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KISALTMALAR 

AKI: Akut böbrek yetmezliği (Acute kidney injury) 

BAD: Bcl-2 ile ilişkili hücre ölümü uyaran protein (BCL2 associated agonist of cell death) 

CBP: cAMP respons elementine bağlanan proteinine (CREB ) bağlanan protein (CREB 

binding protein) 

CHF: Kronik kalp hastalarında (Chronic Heart Failure) 

CIA: Kemoterapi ile indüklenen anemi ( Chemotherapy induced anemia) 

CRA: Kanserin kendisi yüzünden (Cancer related anemia)   

CSF2RB: Beta ortak reseptörü (Beta common receptor) 

EPHB4: Efrin B tipi reseptörü (Ephrin B type receptor) 

EPO: Eritropoetin (Erythropoietin) 

EPOR: Eritropoetin reseptörü (Erythropoietin receptor) 

EPOR-F: Fonksiyonel EPO reseptörü (Functional EPO receptor) 

EPOR-S: Çözünebilir EPO reseptörü (Soluable EPO receptor) 

EPOR-T: Trunkat EPO reseptörü (Truncated EPO receptor) 

ERK: Ekstraselüler sinyal regüle edene kinaz (extracellular signal-regulated kinase) 

ESA: Eritropesiz stimüle edici ajanlar (Erythropoesis stimulating agents) 

FDA: Amerikan Gıda ve İlaç Kurumu (US Food and Drug Administration) 

GBM: Glioblastoma Multiforme 

GSC: Glioblastoma kanser kök hücresi (Glioblastoma stem cell) 

GM-CSF: Granülosit- makrofaj koloni sitümüle edici faktör (Granulocyte-macrophage colony 

stimulating agent) 

GPI: Glikozilfosfatidilinositol (Glycosylphosphatidylinositol) 

GSK3 b: Glikojen sentetaz kinaz 3 b (Glycogen synthase kinase 3 beta) 

HIF: Hipoksi ile indüklenen transkripsiyon faktörleri (Hypoxia induced transcription factor) 

HNF-4: Hepatosit nükleer faktör -4 (Hepatocyte nuclear factor-4) 

HRE: Hipoksi respons elementi (Hypoxia Response Element)   

MAPK: Mitojen aktive eden protein kinaz (Mitogen activated protein kinase) 

NF-κB: Nükleer Faktör Kappa-B 

O-DDD: O2 bağımlı degradasyon kısmı (O2 dependent degradation domain) 

PHD: Prolil-4 hidroksilaz (Prolyl hyrdoxlase) 
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PI3K: Fosfoinositid 3-kinaz (phosphoinositide 3-kinase) 

PKC: Protein kinaz c (Protein kinase c) 

PLCγ: Fosfolipaz C gama (Phospholipase c gamma) 

RBC: Kırmızı kan hücresi (Red blood cell) 

rHuEPO: Rekombinant insan eritropoeitini (Recombinant human erythropoietin) 

RTK: Reseptör tirozin kinaz (Receptor tyrosine kinase) 

SHP: Src-homology-tirozin fosfataz 1’in  (Src- homology tyrosine phosphatase 1) 

SRC: Steroid reseptör koaktivatörü (Steroid receptor coactivator) 

STAT5: Sinyal transdüser ve transkripsiyon aktive edici 5 (Signal transducer and activator of 

transcription 5) 

TMZ: Temozolamid 

U-87 MG: U-87 malignant glioma (Uppsula- 87 malignant gliblastoma) 
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GLİOBLASTOMA MULTİFORME HÜCRE HATLARINDA VAR OLAN 

ERİTROPOETİN RESEPTÖRLERİNİN TAYİNİ VE ERİTROPOETİN’İN BU 

HÜCRE HATLARINDA PROLİFERASYONA, MİGRASYONA, İNVAZYONA VE 

ANGİOGENESİZE ETKİLERİNİN ARAŞTIRILMASI 

 

 

Zeynep Özge AYYILDIZ, Dokuz Eylül Üniversitesi, Sağlık Bilimleri Enstitüsü, Sinirbilimler 

Anabilim Dalı, 35340, İnciraltı, İzmir 

 

 

ÖZET 

Glioblastoma multiform (GBM), yetişkinlerde görülen malignant beyin tümörleri 

arasında en yaygın olarak rastlanan beyin tümörü şeklidir. Günümüzde GBM hastalarına 

uygulanan cerrahi rezeksiyon, temozolamide aracılığı ile alkilleyici ajan bazlı kemotörapatik 

uygulanması ve iyonize edici radyasyon tedavisi gibi tedavi yöntemlerine karşı GBM 

hastalarının ortalama yaşam süreleri 15 ay olup, 5 yıllık sağ kalım oranları %10 dan azdır.  

Anemi hem hematolojik kökenli hem de solid tümöre sahip kanser hastalarında, hastalığın 

seyri boyunca herhangi bir evresinde görülen ve hastalığın seyrini etkileyen bağımsız bir 

prognostik faktördür. Kanser süresince görülen aneminin, kanser hastalarında radyoterapiye, 

kemoterapiye ve cerrahi müdahaleye yanıtı azalttığını, tedaviyi olumsuz etkilediğini gösteren 

çalışmalar bulunmaktadır. Rekombinant insan eritropoeitini (rHuEPO) klinik olarak kronik 

böbrek hastalığı ile antiviral HIV terapisi ilişki anemide kullanıldığı gibi kemoterapinin 

tetiklediği aneminin (CIA) gözlendiği kanser hastalarında da kullanılmaktadır. 

Bu çalışmamızda, U-87 malignant glioma (U-87 MG) hücre hattında öncelikle, hangi 

eritropoetin (EPO) reseptörlerinin bulunduğunun belirlenmesi ve sonrasında bu EPO 

reseptörleri aracılığı ile proliferasyon, migrasyon, invazyon ve angiogenesiz gibi hangi 

biyolojik olayların düzenlendiğinin belirlenmesi amaçlamıştır. 

Bu doğrultuda önce bilinen EPO reseptörleri olan EPO reseptörü (EPOR), Efrin B4 

reseptör tirozin kinaz (EPHB4) ve Beta ortak reseptörü (CSF2RB)’nün varlığı U-87 

malignant glioma hücre hattında gösterilmiş, daha sonra reseptör spesifik siRNA’lar ile gen 

ifadeleri 24 saatte efektif olarak susturulmuştur. Reseptör gen ifadesi baskılanan hücreler 1 
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IU/ml Epo ile muamele edilmiş, hedef reseptörlerin rHuEPO’nun proliferasyona, migrasyona 

ve invazyona etkisi scrambled kontrolleri ile kıyaslanarak yorumlanmıştır. 

 rHuEpo’nun U-87 MG hücrelerinin proliferasyonunu ve invazyonunu anlamlı bir 

şekilde artırdığı bulunmuştur. EPO reseptörlerinin, EPOR, EPHB4 ve CSF2RB; bu hücrelerde 

proliferasyon ve invazyon metabolik yolaklarının aktive olmasına ayrı ayrı katkı sağladığı 

anlamlı olarak gösterilmiştir. Her bir reseptörün ayrı ayrı susturulduğu koşullarda, 

proliferasyon ve invazyon anlamlı olarak azalmıştır. Bununla beraber rHuEPO’nun U-87 MG 

hücrelerinin migrasyonunu anlamlı olarak artırmadığı gösterilmiştir. 

 

 

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

Proliferasyon, Migrasyon, İnvazyon, Angiogenez 
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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 Özge AYYILDIZ, Dokuz Eylül University, Institute of Health Sciences, Department 

of Neuroscience, 35340, İnciraltı, İzmir 

 

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 1IU/ml eryhtropoietin and contribution 
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of target receptor to erythropoietin induced proliferation, migration, invasion and 

angiogenesize is evaluated compared to scramled group.  

The effect of rHuEPO 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  
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1 GİRİŞ VE AMAÇ 

 

Anemi, kanser süresince kemoterapi alan hastalarda görülen ve hastanın yaşam 

kalitesini düşüren bir etkendir. Anemi tedavisinde kullanılan kırmızı kan hücresi 

transfüzyonuna göre daha güvenilir bir yöntem olan eritropoesiz stimüle edici ajanların (ESA) 

kullanımının hastaya pozitif katkıda bulunması amaçlanmaktadır. Bu uygulamanın amacının 

aksine, hastalığın seyrini kötü etkileme olasılığı ile ilgili belirsizlik ESA kullanımını 

güçleştirmektedir. Bu belirsizliğe neden olan mekanizmanın aydınlatılması ile GBM ya da 

diğer kanser türlerinde alternatif uygulamaların ve/veya ilaçların özgün şekilde kullanılması 

tedavi sürecine pozitif etkiyecektir. Bu nedenle EPO’nun etkisinin klasik EPO/EPOR sinyal 

yolağı ve EPO ilişkilendirilmiş tüm reseptörleri de kapsayarak araştırılması kritik öneme 

sahiptir. 

Bu projenin amacı ilk olarak literatürde EPO sinyal yolağı ile ilişkilendirilmiş 

reseptörlerin U-87 MG glioblastoma hücre hattında varlığının belirlenmesidir. Ardından 

rHuEPO’nun U-87 MG hücrelerinde (1) proliferasyon, (2) migrasyon, (3) invazyon ve (4) 

angiogenesize etkilerinin araştırılmasıdır. Son olarak da rHuEPO ‘nun etki ettiği gösterilen 

kanserin kötü prognozunda rolü olduğu bilinen bu mekanizmaları hangi reseptörler aracılığı 

ile gerçekleştirdiğini GBM hücrelerinde ilk defa belirleyebilmektir.  

Araştırmanın Hipotezi 

U-87 MG glioblastoma hücrelerinde EPOR, EPHB4, βCR EPO reseptörleri ve bu 

reseptörlerin homodimer, heterodimer ve heterotrimer formaları EPO bağımlı olarak 

proliferasyon, migrasyon ve invazyon gibi biyolojik prosesleri düzenlemektedir.  
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2 GENEL BİLGİLER 

 

 Carnot ve Deflandre 1906 yılında kanda dolaşan ve anemi durumunda kırmızı kan 

hücresi üretimini kontrol eden hemopoetik bir faktör olduğunu öne sürdü1. Bu humoral 

faktörün bulunduğu deneysel olarak kanıtlandı ve faktöre eritropoeitin adı verildi2. EPO 1977 

yılında idrardan saflaştırıldı3 ve bu gelişme; EPO proteininin geninin klonlanmasına, 

karekterizasyonuna ve in vitro ekspresyonuna dair araştırmaların yapılmasına olanak sağladı4; 

5. Amerikan Gıda ve İlaç Kurumu (US Food and Drug Administration, FDA)  rHuEPO; 

epoetin alfayı öncelikle kronik böbrek yetmezliği sonucu ortaya çıkan anemi tedavisinde6, 

sonra da kanser hastalarında kemoterapi ile indüklenen anemi tedavisinde uygulanması için 

onayladı7. 1990 yılı itibari ile rHuEPO ve diğer eritropoesiz stimüle edici ajanlar, kırmızı kan 

hücresi transferi gerektiren anemi tiplerinde bu işlem yerine tercih edilen tedavi yöntemidir. 

