 grup ve
her grup 6 kuyu olacak sekilde 3 farkli plaga tekrar ekildi. 24 saat sonra 11U/ml EPO igeren
DMEM hiicre ortami ile hazirlandi. Her bir plakta ilgili kuyulara daha evvel belirtildigi
sekilde uygulandi. 24, 48 ve 72 saatlerde Presto Blue ile yukarida belirtildigi sekilde muamele
edilip, 6l¢iim alind.

1 IU/ml EPO ‘nun proliferasyona etkisi 3 farkli zaman noktasi i¢in BrdU Cell
Proliferation Chemiluminescent Kiti (Cell Signalling Technology, Danvers, MA, USA) ile de
gosterildi. GBM hiicreleri 96 well siyah plaga (Greiner Bio-one) (Kremsmiinster, Avusturya)
3 grup ve her grupta 6 kuyu olacak sekilde 7500 hiicre/kuyu olacak sekilde ekildi. 24 saat
sonra kontrol ve 1U/ml gruplarina daha evvel belirtildigi sekilde hiicre ortami ve hazirlanmig
1IU/ml EPO igeren hiicre ortami verildi. Her zaman noktasina ait deneyin bitiminden 16 saat
once 2ul 100X BrdU, BrdU igeren kontrol ve 11U/ml EPO ile muamele edilmis gruplara
eklendi. BrdU igermeyen kontrol grubuna ayni miktarda hiicre ortami eklendi. Deney
bitiminde hiicrelerin ortami1 uzaklastirilip her kuyuya 100 pl 1X fiksasyonu soliisyonu eklendi
ve oda sicakliginda 30 dakika inkiibasyona birakildi. 30 dakika sonunda fiksasyon soliisyonu
uzaklasgtirildi ve her kuyuya hazirlanmis 1X detection antibody soliisyonu ile 100ul olarak
eklendi, 1 saat oda sicakliginda inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonunda her kuyu 100 pl
1X wash buffer ile 3 defa yikandi. 1X HRP-conjugated secondary antibody soliisyonu 100
ul/kuyu olacak sekilde oda sicakliginda 30 dakika uygulandi. Her kuyu tekrar 100 pl 1X wash
buffer ile 3 defa yikandi. Luminol/Enhancer soliisyonu ile Stable Peroxide soliisyonu 1:1
karigtirilarak caligma soliisyonu hazirlandi. 100 pl/kuyu olacak sekilde oda sicakliginda 5
dakika inkiibe edildi. Inkiibasyon sonunda Centro LB 960 mikroplate luminometer (Berthold
Technologies, Switzerland) 6l¢iim alindi.

3.6.7 Bosluk Kapama Migrasyon Deneyi

Glioblastoma Multiforme hiicreleri migrasyon deneyi i¢in Tablo 1.’de belirtilen
miktarlarda 24 kuyucuklu plaklara kontrol, hedef olmayan siRNA havuzu ve hedef siRNAlar
icin ekilmistir. Transfeksiyon islemi bittikten sonra her grubun ortami, 500ul %10 FBS ve %1
L-glutamine/Penisilin-streptomisin igeren DMEM medium ile degistirildi ve hiicreler 24 saat

yenilenmeye birakildi. 4. Giin her kuyucukta 1 ml’lik mavi tip ucu ile +isareti ¢izildi. Hiir
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gruptaki 2 kuyucugun mediumlar1 sirasiyla, 500ul %10 FBS ve %1 L-glutamine/Penisilin-
streptomisin iceren DMEM medium ve 11U/ml rtHUEPO igeren 500ul %10 FBS ve %1 L-
glutamine/Penisilin-streptomisin igeren DMEM medium ile degistirildi. Her kuyunun sifirinci
zaman gorlntiileri kamerali inverted mikroskopta 4X’te cekildi. Fotograf ¢ekimi 24 ve 48
‘inci saatlerde de tekrarlandi. Tiim kuyulardan her zaman noktasinda 5 fotograf cekildi.
Goriintiiler, Imaje J programi ile yara kapama analizi (wound healing analysis) eklentisi ile

analiz edildi.

