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SELENYUMUN İNSAN GLİOBLASTOMA MULTİFORME HÜCRE HATLARINDA  

İN VİTRO ETKİLERİNİN ARAŞTIRILMASI 

 

Duygu Harmancı, Dokuz Eylül Üniversitesi, Sağlık Bilimleri Enstitüsü, Moleküler 

Tıp Anabilim Dalı, 35340, İnciraltı, İzmir 

 

ÖZET 

 

 

Beyin tümörleri 100.000 kişiden üç ila beş kişide görülmekte ve kansere bağlı 

ölümlerin %2,7’si beyin tümörlerinden kaynaklanmaktadır. Primer beyin tümörleri, malign 

hastalıkların yaklaşık %2’sini oluşturur. Glioblastoma multiforme (GBM), santral sinir 

sisteminin glial hücrelerinden köken alan ve en sık (% 50-60) rastlanan primer beyin 

tümörüdür. Daha çok erişkin yaşta (45-70) ortaya çıkmakta ve yüksek invaziv fenotipe sahip 

olup çok hızlı progresyon göstermektedir. Bu çalışmadaki amaç selenyumun glioblastoma 

hücreleri üzerindeki olası in vitro etkilerinin değerlendirilmesidir. 

Bu çalışmada, GMS-10 ve DBTRG-05MG insan glioblastoma multiforme hücre 

hatlarında selenometiyonin (SeMet) uygulanan ve uygulanmayan gruplarda selenyumun hücre 

içine alınım düzeyleri, hücre proliferasyonu, sitotoksisite, ve hücre proliferasyon göstergesi 

olarak Ki-67 protein ekspresyon değişimi incelendi. Selenyumun  organik formu olan 

selenometiyoninin hücre proliferasyonu üzerine etkisi  WST-1 testi ile, sitotoksite laktat 

dehidrogenaz testi (LDH) ile değerlendirildi. Ki-67 protein düzeyi western blot yöntemi ile 

saptandı ve hücre süpernatantlarındaki ve lizatlarındaki selenyum düzeyi ölçümü grafit fırın 

atomik absorpsiyon spektrofotometresi kullanılarak yapıldı. 

GMS-10 ve DBTRG-05MG hücreleri üzerine SeMet’in etkisi bu çalışma ile ilk defa 

incelenmiştir. Araştırmamızın bulgularına göre her iki hücre hattı için, doza ve zamana bağlı 

olarak LDH testi ile  hücre ölüm artışı belirlendi. WST-1 testi sonuçlarına bakıldığında 

zamana bağlı olarak çalışmamız için düşük olarak kabul ettiğimiz 50 ve 100 µM dozlarda 

hücre proliferasyonunda 24 saat inkübasyon sonucu artış gözlendi. Atomik absorpsiyon 

spektrofotometresi (AAS) bulguları incelendiğinde canlılık ve sitotoksisite testleri ile uyumlu 

olarak hücrelerin selenometiyonin düzeyleri belirlenmiş oldu.  
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Sonuç olarak bu çalışmada, gerek DBTRG-05MG hücrelerinde, gerekse GMS-10 

hücrelerinde SeMet’in, in vitro ortam koşullarında,  doza ve inkübasyon süresine bağımlı 

olarak proliferasyonu azalttığı ve sitotoksisite gösterdiği, bu olayların da hücre içine alınan 

SeMet ile büyük ölçüde korele olduğu bulunmuştur. 

Bu araştırmada ortaya çıkan bulgular ve daha önceki bilgilerin ışığında bulgularımızın 

apoptoz denemeleri, ELIZA gibi yöntemler ile desteklenmesi gerekmektedir. Selenyumun 

organik formu kullanılarak yapılan bu çalışmamızın glioblastoma multiforme çalışan diğer 

araştırmacılara yön göstereceğini umut ediyoruz.  

 

Anahtar sözcükler: Selenyum; Selenometiyonin; Glioblastoma multiforme; Proliferasyon; 

Sitotoksisite; Ki-67 
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ABSTRACT 

 

 

The incidence of brain tumors ranges from 3 to 5 per 100.000 in humans. 2.7% of 

cancer-related deaths are caused by brain tumors. Primary brain tumors constitute about 2% 

of malignant diseases. Glioblastoma multiforme (GBM) is caused by the central nervous 

system-derived glial cells and is the most common (50-60%) form of primary brain tumor. 

In elderly (45-70), GBM has higher possibility to emerge and has a high invasive phenotype 

showing a very rapid progression. The aim of this study was to investigate in vitro effects of 

selenium on human glioblastoma multiforme cells. 

 In the present study, GMS-10 and DBTRG-05MG human glioblastoma multiforme 

cell lines were used as a model to examine, in the selenomethionine treated and non-treated 

groups; selenium entering in the cell, proliferation, cytotoxicity, and Ki-67 protein 

expression.  The organic source of selenium, selenomethionine stimulated effects on cell 

proliferation and cytotoxicity, as these were assessed with WST-1 and lactate 

dehydrogenase (LDH) tests, respectively. Ki-67 protein expression was determined by 

western blot and selenium measurements were performed in supernatants and lyzates by 

using GFAAS.  

   This is the first study to examine SeMet effects on cell growth and death in GMS-10 

and DBTRG-05MG cells. According to the results of our research, cells respond to seleno-

L-methionine in a dose-dependent and time-dependent manner for both cell lines. As a result 

of WST-1 test cell proliferation increased at 50 and 100 µM doses, which were considered 

as low doses by us. With the analyzis of the AAS results, SeMet levels of the cells were 

determined to be in accordance with viability and cytotoxicity tests.    

  In this study, SeMet, in the in vitro environmental conditions, has decreased 
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proliferation and has shown cytotoxicity in a dose and incubation period dependent manner 

in both DBTRG-05MG and GMS-10 cells and these parameters are correlated in a large 

extent with the levels of SeMet entering the cells.                     

  In the view of the data obtained from this investigation and the previous data, our 

results must be supported by new experiments such as apoptosis assays and ELISA methods. 

This study will yield further studies focusing on the possibility of using SeMet against some 

types of GBM. 

 

Key Words: Selenium; Selenomethionine; Glioblastoma multiforme; Proliferation; 

Cytotoxicity; Ki-67 
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1. GİRİŞ VE AMAÇ 
 

 

Selenyum (Se) keşfinden bu yana yaşam bilimleri alanında çalışan araştırmacılar 

için çözülmesi gereken bir bulmaca olmuştur. Önceleri toksik olduğu düşünülürken yapılan 

çalışmalarla esansiyel bir eser element olduğu ortaya konmuştur (1). Selenyum bileşikleri 

çalışmalarda besin kaynağı olarak sıkça kullanılmaktadır. Selenyum insan vücudunda 

antioksidan savunma sistemi, kardiyovasküler sistem, üreme sistemi, immün sistem gibi 

çeşitli sistemler içinde yer alır (2). Sodyum selenit (Na2SeO3) ve sodyum selenat 

(Na2SeO4) selenyumun en iyi bilinen ana diyet formlarıdır ve önceki çalışmalar, sodyum 

selenitin bazı kanser hücreleri için apoptozu indükleme ve hücre proliferasyonunu inhibe 

etme özelliğine sahip olduğunu göstermiştir (3,4).  

Selenyumun insanlardaki bir diğer önemli diyet formu Selenometiyonin 

(SeMet)´dir. SeMet, in vivo olarak bulunmasının yanında biyoyararlanım, düşük toksisite 

gibi nedenlerle son yıllarda selenyum çalışmalarında daha çok kullanılmaktadır (5). 

Selenyum bileşiği değiştikçe hücreler üzerindeki etkinlik ve toksisite de değişmektedir. 

Ayrıca, selenyumun kanser hücreleri üzerindeki etkileri sadece selenyum bileşiğine değil 

kanserin yerleşim bölgesine, tipine, evresine, dokunun metabolizmasına ve genotipine 

bağlıdır (6,7). 

Glioblastoma multiforme (GBM) beyin tümörlerinin en agresif olanıdır (8). GBM 

de novo olarak gelişim gösterebildiği gibi sıklıkla daha düşük evre astrositomlardan 

gelişim gösterir (9). Geç yaşlarda (45-70), GBM oluşumu daha sık gözlenir. Oldukça 

invaziv fenotipe sahiptir ve hızlı bir gelişim gösterir (10). Ortalama yaşam süresi tanı 

konulduktan sonra 6-12 aydır (8). GBM gelişimi esnasında genetik, histopatolojik ve klinik 

olarak değişiklikler gözlenmektedir (11,12). 

Erişilebilir literatür incelendiğinde selenyumun in vitro koruyucu ve tedavi edici 

etkilerinin mekanizmalarına yönelik çalışmalar prostat (13-15), meme (16), kolon (17), 

akciğer (18) kanseri, melanoma (19) ve çeşitli beyin tümörü (20-23) hücrelerinde 

gerçekleştirilmiştir. Bu çalışmalar selenyumun inorganik formu olan sodyum selenit ve 

sodyum selenat formları kullanılarak yapılmıştır. SeMet kullanılarak yapılan çalışmalarda 

beyin tümörü hücreleri kullanılmamıştır. 

Bu çalışmadaki amaç selenyumun glioblastoma hücreleri üzerindeki olası in vitro 

etkilerinin değerlendirilmesidir. Primer hipotezimiz, kullandığımız selenyum formu SeMet 
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glioblastoma multiforme hücre hatları olan GMS-10´un ve DBTRG-05MG´nin 

proliferasyonlarını baskılar.  Bu amaçla, selenyum bileşiklerinin GBM hücre hatlarında 

hücre proliferasyonu ve sitotoksisite üzerine etkileri hücreler dört farklı selenyum dozu ile 

24, 48, 72 saat inkübe edilerek belirlendi. Hücre proliferasyonundaki değişiklikler WST-1 

testi ile, sitotoksisite LDH testi ile belirlendi. Araştırmamızın temelinde hücre 

proliferasyonunun baskılanması amaçlandığından bir proliferasyon belirteci olan Ki-67 

(24-29) protein ekspresyon değişiminin western blot yöntemi kullanılarak belirlenmesi 

amaçlandı. Selenyumun hücre içine alınımını belirlemek amacı ile hücre lizatlarındaki ve 

süpernatantlarındaki selenyum düzeyleri GFAAS kullanılarak ölçüldü.  