Birçok çalışmada EPO’nun klasik bir hematopoietik sitokin olmasının çok ötesinde rol 

oynadığı8-10; doğrudan ya da dolaylı olarak birden fazla hücre tipini etkilediği; antioksidan 

enzim üretimini artırdığını, serbest radikalleri metabolize ettiği, neoangiogenesizi stimule 

ettiği, inflamasyonu modifiye edip, endoteliyal öncü hücrelerinin çoğalmasını ve 

farklılaşmasını uyardığı şeklindeki geniş çaplı etkileri çalışmalarla gösterilmiştir11; 12. 

EPO’nun olası koruyucu etkisi kardiyovasküler, sinir ve renal hücrelerde 

gösterilmiştir13. Kronik kalp hastalarında (Chronic Heart Failure, CHF) anemi prevelansı %20 

olarak tahmin edilmekle beraber14; 15; anemi CHF hastalarının kötü prognozunu, ağırlaşan 

seyir ve artan ölüm oranını, gösteren bir faktördür16-18. Bununla beraber yapılan meta-analiz 

ve sistematik derlemeler, CHF hastalarına uygulanan ESA’ların, hastaların anemiye bağlı 

hastaneye yatırılmalarında azalma sağladığı ve ESA tedavisinin hastanın hayat kalitesini ve 

egzersiz toleransını artırdığını göstermiştir. Öte yandan CHF hastalarında ölüm oranını 

düşürücü bir etkisi olduğu gösterilememiştir19. 

Renal hücreler; mezanjiyal, distal ve proksimal tubüldeki epiteliyal hücreler, EPO-R 

mRNA’sı sentezlemektedirler20. Ayrıca kültürü yapılan renal hücrelerde EPO sinyal yolağının 

aktif hale geldiği; DNA sentezinin ve proliferasyonun arttığı gösterilmiştir. EPO’nun renal 

hücrelerdeki koruyucu etkisinin otokrin –parakrin bir mekanizma ile sağlandığı öne 

sürülmüştür21. Akut böbrek yetmezliği (Acute kideny injury, AKI) üzerine EPO’nun etkisini 

araştıran çalışmalar her ne kadar hayvan modellerinde koruyuculuk göstermişse de21; insan 
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çalışmalarında22  koruyuculuk bulunamamıştır. Kronik böbrek yetmezliğinde EPO’nun etkisi 

sadece anemi ile ilişkili semptomları giderici olarak ele alındığından, genel olarak hastalığın 

seyri üzerine etkisi pek araştırılmamıştır. Bununla beraber yapılan bazı çalışmalar EPO’nun 

CKD prognozu üzerine pozitif yönde etkilediğini gösterse de23, etkisi olmadığını da öne süren 

çalışma mevcuttur11. 

Yapılan çalışmalar EPO’nun ve EPO reseptörünün merkezi ve periferik sinir sisteminde 

olduğunu göstermiştir20. EPO uygulamasından sonra omurilik seviyesinde artan EPO miktarı, 

EPO’nun kan beyin bariyerini geçtiğini de kanıtlamıştır21. EPO’nun multiple sklerozis hayvan 

modelinde immün baskılayıcı etkisi; yine hayvan ve insan modellerinde serebral iskemi 

sonrası oluşan hasarı azaltmaya yönelik etkisi22; embriyonik nörogenesize etkisi23; 

farklılaşmamış schwann hücrelerinin proliferasyonuna etkisi yapılan çalışmalarla 

gösterilmiştir24. EPO antioksidan enzim ekspresyonunu artırmakta böylece serbest 

radikallerin üretim hızını düşürmektedir. EPO ile aktive olan Akt; glikojen sentetaz kinaz 3 b 

(GSK3 b), Bcl-2 ile ilişkili hücre ölümü uyaran protein (BAD) ve kaspaz-9 gibi hücre ölümü 

metabolik yolakların inhibe etmektedir 22-25. 

2.1 EPO, Reseptörleri ve Sinyal Yolakları 

EPO fötal dönemde hepatositlerde; doğum sonrası renal korteksteki peritübüler 

fibroblastlarda üretilen glikoprotein yapı da 34 kDa moleküler ağırlığına sahip bir sitokindir. 

Yetişken bireylerde EPO üretimi ağırlıklı olarak böbrek olsa da; dolaşım sistemindeki 

EPO’nun %10’u26; beyin, karaciğer, akciğer, testis ve dalak gibi nonrenal dokularda üretilir.24 

EPO üretimi düşük oksijen seviyesine duyarlı mekanizmalar tarafından kontrol edilir ve 

periferik kan dolaşımındaki oksijen kapasitesini sabit tutmak için günlük olarak 2x1011 

kırmızı kan hücresini kemik iliğinde üretir12. Bununla beraber EPO üretimi hipoksi haricinde 

hipoglisemi, artan hücre içi kalsiyum miktarı, insülin salınımı, östrojen, androjen, 

somatotropin, insülin benzeri büyüme faktörü-1 gibi molekülleri ile de modüle edilebilir24; 25.  

İnsan EPO geni tek bir kopya şeklinde 7. Kromozomun27 7q22 pozisyonunda bulunup28, 

3kb bir bölgeyi kapsar ve 5 ekzon içerir28; 29.  Bu gen ilk olarak 193 aminoasit içeren bir 

protein sentezler. Post-translasyonal modifikasyonlar sırasında N-terminalindeki 27 

aminoasitlik sinyal peptidi ve C-terminalindeki arjinini kesilerek 165 aminoasitlik olgun EPO 

proteini elde edilir30. EPO protein yapısı; aminoasit zinciri içinde, C7-C161 ve C29-C33 

pozisyonlarındaki 2 disülfit köprüsü ile stabilize edilir (Şekil 1. EPO’ in yapısı). Bununla 
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beraber EPO molekülünün ağırlığının %35-40’ını N (N24, N38 ve N83) ve O (S126) 

bağlantılı oligosakkarit yan zincirler oluşturur31; 32. EPO’nun yapısındaki disülfit bağların 

eksikliği molekülün bioaktivitesinin düşmesine sebep olurken33, N bağlantılı 

oligosakkaritlerin eksikliği in vitro molekülün fonksiyonunu etkilemezken;  in vivo olarak 

molekülün biosentezini, yapısal stabilitesini, sekresyonunu, plazmadaki yarılanma süresini ve 

temizlenmesini etkiler34-36. Deglikolize olmuş EPO’nun aktivitesi oldukça kısa sürer37. 

Eritropoesiz stimule edici ajanlar; endojen olarak sentezlenen rHuEPO ‘nun değişik 

glikolizasyon paterni gösteren iki formu olan eritropoetin- ve eritropoetin-, ve 2. nesil 

üretim olan 2 ekstra N-glikolizasyon kısmı eklenmiş uzun süreli etkili (daha uzun yarılanma 

ömrü olan) darbopoetin- şeklinde bulunabilir 38. 

2.1.1 EPO Reseptörleri 

2.1.1.1 Eritropoetin reseptörü (EPOR) 

İnsan EPOR geni kromozom 19’da p13.3-p13.2 pozisyonunda bulunur39; 40. EPOR 

geni 6kb’lik bir bölgeyi kapsar ve 508 aminoasitlik bir protein sentezleyen 8 ekzon içerir41.  

EPOR genin; non-coding RNA, fonksiyonel transmembran proteini (EPOR-F), trunkat 

proteini (EPOR-T) ve en az bir tane çözünür proteinini (EPOR-S) sentezleyen farklı kesim 

varyantları vardır 42-44. 

 

Şekil 1:Farklı mRNA Kesim Varyantları Tarafından Sentezlenen EPOR’leri. 
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EPOR, sitokin tip 1 reseptör ailesinin (cytokine type 1 receptor family) bir 

reseptörüdür24. Post-translasyon modifikasyonları sırasında, N-terminalindeki 24 aminoasitlik 

sinyal peptidi kesilir ve EPOR proteini; glikolizasyon, fosforilasyon ve ubikitinasyon ile 60 -

105kDa arasında değişen moleküler ağırlığı olan matur EPOR proteinleri oluşur45-47. Matur 

insan EPOR proteininin; 48 transmembran kısmına yakın bulunan korunmuş WSXWS motifi 

ve 2 çift sistein rezidüsi olan liganda bağlanan ekstraselüler kısmı, 48tek transmembran kısmı 

ve (3) katalitik aktivitesi olmayan sitoplazmik kısımları bulunur49. 

EPO ‘nun hematopoietik hücrelerdeki etkisi, hücre yüzeylerindeki EPO’ ya özgü 

reseptör olan EPOR aracılığı ile gerçekleşir25. EPO ‘nun reseptörlere bağlanması ile EPOR 

dimerizasyonu oluşur. EPO reseptörlerinin büyük bir kısmı kemik iliğindeki eritrosit öncül 

hücrelerinin [erythroid burst-forming units (BFU-E),and erythroid colony-forming units 

(CFU-E)] yüzeyinde bulunur24. Bununla beraber; kardiyomiyositlerin, kardiyak 

fibroblastlarının, endoteliyal ve vasküler düz kas hücrelerinde, mide hücrelerinde, retinal ve 

prostat hücrelerinde, insan saç foliküllerinde ve iç kulaktaki işitsel kıl hücrelerinde 

bulunabilir45; 50; 51. Ayrıca EPO reseptörü birçok kanser hücresi yüzeyinde de bulunabilir24. 

 

2.1.1.2 Beta ortak reseptörü (CSF2RB) 

İnsan koloni stimule edici faktör 2 beta reseptörü [colony-stimulating factor 2 

receptor, beta (CSF2RB)] 14 ekzon içerir ve kromozom 22 ‘de 22q13.1 pozisyonunda bulunur 

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/1439).  CSF2RB geni interlökin 3 ve 5 ‘in ve granülosit- 

makrofaj koloni stimüle edici faktör (GM-CSF) ‘nin yüksek afinite reseptör subunitesi olan 

ortak beta zincir proteinini sentezler24. 
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Şekil 2: Doku Koruyucu Olarak Görev Yaptığı Önerilen EPOR-CSF2RB Heterodimeri ve 

Heterotrimeri 

EPO’nun non-hematopoietik dokulardaki ( kalp, kan damarları, böbrek ve beyin)  

hücre koruyucusu etkisinin52 EPOR- βcR heterodimeri24 ya da EPOR- βcR-EPOR 

heterotrimeri1 aracılığı ile yapıldığına dair görüşler bulunmaktadır. Her ne kadar hayvan 

modellerinde eritropoetik olarak inaktif EPO türevleri ve analogları uygulanarak doku 

koruyuculuğu gösterilmiş olsa da53, non hematopoietik dokudaki EPOR varlığını kanıtlayan 

yöntemlere dair kuşkular bulunmaktadır54. EPOR- βcR arasında oluşan heteroreseptör 

kompleksi ile aktive olan sinyal yolaklarının klasik EPOR dimerizasyonu ile aktive olan 

sinyal yolaklarından farklı olabileceği düşünülse de tam olarak çalışma mekanizması ve 

yolakları ile ilgili bir bilgi yoktur55-58.   