3.6.8 Invazyon Deneyi

Glibolastoma Multiforme hiicreleri invazyon deneyi i¢in Tablo 1.’de belirtilen
miktarda 6 kuyucuklu plaklara kontrol, hedef olmayan siRNA havuzu ve hedef siRNAlar i¢in
daha evvel belirtilen sekilde ekildi. 24 saat sonra her kuyu i¢in Tablo 2.’de 6 kuyucuklu plak
icin belirtilen transfeksiyon karigimi hazirlandi ve ilgili kuyulara eklendi. Transfeksiyon
islemi bitiminde her kuyudaki hiicreler %0,025°lik tripsin-EDTA ile kaldirildi, sayildi. Bu
arada invazyon deneyi i¢in 24 kuyucuklu plak hazirlandi. Her 6rnek icin 2 insert 24
kuyucuklu plaga yerlestirildi. Insertler matrigel ile kaplandi ve 2 saat siireyle 37°C inkiibe
edildi. 2 saatin sonunda her bir insertin altina kemoatraktant olarak %10 FBS iceren media
kondu. Her bir inserte ise ilgili 6rneklerden 20.000 hiicre /insert olacak sekilde 1 ITU/ml EPO
iceren ya da icermeyen %1 FBS’li media ile hiicre ekildi. 24 saat sonunda her bir insert
sirastyla fiksasyon, eozin, hematoksilen ile 1’ muamele edildi. Tiim kuyulardan 5 fotograf
cekildi. Gortintiiler faz-kontrast ¢cevrik mikroskop (CKX41, Olympus) ile fotograflandi ve her

kuyudaki hiicre sayis1 Imaje J programu ile sayilip, analiz edildi.

3.7 Arastirma Plam ve Takvimi

Aragstirilma plani Sekil 5.’de gosterildigi gibidir.

1/1/2017 1/31/2017 3/2/2017 4/1/2017 5/1/2017 5/31/2017
Transient Gen Ifadesi Susturma | b
Proliferasyon Deneyleri E |
Bosluk Kapama Migrasyon Deneyleri ‘_'
Invazyon Deneyleri _l
Literatiir Okuma ¥
Tez Yazimi £ - |

Sekil 5:Arastirma Plan1 Zaman Cizelgesi
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3.8 Verilerin Degerlendirilmesi

Arastirma sonuclarimin istatistik analizi, GraphPad Prism istatistik programimin 6.0
versiyonu kullanilarak yapildi. Veriler ortalama + standart hata bi¢iminde verilmektedir.
Gruplar arasi karsilagtirmalarda Mann Whitney U testi kullanildi. Tiim degerlendirmelerde

p<0,05 anlamlilik diizeyi olarak belirlenmistir.

3.9 Arastirmamn Simirhliklar:
Aragtirma in vitro deneylere dayandigi icin; bulunan verilerin in vivo olarak da
gosterilerek sonuglarin konfirme edilmesi gerekmektedir. Hipotezimizin gegerliligini artiracak

in vivo deneylerin eksikligi bu aragtirmadaki sinirliliktir.

3.10 Etik Kurul Onay1
Dokuz Eyliil Universitesi Tip Fakiiltesi Girisimsel Olmayan Arastirmalar Etik
Kurulu 22.12.2016 tarith ve 2016/32-26 no.lu kararinda; 3035-GOA protokol numaralt

caligmamizin etik agidan sakincali olmadigina karar vermistir.
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4 BULGULAR

4.1 U-87 MG Hiicre Hattinda EPO Reseptorlerinin Varhigimin mRNA ve Protein

seviyesinde gosterilmesi
U-87 MG hiicre hattinda var olan EPO reseptorleri; EPOR, EPHB4, CSF2RB bazal

seviyede hem mRNA (Sekil 6) hem de protein (Sekil 7) seviyesinde gosterilmistir. Kronik
miyeloid I6semi hiicre hatti K562, EPOR ve EPHB4 i¢in; insan immortalize edilmis T

lenfosit hiicre hatti JURKAT ise CSF2RB i¢in pozitif kontrol olarak kullanilmistir.

A
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o o o

Relatif EPOR mRNA Ekspresyonu
o
°
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°
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Relatif EPHB4 mRNA Ekspresyonu

U-87. MG

g
°

-
&

b
(e

o
°

Jurkat U-87 MG

Relatif CSF2RB mRNA Ekspresyonu
o

Sekil 6: EPO Reseptorlerinin U-87 MG Hiicre Hattinda Varliklarinin mRNA Seviyesinde

Gosterilmesi.