Koruyucu etkilerinin yanında proliferasyonu baskıladığı, apoptozu indüklediği 

çeşitli hücre hatlarında gösterilen selenyum ve selenyum bileşiklerinin glioblastoma 

multiforme hücreleri üzerinde de etkili olabileceği düşünülmektedir. Bu araştırmadan elde 

edileceği düşünülen bulguların GBM’de hedeflenmiş moleküler tedavi stratejilerinin 

geliştirilmesine ışık tutacağı öngörülmektedir.  
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2. GENEL BİLGİLER 

 

2.1. Selenyum  

Selenyum periyodik tabloda 4. Periyot ve 6. Grupta yer alan, kükürtle benzer 

özellikler gösteren bir elementtir. Selenyum insanlar ve hayvanlar için esansiyel bir eser 

elementtir. Dört farklı oksidasyon durumu vardır (1). Bu oksidasyon durumları Tablo 1 

de gösterilmiştir. 

 

Tablo 1. Selenyumun Oksidasyon Durumları ve Selenyum Bileşiklerine Örnekler 
  

Oksidasyon Durumu + 6  Selenyum trioksit Selenat Selenik asit 

Oksidasyon Durumu + 4 Selenyum dioksit Selenöz asit Selenit 

Oksidasyon Durumu    0 Elemental 
Selenyum 

Selenodiglutatyon Selenyum sülfitler 

Oksidasyon Durumu  - 2 Hidrojen selenid Dimetilselenid Sodyum selenid 

 

2.1.1. Keşfi ve Tarihçesi 

Selenyum (Se) 1817 yılında  Jöns Jacob Berzelius tarafından keşfedildi ve Yunanca 

bir sözcük olan ve “ay” anlamına gelen ‘selene’ ismi ile adlandırıldı (6). Aslında Berzelius 

sülfirik asit üretimi üzerinde çalışırken kırmızımsı renkte kurşun duvarlar üzerinde oluşan 

bu elementi fark etti ve yeni bir element olarak tanımladı (1). Keşfinden itibaren selenyum 

çözülmeye ihtiyaç duyulan bir problem oldu. 1842 yılından beri selenyumun biyolojik 

rolü, toksik ve karsinojenik etkileri, selenyum eksikliği gibi konular çalışılmaktadır (30). 

Biyolojik açıdan  selenyum önce bir zehirken daha sonraları belirli bir bakteri türü için 

büyüme faktörü olduğu gösterildi. 1957 yılında Schwarz ve ark. (31) selenyumun 

hayvanlar için esansiyel olduğunu gösterdi. İnsanlar selenyumun karsinojenik olduğunu 

düşünürken bugün bir anti-karsinojenik olarak selenyum pek çok çalışmanın konusu 

olmayı sürdürmektedir.  

 

2.1.2. Biyokimyası 

Dünya Sağlık Örgütü tarafından önerilen günlük alım miktarı kadın ve erkeklerde 

sırasıyla 55- 70 µg/gün’dür (32).  
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Selenyum, bitkilerde düşük molekül ağırlıklı bileşiklerine ya da metillenerek 

selenometiyonin (SeMet) ve selenosistein (Sec) aminoasitlerine dönüşür. SeMet bitkilerde 

ana selenyum bileşiğidir. İnsan vücudunda sentezlenmez bu nedenle diyetle alınması 

zorunludur. Se sentezi için öncül molekül SeMet’tir. Vücudun kullanabildiği ve daha iyi 

absorbe edebildiği L-Selenometiyonin izomeridir. D-Selenometiyonin ise inorganik 

Selenyum formlarına dönüştürülerek inorganik selenyum havuzuna katılır ve diyetle 

selenyum alımı durduğunda bu havuzdan organizmaya selenyum sağlanır (32,33).  Sec 

sisteinin Se içeren bir analoğudur ve selenyumun biyolojik olarak aktif formudur. Sistein 

amino asidindeki kükürt (S) yerine Se geçmiştir. Sec ribozom aracılı protein sentezi ile 

proteinlere katılmak için kendine ait bir kodon taşır. Bir stop kodonu olduğu düşünülen 

ancak komşu DNA dizilerine bağlı olarak iki fonksiyonu bulunan UGA kodonu tarafından 

kodlanmaktadır.  

       

 
                  Şekil 1. Memelilerde Selenosistein Biyosentezi (34)  
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Başlangıçta selenosisteil-tRNA’sı seril tRNA sentetaz tarafından katalizlenen bir 

tepkimeyle seril-tRNA’sına dönüştürülür. Seril-tRNA kompleksi fosforillenir ve 

selenofosfat sentetaz 2 tarafından katalizlenen tepkime ile fosforillenen hidrojen selenid bu 

kompleks ile  birleşirken selenosistein sentezlenmiş olur (34). 

 Selenyum aynı zamanda metiyoninden kükürdü çıkartarak yerine geçer ve 

selenometiyonin oluşur. Hem selenometiyonin hem de selenosistein selenyumun biyolojik 

olarak protein ve enzimlere bağlanıp yapılarına katılarak fonksiyon göstermesini sağlar. 

  Selenyum insan vücudunda proteinlere katılarak ve bazı enzimlerin yapısında 

kofaktör olarak bulunarak işlev gösterir. Bugüne kadar tanımlanmış yaklaşık 25-33 

selenoprotein bulunmaktadır (33-37). Bunların işlevlerine göre sınıflandırılması Tablo 2 de 

gösterilmiştir. 

 

Tablo 2. Selenoproteinler (33-37) 

Biyolojik Fonksiyon Selenoprotein  

Antioksidan Enzimler GPx1 (karaciğer), GPx2 (plazma), GPx3 

(plazma), GPx4 (gastrointestinal), GPx6, 

SelK, SelW, SelR 

Redoks Sinyalleri TrxR1, TrxR2, TrxR3 

Tiroid Hormon Metabolizması DIO1, DIO2, DIO3 

Sec Biyosentezi SPS  2 

Se Transportu ve Depolanması SelP 

Protein Katlanmaları Sel15, SelN, SelM, SelS 

Fonksiyonu Bilinmeyenler SelH, SelI, SelO, SelT, SelV 

 

2.1.3. Metabolizması 

Selenyumun absorpsiyonunda kesin olmamakla beraber bazı transport 

proteinlerinin görev aldığı düşünülmektedir. Yapılan çalışmalar seleno aminoasitlerin 

selenometiyonin, metil selenosistein ve selenosisteinin Bo ve bo+rBAT sistemlerinin 

transport proteinleri tarafından taşındığını göstermiştir. Barsak selenat transportu için en 

uygun aday protein ise SLC26’dır. SLC26 inhibe edilerek yapılan çalışmalar bunu 

doğrulamaktadır (38).  
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Şekil 2. Selenyum Absorpsiyonu, Metabolizması ve Yıkımı (38) 

 

Hem inorganik hem de organik selenyum bileşiklerinin metabolik olarak 

dönüştüğü ortak nokta hidrojen selenid (H2Se) tir. Diyetle alınan selenometiyonin 

selenosisteine dönüştürülür. Bu dönüşümü katalizleyen iki enzim vardır. Bunlar ; 

sistatyonin β-sentaz ve sistatyonin γ-liyazdır. Selenosistein β-liyaz tarafından 

selenosistein hidrojen selenide dönüştürülür. Selenometiyonin bakteriyel olarak da 

selenide dönüştürülebilir. Diyetle alınan Se-metilselenosistein sistatyonin γ-liyaz 

aktivitesiyle, metilselenole dönüştürülür ve bu bileşik demetilasyonla selenide dönüşür. 

Selenit ise doğrudan tiyoredoksin redüktaz aktivitesiyle selenide indirgenir ya da bir 

diğer yol olan glutatyon redüktaz aktivitesiyle bir dizi reaksiyon sonucu selenide 

indirgenebilir. Selenat da tiyoredoksin redüktaz (TrxR) ve glutatyon peroksidaz (GPx) 

aktiviteleri ile selenide dönüşür. Daha sonra selenid selenofosfat sentetaz aktivitesiyle 

fosfatlanır ve selenyum selenosisteil-tRNA[ser][sec] inkorpere olur. Selenid aynı zamanda 

selenyum atılımının da ara metabolitidir ve düşük seviyelerde selenoşekerlere katılıp 

idrarla atılabilir. Fazla selenyum alımı durumundaysa metil transferaz aktivitesi sonucu 
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metilselenol ve dimetil selenide dönüştürülür; solunum ve feçes yoluyla da atılımı 

sağlanabilir. Plazmadan diğer organlara (testis, beyin ve böbrek dokularına) 

selenoprotein P’nin transportunda apolipoprotein E reseptör proteini 2 (apoER2) rol alır. 

Bu proteine megalin (Lrp2) de eşlik eder. Diğer organlara taşınımı hakkında yeterli bilgi 

mevcut değildir (38,39).  

 

2.1.4. Selenyum ve Hücre Sinyal Mekanizmaları  

Selenoproteinler indirekt olarak hücre büyümesine etki ederler. Bu etkiyi 

tiyoredoksin redüktaz üzerinden yaparlar.  Tiyoredoksin redüktaz tiyoredoksini indirger. 

İndirgenmiş tiyoredoksin nükleotid sentezinde (DNA sentezi) önemli role sahip 

ribonükleotid redüktazın aktivasyonuna öncülük eder. Tiyoredoksin sentezi tümör 

hücrelerinde artmıştır ve hücrenin büyüme faktörlerine verdiği yanıtı artırır. Farklı 

selenyum bileşiklerinin büyüme üzerine etkileri hücrenin normal ya da tümörleşmesine 

bağlı olarak değişmektedir (2). 

Selenyum bileşikleri hücreyi apoptoza götürerek hücre ölümüne neden olabilirler. 

Oksidatif stres nedeniyle indüklenmiş hücre ölümüne karşı hücrenin yaşamasına yardımcı 

da olabilirler. Sağlıklı hücrelerde hasardan koruması, tümör hücrelerinde ise apoptoz yolu 

ile hücre ölümünü indüklemesi selenyumun antikarsinojenik özelliğiyle ilişkilendirilebilir. 