 

2.1.1.3 Efrin B tipi reseptör 4 (EPHB4) 

Efrin B4 reseptörü (EphB4) kromozom 7’de 7q22 pozisyonunda bulunup, 17 ekzona sahiptir 

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/2050). Efrin reseptörleri, vasküler endotelyal büyüme 

faktörü (VEGF) ve Tie reseptör tirozin kinazlar (RTK) gibi angiogenesizi kontrol eden RTKs 

ailelerinden bir diğeridir59.  Efrin RTK ailesini diğer RTK ailelerinden ayıran sadece sahip 

olduğu 14 reseptör ve 8 efrin ligandı ile büyüklüğü değil, ayrıca membrana bağlı olan efrin 

ligandları ile çalışması ve hücresel itme, adhezyon, hücrenin ekstraselüler matrikse tutunması 

ve hücre migrasyonu sırasında rol almasıdır59. Ayrıca efrin reseptörleri ve ligandları 
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arasındaki etkileşim tek yönlü değil çift yönlü şekilde çalışır ve sinyal yolaklarını aktive 

eder59. Efrin reseptörleri ve ligandlarının omurgalı ve omurgasızlarda homologları olmakla 

beraber60; reseptör/ligand çiftlerinin sinir sisteminde arka beyin gelişimi sırasında, akson ve 

nöral krest hücresi yönlendirmede61 ve embriyonik dönemde vasküler gelişimde, erişkin 

dönemde angiogenesiz de görev yaptıklarına dair çalışmalar mevcuttur59. Yapılan çalışmalar62 

gelişimin erken safhalarında EphB4 reseptörünün toplardamar endotelyal hücreleri için; efrin 

B2 ligandının ise atardamar endotelyal hücreleri için en iyi biyobelirteç olduğunu 

göstermiştir. EphB4/Efrin B2 ikilisinin herhangi birinin knock out olduğu durumlarda elde 

edilen sonuçlar; reseptör-ligand çiftinin embriyonik vasküler gelişimi çift yönlü regüle ettiğini 

ortaya koymuştur63. EphB4/Efrin B2; atar-toplardamar kavşağında endotelyal hücrelerin 

ilişkilerini kontrol edip; yeni kapiller oluşumunu stimule edebildiği gibi,  

atar-toplardamarlardaki jukstakrin ekspresyonları kontak oluşumuna bağımlı iletişim ile 

vasküler oluşumu indükleyebilir ve etraflarındaki mezenkimal hücrelerle de etkileşime 

geçerek oluşan damarlanmanın kalıcılığını sağlamak amacıyla, onların perivasküler destek 

hücrelerine farklılaşmalarını sağlayabilirler59.  

 

Şekil 3: NEPOR, EPO Bağımlı Doku Koruyucu Reseptörleri 

 Bunların yanı sıra EphB4 ‘ün eritropoesizde rolü olduğu da ileri sürülmüştür64.  

Suenobu at al, EphB4 RTK sahip öncül eritroid hücreleri ile EphB4 ligandı efrin B2’ye sahip 
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kemik iliği stroma hücreleri ve endotelyal atardamarların beraber kültürü yapıldığında, 

eritroid projenitor hücrelerinin stromal hücrelerden ayrıldığı ve olgun eritrositleri 

oluşturduğunu göstermiştir. Jackson et al, 2013 yılında Amerika patent aplikasyonunda EPOR 

homodimeri, EPOR-EPHB4 heterodimeri ve EPHB4 homodimerinden oluşan reseptör 

komplekslerine NEPOR adını vermiş ve bu komplekslerin özgün bir doku koruyucu etkisi 

olduğunu öne sürmüştür. 

2.1.2 EPO ile aktive olan sinyal yolakları  

 

Şekil 4: EPO Sentezinin Normal (%21 O2) ve Hipoksi (%1 O2) Koşulunda Regülasyonu 

Epo ile aktive olan sinyal yolaklarını incelemeden önce Epo gen ekspresyonunu 

modüle eden O2 miktarına duyarlı mekanizmadan bahsetmek doğru olacaktır. Her ne kadar 

hipoksi ile indüklenen Epo üretimine dair bilgiler hepatoma hücre hatlarından elde edilmiş 

olsa da24   renal ve hepatik hücrelerde üretilen Epo 2 hususta farklılık gösterir. İlki; renal ve 

hepatik hücrelerde hipoksi respons element’ inin (HRE)  Epo genindeki lokalizasyonundaki 

farklılıktır: HRE, renal hücrelerde genin upstreamin de, hepatik hücrelerde ise 

downstreaminde bulunur65. İkincisi ise Epo üretimini sağlayan hipoksiye verilen cevap 

miktarında şeklinde görülür; Cevap, renal hücrelerde ya hep ya hiç şeklinde, öte yandan 

hepatik hücrelerde dereceli olarak görülür66. Epo ekspresyonu normal koşullarda GATA-2 ve 

Nükleer Faktör Kappa-B (NF-kB) ile negatif1; hipoksi koşulunda hipoksi ile indüklenen 
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transkripsiyon faktörleri (HIF’ler)24 ;  hepatosit nükleer faktör -4 (HNF-4) ve transkripsiyonel 

ko-aktivatörler: p300, cAMP respons elementine bağlanan proteinine bağlanan protein 

(CBP)67 and p160 steroid reseptör koaktivatörü (SRC)68 ile pozitif yönde kontrol 

edilmektedir. Epo promotoru normal koşullarda GATA-2 tarafından inhibe edilmiştir. HIF 

proteinleri α ve β subunitelerinden oluşur. α subunitleri C terminallerinde O2 bağımlı 

degradasyon kısmı (O-DDD) ve trans aktive kısmı olan sitoplazmik bir proteindir69. O2 

varlığında HIF1-α prolil rezidülerinden prolil-4 hidroksilaz (PHD-1/2/3) ile hidroksillenir ve 

Hippel-Lindau tümör baskılayıcı protein (VHL)/E3 ligaz ile birleşerek direk proteozamal 

degradasyona uğrar24. Son olarak Epo ekspresyonu doku spesifik, O2 bağımsız olarak ta HIF 

bağlanma bölgesinin yanındaki doğrudan tekrarlanan (DR2) DNA elementine bağlanan70 

tiroit hormonu71 ya da retinoik asid72 ile de indüklenebilir. 

 EPO’nun etkisinin normal ya da tümör hücresi üzerinden direkt olarak görülebilmesi 

ve alt sinyal yolaklarının aktivasyonu için hücre yüzeyinde fonksiyonel EPOR bulunmalıdır. 

EPOR, EPO ile aktivasyonu sonucunda konformasyonel değişikliğe uğrayan ekstraselüler 

kısmı ile alt sinyal yolaklarının aktivasyonunda görevli proteinlerin bağlanabileceği 8 

fosforilasyon rezidüsü bulunan sitoplazmik kısımdan oluşur73.  Yapılan çalışmalar, EPOR ile 

Janus-activated kinase 2 (JAK2)/ sinyal transdüser ve transkripsiyon aktive edici 5 STAT5); 

mitojen aktive eden protein kinaz (MAPK)/ekstraselüler sinyal ile regüle edene kinaz (ERK); 

fosfoinositid 3-kinaz (PI3K)/Akt; and protein kinaz C (PKC) sinyal yolaklarının aktive 

olduğu1; bununla beraber hipoksi ve apoptoz sinyal yolaklarının da EPOR ile ilişkili olduğunu 

gösterilmiştir.  

EPO’nun EPOR’a bağlanması ile EPOR homo-dimerizasyonu oluşur. Bu sayede 

intrinsik tirozin kinaz aktivitesi olmayan EPOR yerine, EPOR’un intraselüler kısmında 

bulunan sitoplazmik tirozin kinaz olan JAK2 moleküllerinin; dimerizasyon ile birbirine 

yakınlaşmasıyla transfosforilasyonları gerçekleşir49. Aktif JAK2, EPOR dâhil olmak üzere 

intraselüler proteinlerin fosforilasyonunu sağlar. STAT5’da JAK2 ile fosforile olan 

proteinlerden biridir74. Fosforilasyonu takiben STAT5 proteinleri homodimer oluşturarak 

aktif hale gelir ve çekirdeğe taşınırlar. Oluşan dimer DNA ile direk olarak STAT5 spesifik 

bağlanma motifi ile etkileşime geçer ve siklin D1, BCL-XL gibi hücre döngüsü kontrol ve 

apoptoz direnç mekanizmaları ile ilişkili genlerin aktivasyonunu sağlar73. Bununla beraber 

eritroid farklılaşması ile genlerin transkripsiyonel aktivasyonu da sağlanmış olur75. Aktive 

olan sinyal yolağı ise EPOR’a (fosfotirozin 429), Src-homology-tirozin fosfataz 1’in (SHP1) 
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bağlanması ile JAK2 defosforilasyonu ile alt sinyal yolaklarının aktivasyonu deregüle edilmiş 

olur75-77. 

 SOS, GRB2 gibi adaptör proteinlerin EPOR ile fosforilasyonu ve RAS’ın 

aktivasyonunu sağlamaları ile MAPK/ERK ve PI3/AKT sinyal yolakları aktive olur78.  İki 

sinyal yolağının da EPO ile aktivasyonu sonucu c-myc ekspresyonun ve dolayısı ile nükleer 

c-myc proteinin miktarında artış gözlenmiştir.  Buna bağlı olarak myc’in diğer nükleer 

proteinlerle oluşturacağı heterodimerler ile hücre döngüsü kinaz inhibitörleri, protein sentezi 

regülatörleri ve microRNA’ların da modülasyonunda değişikler oluşturabilecek etkilerden 

bahsedilebilir79. 

 EPO-EPOR aktivasyonu ile indüklenen bir diğer yolak ta PKC metabolik yolağıdır. 

EPO’nun EPOR’a bağlanması ile fosforile olan fosfolipaz C gamma (PLCγ); membrana bağlı 

glikozilfosfatidilinositol (GPI) ilişkili protein hidrolozine sebep olur80. GPI’nin hidrolize 

oluşu da PKC yolağını aktive eder. Yolak ERK gibi regülator proteinlerin nükleer 

translokasyonu ve apoptoz direnci ve DNA sentezi gibi hücre davranışında değişikliğe sebep 

olacak genlerin transkripsiyonun indüklenmesi ile son bulur. 

 EPOR aktivasyonunun kanser81-83 ve nörolojik korunma84; 85 durumlarında apoptotik 

metabolik yollar üzerine etkisi literatür de farklı şekillerde önerilmiştir.  Bu etki anti-

apoptotik BCL-XL ve BCL-2 proteinlerinin up-regülasyonu ile açıklandığı gibi BAX, BAD 

ya da kaspazlarından bahsedebileceğimiz proapoptotik moleküllerin down regülasyonu ile de 

gösterilmiştir86-88. NF-kB yolağının da EPO aracılığı gelişen apoptotik direnç 

mekanizmalarından biri olduğu öne sürülmüştür89; 90. 

2.2 Eritropoesiz stimule edici ajanlar (ESA) ve Kanser 

Kanser hastalarında görülen anemi; hastalığın prognozu için bağımsız bir sağkalım 

faktörüdür91. Kanser türüne göre, hastalarda görülen anemi prevelansı değişse de yapılan 

çalışmalar, solid tümörlerin %66’ında, hematolojik kökenli tümörlerin ise %72 sinde 

hastalığın seyri boyunca bir dönemde hastaların anemik olduğunu gösteriyorlar92. Anemi, 

kemoterapi gören hastalarda kemoterapinin miyelosupressif etki göstermesi yüzünden; kanser 

ile indüklenen anemi (CIA)  şeklinde ya da kanserin kendisi yüzünden (CRA)  görülebilir93. 