K562 ve Jurkat pozitif kontrol (A) EPOR, (B) EPHB4 ve (C) CSF2RB mRNA seviyesinde

gosterilmesi.

U-87T MG K562

135kDa — W= EPHB4
U-87 MG Jurkat
T A
100 kDa—> ‘W WSS CSF2RB
- 2 -l
U-87 MG K562
60 kDa —» wsmmm— < Epop

Sekil 7: EPO reseptorlerinin U-87 MG Hiicre Hattinda Varliklarinin Protein Seviyesinde

Gosterilmesi
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4.2 rHuEPO ‘nun U-87 MG Hiicrelerinde Proliferasyona Etkisinin Gosterilmesi
U-87 MG hiicrelerinde rHuEPO’nun etkisini gosterdigi dozu bulmak i¢in, hiicreler 6nce
0,1-1-10 ve 100 IU/ml rHuEpo ile 72 saat muamele edilmistir (Sekil 8). U-87 MG

hiicrelerinde IU/ml EPO’nun proliferasyonu anlamli olarak artirdiina karar verilmistir.

150+

-
=)
<

(4.}
o
1

Proliferasyon(%)

Kontrol 0,1 1U/ml 1 1U/ml 10 1U/ml 100 IU/ml
EPO EPO EPO EPO

Sekil 8: U-87 MG hiicre hattinda EPO’nun 72 saatte proliferasyona etkisinin gosterilmesi.

Mann Whitney U testi *, p<0.05; **, p<0.01 anlaml1 degeri ile isaretlenmistir.
Bu dozun 24-48-72 saatteki etkileri hem Presto Blue (Sekil 9) hem de BrdU
inkorporasyon deneyi (Sekil 10) ile gosterilmistir. rtHuUEPO’nun bu hiicre hattindaki etkilerini

incelemek i¢in 1 IU/ml olarak uygulanmasina bu sonuglar dogrultusunda karar verilmistir.

R Kontrol
B 1IU/ml EPO

150+

1004

Proliferasyon{"s}

50

24 Saat 48 Saat 72 Saat

Sekil 9: 1 [U/ml EPO’nun 3 zaman noktasinda proliferasyona etkisinin Presto Blue ile

gosterilmesiMann Whitney U testi *, p<0.05; **, p<0.01 anlaml degeri ile isaretlenmistir.
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Il Kontrol
Bl 11U/ml EPO

200+

150+

100+

BrdU Relatif Inkoroporasyonu (%)
04, ]
g

24 Saat 48 Saat 72 Saat

Sekil 10: 1 TU/ml EPO’nun 3 zaman noktasinda proliferasyona etkisinin BrdU proliferasyon

deneyi ile gosterilmesi

Mann Whitney U testi *, p<0.05; **, p<0.01 anlaml1 degeri ile isaretlenmistir.

4.3 Reseptor Gen ifadelerinin Susturulmasi

EPO reseptorlerinin, EPOR, EPHB4 ve CSF2RB ifadelerinin kullanilan siRNA’larla
susturulmasi protein seviyesinde represantatif (Sekil 11) ve istatiksel olarak (Sekil 12)
gosterilmistir.  Her protein 24 saatlik knockdown ile anlamli sekilde protein seviyesinde

indirgenmistir.
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Sekil 11: EPO reseptorlerinin ifadelerinin siRNA ile susturulmasi.

(A) EPOR, (B) EPHB4 ve (C) CSF2RB represantatif olarak gosterilmesi.
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0.6 0.6 0.6

0.5 - 0.5- n 0.5

Scrambled  siEPOR Scrambled siEPHB4 Scrambled  siCSFZRB

Sekil 12: EPO reseptorlerinin ifadelerinin siRNA ile susturulmas: kantitatif olarak
gosterilmesi

U-87 MG hiicre hatt1 24 saat siireyle ilgili siRNA ile muamele edilmistir. (A) EPOR, (B)
EPHB4 ve (C) CSF2RB kantitatif gosterilmesi.

Mann Whitney U testi *, p<0.05 degeri ile isaretlenmistir.
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4.4 Reseptor Susturmalarinin Proliferasyona etkisi

rHuEPO’nun proliferasyona etkisini hangi reseptorler (homodimer ya da heterodimerler
olarak) aracilig1 ile gergeklestirdigi; her reseptoriin tek basina knock down edildigi kosullarda
Presto Blue deneyi ile gosterilmistir (Sekil 13).