Apoptoz ökaryotlarda korunmuş bir mekanizmadır. Selenyumun apoptozla ilişkisi hücre 

tipine ve selenyum bileşiğine bağlı olarak farklı mekanizmalar üzerinden gelişir. Hücre 

proliferasyonunda önemli rolleri olan kinazların modülasyonuna sebep olarak bu yolakları 

inhibe ederek hücreyi apoptoza yöneltebilirler. Apoptoz yolağında kaspazların büyük 

önemi vardır. Kaspazların aktivasyonunda çeşitli selenyum bileşiklerinin etkileri söz 

konusudur. Ebselen, MSA gibi selenyum bileşikleri tek başlarına ya da diğer antikanser 

ilaçlarla birlikte kaspaz modülasyonunda görev alırlar. Hücredeki reaktif oksijen türleri 

düzeyinin artması ile redoks dengesi bozulur ve selenoproteinler içeren sistemler devreye 

girer. Bu sistemler; GSH/GSSG sistemi, Grx sistem ve Trx/TR sistem. Glutatyon sistemi 

genellikle kaspaz 3 ve kaspaz 7 aktivasyonuyla ilişkilidir. Selenyum bileşikleri p53 

üzerinden de apoptoz üzerinde etkilidir. Selenyum doğrudan etki gösterebildiği gibi daha 

çok yapısına katıldığı selenoproteinler üzerinden etki göstermektedir (130). Meme kanseri 

MCF7 hücreleri üzerinde yapılan bir çalışmada selenyum ve doksorubisinin apoptozu 

indüklemede sinerjistik etkileri incelenmiş ve ikisinin birlikte kilit düzenleyici adımları 
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hedefleyerek Fas ligandına bağlı olmaksızın Fas sinyalizasyonunu aktifleştirdiği ve hücreyi 

apoptoza götürdüğü gösterilmiştir (131). Selenyumun koruyucu etkileri arasında oksidatif 

hasardan proteinleri koruması, gen ekspresyonunu spesifik olarak düzenlemesi, DNA’ya 

oksidatif hasarı, lipid peroksidasyonu ve hücre membran hasarını azaltması sayılabilir (40).  

Selenyumun biyolojik etkileri selenoproteinlerin antioksidan özelliklerinin bir 

getirisi olan reaktif oksijen türlerini ve organik peroksitleri temizlemesinden kaynaklanır. 

Serbest radikaller hücre içi sinyal mekanizmasının önemli bir parçasıdır. Normal hücreden 

patolojik hücreye geçiş sürecinde serbest radikal miktarında artma olur. Bu esnada 

glutatyon peroksidazlar ve tiyoredoksin redüktaz serbest radikalleri parçalayarak hücre içi 

sinyal düzenlenmesine selenoproteinler aracılığıyla katılmış olur.  

Selenyumun düzenleyici etkileri (41); 

• Sitoplazma ve çekirdekteki protein kinazların ROT aracılı uyarılmaları, 

• Proteinlerin tiyol, sistein ve tirozin gruplarının ROT aracılı kovalent 

modifikasyonları, 

• Hücresel redoks durumundaki değişikliklere ROT üretiminin transkripsiyon 

faktörlerinin aktivasyonuna sebep olarak de novo gen ekspresyonuna 

öncülük etmesi, 

• Hücre yüzey ve nükleer reseptör proteinlerinin düzenlenmesi yoluyla hücre 

büyümesi, yanıtı ve davranışında değişime neden olması, 

• Hücre ölüm ve yaşam sinyallerinin düzenlenmesi  

Selenyum, kinazlar ve hücre yüzey reseptörlerinin ekspresyon ve fonksiyonlarını 

etkiler. Bunu hücre büyümesi ve canlılığını kontrol ettiği mekanizmalar yoluyla yapar. 

Fibronektin, adheran hücrelerin canlılığı için önemli role sahip ekstraselüler matriks 

elemanıdır. Hücrelerin selenite maruz bırakılması hücre yüzeyindeki fibronektin 

reseptörlerinin sayısını azaltmaktadır. Tiyoredoksin redüktaz reseptörlerin doğru ve kararlı 

konformasyonda katlanmasında rol oynayan önemli bir sistemdir. 

Selenyum, protein kinazların hücre içi sinyal mekanizmasında da potansiyel role 

sahiptir.  Bu yolaklar mitojen aktive kinazlar (MAK),  p38 ve JNK/SAPK yolaklarıdır. 

Selenyum genomun gardiyanı olarak tanımlanan p53’ü de etkiler. Hücresel redoks 

durumu p53 aktivitesinde önemli role sahiptir. Hücrelerde tiyoredoksin redüktazların 

inaktivasyonu p53 aktivitesinin kaybına neden olur. Kanser hücrelerinin Se bileşikleri ile 
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inkübe edildiğinde  p53 bağımlı veya bağımsız olarak DNA hasarını indükleyici yolaklarla 

ölüme gittiği gözlenmiştir (5).  

DNA metilasyonu transkripsiyonel kontrol için önemli epigenetik bir 

mekanizmadır. Kanser hücrelerinde normal olmayan DNA metilasyonu görüldüğü uzun 

yıllar önce keşfedilmiştir (132). Selenyum eksikliği ile kolon kanseri riskinin arttığı ve bu 

durumun DNA metilasyonu ile ilişkili olabileceği öne sürülmüştür (133). 

 

2.1.5. Selenyum ve Kanser 

Selenyum bilim tarihinde keşfinden bu yana kanserle ilgili birçok çalışmaya konu 

olmuştur. Bu çalışmaların iki ana konusu bulunmaktadır : kanserden koruma ve terapi. Bu 

iki konunun ön plana çıkması selenyumun antioksidan özelliklerinin yanında doza bağlı 

olarak bir oksidan olarak da davranmasından kaynaklanmıştır. Selenyumun kanser 

üzerindeki potansiyel etkileri in vitro ve in vivo hayvan çalışmaları ile gösterilmiştir (42). 

Selenyumun kanser üzerindeki etkileri hücre döngüsü ve apoptoz, antioksidan etki, 

anjiogenez ve ekstraselüler matriks düzenlenmesi, histon deasetilaz inhibisyonu, 

karsinojen detoksifikasyonu, glutatyon transferazların indüksiyonu, DNA hasarı ve tamir 

mekanizmaları ile immün sistem modülasyonu gibi metabolik süreçlerle ilişkilidir (43). 

Selenyumun kanser ile ilişkisinde kansere spesifik, türe spesifik ya da doza bağlı olarak 

farklı etkiler ortaya çıkmaktadır.  

Epidemiyolojik çalışmalar ABD’de plazmadaki düşük Se durumu ve alımı ile 

artmış kanser insidansını ilişkilendirmektedir (44).  Selenyumun antikanser özellikleri ilk 

olarak hayvan çalışmaları ile kanıtlanmıştır. Hayvan besinlerine eklenen selenyumun 

kimyasallarla indüklenen tümör oluşumunu baskıladığı görülmüştür. 2004 yılında Zhuo ve 

ark.larının (45) yaptığı çalışmaya göre fazla selenyum alımının akciğer kanserinden 

korunmak için alternatif yol olduğu önerilmiştir. Benzer sonuçlar 2006 yılında Brinkman 

ve ark.ları (46) tarafından prostat kanseri için ortaya konmuştur. Prostat kanseri üzerinde 

devam eden çalışmalardan NPC (Nutritional Prevention of Cancer) çalışmasında hastalara 

200 µg MeSeCys, SWOG (Southwest Kanser Grubu) tarafından koordine edilen ve NCI 

(National Cancer Institute)’ın finanse ettiği SELECT çalışmasında ise 200 µg SeMet 

hastalara verilmiştir. Bu çalışmalardan NPC kanser olgularının azaldığını söylerken 

SELECT tek başına selenyum alan ya da hem selenyum hem vitamin E alan erkeklerle 

almayan erkeklerde prostat kanseri gelişimi arasında anlamlı bir farka rastlanmadığını 
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göstermiştir (131). Bu durum dikkate alındığında selenyumla ilişkili olarak bileşiklerinin 

farklı sonuçlara neden olduğu söylenebilir. Bunun tam tersi olarak meme kanseri ve 

melanoma için farklı çalışma gruplarınca uzun süre inorganik selenyum alımının 

mortaliteyi artırdığı gösterilmiştir (42). Selenyum tek başına diyete eklenebildiği gibi 

vitaminlerle desteklenerek de çalışmalarda kullanılmıştır (47). Alımını cinsiyetlere göre 

inceleyen çeşitli çalışmalar olmuştur (48,49). Bu çalışmalar insanlar üzerinde belli bir 

süreyle bu destek karışımlarını almaları temeline dayanılarak yapılmıştır. Li ve ark.’larını 

(50) yaptığı çalışmaya göre günde 50 µg selenat ve farklı 25 vitamin ve mineral içeren bir 

karışım alan kişilerde özafagus kanserine karşı herhangi bir koruma gözlenmemiştir. 

Selenyum bileşiklerinin kanser türlerine etkilerinin incelendiği çalışmalar Tablo 3’de 

gösterilmiştir.  

Selenoproteinlerin kanser oluşumundaki rolleri araştırılmaktadır. Beyin tümörleri 

için özellikle önem taşıyan selenoproteinler SelP ve GPx1’dır. Her iki selenoproteinin 

beyindeki rollerinin araştırıldığı bir hayvan çalışmasında bu proteinlerin nakavt edilmesi 

halinde nörotoksinlere duyarlılığın arttığı, nöbet gelişimin olduğu, GPx1’ın koruyucu 

aktivitesinin azalması, Trx’in baskılanması ve hareket kısıtlılıkları meydana geldiği 

gözlenmiştir (135). GPx1 ve SelP’deki polimorfizmlerle, ekspresyon değişiklikleriyle 

ilişkili olarak prostat, meme gibi kanser türlerinin gelişimi söz konusudur. GPx1’de 38 

SNP tanımlanmıştır (136). Hem GPx1 hem SelP için tanımlanmış polimorfizmlerin 

araştırılması, kanserdeki rollerinin belirlenmesi, hücrelerdeki spesifik genlerin 

ekspresyonlarının değişmesinin kanser araştırmaları ve nutrigenomik açısından önemi 

artmaktadır. 
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Tablo 3. Selenyumun Kanserle İlişkisinin Araştırıldığı Çalışmalar 

 
Kanser 
 
 

 
Sonuç 

 
Kaynak 

Küçük Hücreli 
Olmayan ve Küçük 
Hücreli Akciğer 
Kanseri (in vitro) 

TrxR1 protein düzeyi ve aktivitesinde 
doza bağlı olarak azalma, tam tersi 
olarak TrxR1 mRNA düzeyinde doza 
bağlı artma, 
SeMet ‘in Ref1’in yer aldığı bir 
mekanizma ile p53 tümör baskılayıcı 
geni aktivasyonu, 
 