Kanser anemisi için 2 farklı terapi bulunuyor; 48 kırmızı kan hücresi (RBC) transfüzyonu,  ve 

48  kemik iliğindeki kırmızı kan hücresi öncüllerindeki EPOR’u aktive ederek RBC üretimini 
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uyaran eritropoesiz stimüle edici ajanlar (ESA)94. RBC transfüzyonu hızlı bir şekilde 

hemoglobin seviyesinde artış sağlamak için95 bir seçenek olsa da; etkisinin 15 gün içinde 

azalması96 ve bununla beraber bulaşıcı patojen taşınması ve transfüzyona bağlı akut akciğer 

rahatsızlığı gibi riskleri97 bulunmaktadır. Epoetin alfa ve darbepoetin alfa gibi ESA’lar ile 

plasibo kontrollü denemeler, ESA kullanımının RBC transfüzyon miktarını azalttığını 

göstermiştir94. Bunu takiben her ne kadar ESA kullanımı kemoterapi tedavisi gören 

hematolojik kökenli olmayan kanser hastalarında uygulanması için FDA tarafından onaylansa 

da ESA kullanımının; tromboembolik olayları artırdığına98, hastalığın ilerlemesini ve 

mortaliteyi artırdığını gösteren99 çalışmalar mevcuttur. 

 Kullanılan ESA ilaçlarının prospektüsünde ESA kullanımının kanser hastalığın seyrini 

ve kötü prognozunu artırdığını öneren 8 klinik denemeden bahsedilmektedir94.  Bu 

çalışmaların ikisi sadece radyoterapi görmüş hastalarda, ikisi hiçbir tedavi görmemiş kanser 

hastalarında ve son olarak 4’ü ise sadece kemoterapi tedavisi almış kanser hastalarından 

yapılmış çalışmalardır. 

İlk iki çalışma sadece radyoterapi alan baş ve boyun kanseri hastalarında yapılmış 

ENHANCE100 ve DAHANCA-10101 klinik denemeleridir. ENHANCE denemesinde epoetin 

beta, DAHANCA-10 denemesinde ise darbopoetin alfa, hastalara uygulanmış; her iki 

uygulamada da hemoglobin seviyesinin ≥ 14g/dl olması hedeflenmiştir. ENHANCE 

denemesinde ESA alan hastalarda lokorejyonel ilerleme ve düşük sağkalım görülmüştür. 

Benzer şekilde DAHANCA-10 denemesinde de darbopoeitin alfa ile tedavi edilen hasta 

grubunda da kötü prognoz ve düşük sağ kalım oranları görülmüştür. Her ne kadar bu iki 

denemede bulunan sonuçlar yapılan diğer çalışmalarda tekrarlanamasa da ESA kullanımının 

sadece radyoterapi alan hastalarda önerilmemesi için yeterli etkiyi yapmıştır. 

Hiçbir tedavi almayan kanser hastalarında yapılan EPO-CAN-20102 ve AMG 20010103 

103 denemelerinde sırasıyla büyük hücreli akciğer kanseri ve hematolojik kökenli olmayan 

kanser hastaları, epoetin alfa ve dabopoetin alfa ile tedavi edilmişlerdir. EPO-CAN-20 

çalışması ara analizler sırasında ESA alan grupta artan mortalite oranı yüzünden 

sonlandırılmıştır. AMG 20010103 çalışmasında ise yapılan mortalite analizlerinde ESA 

yanıtının ESA grubunda mortaliteyi artıran bir faktör olduğu ortaya çıkmıştır. Her ne kadar 

daha sonra yapılan çözümleyici veri analizleri mortalite risk oranını ve istatiksel anlamlılığı 

düşürüp bu durumun tüm hasta alt gruplarını yansıtmadığını önerse de bu iki çalışma temel 
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alınarak, ESA kullanımının hiçbir tedavi görmeyen kanser hastalarında uygulanması tavsiye 

edilmemektedir. 

 BEST104, AMG 200001648, GOG-191105 ve PREPARE106; 107 klinik denemelerinde, 

sırasıyla kemoterapi tedavisi gören göğüs kanseri, lenfoproliferatif kanserler, servikal kanser 

ve son olarak antrasiklin ve taksinler ile yoğun kemoterapi tedavisi gören göğüs kanseri 

hastalarında; epoetin alfa, darbopoetin alfa, rHuEPO ve darbopoetin alfa uygulanmıştır. Bu 

denemelerde ESA uygulanması ile beklenen hemoglobin seviyesi sırasıyla; 12-14g/dl; 13-

14g/dl kadınlar için, 13-15g/dl erkekler için; 13-14g/dl ve son olarak 12.5-13g/dl olarak 

amaçlanmıştır. BEST denemesinin; EPO-CAN-20 gibi ara analizler sonucundan ESA tedavisi 

alan gruptaki yüksek mortalite değerleri yüzünden sonlandırılması önerilmiştir. AMG 

2000016 denemesinde de 29 aylık takip sonunda ESA ile muamele edilen hasta grubunda 

yüksek mortalite görülmüştür. Servikal kanser hastalarında yapılan GOG-191 klinik 

denemesinde ise ESA tedavisi grubunda artan tromboembolik olaylardan dolayı çalışma 

sonlandırılmıştır. Ancak yine de 37 ay süren çalışmalarda ESA tedavisi gören grubun %33 

ünde hastalığın tekrarı (kontrol grubunda %25) görülürken %60’ında stabil seyir (kontrol 

grubunda %65) gözlenmiştir. Yine 3 yıla yakın süren PREPARE denemesinde ESA tedavisi 

gören grupta daha az stabil seyir ve sağkalım gözlendi. Her ne kadar sonuçlar istatiksel bir 

anlamlılıktan ziyade bir trendi işaret etse de genelinde bu 4 çalışma ile ESA kullanımı sadece 

kemoterapi gören hastalarda kullanım için tavsiye edilmemektedir. 

 

2.3 EPO ve Glioblastoma  

 rHuEPO’nun Glioblastoma Multiforme ‘da etkisi in vitro ve in vivo olarak araştırılmış 

olsa da literatürde özellikle göğüs kanseri ve renal hücre kanseri kadar geniş çaplı ele 

alınmamıştır.  

İlk çalışma 2007 yılında Mohyeldin ve arkadaşları tarafından yapılmış; U251, U87 ve 

U373 GBM hücre hatlarında EPOR reseptörü varlığını gösterilmiştir. GBM ve Glioma 2.evre 

doku örneklerinin (65 örnek toplam) %100’ünde EPOR; %68’inde EPO varlığını; bununla 

beraber sadece GBM örneklerinde hipoksik olarak bilinen perinekrotik alanlarda EPO ve 

EPOR ile birlikte yüksek HIF1α proteini ve yine GBM örneklerinin 3’te 2’sinde MMP-2 

protein varlığını IHC ile göstermişlerdir. GBM hücrelerine hipoksik koşullarda rHuEPO 

uygulandığında p-JAK, p-STAT5 ve p-AKT ve genel olarak hücre için tirozin fosforilasyonun 

da artışı gözlemlenmiştir.  Hipoksik koşulların HIF1α’nın nükleer lokalizasyonunu artırdığı 
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ve uzun süreli hipoksik koşullarda EPO ve EPOR protein seviyesinde artış görülmesi ile 

hipoksi bağımlı otokrin/parakrin bir mekanizma olduğunu öne sürmüşlerdir. Öte yandan 

rHuEpo’nun cisplatine karşı GBM hücrelerinin canlılığını korumasını sağladığı ve özellikle 

hipoksik koşullarda bu etkinin daha net görüldüğü belirtilmiştir. Son olarak bu çalışmada 

hipokisinin MMP-2 aktivitesini artırarak invazyonu artırdığı, bununla beraber bu etkinin 

EPOR aracılığı ile sağlandığı in vitro ve in vivo olarak gösterilmiştir108. 

Yin ve ark. aynı yıl, daha geniş bir GBM hücre hattı panelinde (U87, U118, U138, 

U343, U373, T98G) ve Mohyeldin et al.’dan farklı olarak primer hücre hatlarında (DA66, 

JM94) EPOR’un varlığı hem mRNA hem de protein seviyesinde göstermiştir. EPO’nun 

(T98G, U87, JM94) EPOR aracılığı ile proliferasyonu; p-ERK, p-AKT, p-JNK ve p-Jun gibi 

ikincil sinyal yolaklarının proteinlerinin aktivasyonunu sağladığı ve son olarak antiapoptotik  

Bcl-2, Bcl-xl proteinlerinin sentezini artırdığı  gösterilmiştir109. 

Hassouna ve ark. rHuEpo’nun GBM hücre hatlarında bazal de proliferasyona ve 

migrasyona etkisi olmadığını; in vivo olarak uygulandığında da tümör’ün büyümesini 

sağlamadığını öne sürmüşlerdir. Ancak bu çalışma da rHuEpo’nun kemoradyasyon 

uygulamalarında GBM hücre hatlarında hücre koruyucu etkisi olduğu gösterilmiştir110. 

Cao ve ark. önceki çalışmalardan farklı olarak; rHuEpo’nun GBM hücrelerinde 

dışardan etkilerine bakmak yerine; EPOR ‘un GBM kök hücrelerindeki (GSC; CD133+) 

varlığını ve tümör oluşumuna etkilerini incelemişlerdir. CD133+/EPOR+ GSC’lerin nörosfer 

oluşturma eğilimin daha fazla olduğu gibi EPOR’un GSC’lerde büyüme ve canlılığı artırdığı; 

STAT3 aktivasyonunu sağladığı in vitro, tümör oluşumunu ve sağ kalımı etkilediğini ise in 

vivo olarak göstermişlerdir. STAT3 inhibisyonun ise sadece büyüme ve canlılığa etkisi in 

vitro olarak gösterilmiştir111. 

Nico ve ark. farklı evre astrositomların küçük ölçekli bir doku grubu panelinde; artan 

evre derecesi ile doğru korelasyon gösteren mikro damar yoğunluğu, tümör EPO immün 

reaksiyonu ve endotelyal EPOR immün reaktivitesi olduğunu göstermişlerdir. Bununla 

beraber doku örnekleri kullanarak yaptıkları in vivo angiogenesiz deneylerinde GBM 

dokularında angiogenesizin arttığı ve anti-EPOR antikoru ile birlikte verilen GBM 

dokularında ise angiogenesizin anlamlı olarak azaldığı görülmüştür.112 Daha geniş bir hasta 

doku panelinde yapılan EPOR, p-JAK2, p-STAT5 immünboyama sonuçları ise GBM 

dokularının sadece %36’sının p-JAK/p-STAT5 pozitif ve sadece %20’sinin EPOR/p-JAK/p-

STAT5 pozitif olduğu yönde bulgular ortaya koymuştur113.  
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Son olarak Peres ve ark. GBM hücre hatlarında aktif ve fonksiyonel EPO/EPOR 

bulunduğu ve otokrin/parakrin bir mekanizma ile çalıştığı; ERK sinyal yolağı aktivasyonunu 

sağlayarak proliferasyon üzerine hem endojen EPO’ nın hem de EPOR’un anlamlı olarak 

etkisi olduğunu göstermişlerdir. Grup ayrıca EPOR’un in vivo olarak da tümör büyümesi ve 

sağ kalım üzerine negatif etkisi olduğunu öne sürmüştür114.  GBM üzerine yaptıkları 

çalışmaların devamında EPOR’un G2/M fazında hücre döngüsünü durdurduğunu ve hücreleri 

radyoterapi ve kemoterapiye duyarlı hale getirdiğini göstermişlerdir. Hücre döngüsünün 

bozulmasının artan siklin B1 aracılığı ile yapıldığını öne sürmüşlerdir115. 