A Em Kontrol

3 11U/ml EPO

150+

1004

Proliferasyon (%)

50

Scrambled SiEPOR

B mm Kontrol

mm 11U/ml EPO

150+ ! !

100+

Proliferasyon (%)

504

Scrambled SiEPHB4

El Kontrol
@8 11U/mlEPO

150+ 1 1

100

504

Proliferasyon (%)

Scrambled siCSF2RB

Sekil 13: EPO reseptorlerinin U-87 MG Hiicrelerinde Proliferasyona Etkisinin Gdsterilmesi
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1 IU/ml EPO’nun U-87 MG hiicrelerinde etkisi (A)EPOR, (B)EPHB4 ve (C)CSF2RB siRNA
ile muamele edildikten sonra 72 saat uygulanarak gosterilmistir. Mann Whitney U testi *,

p=0.05; **, p<0.01 anlaml degeri ile isaretlenmistir.

4.5 Reseptor Susturmalarimin Migrasyona EtKisi
1 TU/ml rHuEPO’nun U-87 MG hiicrelerinde migrasyonuna etkisi ve rHuEpo’nun
migrasyona olan etkisini hangi reseptor/reseptorler {izerinden gerceklestirildigi ise her

reseptoriin tek basina susturuldugu deney diizeneklerinde gosterilmistir (Sekil 14).

A H Kontrol

] 1 IU/ml EPO
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Scrambled siEPHB4
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C B Kontrol
[l 1 [U/ml EPO
100
80
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40

Yiizey Alani (%)

20+

Scrambled siCSF2RB

Sekil 14:1 TU/ml EPO'nun U-87 MG hiicrelerinde invazyona etkisi ve EPO reseptdrlerinin

migrasyona etkisinin gdsterilmesi.

1 IU/ml EPO’nun U-87 MG hiicrelerinde etkisi (A)EPOR, (B)EPHB4 ve (C)CSF2RB siRNA
ile muamele edildikten sonra 24 saat uygulanarak gosterilmistir. Mann Whitney U testi *,
p=<0.05 anlaml1 degeri ile isaretlenmistir.
4.6 Reseptor Susturmalarinin Invazyona Etkisi

Son olarak EPO reseptorlerinin her birinin tek basina susturuldugu kosullarda,
rHuEpo’nun U-87 MG hiicrelerindeki invazif etkisindeki degisim gosterildi (Sekil 15). Sekil

16’da da bu degisim represantatif olarak gosterilmistir.
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H Kontrol
M 1 IU/ml EPO

1501 *

2

n
<

Invaze Olan Hiicre Sayisi(%)

<

Scrambled siCSF2RB

Sekil 15:1 IU/ml EPO'nun U-87 MG hiicrelerinde invazyona etkisi ve EPO reseptdrlerinin

invazyona etkisinin gosterilmesi

1 IU/ml EPO’nun U-87 MG hiicrelerinde etkisi (A)EPOR, (B)EPHB4 ve (C)CSF2RB siRNA
ile muamele edildikten sonra 24 saat uygulanarak gosterilmistir. Mann Whitney U testi *,

p<0.05; **, p<0.01 anlaml1 degeri ile isaretlenmistir.
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Kontrol Scrambled siEPOR

Kontrol

1 TU/ml EPO = §

siEPHB4 siCSF2RB

Kontrol

1 IU/ml EPO

Sekil 16:1 IU/ml EPO'nun U-87 MG hiicrelerinde invazyona etkisi ve EPO reseptorlerinin

invazyona etkisinin represantatif gosterilmesi
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5 TARTISMA

Bu calismamizda in vitro olarak GBM hiicrelerinin fonksiyonel EPOR, EPHB4 ve fCR
reseptorlerinin  sentezledigini  ve her Dbirinin rHuEPO’nun glioma hiicrelerinin
proliferasyonuna ve invazyonuna katki sagladigini ancak migrasyonunu anlamli olarak
artirmadigini gosteriyoruz.