Selenius 2008 (51); 
Seo 2002(52) 

Glioblastoma 
Multiforme  

Cerrahi müdahale sonrası yaşam 
süresinde uzama yok, 
A172 insan GBM hücre hattında C6 
sıçan GBM hücre hattına göre daha 
etkili anti-proliferatif etki, 
Apoptoz yoluyla hücre ölümünü 
indükleme, 
Hücre büyümesini inhibe etme, 
mitokondriyal hasarı indükleme, 
Sodyum selenitin 2-3 µM 
konsantrasyonunda ışın duyarlılığı 
 

Philipov 1990 (54); 
Zhu 1995 (22); 
Zhu 1996 (21); 
Sundaram 2000 (20); 
Schueller 2004 (54) 

 
Karaciğer Kanseri 

Diyetine selenyum eklenmiş grupta 
kontrol grubuna göre karaciğer kanseri 
insidansında azalma 

 
Yu 1997 (55) 

 
Deri Kanseri (NPC) 
(in vitro) 

 
Diyetine selenyum eklenmiş grubun 
melanoma dışı deri kanseri üzerinde hiç 
etki göstermezken, bu gruptaki kişilerin 
primer akciğer, kolon, prostat gibi 
kanserleri geliştirme riskinde azalma,  
Doza bağlı olarak büyüme baskılama, 
G0/G1 fazında hücre tutuklanması, 
CDK2 ve CDK4 gen ve protein 
düzeyinde zamana bağlı baskılanma,  
 

 
Clark 1996 (56); 
Redman 1998 (57) ; 
Song 2009 (19) 
 

 
Prostat Kanseri 

 
İnsidansta azalma, 
Doza bağlı olarak büyüme baskılama, 
Prostat dokusunda fazla Se düzeyi, 

 
Combs 2001 (58) ; 
Duffield-Lillico 2002 
(59) ; 
Redman 1998 (57); 
Nyman 2004 (15) 

 
Tiroid Kanseri 

 
Tanı öncesi dönemde düşük serum Se 

 
Glattre 2012 (48) 
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düzeyi 
Lösemi (in vitro) Hücre döngüsü ile ilişkili genlerin ve 

total hücresel fosforile proteinlerin 
ekspresyonlarının regülasyonunda rol 
alma 

Zeng 2002 (60) 

Meme Kanseri (in 
vitro) 

Doza bağlı olarak büyüme baskılama  
Redman 1998 (57) 

 
Anaplastik astrositoma 

 
Selenit apoptoz yoluyla hücreleri ölüme 
götürüyor, MMP2, 9, 14, 15, 16 ve 24, 
bu enzimlerin inhibitörleri TIMP’ler ve 
EGFR gen ekspresyonunda azalma 

 
Rooprai 2007 (23) 

 
Kolon Kanseri (in 
vitro)  
(transgenik hayvan 
modeli) 

 
Metil selenol kanser hücrelerinde 
büyümeyi baskılama, apoptozu 
indükleme, ERK ½, p38 MAPK, SAPK, 
Src protein ekspresyonları kontrole göre 
değişim yok, 
Kemoterapötik ajanların toksik 
etkisinden koruma, 
AKT aktivasyonunu inhibe etme, 

 
Zeng 2012 (61); 
Cao 2004 (17) 
Luo 2012 (62)  

Skuamöz hücreli 
kanser (in vitro) 

MSC apoptozu artırır, kaspaz-3, 8 ve 
9’un aktiviteleri yüksektir 

Suzuki 2010 (63) 

 
Osteosarkoma 

 
Sisplatin direncinde azalma, 
Hücresel DNA onarım kapasitesinde 
inhibitör etki, 

 
Abul-Hassan 2004 (40) 

 

Günümüzde kanser araştırmaları hedefe yönelik tedaviye yönelmiştir. Selenyum 

çalışmaları sadece pre-klinik, klinik, in vivo ya da in vitro olmamalıdır. İn vitro 

çalışmalardan elde edilen verilerin yönlendirmesi ile araştırmalar klinik boyuta 

taşınmalıdır. Şu ana kadar selenyum çalışmalarında kullanılan hücre hatlarının listesi Tablo 

4’de verilmiştir. 
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Tablo 4. Selenyum Araştırmalarında Kullanılan Hücre Hatları 
 
Doku Hücre Hattı Kaynak 

Kan HL-60 Zeng 2002 (60) 

Meme MCF-7 Redman 1998 (57) 

Hawkes 2011 (16) 

Prostat DU-145 

LNCaP 

PC3 

Redman 1998 (57) 

Zhao 2009 (64) 

Zhong 2001 (13) 

Deri UACC-375 Redman 1998 (57) 

Akciğer A-427 

SK-LU-1 

H1299 

H157 

U1810 

H611 

U1906E 

U1906L 

U1285 

Seo 2002 (52) 

Selenius 2008 (51) 

Rigobello 2009 (18) 

Beyin IPSB-18 

A-172 

U-87MG 

U373MG 

C6 

T98G 

Rooprai 2007 (23); 

Zhu 1995 (22) 

Zhu 1996 (21) 

Sundaram 2000 (20) 

Bağırsak HCT116 

NCM460 

SW480 

Luo 2012 (62) 

Over C13 Rigobello 2009 (18) 

Kemik U2OS Abul-Hassan 2004 (40) 
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2.1.5. Selenyum Eksikliği 

Selenyum eksikliği yaşanan bölgeye bağlı olarak ortaya çıkabilir çünkü bölge 

toprağındaki selenyum içeriği düşük ise o bölgede yetişen yiyeceklerdeki selenyum oranı 

da düşüktür. Buna en iyi örnek Çin’in Keshan bölgesi verilebilir. Bu bölgede yaşayan 

çocuklarda ve kadınlarda endemik bir kardiyomyopati olan ‘Keshan Hastalığı’ uzun yıllar 

selenyum eksikliği ile ilişkilendirilmiştir (65). Bu teori hala geçerliliğini koruyor olsa da 

hastalığa aynı zamanda Coxsachie virüsünün (CVB) sebep olabileceği, bu hastalardan 

alınan kan ve doku örneklerinden bu virüsün izole edilmesiyle gösterilmiştir (66). Yapılan 

son çalışmalar selenoproteinlerdeki genetik polimorfizmlerin de bu hastalıkla ilişkisi 

olabileceği düşüncesini geliştirmiştir. Hayvanlarda yapılan çalışmalarda GPx1 knock-out 

fareler CVB ile enfekte edildiğinde kardiyomiyopati gelişimi gözlenirken doğal suşlarda 

virüse karşı direnç görülmüştür. Benzer bir çalışma Lei ve ark. tarafından 71 hasta ve 290 

kontrol kan örneğinde selenyum düzeyi ve GPx-1 aktivitesi ve polimorfizmi incelenerek 

yapılmıştır. Bu çalışma sonucunda da selenyum eksikliğinin kardiyomiyopati nedeni 

olabileceği savunulmuştur (67-68).  

Kashin-Beck hastalığı endemik, dejeneratif ve kronik osteoartrittir. Özellikle 

selenyumca fakir topraklarda yaşayan insanlarda görülür. Etiyolojisi hakkında yeterli bilgi 

bulunmamaktadır. Mineral dengesizliği, taneli ürünlerdeki mikotoksinler veya içme 

sularındaki organik kontaminasyon kaynakları bu hastalığın nedenleri arasında sayılabilir. 

Sadece selenyum değil aynı zamanda iyodür eksikliğine de bağlı ortaya çıkan bir 

hastalıktır. Rus araştırmacılar tarafından ortaya atılan düşünce ise hastalığa 

mikotoksinlerin sebep olduğu yönündedir. Özellikle tirikotosen mikotoksin (T-2) önemli 

bir risk faktörü olarak görülmektedir. T-2 doğal olarak Fusarium mantarının yan ürünü 

olarak oluşan ve yüksek miktarda bulunduğunda insan ve hayvanlar için toksik olan küftür. 

Hastalığın patogenezine ilişkin selenyum eksikliğine bağlı olarak GPx’ların aktivitesinde 

azalma meydana gelmesi ile kondrositlerdeki antioksidan mekanizmasının bozulması 

hipotezi de ortaya atılmıştır (66). 

Selenyum eksikliği sadece yaşanılan bölgenin toprağına bağlı olarak değil aynı 

zamanda ince ya da kalın bağırsakları kanser nedeniyle cerrahi olarak çıkarılmış ve 

fonksiyonel bir barsak sistemi olmayan hastalarda ve ya Crohn hastalığı gibi akut 

enflamatuar barsak hastalığında uygulanan total parenteal beslenme sırasında da ortaya 

çıkabilir.  
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Selenyum eksikliğinde lösemi, romatoid artrit ve fibrokistik meme hastalığı 

insidansında artış görüldüğü bildirilmiştir. Yine düşük serum Se konsantrasyonlarının 

meme, akciğer, over, pankreas, serviks, uterus, kolon ve rektum kanserlerinin gelişiminde 

yüksek risk oluşturduğu bulunmuştur. Se eksikliğine Balkan nefropatisinin görüldüğü 

coğrafi bölgelerde de rastlanır, fakat Se eksikliğinin kronik ilerleyici böbrek hastalığının 

gelişimine bulunduğuna dair doğrudan bir kanıt bulunmamaktadır. Düşük selenyum 

miktarı immün yetmezlik de meydana getirebilir (69,70). 

 

2.1.6. Selenyum Toksisitesi 

Selenyum toksisitesi, alınan selenyum konsantrasyonu yanında, selenyum 

bileşiğinin toksik potansiyeli ile ilişkilidir. Selenyum toksisitesi akut ve kronik olarak ele 

alınmalıdır (71).  

Akut selenyum toksisitesinde mide bulantısı, baş dönmesi, diyare, karın ağrısı gibi 

fizyolojik durumların yanı sıra kas spazmları, halsizlik, çarpıntı, koma hali gibi nörolojik 

durumlar da meydana gelebilir. Hipotansiyon ve taşikardi durumları gözlenir. Ölüm 

durumu bu iki sebepten dolayı vücutta oluşan sıkıntı halinden ileri gelebilir (72).  

Kronik selenyum toksisitesi selenozis olarak da bilinir. Tırnaklarda değişim ve saç 

dökülmesi gözlenir. Bulantı, kusma, diyare, deri lezyonları olabilir. Selenozis devam 

ederse beyin fonksiyonlarında azalma gözlenir; güçsüzlük, koma hali ve ölüm meydana 

gelebilir (73). 