 

Tablo 1. ESA kullanımın Glioblastoma Multiform üzerine etkisinin incelendiği in vitro ve in 

vivo çalışmalar 

 

Çalışma Tümör Modeli 

Hücre Hattı 

ESA doz aralığı/ 

Anti-EPO 

uygulaması 

Uygulanan 

Tedavi 

Sonuçlar 

Mohyeldin ve 

ark.108 

GBM hücre hatları, Glioma 2. ve 

4. Evre hasta dokuları 

rHUEPO 200 

IU/ml  

Cisplatin  GBM hücre hatlarında fonksiyonel EPOR varlığı 

ve hipoksik koşullarda miktarında artış; Glioma 

doku örneklerinde EPO ve EPOR ifadesi ve 

bunun tümör evresiyle korelasyon göstermesi; 

EPO’nun normal ve hipoksik koşullarda GBM 

hücrelerini cisplatin toksisitesine karşı koruması, 

metallaproteinaz aktivitesini artırarak invazyonu 

artırması.   

Yin ve ark..109  GBM hücre hatları, GBM primer 

hücre kültürleri, Normal beyin 

dokusu, GBM hasta dokusu 

rHUEPO 2 IU/ml PI3-K 

inhibitör 

LY90024 

 Epo bağımlı hücre çoğalması; Bcl-2, BCL-xl 

antiapoptotik gen ekspresyonunda artış; 

PI3K/AKT aktivasyonu; p-ERK, p-c-JUN, p-JNK 

miktarından artış. 

Hassouna ve 

ark.110 

P53 mutant GBM hücre hatları, 

GBM hasta dokusu 

rHUEPO 0,3 

IU/ml in vitro, 

5000IU/kg in vivo 

 Radyasyon, 

Temozolomid 

EPO’nun bazalde hücre migrasyonuna (4/4), ve 

proliferasyonuna (3/4) etkisinin olmadığı; In vivo 

olarak uygulandığında tümör büyüklüğünü 

değiştirmediği; Radyasyon ve kemoterapötik ajan 

ile muamele edilen hücrelere (3/4) EPO 

verildiğinde koruyuculuk sağladığı; GBM doku 

örneklerinde HIF1á’nın EPOR ve EGFRvIII ile 

pozitif korelasyon göstermesi 



 19 

Cao ve ark.111 Glioma Kök Hücre Hatları  WP1066 CD133+ ‘in CD133-’lere göre daha fazla EPOR+ 

oldukları; CD133+/EPOR+ hücrelerin nörosfer 

oluşturma eğilimlerinin daha fazla olduğu; 

Glioma kök hücrelerinde EPOR gen ifadesinin 

susturulmasının; bu hücrelerin büyümesini, sağ 

kalımlarını, nörosfer oluşturma kapasitelerini ve 

STAT3 aktivasyonu azalttığını; STAT3 

inhibisyonun da GSC sağ kalım ve büyümesi için 

kritik rol oynadığı 

Nico ver ark.112 Glioma 2. ve 3. Evre; GBM hasta 

dokuları 

 

rHuEPO 10IU/ml   EPO/EPOR ifadesinin angiogenesiz ile pozitif 

korelasyon göstermesi; tümör biyopsi 

örneklerinin angiogenesizi artırması, anti-EPO 

antikor kullanımının tümör örneklerinin 

indüklediği angiogenesizi anlamlı olarak inhibe 

ettiği 

Kondyli ve ark. 

113. 

Hasta Beyin Tümör dokuları 

(Diffüz fibriller astrositom, 

Anaplastik astrositom, 

Glioblastoma multiforme, 

Oligodendroglioma, Ependimoma, 

Medullablastoma, Menenjioma) 

  GBM dokularının %36’sının p-JAK/p-

STAT5 pozitif; sadece %20’sinin EPOR/p-

JAK/p-STAT5 pozitif olduğu 

Brunotte ve ark.116 GBM hasta dokuları  Radyoterapi, 

ACNU 

Temozolomid 

 

EPOR ekspresyonunda artış /göreceli genç 

hastalarda sağkalım pozitif korelasyon; EPO 

ekspresyonunda artışı/ daha iyi sağkalım pozitif 

korelasyon; EPO/EPOR ifadesinde artışın/daha 

uzun sağkalım süresi pozitif korelasyon; Azalan 

EPO miktarının /hastalığın tekrarı pozitif 

korelasyon 

Peres ve ark.114 Sıçan ve İnsan GBM hücre hatları   In vitro; Fonksiyonel EPO/EPOR sisteminin ERK 

sinyal yolağı aracılığı ile proliferasyon üzerine 

etki göstermesi. İn vivo; EPOR varlığının tümör 

büyümesi ve sağ kalıma ile negatif korelasyon 

göstermesi 

Peres ve ark.115 İnsan GBM hücre hatları rHUEPO 2IU/ml  Radyasyon, 

Temozolomid 

Normal ve hipoksik koşullarda; EPOR 

ekspresyonun azaltılmasının siklin B protein 

miktarında artışa sebep olarak G2/M fazında 

hücre döngüsünün durmasına yol açması ve 

radyasyon-kemoterapiye etkisinin artırması 

3 GEREÇ VE YÖNTEM 

3.1  Araştırmanın Tipi 

Çalışma deneysel (in vitro) bir çalışmadır. 
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3.2 Araştırmanın Yeri ve Zamanı 

 Bu çalışmamız İzmir Biyotıp ve Genom Merkezi Enstitüsü Laboratuvarlarında 2015 

Şubat-2017 Haziran tarihleri arasında yapılmıştır. 

3.3 Araştırmanın Evreni ve Örneklemi 

Hücre Kültürü çalışmasıdır. 

3.4 Çalışma Materyali 

Çalışmamızda Amerikan Tipi Kültür Koleksiyonu’ndan (American Type Culture 

Collection-ATCC) alınan U-87 MG hücre hattı kullanılmıştır. 

3.5 Araştırmanın Değişkenleri 

-EPO (Bağımsız Değişken) 

-Proliferasyon, Migrasyon, Invazyon, Angiogenez (Bağımlı Değişken) 

3.6 Veri Toplama Araçları 

3.6.1 Hücre Kültürü  

Bu çalışma da kullanılan U-87 MG hücre hattı ATCC’den alınmıştır. Hücre hattının 

idamesi için %10 fetal sığır 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 desteklenmiş sodyum pürivat içeren yüksek 

glukozlu DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium) (Biochrom AG, Almanya) kullanıldı. 

Hücrelerin pasajı 2 günde 1, hücrelerin, konsantrasyonu %0.25 olan Tripsin/EDTA 

(Biochrom AG, Almanya) ile 75cm2 lik kültür flasklarından kaldırılarak, ATCC’nin önerdiği 

hücre miktarında diğer kültür kaplarına ekilmesi ile gerçekleştirilmiştir. Hücre kültürü 

çalışmaları süresince Laminar akımlı kabinet (Safe 2020 Class II Biological Safety Cabinets, 

Thermo  

 Scientific Fisher) (Waltham, MA USA) kullanılıp, kültür %5 CO2 içeren inkübatörde 

(Memmert GmbH, Schwabach, Almanya) 37°C’de idame ettirilmiştir.  

Hücreler rutin pasajlanma işlemi sırasında öncelikle inverted ışık mikroskobu (Zeiss, 

Oberkochen, Germany) ile kontrol edildi. Bunu takiben hücrelerin bulunduğu flaskların 

içindeki besin ortamı vakum makinasına bağlı pipetle uzaklaştırıldı. Hücrelere 2 ml %0.25lik 

Tripsin/EDTA (Biochrom AG, Almanya) solüsyonu eklendi, solüsyonun tüm yüzeyi 

kaplanması sağlandı ve inkübatör de 3 dakika bekletildi. Bu sürenin sonunda flask 

yüzeylerinden ayrılan hücrelere 4 ml hücre ortamı eklenerek flask yıkandı ve içeriği 15 ml’lik 

falkonlara alındı. Hücreler 1500 rpm hızda 5 dk. santrifüj edildi(Eppendorf) (Hamburg, 



 21 

Almanya). Çökelen hücrelerin üzerindeki hücre ortamı uzaklaştırıldı ve hücreler 1 ml taze 

hücre ortamı yeniden süspanse edildi. Kaldırılan hücre miktarı Thoma lamı (Marienfeld, 

Almanya) kullanılarak sayıldı.  Hücreler, 1 x 106 hücre/ flask şeklinde üzerlerine 12 ml hücre 

ortamı eklenerek ekildi ve inkübatöre kaldırıldı. 

3.6.2 Transient Gen İfadesi Susturulması 

EPO’nun bilinen reseptörleri olan EPOR, EPHB4 ve CSF2RB ‘yi hedef alan siRNA’lar 

(Silencer Select SiRNA, Thermo Scientific Fisher) (Waltham, MA USA) kullanıldı. Gen 

ifadesi susturma işlemi için transfeksiyon reaktifi olarak DharmaFECT transfeksiyon reaktifi 

1 kullanıldı (GE Dharmacon) (Little Chalfont, United Kingdom). Hücrelerin transfeksiyonu 

için kullanılacak hücre miktarı ve transfeksiyon reaktif 1 miktarı; 0,3 cm2 yüzey alanı için 

2500 hücre ve 0,1µl DharmaFECT transfeksiyon reaktifi 1 olarak optimize edildi. Hücreler 

belirlenmiş deney tipine uygun hücre kültür plaklarına bu optimizasyon baz alınarak (Tablo 

1), penisilin-streptomisin içermeyen hücre ortamı ile ekildi. 

 

 Tablo 2. Plak tipine göre tranfeksiyon deneyi optimizasyonu 

Plak Tipi Hücre Sayısı/Kuyu Dharmafect Transfeksiyon Etkeni (µl) /Kuyu 

96 Kuyu 2500 0,1 

24 kuyu 15000 2,5 

6 kuyu 75000 2,9 

T/25 210000 8,3 

 

 

Hücreler %40-%80 oranında ekildikleri yüzeyi kapladıkları zaman ilgili siRNA ile 

transfekte edildi. Öncelikle transfeksiyon reaktifi 1, hedef olmayan havuzdaki siRNA’lar ve 

hedef siRNA’lar hedef konsantrasyon (50nM) baz alınarak hiçbir destek içermeyen DMEM 

ile seyreltildi ve 5 dakika oda sıcaklığında bekletildi.  Bunu takiben her siRNA ve hedef 

olmayan havuzdaki siRNA’lar 1:1 oranında transfeksiyon reaktifi 1 ile karıştırıldı ve 20 

dakika oda sıcaklığında inkübe edildi. İnkübasyon bitiminde ilgili kültür kabı için önerilen 

deney ortamı hacmine penisilin-streptomisin ve FBS içermeyen DMEM’in transfeksiyon 

reaktifi-siRNA kompleksine eklenmesi ile ulaşıldı (Tablo 2). Bu karışım hücrelere eklenerek 

24 saat süreyle inkübe edildi. 
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Tablo 3. Plak tipine göre transfeksiyon reaksiyonu karışım içeriği 

İnkübasyon 

süresi 

(Dakika) 

Plak tipi 

Malzeme 

96 Kuyu 

(µl/Kuyu) 

24 Kuyu 

(µl/Kuyu)  

6 Kuyu 

(µl/Kuyu) 

T25 Flask 

(µl/Flask) 

 Transfeksiyon 

Reaktifi 1 

0,1 0,6 2,9 8,3 

5 DMEM 9,9 49,4 197,1 491,7 

 1.Toplam 10 50 200 500 

 siRNA veya 

Non-Target Pool 

(50nm) 