CIA ve CRA hastalarinda rHUEPO’nun kullaniminin hasta yasam kalitesini artirdigina
dair ¢caligmalar bulunsa da kanser tedavisi gormeyen ya da fakli adjuvan tedaviler uygulanan
hastalarda rHuEPO’nun uygulanmasina dair ¢ekinceler bulunmaktadir. GBM hiicrelerinde
EPORun varligi, U-87 MG hiicre hatt1 dahil, GBM hiicre hatlarmda mRNA'® ve protein'**
109 114 geviyeside ve ayrica hasta dokularinda'” immiin doku boyama ile bazal seviyede
gosterilmistir. Her hiicre hattinda ve her hasta dokusunda ayni miktarda veya yiiksek
miktarlarda olmasa da EPOR ifadesi genel olarak GBM hiicrelerinde dogrulanmistir. GBM
hiicrelerinde rHUEPO’un (0,1-2-10-100 IU/ml) proliferasyona Yin ve ark.’lar1 tarafindan

1% Peres ve ark.’lart da rHUEPO’nun (10 IU/ml) endojen olarak sentezlenen

gosterilmistir.
EPO ifadesi susturulsa dahi proliferasyonu artirdigmi ve bunu EPOR bagmli olarak
gerceklestirdigini gostermislerdir.' Bununla beraber; Hassouna ve ark. U-87 MG dahil
olmak iizere 4 farkli hiicre hattinda rHuEPO’nun (0,3 [U/ml) migrasyona anlamli bir etkisini

10 . .. O v
Migrasyona etkisi olmadig1 One siiriilen

olmadigint gdsteren sonuglart bulunmaktadir. !
rHuEPO’nun, U-251 MG ve U-373 MG hiicre hatlarinda (200 IU/ml) invazyonu artirdig1
Mohyeldin ve ark.’lari tarafindan gosterilmistir.'” Biz calismamiz da literatiir ile uyumlu
olarak rHuEPO’nun U-87 MG hiicre hattinda anlamli olarak proliferasyonu artirdigini
gostermekteyiz. Bununla beraber EPO bagimli EPOR dimerizasyonu ile aktive olan klasik
EPO metabolik sinyal yolaginin glioma hiicrelerindeki proliferasyona etkisini arastirmak i¢in
transient bir sekilde EPOR ifadesini susturduk. Bunun EPO uygulanmis EPOR knockdown
hiicrelerdeki proliferasyonu anlamli olarak azalttigin1  gosterdik. Bununla birlikte
rHuEPO’nun glioma hiicrelerinde migrasyonu anlamli olarak artirmadigini ancak EPOR
knockdown edilen kosullarda EPO uygulamasinin migrasyonu anlamli olarak artirdigini
gosterdik. Calismalarimizdaki hiicre hatti, kullanilan tHUEPO dozu ve buna bagli olarak
invazyon miktarindaki farkliliklar olmakla beraber, Mohyeldin ve ark. ile uyumlu olarak
rHuEPO’nun U-87 MG hiicrelerinde invazyonu anlamli olarak artirdigini gosterdik. Yine bu

etkinin EPOR bagimli oldugunu, EPOR knockdown hiicrelerinin rHuEPO’ ya karsi

verdiklerini invazyon yanitindaki anlamli azalmayla gosterdik.
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EPHB4 reseptorii’ niin, Efrin B2 ligand1 ile birlikte ifadesinin embriyonik gelisim
siiresince atar ve toplar damarlara spesifik sentezlendigini ve 6zellikle angiogenesiz ile iliskili
oldugu gosterilmistir.”® EPHB4’tin ifadesinin kanser hiicrelerinde genel olarak arttigim ve
artts miktarmin kanser progresyonu ile pozitif korelasyonunu gosteren c¢aligmalar
bulunmaktadir. Bununla beraber EPHB4’lin tiimér prognozunu efrinB2 ligandi bagimsiz
sinyal yolaklar1 tarafindan gerceklestigi onerilmistir.

EPHB4’iin eritropoesiz de gorev aldigi bilinmektedir.** Timér ve EPO/EPOR
baglaminda EPHB4 potansiyel EPOR partneri olarak ilk defa gogiis kanseri hiicre hatti
panelinde incelenmistir. EPHB4 ekspresyonun tiim gogiis kanseri hiicre hatlarinda var olusu
ve EPOR ifadesi ile pozitif korelasyon gostermesi sonucu EPOR sinyal yolaginda gorev
aldig1 one sliriilmiistiir. Pradeep ve ark. lart rHuEPO’nun EPOR bagimsiz olarak EPHB4
reseptorii. ve  STAT3 araciligi ile timdr biliyliimesini ve progresyonunu artirdigini
gostermislerdir.