 

2.1.7. Selenyum Ölçüm Yöntemleri 

 Bir eser element olan Se’un biyolojik örneklerdeki düzeyini ölçmek için 

geliştirilmiş pek çok analiz yöntemi vardır (74-79). Bu yöntemler ; 

• Atomik Absorpsiyon Spektrometri (AAS) (75),  

• Elektrotermal Atomik Absorpsiyon Spektrometri (ETAAS) (74),  

• Endüktif Eşleşmiş Plazma Optik Emisyon Spektrometri (ICPOES) (74),  

• Endüktif Eşleşmiş Plazma Kütle Spektrometri (ICPMS) (74),  

• Atomik Floresans Spektrometri (AFS) (76,77),  

• Nötron Aktivasyon Analizi (NAA) (74),  

• X-Işını Floresans Spektroskopi (XRF) (74)’dir.  
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Hangi yöntemin en uygun olduğuna karar vermek için eldeki örneğin iyi 

tanınması gerekir. Ön çalışma yapmadan bu tür analizlerin yapılması verilerin 

güvenilirliğini azaltır. 

 
2.2. Glioblastoma Multiforme 

Gliomalar santral sinir sisteminin en sık görülen primer beyin tümörleridir (80). 

Gliomlar glial hücreleri tarafından üretilen ve astrositik, oligodendrial, ependimal ya da 

karışık kökenli tümörler olarak tanımlanır. Histolojik görünümüne dayanarak, Dünya 

Sağlık Örgütü (WHO) gliomları I'den IV'e kadar sınıflandırır. En malign astrositik glioma 

olan, glioblastoma multiforme (grade IV), tüm gliomların % 50’sinden fazlasını oluşturur 

ve en sık görülen malign primer beyin tümörüdür (81). Glioblastoma multiforme insidansı 

düşük olan bir tümör olmasına rağmen kötü prognoz nedeniyle  medyan sağ kalım 

süresinin 12-15 ay olması hastaları olumsuz etkileyen en büyük sebeptir (82). 

  

2.2.1. Epidemiyolojik özellikleri 

Glioblastoma multiforme her yaşta insanı etkileyebildiği gibi daha çok erişkin 

yaştaki insanları etkiler.  Tanı alan olguların yaş ortalaması 64’tür, bunların % 80’inden 

fazlası 55 yaş ve üzerinde tanı alır, % 1’lik kısmı ise 20 yaş altıdır (83). Erkeklerde 

kadınlara oranla 1.6 daha fazla gözlenir (81).  

Gliomaların çoğunluğunun altında yatan neden belirlenebilir. Çevresel risklerden 

özellikle yüksek dozda radyasyona maruz kalmak son yıllarda rapor edilmiş bir nedendir. 

Bunun yanında ciddi kafa travması, diyet risk faktörleri, mesleki risk faktörleri gibi 

nedenler de sayılabilir.  

Glioma olgularında genetik yatkınlık % 5-10 oranında gözlenir. Karsinojen 

detoksifikasyonu, hücre döngüsü regülasyonu ve DNA onarım mekanizmalarındaki 

genlerdeki ortak polimorfizimler ve gliomalar arasındaki ilişkinin incelenmesine devam 

edilmektedir (84,85). 

 

2.2.2. Patolojik Özellikleri 

Glioblastoma multiforme lezyonları tanı sırasında beyin lobunu işgal edebilecek 

kadar tipik bir büyüklüğe sahiptir. Lezyonlar genellikle serebral hemisferlerin subkortikal 

beyaz cevherinde bulunur ve çoğunlukla frontal lob sınırından temporal loba doğru uzanır.  
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Tümör infiltrasyonu genellikle komşu korteks içine ve korpus kallosum boyunca 

kontralateral hemisfer içine ilerler (86).  

Glioblastoma multiforme tümör kitlesi hafif belirginlik ve yüksek derecede 

heterojenite ile karakterizedir. Fazlaca prolifere olan kanser hücreleri tümörün hiperselüler 

ve perifer bölgesinde bulunur. Histopatolojik olarak , lezyonlar tipik hücresel hiperplazi 

görünümü sergiler ;  atipik çekirdek, artmış mitotik aktivite, hücresel pleomorfizm ve zayıf 

farklılaşma. Glioblastoma multiformenin tanımlayıcı özelliklerinden biri hem nekrotik hem 

de vasküler hiperplazik alanların bir arada bulunmasıdır. Bunun yanında beyin dokusuna 

invaze olması en önemli belirleyicisidir. Yüksek infiltratif özelliğe sahip olduğu halde 

metastaz eğilimi düşüktür (87). 

Primer GBM’ler genellikle herhangi bir klinik belirti göstermeden ortaya çıkarlar. 

Sekonder gelişim gösteren GBM’ler oldukça nadirdir, tanı alan olguların % 5’i sekonder 

gelişim göstermiştir. Fenotipik olarak primer ve sekonder GBM’ler ayırt edilemez. Ancak 

bu ikisinin farklı genetik yolaklar aracılığı ile oluştuğu düşünülmektedir. Erişkinlerdeki 

primer GBM, EGFR’ün fazla ekspresyonu ya da mutasyonu ile ilişkilendirilebilir. Bunun 

yanında 10. kromozomun q kolunda heterozigosite kaybı, PTEN gen mutasyonu, p16 gen 

delesyonu da sayılabilir. Sekonder GBM’de de p53 mutasyonu, 10. kromozomun q 

kolunda heterozigosite kaybı, tümör baskılayıcı Rb düzenleyici yolaklarda anormallik 

görülebilir. Genel olarak, primer ve sekonder GBM’lerdeki bu genetik değişiklikler 

hücrelerin kontrolsüz büyümesine neden olan çeşitli mitojenik yolakların fazla aktivasyonu 

ile sonuçlanır (88,89). Gliomagenezis süreci Şekil 3’de gösterilmiştir. 
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Şekil 3. Gliomagenezis Süreci (90-95) 

 

GBM’in hücresel kökeni halen araştırılmaktadır. Geleneksel yaklaşım GBM’in 

olgun astrositer hücrelerden köken aldığı yönündeyken son araştırmalar nöral kök 

hücrelerin malign dönüşümü ile oluştuğunu ortaya atmaktadır (96,97). Kanser kök 

hücreleri yüksek proliferatif potansiyel, kendini yenileme ve multipotensi özellikleri 

yanında tümörojenik davranışlar sergilerler (98,99). Kanser kök hücreleri ile ilgili giderek 

artan bilgi birikimi olmasına rağmen başlangıç teorisinden GBM için asla 

vazgeçilmemiştir.  
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    2.2.3. Proliferasyon ve Glioblastoma Multiforme 

Hücre proliferasyonu en basit tanımıyla hücre büyümesinin ve bölünmesinin bir 

sonucu olarak hücre sayısındaki artıştır. Tümör hücrelerinde anormal hücre proliferasyonu 

söz konusudur. Proliferasyon durumunu belirlemek için çeşitli belirteçler vardır. Bunların 

başında Ki-67, timidin kinaz, siklin E, siklin D, p21, p27 , PCNA, MIB 1 ve KiS1 

sayılabilir (25).  

Ki-67 1983 yılında tanımlanmış monoklonal bir antikordur. Prolifere olan 

hücrelerde nükleer proteinlerle etkileşse de görevi tam olarak belirlenememiştir (27). 

Ayrıntılı bir hücre döngüsü analizi G0 fazındaki hücrelerin Ki-67 eksprese etmediğini 

ancak mitozdaki tüm hücrelerin çekirdeklerinde eksprese olduğunu göstermiştir. Çoğalan 

tüm hücrelerde bulunduğundan Ki-67 belirli bir hücre topluluğunun büyüme 

fraksiyonunun değerlendirmesi için oldukça önemlidir.   

 

2.2.4. Klinik Göstergeler ve Tanı                                                      

 GBM belirtileri genellikle geç dönemde kafa içi basınç artışı ile kendini gösterir. 

Bunun yanında şiddetli baş ağrısı, bulantı ya da kusma gibi belirtiler de gözlenebilir. 

Nörolojik değişiklikler, geçici hafıza kaybı, kişilik değişiklikleri, konfüzyon ve hatta 

hastalarda epileptik  nöbetler gözlemlenebilir (100-102). Tanının konulması için manyetik 

rezonans görüntüleme, tomografi gibi yöntemlerden yararlanılır. Yine de oluşan ödem 

varsa net tanının konulması cerrahi müdahale sonrası histopatalojik bulguların 

değerlendirilmesi ile olur (102-104).  

 

2.2.5. Konvansiyonel Tedavi 

Yeni tanı konmuş GBM’de cerrahi müdahale sonrası eş zamanlı ve adjuvan 

kemoterapi yanında radyoterapi uygulanır. Cerrahi müdahale ile dokunun tümü alınmış 

bile olsa tümörün yüksek infiltratif yapısı nedeniyle yeniden oluşum riski oldukça fazladır. 

GBM’de en çok kullanılan kemoterapötik alkilleyici bir ajan olan temozolomid’dir. Bunun 

yanında kombine tedavi yöntemleri de uygulanmaktadır. GBM tedavisinde en büyük 

sorunlardan biri ilaçlar nedeniyle oluşan yan etkilerin hastaya verdiği rahatsızlıktır. Bu yan 

etkiler ; beyindeki komşu yapılar üzerinde oluşan toksik etki, nöronal olmayan dokulardaki 

prolifere hücrelere toksik etki ve de istenmeyen uzun dönemli etkiler (bilişsel bozukluklar, 

epilepsi)’dir (105,106).  
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GBM’de hasta sağ kalım süresi % 5’den az olduğu ve nüks etme ihtimali yüksek 

olduğundan, bu hastalık özünde tedavi edilemez (107,108).  

Tedavide son zamanlarda kullanılmaya başlanan ‘Bevacizumab’ VEGF’ne karşı 

geliştirilmiş bir monoklonal antikordur. VEGF inhibe edilerek GBM hücrelerinin 

damarlanması ve proliferasyonu baskılanmış olur (109). Son zamanlarda kanser alanında 

çalışan tüm araştırmacıların ilgi duyduğu, hedefe yönelik tedavi örneklerinden ilki olarak 

kabul edilebilir. 
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3. GEREÇ VE YÖNTEM 

 

3.1. Araştırmanın Tipi: 

Araştırma deneysel (in vitro) bir çalışmadır. 