0,25 2,5 5 12,5 

5 DMEM 9,75 47,5 195 487,5 

 2. Toplam 10 50 200 500 

20  Ara toplam  20 100 400 1000 

yok DMEM + %1 L-

glutamine 

80 400 1600 4000 

 Toplam Miktar 100 500 2000 5000 

 

 

3.6.3 RNA İzolasyonu 

Glioblastoma multiforme hücrelerinden RNA izolasyonu için TRIzol (Thermo 

Scientific Fisher) (Waltham, MA USA) kullanıldı. Hücreler öncelikle 6 kuyucuklu plaklara 

her kuyucuğa Tablo 1.’de belirtilen miktarda P/S içermeyen hücre ortamı ile ekildi. Hücreler 

%40-%80 oranında yüzeyi kapladıklarında transfeksiyon reaktifi 1 Tablo 2.’de belirtilen 

miktarlarda 6 kuyucuklu plak için 5X şeklinde hazırlandı. Hedef gen içermeyen siRNA 
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havuzu ve hedef siRNAlar yine Tablo 2 temel alınarak 2X şeklinde hazırlandı. Her iki 

dilüsyon da oda sıcaklığında 5 dakika inkübe edildi. Bunu takiben 200µl transfeksiyon 

reaktifi, 200 µl hedef içermeyen siRNA havuzu ve hedef siRNAlar ile karıştırıldı. 20 dakika 

oda sıcaklığında inkübe edildi. İlgili kuyulara, kuyucuk başına 1600µl P/S ve FBS içermeyen 

DMEM ve 400 µl transfeksiyon reaktifi-siRNA kompleksi eklendi. Kontrol hücreleri içeren 

kuyu için 400 µl destek içermeyen DMEM kullanıldı. 24 saat süreyle inkübatörde inkübe 

edildi. İnkübasyon bitiminde 6 kuyucuklu plaktaki ortam uzaklaştırıldı. Kuyucuk başına 500 

µl TRIzol kullanıldı. Fenol-Kloroform ile RNA izolasyon metodu uygulandı (Referans). Bu 

yöntem ile elde edilen RNA miktarı ve kalitesi Nanodrop (Thermo Scietific Fisher) 

(Waltham, MA USA) ile ölçüldü. İzole edilen RNA örnekleri DNase ve RNase içermeyen 

mikro santrifüj tüplerinde -80°C’de saklandı. 

3.6.4 Real Time PCR yöntemi ile gen ekspresyonu tayini 

Hücrelerden elde edilen RNA örneklerinden öncelikle komplementer DNA 

(Complementary DNA, cDNA) sentezi yapıldı. Bunun için RevertAid First Strand cDNA 

Synthesis Kit (Thermo Scientific Fisher) (Massachusetts, United States) kullanıldı. Her biri 

2000ng olan RNA örneklerine 1 µl Random Primer eklendi. Her örnek nuclease free water 

(NFW) ile 12 µl’ye tamamlandı. 5 dakika 65ºC’de inkübe edildikten sonra her örneğe Tablo 

4.’te belirtilen miktarda diğer reaksiyon bileşenler6 eklenerek, PCR cihazında 5 dakika 25ºC, 

30 dakika 42ºC’de 5 dakika 70ºC’de inkübe edildi. Reaksiyon sonrası örnekler -80 ºC’de 

saklandı. 

 

 Tablo 4. cDNA sentezi için reaksiyon bileşenleri 

Reaksiyon Bileşeni Miktar 

5X Reaksiyon Buffer 4 µl 

RiboLock RNAase Inhibitor 1 µl 

10mM dNTP Mix 2 µl 

RevertAid M-MulV RT 1 µl 

Toplam 8 µl 

 

Hedef genler için kullanılan primerler NCBI Blast programı ile dizayn edildi. Primer 

dizileri Tablo 4’teki gibidir. EPOR, EPHB4 ve CSF2RB primerleri öncelikle kontrol örneği 
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ile DreamTaq DNA Polymerase (Thermo Scietific Fisher) (Waltham, MA USA) kullanılarak 

end point PCR (Tablo 5) ile her bir gen için istenilen amplikon bölgesini çoğaltıp 

çoğaltmadıkları kontrol edildi. Örnekler 95 °C de 1 dakika, 1 döngü initial denaturation için; 

95° C 30 saniye denaturation, 60°C 30 saniye annealing, 72° C 1 dakika extension, 40 döngü 

ve 72 °C 10 dakika final extension için 1 döngü olacak şekilde PCR cihazında inkübe edildi. 

%1’lik agaroz jel döküldü. Her bir gen için elde edilen PCR ürünü jele yüklendi. Jel 120 V ‘ta 

2 saat yürütüldü. Jel görüntüsü ChemiDoc XRS+ (BioRad), (California, United States) 

görüntüleme cihazında çekildi. 

Tablo 5. qPCR için gen primer dizini 

Gen Forward Primer (5'->3') Tm (ºC) Amplicon 

Uzunluğu (baz 

çifti) 

EPOR Forward 

Primer 

ATCCTGACGCTCTCCCTCA

T 

60.11 134 

EPOR Reverse 

Primer 

AGGCCTTCAAACTCGCTCT

C 

60.04  

EPHB4 Forward 

Primer 

CGCAACCTACGAAGTGTGT

GA 

60.32 198 

EPHB4 Reverse 

Primer 

GTCCGCATCGCTCTCATAG

TA 

59.46  

CSF2RB Forward 

Primer 

ATTCTACAAGCCCAGCCCA

G 

59.74 197 

CSF2RB Reverse 

Primer 

GGGCCATCTGGATGTTCAC

T 

59.74  

 

 

Tablo 6. DreamTaq end point PCR reaksiyon bileşenleri 
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Reaksiyon Bileşeni Miktar 

10X DreamTaq Buffer 5 µl 

dNTP Mix (10mM) 1µl 

Forward Primer (10µM) 5µl 

Reverse Primer (10µM) 5µl 

Dream Taq Polymerase (5U/µl) 0,25µl 

Template cDNA 3µl 

Nuclease Free H2O 30,75µl 

Toplam 50 µl 

 

 

Her bir gene ait primer verimliliği hesaplanması için elde edilen kontrol cDNA örneği 

1:2, 1:4, 1:8, 1:16, 1,32 oranında seyreltildi. Her bir primer için tüm seyreltme 

konsantrasyonlarında GoTaq qPCR Master Mix (Promega) (Madison, Wisconsin, United 

States) ile Real time PCR reaksiyonu kuruldu. qPCR reaksiyonu için Tablo 6. ’daki 

maddelerden kullanarak reaksiyon karışımı hazırlandı. Elde edilen sonuçlar ile primerlere ait 

primer verimliliği analizi yapıldı.  

 

 Tablo 7. qPCR reaksiyonu bileşenleri 

Reaksiyon Bileşeni Miktar 

2X GoTaq qPCR Master Mix 10 µl 

Forward Primer (10µM) 0,8µl 

Reverse Primer (10µM) 0,8µl 

Template cDNA 2µl 

Nuclease Free H2O 6,4µl 

Toplam 20 µl 

 

Primerlerin validasyonundan sonra yine GoTaq qPCR Master Mix ile her gen için tüm 

örneklerden Tablo 6.’da belirtilen miktarlarda reaksiyon karışımı hazırlandı. Roche 

Lightcycler 480 (Roche) (Basel, İsviçre) cihazında analiz gerçekleştirildi. Normalizasyon 
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amacıyla housekeeping gen olarak GAPDH kullanıldı. Ekspresyon farklılığı delta delta Ct 

yöntemine göre analiz edildi (Referans). 

3.6.5 Immunoblot 

GBM hücrelerinde bilinen EPO metabolik yolağı ile ilişkili reseptörler olan; EPOR, 

CSF2RB, EPHB4’nın varlıkları bazal seviyede gösterildi. Hücreler Tablo 1.’de belirtilen 

miktarda T25 flasklarına ekildi. Tablo 2.’de belirtilen miktarlarda transfeksiyon karışımı 

hazırlanarak ekimi takip eden gün hücrelere verildi. GBM hücre hatlarında bazal seviyede ve 

ilgili siRNA(50nM) ile muamele edilmiş koşullarda hücrelerden total protein transfeksiyonun 

24 saat sonra bitmesi ile RIPA buffer kullanılarak elde edildi. Elde edilen örneklerden 5µl 

ayrılarak her bir örneğin protein konsantrasyonu BCA (Thermo Scietific Fisher) (Waltham, 

MA USA) protein analiz yöntemi ile belirlendi. Her örnekten 25µg protein 5X Leammli 

buffer ile hazırlandı. Protein örnekleri EPOR için %10’luk; CSF2RB, EPHB4 için ise %6 ‘lık 

jel konsantrasyonlarında SDS-PAGE jel ile (120 V, 2 saat) ayrımlanıp poliviniliden difilorür 

(PVDF) membranına transfer (375mA, 2 saat) edildi. 1 saat, oda sıcaklığında, %5 süt tozu 

içeren TBS-T ile bloklama işleminden sonra; membranlar EPOR, CSF2RB, EPHB4 

antikorları içeren aynı bloklama solüsyonu ile +4 ºC’de 16 saat enkübe edildi. Her membran 

HRP ile işaretli sekonder antikor ile oda sıcaklığında 45 dakika enkübe edildi. İnkübasyon 

aralarında ve görüntüleme öncesinde membranlar %0,1’lik TBS-T ile protokolde belirtilen 

sürelerde yıkandı. Görüntüleme için SuperSignal West Pico Chemiluminescent Substrate kiti 

(Thermo Scietific Fisher) (Waltham, MA USA) kullanıldı. Görüntü UVP jel dokümantasyon 

sisteminde elde edildi. Band yoğunlukları dansitometrik olarak Imaje J programı ile analiz 

edildi. 

3.6.6 Proliferasyon Deneyleri 

GBM hücreleri 96 kuyucuklu plaklara her bir kuyuya 7500 hücre olacak şekilde 200µl 

hacimde 4 faklı EPO konsantrasyonu ve kontrol hücre grupları için her grupta 6 kuyu olacak 

şekilde ekildi. Ekimi takip eden gün, Neorecormon 2000IU/300µl (Roche, Basel, 

Switzerland) kullanılarak seri dilüsyon yöntemi ile 0,1-1-10-100 IU/ml içeren DMEM hücre 

ortamı hazırlandı. Her gruba ait hücrelerin ortamları uzaklaştırıldı ve ilgili konsantrasyondaki 

EPO içeren ortam verildi. 72 saat inkübasyona bırakıldı.  72 saat sonra 100 µl supernatant 

kuyulardan uzaklaştırıldı ve her kuyuya 10 µl Presto Blue (Thermo Scietific Fisher) 

(Waltham, MA USA) eklenildi. 2 saat inkübasyona bırakıldı. 2 saat sonunda plak Multiskan 
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GO (Thermo Scietific Fisher) (Waltham, MA USA) mikroplate spektrofotometre ölçüm 

cihazı ile 570nm hedef dalga boyu, 600nm referans dalga boyunda okutuldu.  

Hücreler aynı hücre miktarında sadece 1IU/ml EPO dozu için 3 farklı zaman 

noktasında (24-48-72 saat) ölçüm almak için kontrol ve 1IU/ml dozu olmak üzere 2 grup ve 

her grup 6 kuyu olacak şekilde 3 farklı plağa tekrar ekildi.  24 saat sonra 1IU/ml EPO içeren 

DMEM hücre ortamı ile hazırlandı. Her bir plakta ilgili kuyulara daha evvel belirtildiği 

şekilde uygulandı. 24, 48 ve 72 saatlerde Presto Blue ile yukarıda belirtildiği şekilde muamele 

edilip, ölçüm alındı. 