EPHB4 ve EfrinB2 glioma iliskisi, farkli evrelere ait glioma dokularinda immiin doku
boyamasi ile gosterilmis; artan evre ile dogru orantili olarak artan EPHB4 ve efrinB2 ligand1
ekspresyonu bulunmustur, Buna ek olarak EPHB4/Efrin B2 miktarindaki birlikte goriilen artis
ile stabil seyir gosteren hasta miktarinda azalis oldugu belirtilmistir. Glioma hiicrelerinde
EPHB4 ifadesinde artisin in vitro ve in vivo olarak proliferasyonu artirdigi ve daha invazif bir
fenotipi indiikledigi gosterilmistir. Ayrica EPHB4’iin miktarindaki artisin STAT3 ve ERK
fosforilasyonu artirdigi ve EGFR miktarinda da artisa sebep oldugu gosterilmistir.

Bu calismada rHuEPO ‘nun tiimor prognozuna etkilerinin EPHB4 varlig1 ile de
gerceklesebilecegi hipotezine dayanarak; EPHB4’{in ifadesinin susturuldugu kosullarda U-87
MG hiicrelerinin rHUEPO’ ya bagl proliferasyona, migrasyona ve invazyona olan cevabini
aragtirdik. EPHB4’lin diger 2 reseptdre nazaran proliferasyona etkisinin daha az oldugu,
ancak U-87 MG hiicrelerinin rHuEPO bagimli invazyonuna dogrudan aracilik ettigini
gosterdik.

Beta ortak reseptoriiniin EPOR ile olusturdugu diisiiniilen reseptor dimerleri ile
endojen ya da ekzojen rHUEPO’nun doku koruyucu etkilerinin gosterilmesinde rol aldigi
Onerilmistir. EPOR ile beraber kanser de varligi ilk defa Debeljak ve ark.lari tarafindan

sorgulanmistir. GOgiis kanseri hiicrelerinden olusan bir hiicre hattinda panelinde CSF2RB
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ifadesinin az miktarda oldugu ve EPOR ile negatif korelasyon gosterdigi belirtilmistir. EPOR
ile negatif korelasyon gostermesi ise de CSF2RB ve EPOR olusturdugu oOnerilen doku
koruyucu reseptdér komplekslerinin en azindan incelenen hiicre hatlarinda olusup
olusmadigina dair soru isaretleri yaratmstir.

Literatiir de CSF2RB ‘nin GBM hiicre hatlarinda ya da hastalarinda varligini arastiran
bir ¢alisma bulunmamaktadir. Bununla beraber biz CSF2RB ‘nin glioma hiicrelerinde
varligin1 ve Otesinde beta ortak reseptoriiniin ekzojen olarak verilen rHUEPO bagimli olarak

bu hiicrelerde proliferasyona ve invazyona etkisini gostermis bulunuyoruz.
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6 SONUCLAR VE ONERILER

Potansiyel olarak endojen ya da ekzojen EPO ile aktive oldugu diisiiniilen EPHB4 ve
CSF2RB ve klasik EPOR reseptorii calistigimiz GBM hiicre hattinda bulunmaktadir. Her 3
reseptoriin de rHUEPO’nun proliferasyon ve invazyona etkisini belirli derecelerde etkiledigi
gosterilmistir. Literatiirdeki GBM ve rHUEPO arasindaki iligkiyi inceleyen in vitro ve in vivo
caligmalar ile beraber GBM hasta dokularinda yapilan ¢alismalarda EPO/EPOR ve hastaliksiz
sag kalim korelasyon caligmalar1 goz oOniinde bulunduruldugunda; bizim de calismamizla
beraber, rTHUEPO’nun GBM hastalarinda CIA ya da CRA kullanilmasinin dikkatli
gerceklesmesini gerektigini onermekteyiz. Bundan sonraki ¢alismalarda, oncelikle reseptor
spesifik bloklayict antikorlar kullanilarak yine reseptorlerin proliferasyona, migrasyona ve
invazyona etkilerinin tekrar konfirme edilmesi gerektigini diisiiniiyoruz. Bununla birlikte
rHuEPO ile iliskili bu 3 reseptoriin tiimor progresyonuna etkisinin hangi reseptor ikilileri
aracilifl ile hangi sinyal yolaklar ile gerceklestiginin daha detayli olarak incelenmesi

gerektigini diisiiniiyoruz.
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