 

3.2. Araştırmanın Yeri ve Zamanı: 

Bu araştırma Kasım 2011 ile Kasım 2012 tarihleri arasında Dokuz Eylül 

Üniversitesi Tıp Fakültesi Öğrenme Kaynakları Merkezi Araştırma Laboratuarı’nda 

(ARLAB) gerçekleştirilmiştir.  

 

3.3. Çalışma Materyali: 

Araştırmada GMS-10 (DSMZ No : ACC 405) ve DBTRG-05MG (DSMZ No : 

ACC 359) insan glioblastoma multiforme hücre hatları kullanılmıştır. 

 

3.4. Çalışmanın Değişkenleri: 

Çalışmanın bağımsız değişkeni: Seleno-L-metiyonin uygulaması 

Çalışmanın bağımlı değişkeni: Hücresel canlılık oranları, sitotoksisite 

yüzdeleri, selenyum düzeyleri, Ki-67 protein düzeyi 

 

3.5. Veri toplama Araçları: 

 

3.5.1. Hücre Kültürü  

Bu çalışmada kullanılan GMS-10 ve DBTRG-05MG insan glioblastoma hücre 

hatları ticari olarak satın alınmıştır (DSMZ, German Collection of Microorganisms and 

Cell Cultures, Almanya). GMS-10 hücre kültürü için %10 fetal dana serumu (Fetal Calf 

Serum; FCS) (Biological Industries, Israil) ile desteklenen DMEM kültür ortamı [DMEM 

+ Penisilin (10U/ml), Streptomisin (10 mg/ml) + FBS (%10) + Glutamin (%1] (Biochrom 

AG, Almanya) kullanıldı. Azot tankından alınan pasaj sıfır hücreler 25 cm2’lik kültür 

flasklarına (Greiner, Almanya ) ekildi. Ertesi gün flaska yapışmayan ve canlı olmayan 

hücreler uzaklaştırılarak taze ortam eklendi.  Laboratuvar koşullarımızda hücrelerin 

haftada 2 kez % 0.05 konsantrasyonda Tripsin/EDTA (Biological Industries, Israil) ile 

kültür kabından kaldırılarak pasajlanması yeterli oldu. Pasaj işlemi bir sonraki deney seti 
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için gerekli hücre sayısına bağlı olarak en az bire iki en çok bire dört olacak şekilde 75 

cm2’lik kültür flasklarına ekilerek yapıldı. Hücre kültürü işlemleri Laminar akımlı kabinet 

(Heraus, Almanya) içinde gerçekleştirildi ve hücreler %5 CO2 içeren inkübatörde (Thermo 

Scientific, ABD) 37°C’de kültüre edildi.   

DBTRG-05MG hücre kültürü için  %10 fetal dana serumu (Fetal Calf Serum; 

FCS) (Biological Industries, Israil) ile desteklenen RPMI 1640 kültür ortamı [RPMI + 

Penisilin (10 U/ml), Streptomisin (10 mg/ml) + FBS (%10) + Glutamin (%1] ( Hyclone, 

Thermo Scientific, ABD) kullanıldı. Azot tankından alınan pasaj sıfır hücreler 25 cm2’lik 

kültür flasklarına (Greiner, Almanya ) ekildi. Ertesi gün flaska yapışmayan ve canlı 

olmayan hücreler uzaklaştırılarak taze ortam eklendi.  Laboratuvar koşullarımızda 

hücrelerin haftada 2 kez % 0.05 konsantrasyonda Tripsin/EDTA (Biological Industries, 

Israil) ile kültür kabından kaldırılarak pasajlanması yeterli oldu. Pasaj işlemi bir sonraki 

deney seti için gerekli hücre sayısına bağlı olarak en az bire iki en çok bire dört olacak 

şekilde 75 cm2’lik kültür flasklarına ekilerek yapıldı. Hücre kültürü işlemleri Laminar 

akımlı kabinet (Heraus, Almanya) içinde gerçekleştirildi ve hücreler %5 CO2 içeren 

inkübatörde (Thermo Scientific, ABD) 37°C’de kültüre edildi. 

GMS-10 hücre hattı 1995 yılında, 49 yaşında malign beyin tümörlü bir erkek 

hastadan elde edilmiş (ticari) fibroblast benzeri tek tabaka halinde büyüyen hücrelerdir. 

İkilenme zamanı 50-70 saat arasıdır (110).  

DBTRG-05MG, 1985 yılında, 59 yaşında Kafkasyalı bir kadından radyasyon ve 

kemoterapi tedavisini takiben elde edilmiş primer glioblastom (ticari) hücreleridir. 

Hücrelerin NSE (nöron spesifik enolaz) ve EGFR (epidermal büyüme faktör reseptörü) 

eksprese ettiği keşfedilmiştir. Fibroblast benzeri tek tabaka halinde büyüyen hücrelerdir. 

İkilenme zamanı yaklaşık 48 saattir (111). Bahsi geçen tüm aşamalar ayrıntılarıyla alt 

başlıklarda anlatılmıştır. 

 

Hücrelerin Çözülmesi 

• Önceden hazırlanan ve 4 °C’de saklanmakta olan %10 serum içeren ortamlar GMS-

10 için DMEM, DBTRG-05MG için RPMI 1640) 37 °C’e ısıtıldı. 

• Her bir hücre hattı için birer adet 25 cm2’lik hücre kültür kabı hazırlandı. 
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• Dondurma tüpleri içindeki hücreler azot tankından veya -80°C’den çıkarılarak 

hızlıca 37°C’de çözüldü. 

• Çözünmüş olan hücreler pipet ile 2-3 kez süspanse edilerek 15 ml’lik steril tüplere 

aktarıldı ve üzerine 5 ml büyüme ortamı eklenerek pipet ile 1-2 kez alt üst edildi. 

• Tüpler 1500 rpm’de 5 dk santrifüjlendi. 

• Üst faz atılıp, dipte kalan çökelti 2-3 ml büyüme ortamı ile süspanse edilerek ve 

uygun kültür kaplarına aktarılarak üzeri ortam ile uygun hacme tamamlandı. 

• 1 gün sonra (16-20 saat) hücrelerin morfolojileri ve yüzeye tutunma oranları ters-

faz ışık mikroskop (Olympus,	
  Japonya) ile değerlendirildi. 

Tripan Mavisi ile Hücre Canlılığının Değerlendirilmesi 

• Hücre süspansiyonunda bulunan hücrelerin %0,4’lük tripan mavisi ile canlılıkları 

kontrol edildi. 

•  1:1 oranında hücre süspansiyonu örneği ile tripan mavisi bir ependorf içinde 

karıştırıldı. 

• Lam üzerine hafifçe karıştırılarak  ekildi. 

•  Yaklaşık 2-3 dakika bekletildikten sonra ters faz ışık mikroskobunda (Olympus,	
  

Japonya) canlı ve ölü hücrelerin tümü sayıldı. 

•  Tripan mavisi ile boyanmayan hücrelerin yüzdesi hesaplandı. 

•  Hücre süspansiyonunun mililitresindeki hücre sayısını (hücre sayısı/mL) 

belirlemek için hesaplama yapıldı.  

• Hesaplama: Ortalama sayım değer x seyreltme faktörü x 104 

 

Hücrelerin Kültür Ortamında İdamesi 

• Ekimi yapılan hücreler 1 gün sonra ters faz ışık mikroskop ile kontrol edildi. 

• GMS-10 hücrelerinin ortamı taze DMEM ile, DBTRG-05MG hücrelerinin ortamı 

taze RPMI 1640 ile değiştirildi. 

• Her iki hücre hattı da iki gün sonunda % 90 doluluğa eriştiğinden pasajlanması 

gerekti. 

 

Hücrelerin Pasajlanması ve Dondurulması 

• Hücre kültür kaplarının içindeki ortam atıldı. 
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• Hücre kültür kapları steril PBS ile yıkandı. 

• 75 cm2’lik hücre kültür kaplarına 2 mL önceden 37°C’ ye ısıtılmış tripsin/EDTA 

ilave edildi. 

• Hücre kültür kapları 5 dakika 37°C’ de inkübatörde bekletildi. İnkübatörden alınan 

hücreler mikroskopta kontrol edildi ve kalkmayan hücreler flask tabanına hafifçe 

vurularak kaldırıldı. 

• Hücrelerin kültür kabının yüzeyinden ayrıldığı mikroskop altında izlendikten sonra 

hücre kültür kaplarına en az tripsin/EDTA hacmi kadar büyüme ortamı ilave edildi 

ve 1-2 pipetaj yapıldıktan sonra ayrılan hücreler eşit miktarlarda diğer flasklara 

dağıtıldı. Üzerlerine yeterli miktarda taze ortam eklendi ve 37°C’ lik inkübatöre 

kaldırıldı. 

Hücrelerin Sayılması 

• Hücrelerin pasajlanması işleminde ilk basamaklar aynen yapıldıktan sonra homojen 

hale getirilen hücre süspansiyonundan 100 µL alındı. 

• 1:1 seyreltilmiş hücre süspansiyonundan 10 µL alınarak Neubauer Lamı ve lamel 

arasına yayıldı. 

• Ters-faz ışık mikroskobunda (Olympus,	
   Japonya) 20 x büyütmede sayım yapıldı. 

Neubauer lamının mümkünse tüm kareleri veya hücre sayısı fazla ise 16 küçük 

kare içeren 4 farklı alanı sayılarak ortalaması alındı. 

• Hücre süspansiyonunun mililitresindeki hücre sayısını (hücre sayısı/mL) belirlemek 

için hesaplama yapıldı. 

Hesaplama: Ortalama sayım değer x seyreltme faktörü x 104 

 

3.5.2. İn vitro Deneyler 

 İn vitro deneyler için gerekli hücre sayısına ulaşıldıktan sonra deney setleri 

hazırlandı. Bu deneylerde GMS-10 hücre hattı pasaj sıfır (P0) ile pasaj sekiz (P8) 

aralığında kullanılırken DBTRG-05MG’de pasaj 11 (P11)’e kadar idameye devam edildi. 

Hücre ekiminin ertesi günü  in vitro deneylere başlandı. Kültür ortamları taze Opti-MEM 

(Biological Industries, Israil) idame ortamı ile değiştirildi. Bu ortama hücrelerin 

çoğalmasını önlemek amacıyla geçilmiştir. Bütün deneylerde her ayrı kültür koşulu için en 
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az üç eş örnek (triplicate) kullanılarak üç farklı zamanda deneyler üç kez tekrarlanarak 

çalışıldı.  