1 IU/ml EPO ‘nun proliferasyona etkisi 3 farklı zaman noktası için BrdU Cell 

Proliferation Chemiluminescent Kiti (Cell Signalling Technology, Danvers, MA, USA) ile de 

gösterildi. GBM hücreleri 96 well siyah plağa (Greiner Bio-one) (Kremsmünster, Avusturya) 

3 grup ve her grupta 6 kuyu olacak şekilde 7500 hücre/kuyu olacak şekilde ekildi. 24 saat 

sonra kontrol ve 1U/ml gruplarına daha evvel belirtildiği şekilde hücre ortamı ve hazırlanmış 

1IU/ml EPO içeren hücre ortamı verildi. Her zaman noktasına ait deneyin bitiminden 16 saat 

önce 2µl 100X BrdU, BrdU içeren kontrol ve 1IU/ml EPO ile muamele edilmiş gruplara 

eklendi. BrdU içermeyen kontrol grubuna aynı miktarda hücre ortamı eklendi. Deney 

bitiminde hücrelerin ortamı uzaklaştırılıp her kuyuya 100 µl 1X fiksasyonu solüsyonu eklendi 

ve oda sıcaklığında 30 dakika inkübasyona bırakıldı. 30 dakika sonunda fiksasyon solüsyonu 

uzaklaştırıldı ve her kuyuya hazırlanmış 1X detection antibody solüsyonu ile 100µl olarak 

eklendi, 1 saat oda sıcaklığında inkübasyona bırakıldı. İnkübasyon sonunda her kuyu 100 µl 

1X wash buffer ile 3 defa yıkandı. 1X HRP-conjugated secondary antibody solüsyonu 100 

µl/kuyu olacak şekilde oda sıcaklığında 30 dakika uygulandı. Her kuyu tekrar 100 µl 1X wash 

buffer ile 3 defa yıkandı. Luminol/Enhancer solüsyonu ile Stable Peroxide solüsyonu 1:1 

karıştırılarak çalışma solüsyonu hazırlandı. 100 µl/kuyu olacak şekilde oda sıcaklığında 5 

dakika inkübe edildi. İnkübasyon sonunda Centro LB 960 mikroplate luminometer (Berthold 

Technologies, Switzerland) ölçüm alındı. 

3.6.7 Boşluk Kapama Migrasyon Deneyi 

 Glioblastoma Multiforme hücreleri migrasyon deneyi için Tablo 1.’de belirtilen 

miktarlarda 24 kuyucuklu plaklara kontrol, hedef olmayan siRNA havuzu ve hedef siRNAlar 

için ekilmiştir. Transfeksiyon işlemi bittikten sonra her grubun ortamı, 500µl %10 FBS ve %1 

L-glutamine/Penisilin-streptomisin içeren DMEM medium ile değiştirildi ve hücreler 24 saat 

yenilenmeye bırakıldı. 4. Gün her kuyucukta 1 ml’lik mavi tip ucu ile +işareti çizildi. Hür 
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gruptaki 2 kuyucuğun mediumları sırasıyla, 500µl %10 FBS ve %1 L-glutamine/Penisilin-

streptomisin içeren DMEM medium ve 1IU/ml rHUEPO içeren 500µl %10 FBS ve %1 L-

glutamine/Penisilin-streptomisin içeren DMEM medium ile değiştirildi. Her kuyunun sıfırıncı 

zaman görüntüleri kameralı inverted mikroskopta 4X’te çekildi.  Fotoğraf çekimi 24 ve 48 

‘inci saatlerde de tekrarlandı.  Tüm kuyulardan her zaman noktasında 5 fotoğraf çekildi. 

Görüntüler, Imaje J programı ile yara kapama analizi (wound healing analysis) eklentisi ile 

analiz edildi. 

3.6.8 Invazyon Deneyi 

Glibolastoma Multiforme hücreleri invazyon deneyi için Tablo 1.’de belirtilen 

miktarda 6 kuyucuklu plaklara kontrol, hedef olmayan siRNA havuzu ve hedef siRNAlar için 

daha evvel belirtilen şekilde ekildi. 24 saat sonra her kuyu için Tablo 2.’de 6 kuyucuklu plak 

için belirtilen transfeksiyon karışımı hazırlandı ve ilgili kuyulara eklendi. Transfeksiyon 

işlemi bitiminde her kuyudaki hücreler %0,025’lik tripsin-EDTA ile kaldırıldı, sayıldı. Bu 

arada invazyon deneyi için 24 kuyucuklu plak hazırlandı. Her örnek için 2 insert 24 

kuyucuklu plağa yerleştirildi. Insertler matrigel ile kaplandı ve 2 saat süreyle 37ºC inkübe 

edildi. 2 saatin sonunda her bir insertin altına kemoatraktant olarak %10 FBS içeren media 

kondu. Her bir inserte ise ilgili örneklerden 20.000 hücre /insert olacak şekilde 1 IU/ml EPO 

içeren ya da içermeyen %1 FBS’li media ile hücre ekildi. 24 saat sonunda her bir insert 

sırasıyla fiksasyon, eozin, hematoksilen ile 1’ muamele edildi. Tüm kuyulardan 5 fotoğraf 

çekildi. Görüntüler faz-kontrast çevrik mikroskop (CKX41, Olympus) ile fotoğraflandı ve her 

kuyudaki hücre sayısı Imaje J programı ile sayılıp, analiz edildi. 

3.7 Araştırma Planı ve Takvimi 

Araştırılma planı Şekil 5.’de gösterildiği gibidir. 

 

Şekil 5:Araştırma Planı Zaman Çizelgesi 
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3.8 Verilerin Değerlendirilmesi 

Araştırma sonuçlarının istatistik analizi, GraphPad Prism istatistik programının 6.0 

versiyonu kullanılarak yapıldı. Veriler ortalama  standart hata biçiminde verilmektedir. 

Gruplar arası karşılaştırmalarda Mann Whitney U testi kullanıldı. Tüm değerlendirmelerde 

p<0,05 anlamlılık düzeyi olarak belirlenmiştir. 

 

3.9 Araştırmanın Sınırlılıkları 

Araştırma in vitro deneylere dayandığı için; bulunan verilerin in vivo olarak da 

gösterilerek sonuçların konfirme edilmesi gerekmektedir. Hipotezimizin geçerliliğini artıracak 

in vivo deneylerin eksikliği bu araştırmadaki sınırlılıktır. 

3.10 Etik Kurul Onayı 

Dokuz Eylül Üniversitesi Tıp Fakültesi Girişimsel Olmayan Araştırmalar Etik 

Kurulu 22.12.2016 tarih ve 2016/32-26 no.lu kararında; 3035-GOA protokol numaralı 

çalışmamızın etik açıdan sakıncalı olmadığına karar vermiştir. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 30 

4 BULGULAR 

4.1 U-87 MG Hücre Hattında EPO Reseptörlerinin Varlığının mRNA ve Protein 

seviyesinde gösterilmesi 

U-87 MG hücre hattında var olan EPO reseptörleri; EPOR, EPHB4, CSF2RB bazal 

seviyede hem mRNA (Şekil 6) hem de protein (Şekil 7) seviyesinde gösterilmiştir. Kronik 

miyeloid lösemi hücre hattı K562, EPOR ve EPHB4 için; insan immortalize edilmiş T 

lenfosit hücre hattı JURKAT ise CSF2RB için pozitif kontrol olarak kullanılmıştır. 

 

Şekil 6: EPO Reseptörlerinin U-87 MG Hücre Hattında Varlıklarının mRNA Seviyesinde 

Gösterilmesi.  

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

gösterilmesi.  

 

Şekil 7: EPO reseptörlerinin U-87 MG Hücre Hattında Varlıklarının Protein Seviyesinde 

Gösterilmesi 
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4.2 rHuEPO ‘nun U-87 MG Hücrelerinde Proliferasyona Etkisinin Gösterilmesi 

U-87 MG hücrelerinde rHuEPO’nun etkisini gösterdiği dozu bulmak için, hücreler önce 

0,1-1-10 ve 100 IU/ml rHuEpo ile 72 saat muamele edilmiştir (Şekil 8). U-87 MG 

hücrelerinde IU/ml EPO’nun proliferasyonu anlamlı olarak artırdığına karar verilmiştir. 

 

Şekil 8: U-87 MG hücre hattında EPO’nun 72 saatte proliferasyona etkisinin gösterilmesi. 

 Mann Whitney U testi *, p≤0.05; **, p≤0.01 anlamlı değeri ile işaretlenmiştir. 

 Bu dozun 24-48-72 saatteki etkileri hem Presto Blue (Şekil 9) hem de BrdU 

inkorporasyon deneyi (Şekil 10) ile gösterilmiştir. rHuEPO’nun bu hücre hattındaki etkilerini 

incelemek için 1 IU/ml olarak uygulanmasına bu sonuçlar doğrultusunda karar verilmiştir.  

 

 

 

 

 

 

 

 

Şekil 9: 1 IU/ml EPO’nun 3 zaman noktasında proliferasyona etkisinin Presto Blue ile 

gösterilmesiMann Whitney U testi *, p≤0.05; **, p≤0.01 anlamlı değeri ile işaretlenmiştir. 
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Şekil 10: 1 IU/ml EPO’nun 3 zaman noktasında proliferasyona etkisinin BrdU proliferasyon 

deneyi ile gösterilmesi 

Mann Whitney U testi *, p≤0.05; **, p≤0.01 anlamlı değeri ile işaretlenmiştir. 

 

4.3 Reseptör Gen İfadelerinin Susturulması 

EPO reseptörlerinin; EPOR, EPHB4 ve CSF2RB ifadelerinin kullanılan siRNA’larla 

susturulması protein seviyesinde represantatif (Şekil 11) ve istatiksel olarak (Şekil 12) 

gösterilmiştir.   Her protein 24 saatlik knockdown ile anlamlı şekilde protein seviyesinde 

indirgenmiştir. 
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Şekil 11: EPO reseptörlerinin ifadelerinin siRNA ile susturulması.   

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

 
 
Şekil 12: EPO reseptörlerinin ifadelerinin siRNA ile susturulması kantitatif olarak 
gösterilmesi 

U-87 MG hücre hattı 24 saat süreyle ilgili siRNA ile muamele edilmiştir. (A) EPOR, (B) 
EPHB4 ve (C) CSF2RB kantitatif gösterilmesi. 
 
Mann Whitney U testi *, p≤0.05 değeri ile işaretlenmiştir. 
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4.4 Reseptör Susturmalarının Proliferasyona etkisi 

rHuEPO’nun proliferasyona etkisini hangi reseptörler (homodimer ya da heterodimerler 

olarak) aracılığı ile gerçekleştirdiği; her reseptörün tek başına knock down edildiği koşullarda 

Presto Blue deneyi ile gösterilmiştir (Şekil 13).  

 

 

Şekil 13: EPO reseptörlerinin U-87 MG Hücrelerinde Proliferasyona Etkisinin Gösterilmesi 
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1 IU/ml EPO’nun U-87 MG hücrelerinde etkisi (A)EPOR, (B)EPHB4 ve (C)CSF2RB siRNA 

ile muamele edildikten sonra 72 saat uygulanarak gösterilmiştir. Mann Whitney U testi *, 

p≤0.05; **, p≤0.01 anlamlı değeri ile işaretlenmiştir. 

 

4.5 Reseptör Susturmalarının Migrasyona Etkisi 

1 IU/ml rHuEPO’nun U-87 MG hücrelerinde migrasyonuna etkisi ve rHuEpo’nun 

migrasyona olan etkisini hangi reseptör/reseptörler üzerinden gerçekleştirildiği ise her 

reseptörün tek başına susturulduğu deney düzeneklerinde gösterilmiştir (Şekil 14). 
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Şekil 14:1 IU/ml EPO'nun U-87 MG hücrelerinde invazyona etkisi ve EPO reseptörlerinin 

migrasyona etkisinin gösterilmesi. 

1 IU/ml EPO’nun U-87 MG hücrelerinde etkisi (A)EPOR, (B)EPHB4 ve (C)CSF2RB siRNA 

ile muamele edildikten sonra 24 saat uygulanarak gösterilmiştir. Mann Whitney U testi *, 

p≤0.05 anlamlı değeri ile işaretlenmiştir. 

4.6 Reseptör Susturmalarının İnvazyona Etkisi 

Son olarak EPO reseptörlerinin her birinin tek başına susturulduğu koşullarda, 

rHuEpo’nun U-87 MG hücrelerindeki invazif etkisindeki değişim gösterildi (Şekil 15).  Şekil 

16’da da bu değişim represantatif olarak gösterilmiştir. 
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Şekil 15:1 IU/ml EPO'nun U-87 MG hücrelerinde invazyona etkisi ve EPO reseptörlerinin 

invazyona etkisinin gösterilmesi 

1 IU/ml EPO’nun U-87 MG hücrelerinde etkisi (A)EPOR, (B)EPHB4 ve (C)CSF2RB siRNA 

ile muamele edildikten sonra 24 saat uygulanarak gösterilmiştir. Mann Whitney U testi *, 

p≤0.05; **, p≤0.01 anlamlı değeri ile işaretlenmiştir. 
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Şekil 16:1 IU/ml EPO'nun U-87 MG hücrelerinde invazyona etkisi ve EPO reseptörlerinin 

invazyona etkisinin represantatif gösterilmesi 
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5 TARTIŞMA 

Bu çalışmamızda in vitro olarak GBM hücrelerinin fonksiyonel EPOR, EPHB4 ve βCR 

reseptörlerinin sentezlediğini ve her birinin rHuEPO’nun glioma hücrelerinin 

proliferasyonuna ve invazyonuna katkı sağladığını ancak migrasyonunu anlamlı olarak 

artırmadığını gösteriyoruz. 

CIA ve CRA hastalarında rHuEPO’nun kullanımının hasta yaşam kalitesini artırdığına 

dair çalışmalar bulunsa da kanser tedavisi görmeyen ya da faklı adjuvan tedaviler uygulanan 

hastalarda rHuEPO’nun uygulanmasına dair çekinceler bulunmaktadır. GBM hücrelerinde 

EPOR’un varlığı, U-87 MG hücre hattı dahil, GBM hücre hatlarında mRNA109 ve protein108; 

109; 114 seviyeside ve ayrıca hasta dokularında113 immün doku boyama ile bazal seviyede 

gösterilmiştir. Her hücre hattında ve her hasta dokusunda aynı miktarda veya yüksek 

miktarlarda olmasa da EPOR ifadesi genel olarak GBM hücrelerinde doğrulanmıştır. GBM 

hücrelerinde rHuEPO’un (0,1-2-10-100 IU/ml) proliferasyona Yin ve ark.’ları tarafından 

gösterilmiştir. 109  Peres ve ark.’ları da rHuEPO’nun (10 IU/ml) endojen olarak sentezlenen 

EPO ifadesi susturulsa dahi proliferasyonu artırdığını ve bunu EPOR bağımlı olarak 

gerçekleştirdiğini göstermişlerdir.114 Bununla beraber; Hassouna ve ark. U-87 MG dahil 

olmak üzere 4 farklı hücre hattında rHuEPO’nun (0,3 IU/ml) migrasyona anlamlı bir etkisini 

olmadığını gösteren sonuçları bulunmaktadır. 110  Migrasyona etkisi olmadığı öne sürülen 

rHuEPO’nun, U-251 MG ve U-373 MG hücre hatlarında (200 IU/ml) invazyonu artırdığı 

Mohyeldin ve ark.’ları tarafından gösterilmiştir.108 Biz çalışmamız da literatür ile uyumlu 

olarak rHuEPO’nun U-87 MG hücre hattında anlamlı olarak proliferasyonu artırdığını 

göstermekteyiz. Bununla beraber EPO bağımlı EPOR dimerizasyonu ile aktive olan klasik 

EPO metabolik sinyal yolağının glioma hücrelerindeki proliferasyona etkisini araştırmak için 

transient bir şekilde EPOR ifadesini susturduk. Bunun EPO uygulanmış EPOR knockdown 

hücrelerdeki proliferasyonu anlamlı olarak azalttığını gösterdik. Bununla birlikte 

rHuEPO’nun glioma hücrelerinde migrasyonu anlamlı olarak artırmadığını ancak EPOR 

knockdown edilen koşullarda EPO uygulamasının migrasyonu anlamlı olarak artırdığını 

gösterdik. Çalışmalarımızdaki hücre hattı, kullanılan rHuEPO dozu ve buna bağlı olarak 

invazyon miktarındaki farklılıklar olmakla beraber, Mohyeldin ve ark. ile uyumlu olarak 

rHuEPO’nun U-87 MG hücrelerinde invazyonu anlamlı olarak artırdığını gösterdik. Yine bu 

etkinin EPOR bağımlı olduğunu, EPOR knockdown hücrelerinin rHuEPO’ ya karşı 

verdiklerini invazyon yanıtındaki anlamlı azalmayla gösterdik. 
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EPHB4 reseptörü’ nün, Efrin B2 ligandı ile birlikte ifadesinin embriyonik gelişim 

süresince atar ve toplar damarlara spesifik sentezlendiğini ve özellikle angiogenesiz ile ilişkili 

olduğu gösterilmiştir.78 EPHB4’ün ifadesinin kanser hücrelerinde genel olarak arttığını ve 

artış miktarının kanser progresyonu ile pozitif korelasyonunu gösteren çalışmalar 

bulunmaktadır. Bununla beraber EPHB4’ün tümör prognozunu efrinB2 ligandı bağımsız 

sinyal yolakları tarafından gerçekleştiği önerilmiştir. 

EPHB4’ün eritropoesiz de görev aldığı bilinmektedir.64 Tümör ve EPO/EPOR 

bağlamında EPHB4 potansiyel EPOR partneri olarak ilk defa göğüs kanseri hücre hattı 

panelinde incelenmiştir. EPHB4 ekspresyonun tüm göğüs kanseri hücre hatlarında var oluşu 

ve EPOR ifadesi ile pozitif korelasyon göstermesi sonucu EPOR sinyal yolağında görev 

aldığı öne sürülmüştür. Pradeep ve ark. ları rHuEPO’nun EPOR bağımsız olarak  EPHB4 

reseptörü ve  STAT3 aracılığı ile tümör büyümesini ve progresyonunu artırdığını  

göstermişlerdir. 

 EPHB4 ve EfrinB2 glioma ilişkisi, farklı evrelere ait glioma dokularında immün doku 

boyaması ile gösterilmiş; artan evre ile doğru orantılı olarak artan EPHB4 ve efrinB2 ligandı 

ekspresyonu bulunmuştur, Buna ek olarak EPHB4/Efrin B2 miktarındaki birlikte görülen artış 

ile stabil seyir gösteren hasta miktarında azalış olduğu belirtilmiştir. Glioma hücrelerinde 

EPHB4 ifadesinde artışın in vitro ve in vivo olarak proliferasyonu artırdığı ve daha invazif bir 

fenotipi indüklediği gösterilmiştir. Ayrıca EPHB4’ün miktarındaki artışın STAT3 ve ERK 

fosforilasyonu artırdığı ve EGFR miktarında da artışa sebep olduğu gösterilmiştir.  

Bu çalışmada rHuEPO ‘nun tümör prognozuna etkilerinin EPHB4 varlığı ile de 

gerçekleşebileceği hipotezine dayanarak; EPHB4’ün ifadesinin susturulduğu koşullarda U-87 

MG hücrelerinin rHuEPO’ ya bağlı proliferasyona, migrasyona ve invazyona olan cevabını 

araştırdık. EPHB4’ün diğer 2 reseptöre nazaran proliferasyona etkisinin daha az olduğu, 

ancak U-87 MG hücrelerinin rHuEPO bağımlı invazyonuna doğrudan aracılık ettiğini 

gösterdik. 

Beta ortak reseptörünün EPOR ile oluşturduğu düşünülen reseptör dimerleri ile 

endojen ya da ekzojen rHuEPO’nun doku koruyucu etkilerinin gösterilmesinde rol aldığı 

önerilmiştir. EPOR ile beraber kanser de varlığı ilk defa Debeljak ve ark.ları tarafından 

sorgulanmıştır. Göğüs kanseri hücrelerinden oluşan bir hücre hattında panelinde CSF2RB 
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ifadesinin az miktarda olduğu ve EPOR ile negatif korelasyon gösterdiği belirtilmiştir. EPOR 

ile negatif korelasyon göstermesi ise de CSF2RB ve EPOR oluşturduğu önerilen doku 

koruyucu reseptör komplekslerinin en azından incelenen hücre hatlarında oluşup 

oluşmadığına dair soru işaretleri yaratmıştır.  

Literatür de CSF2RB ‘nin GBM hücre hatlarında ya da hastalarında varlığını araştıran 

bir çalışma bulunmamaktadır. Bununla beraber biz CSF2RB ‘nin glioma hücrelerinde 

varlığını ve ötesinde beta ortak reseptörünün ekzojen olarak verilen rHuEPO bağımlı olarak 

bu hücrelerde proliferasyona ve invazyona etkisini göstermiş bulunuyoruz. 
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6 SONUÇLAR VE ÖNERİLER 

Potansiyel olarak endojen ya da ekzojen EPO ile aktive olduğu düşünülen EPHB4 ve 

CSF2RB ve klasik EPOR reseptörü çalıştığımız GBM hücre hattında bulunmaktadır.  Her 3 

reseptörün de rHuEPO’nun proliferasyon ve invazyona etkisini belirli derecelerde etkilediği 

gösterilmiştir. Literatürdeki GBM ve rHuEPO arasındaki ilişkiyi inceleyen in vitro ve in vivo 

çalışmalar ile beraber GBM hasta dokularında yapılan çalışmalarda EPO/EPOR ve hastalıksız 

sağ kalım korelasyon çalışmaları göz önünde bulundurulduğunda; bizim de çalışmamızla 

beraber, rHuEPO’nun GBM hastalarında CIA ya da CRA kullanılmasının dikkatli 

gerçekleşmesini gerektiğini önermekteyiz.  Bundan sonraki çalışmalarda, öncelikle reseptör 

spesifik bloklayıcı antikorlar kullanılarak yine reseptörlerin proliferasyona, migrasyona ve 

invazyona etkilerinin tekrar konfirme edilmesi gerektiğini düşünüyoruz. Bununla birlikte 

rHuEPO ile ilişkili bu 3 reseptörün tümör progresyonuna etkisinin hangi reseptör ikilileri 

aracılığı ile hangi sinyal yolakları ile gerçekleştiğinin daha detaylı olarak incelenmesi 

gerektiğini düşünüyoruz.  
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