 

 
Şekil 4. Deney Akış Şeması 

 

 Hücrelere Uygulanacak Seleno-L-metiyoninin Hazırlanması 

 İn vitro deneylerde kullanılan Seleno-L-metiyonin (S3132, Sigma) her deney seti 

için taze olarak hazırlandı. Katı haldeki seleno-L-metiyoninden hava ile teması mümkün 

olduğunca kısa tutularak 9,8055 mg tartıldı ve 2 mL ultra saf su içinde steril koşullarda 

çözünmesi sağlandı. Elde edilen 25 mM’lık çözelti 0,22 mikronluk filtreden geçirilerek 

hücrelere verilmeye hazır hale getirildi. Bu çözeltiden hazırlanan ara stok (2 mM) ve 

çalışma çözeltileri (1000, 500, 100 ve 50 µM) için tüm dilüsyonlar GMS-10 hücre hattı 

için DMEM, DBTRG-05MG hücre hattı için RPMI-1640 hücre ortamı kullanılarak 

yapıldı.   

 

 

  SeMet (-) 
Kontrol grubu 

SeMet (+) GMS-10 
Deney Grubu    (50-
1000 µM) 

Selenyum Düzeyleri GFAAS ile,  Hücre canlılıkları WST-1 Testi 
ile, Sitotoksisite LDH Testi ile, Ki-67 protein düzeyleri Western 
Blot İile belirlendi. 

        	
  

	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  Deney Planı 

SeMet (+) DBTRG-
05MG Deney Grubu    
(50-1000 µM) 
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3.5.3. Selenyum Düzeyinin GFAAS ile Değerlendirilmesi 

Biyolojik örneklerde Se düzeylerinin belirlenmesi için geliştirilmiş yöntemlerden 

biri grafit fırın atomik absorpsiyon spektrofotometre (GFAAS) cihazı kullanılarak ölçüm 

yapılmasıdır. Örnek benzetme yöntemi uygulayarak analiz öncesinde örnekler (hücre lizatı 

ve süpernatanlar) paladyum nitrat ile (matriks düzenleyici bir çözelti) 1/100 oranında dilüe 

edildi. Ölçümler, Perkin Elmer AAS cihazında grafit tüp ile Zeeman effect sistemi ile 

zemin düzeltmesi yapılarak gerçekleştirildi. Kör olarak matriks düzenleyici kullanıldı 

(112-114). Tablo 5’de analitik koşullar gösterilmiştir. Bu analitik koşullar, ön denemelerle 

lizat ve süpernatanlar için ayrı ayrı belirlenmiş ve çalışma ortamında optimum koşullar 

kullanılmıştır. 

 

Tablo 5. GFAAS Analitik Koşulları 

Dalga boyu 196 nm 

Slit genişliği 0.5 nm 

Lamba akımı 20 mA 

Sinyal modu Pik yüksekliği 

Gaz Argon 

Örnek volümü 20 µL 

 

Standart ve Örnek Hazırlama Basamakları 

• 1000 ppm Stok Selenyum çözeltisinden	
   (Titrisol	
  Merck) üç kez 1 / 10 dilüsyon 

yapılarak 1 ppm ara stok hazırlandı. 

• Hazırlanan bu ara stok kullanılarak 5 farklı konsantrasyonda standartlar hazırlandı. 

• 0,1 N HCl ile dilüe edilerek 25 µg/L, 50 µg/L, 100 µg/L, 200 µg/L, 400 µg/L, 600 

µg/L ve 800 µg/L’lik ara standartlardan paladyum nitrat ve magnezyum nitrat 

içeren matriks düzenleyici çözelti kullanılarak yapılan dilüsyon ile 5 µg/L, 10 µg/L, 

20 µg/L, 40 µg/L, 80 µg/L, 100µg/L ve 200 µg/L’lik çalışma standartları hazırlandı. 

• Hücre lizatları analiz öncesi, matriks düzenleyici çözelti ile 1/100 oranında dilüe 

edildi. 

• Kör olarak matriks düzenleyici çözelti kullanıldı. 
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• Matriks düzenleyici çözelti ; 190 mg paladyum nitrat, 60 mg magnezyum nitrat 

yaklaşık 70 ml 0.1 N HCl içinde çözülüp 200 µL triton X-100 eklendikten sonra 

hacim HCl ile 100 mL’ye tamamlanarak hazırlandı. 

Tablo 6. GFAAS Sıcaklık Programı 

Basamak Ramp/ Step Sıcaklık (°C ) Süre (saniye) Gaz (ml/dk) 

Kurutma R 120 60 1 

 

Külleme 

R 250 10 1 

R 1200 10 1 

S 1200 15 1 

S 1200 3 0 

Atomizasyon S 2200 3 0 

Temizleme S 2400 2 1 

Soğutma S 40 10 0 

 
3.5.4. Hücre Canlılık Testi (WST-1 testi)  

 

WST-1 [2-(4-iyodofenil)-3-(4-nitrofenil)-5-(2,4-disülfofenil)-2H-tetrazolyum tuzu 

redüksiyonu yöntemiyle bir hücre topluluğundaki canlı hücrelerin oranı kolorimetrik 

yöntemle kantitatif olarak saptanabilmektedir. Bu yöntem sağlam hücrelerde 

mitokondrinin WST-1 boyasının tetrazolyum halkasını parçalayabilmesi ilkesine 

dayanmaktadır (115). Bu yöntem mitokondriyal bir enzim olan süksinat dehidrogenaz 

enziminin aktivitesine bağımlıdır. Tetrazolyum halkasının parçalanması sonucu soluk 

kırmızı renkli WST-1 boyası koyu sarı formazan ürününe dönüşmektedir. Bu yöntem 

hücrelerin WST-1 boyasıyla inkübasyonu ve reaksiyon ürününün kolorimetrik olarak 

ölçümü basamaklarından oluşmaktadır. 

 
Kit İçeriği (05 015 944 001, Roche) : WST-1 boya çözeltisi 800 testlik 
 

Uygulama Basamakları: 

• 96 kuyulu plaklara ekilen hücreler ertesi gün belirlenen konsantrasyonlarda (50-

1000 µM) selenyum bulunan serumu azaltılmış besiyerlerine alındı. 24, 48 ve 

72 saatlik inkübasyon sonrasında içinde 100 µL besiyeri bulunan her kuyuya 10 
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µL WST-1 boyası eklendi ve WST-1’ın ortama iyice karışması için 5-10 sn el 

ile sallanarak karıştırıldı. 

• Plaklar üzeri alüminyum folyo ile sarılarak 37°C’de %5 CO2, %95 hava içeren 

inkübatörde GMS-10 hücreleri için 2,5 saat, DBTRG-05MG hücreleri için 2 

saat bekletildi. 

• Ölçüm öncesi 1 dakika çalkalayıcıda bırakıldı. 

• ELİSA plak okuyucusunda 440 nm ve 600 nm referans dalga boyunda 

absorbans okutulması yapıldı. 

• Hesaplama: % Canlılık= (Örnek Abs – Kör Abs/ (Ortalama Kontrol Abs- Ort. 

Kör Abs)) x 100 

3.5.5. Hücre Sitotoksisite  Testi (LDH testi) 
 

Hücre zarı bütünlüğü bozulmuş veya ölü hücrelerin oranı ‘ Cytotoxicity Detection 

Kit’ (11 644 793 001, Roche) kullanılarak kolorimetrik yöntemle kantitatif olarak 

saptanabilmektedir. Bu yöntem sitoplazmik bir enzim olan Laktat DeHidrogenazın (LDH) 

hasarlı hücreden ortama salınması ve ortamdaki enzim aktivitesinin iki basamaklı 

ölçümüne dayanmaktadır. Birinci basamakta laktat LDH enzimi ile pirüvata dönüşürken 

NAD+ NADH/H+’ a indirgenir. İkinci basamakta kullanılan katalist (diaphorase) 

NADH/H+’ ın H/H+’ lerini soluk sarı renkli tetrazolyum tuzuna transfer eder ve kırmızı 

renkli formazan ürünü oluşturur. Oluşan ürün kolorimetrik olarak ölçülür (116). Örnek 

olarak hücresiz süpernatan kullanıldı. Çalışma çözeltisi hazırlandı. Örnekler dilüe edilerek 

çalışma çözeltisiyle 1:1 oranda karıştırıldı. Oda sıcaklığında, karanlık ortamda 30 dakika 

inkübe edildi. Sonrasında üzerine durdurma çözeltisi eklendi. Plak okuyucuda 492 nm’de 

absorbansları okutuldu.  

 
Uygulama Basamakları: 

• Örnek olarak hücresiz süpernatan kullanıldığından deney modellerinin 

oluşturulduğu  kuyulu plaklar, hücreleri ortamdan tamamen uzaklaştırmak 

amacıyla 1250 rpm’de 5 dakika santrifüjlendi. 

• 10 µL süpernatan farklı bir kuyulu plağa alındı.  

• Çalışma çözeltisinin (Working Solution) hazırlanması: -Mavi Kapak- Şişe 1 

(katalist) 1 mL saf su ile çözülüp hazırlandıktan sonra -Kırmızı Kapak- Şişe 2’ 
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deki boya çözeltisi ile kullanılmadan hemen önce 1:45 oranında karıştırıldı ve 

taze olarak kullanıldı. 

• 10 µL süpernatan içeren kuyuların üzerine 90 µL saf su eklenerek örnekler 1:10 

oranında seyreltilerek çalışıldı. 

• Toplam 100 µL örneğin üzerine 100 µL çalışma çözeltisi eklendi. 

• Oda sıcaklığında, karanlık ortamda 30 dakika inkübe edildi. 

• 50 µL 1 N HCl durdurma çözeltisi (Stop Solution) eklendi. 

• 30 dakika içinde  kuyulu hücre kültür kabının, plak okuyucusunda 492 nm’de 

absorbansları okutuldu. 

• Deney koşullarına ait absorbans değerinden, ortalama kör absorbans değeri 

çıkartılarak net absorbans değerleri elde edildi. 

• Daha sonra net absorbanslar maksimal ortalama absorbansa bölünerek % 

sitotoksisite hesaplandı. 

• Her bir deney koşulu için  % sitotoksisite aşağıdaki formül kullanılarak 

hesaplandı :                                                                                                  

Koşulun absorbansı (Ortalama) – Blank (kör) absorbansı (ortalama) = 

Koşulun net absorbansı        

• (Koşulun net absorbansı / maksimal (en yüksek) ortalama absorbansı) X 

100 = % sitotoksisite  

 
3.5.6. Western Blot Analizi 

Western Blot analizi, poliakrilamid jel elektroforezi ile ayrılmış olan protein 

karışımının içinde düzeyi ölçülmek istenen proteine özgü antikorunun kullanılmasına 

dayanan protein düzeyi belirleme yöntemidir. Western blot analizi; poliakrilamid jel 

elektroforezi ile proteinlerin ayrılması, proteinlerin membrana transferi ve ilgili 

proteinlerin görünür ve düzeyi ölçülebilir hale getirilmesi şeklinde üç aşamadan 

oluşmaktadır (117,118). 

Hücre kültür lizatındaki Ki-67 (395 kDa) protein ekspresyonunun değerlendirilmesi 

amacıyla Western blot yapıldı. Ki-67 hücre proliferasyonunu göstermek için kullanılan 

önemli bir belirteçtir (25).  
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Kültüre glioblastom hücreleri lizis tamponunun içinde homojenize edildi ve hücre 

lizatı hazırlandı. Lizis tamponunun içeriği Tablo 7’de verilmiştir.  

 

 Tablo 7. Hücre lizis tampon içeriği 

Stok Final 

Konsantrasyon 

Hacim 

NP-40 %1  10,0 µL 

3 M NaCl 150 mM  50,0 µL 

1 M Tris pH 7.4 50 mM  50,0 µL 

20 mM EDTA 1 mM  50,0 µL 

Proteaz inhibitörleri (7x) 1x 142,8 µL 

ddH2O  697,2 µL 

 

Hücre lizatının hazırlanması: 

1. Hücrelere lizis tamponu eklendi ve 1000 g’de 5 dk 4oC’de santrifüj edildi. 

2. Örnekler DNA’yı parçalamak ve vizkoziteyi azaltmak amacı ile 15 dk sonike edildi. 

3. Örnekler 95°C’de 15 dk su banyosunda tutuldu ve 1000 g’de 5 dk 4 oC’de santrifüj 

edildi. 

Santrifüj aşamasından sonra örneklerin protein konsantrasyonu BCA protein analiz 

yöntemi ile belirlendi.  

 

3.5.6.1.Protein Ölçümü 

Hücre lizatlarındaki protein ölçümünde biçinkonik asit (BCA) yöntemi kullanıldı. 

Bu amaçla Thermo marka (Kat No: BCA, Protein assay Kit, 2325) protein analiz kiti 

kullanıldı. Yöntemde, bakır sülfat BCA çözeltisine eklendiğinde elma yeşili renk 

oluşturmakta; bu çözelti protein çözeltisine ilave edildiğinde, proteinin peptid bağları ile 

etkileşerek, alkali koşullar altında iki değerlikli Cu2+ iyonları bir değerlikli Cu+ iyonlarına 

indirgenerek mavi-mor renkli bir kompleks oluşturmaktadır. Mavi rengin şiddeti protein 

konsantrasyonu ile orantılıdır (119).  
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Protein standartı olarak bidistile su içinde 100, 200, 400, 600, 800 ve 1000 ve 

µg/mL konsantrasyonlarında sığır serum albumini (BSA) standartları hazırlandı. 

Standartların hazırlanışı Tablo 8’de gösterilmiştir.  

 

  Tablo 8. BSA standartlarının Hazırlanması 

Final 

Konsantrasyon 

BSA miktarı* dH2O 

0 µg/mL 0µL 100 µL 

100 µg/mL 10µL 90 µL 

200 µg/mL 20µL 80 µL 

400 µg/mL 40µL 60 µL 

600 µg/mL 60µL 40 µL 

800 µg/mL 80µL 20 µL 

1000 µg/mL 55 µL 0 µL 

(* Stok BSA çözeltisi 1mg/mL konsantrasyonunda olduğunda geçerli değerlerdir) 

 

� Standartlardan ve örneklerden 25’er µL 96 kuyucuklu plağa konuldu. 

� Çalışma çözeltisi; A reaktifi (biçinkonik asit çözeltisi, sodyum karbonat, 

sodyum bikarbonat, biçinkonik asit ve sodyum tartarat) ve B reaktifinin (bakır 

sülfat çözeltisi)  1:50 oranında karıştırılmasıyla hazırlandı. 

� 200 µL çalışma çözeltisinden her kuyucuğa eklendi. 

� 37 ºC’de 30 dakika bekletildi. 

� Örnek absorbansları 562 nm’de okundu.  

� Protein konsantrasyonları standart grafiği kullanılarak hesaplandı ve sonuçlar 

µg/mL olarak ifade edildi. 

Protein örnekleri % 6 SDS-PAGE jel ile ayrımlandı. Daha sonra poliviniliden 

difilorür (PVDF) membranına transfer edildi ve transfer sonrası bloklama tamponunda 

inkübe edildi. Yıkama aşamalarından sonra örnekler HRP ile işaretli sekonder antikor ile 

inkübe edilerek ve yıkama aşamalarından sonra membran bir film kasedine aktarıldı. 

Görüntüleme için kemiluminesans yöntemine dayanan ECL kiti kullanıldı. 
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Kemiluminesans görüntü UVP jel dökümantasyon sistemi kullanılarak elde edildi. Tüm bu 

aşamalar ayrıntılarıyla aşağıda anlatılmıştır. 

 

3.5.6.2. Sodyum Dodesil Sülfat-Poliakrilamid Jel Elektroforez (SDS-PAGE) 

Jelinin Hazırlanması 

Jel yürütme işlemleri için Atto marka vertikal elektroforez sistemi kullanıldı. Bu 

sistem, AE-6220 Dual Slab Chamber elektroforez tankı ve Atto marka AE 6210 2 adet 

Slab Gel Cast jel kalıbı (ikişer adet 1mm’lik cam plaka, 12 kuyulu tarak ve conta) ve AE-

8450 1000V güç kaynağından oluşmaktadır. 

Uygulama Basamakları : 

� Çalışmalara jellerin hazırlanması ile başlandı. 16x16 cm boyutlarında iki cam 

düzlemin arasına silikonlar yerleştirilip sıkıştırılarak jel kalıbı hazırlandı. 

� Sızıntı olup olmadığı su ile kontrol edildikten sonra bir pipet yardımıyla Tablo 9’da 

gösterildiği gibi ayırıcı jel monomer karışımının polimerizasyonu amonyum 

persülfat (APS) ve tetrametiletilendiamin (TEMED) eklenerek gerçekleştirildi ve 

pipet yardımıyla hazırlanan jel çözeltisi iki cam arasındaki boşluğa camın bir 

kenarından sızdırılarak döküldü. Poliakrilamid jeller monomerik akrilamidin 

poliakrilamid zincirlerine polimerizasyonu ve N,N’-metilen- bis akrilamid 

tarafından çapraz bağlanması sonucu oluşmaktadır. Polimerizasyon reaksiyonu 

APS’nin eklenmesi ile başlatılmaktadır. Reaksiyon APS’den serbest radikallerin 

oluşmasını katalize eden TEMED ile hızlandırılmaktadır. 

� Jelin üst sınırının düzgün olması için hava ile temas eden yüzeyine propanol 

eklendi. 

� Jel polimerize olduktan sonra üstteki propanol boşaltılıp su ile yıkandı. 

� Paketleyici jel çözeltisi Tablo 10’da belirtildiği gibi hazırlandı ve ayırıcı jelin 

üstüne boşaltıldı. 12 kuyulu tarak 45 0 açı ile hava kabarcığı kalmayacak şekilde iki 

cam arasına yerleştirildi. Polimerizasyona bırakıldı.  
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  Tablo 9. SDS–PAGE yönteminde ayırıcı jelin (%6) hazırlanması 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 Tablo 10. SDS–PAGE yönteminde paketleyici jelin (%4) hazırlanması 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

            3.5.6.3. Örnek Hazırlanması 

 Kuyucuk başına 30 µL’de yaklaşık 15 µg protein olacak biçimde örnekler 

hazırlandı ve 95 °C’de 5 dakika tutuldu.  

 

 3.5.6.4. Jelin Yüklenmesi 

Paketleyici jel polimerize olduktan sonra tarak çıkartıldı. İki cam arasında bulunan 

contalar çıkartılarak elektroforez tankı içine yerleştirildi ve 1 litre 1X yürütme tamponu 

(yürütme tamponu stok: Tris 15.1 g, Glisin 72 g, SDS 5 g, dH2O 1000 mL’de) ile 

JEL BİLEŞENLERİ HACİM 

Saf su 8,500 mL 

Akrilamid/Bisakrilamid   (%29.2/%0.8 w/v) 3,200 mL 

      1.5 M Tris-HCl (pH 8.8) 4,000 mL 

          % 10 SDS 0,160 mL 

%10 (w/v) Amonyum persülfat 0,160 mL 

TEMED 0,016 mL 

Total karışım  16,000 mL 

JEL BİLEŞENLERİ HACİM 

Saf su 6,00 mL 

Akrilamid/Bis-akrilamid(%29.2/%0.8 w/v) 1,33 mL 

0.5 M Tris-HCl  (pH 6.8) 2,50 mL 

% 10 SDS 0,10 mL 

%10 (w/v) amonyum persülfat 0,10 mL 

TEMED 0,01 mL 

Total karışım 10,00 mL 
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dolduruldu. Kuyulara protein örnekleri ve moleküler ağırlık standartı (Thermo PageRuler 

Plus Prestained Protein Ladder 26619) yüklendi. 

 

   3.5.6.5. Elektroforetik Yürütme 

Örnek yüklendikten hemen sonra sistem kapatıldı ve Atto Cell üzerine elektrotlar 

bağlandı. Örnekler ayırıcı jele girinceye kadar 100 Volt gerilim uygulandı. Örnek ayırıcı 

jele geçtikten sonra ise gerilim 120 Volt’a çıkarıldı. Brom fenol mavisi jelin alt ucuna 

varınca akım kesildi ve jel tanktan uzaklaştırıldı. 

 

 3.5.6.6. Proteinlerin Membrana Transferi  

Çalışmamızda yarı-kuru transfer tekniği kullanıldı. Bu amaçla, ATTO marka 

elektroblotlama sistemi (AE-6675 HorizBlot ve AE-8450 1000VC güç kaynağı) kullanıldı.  

� Transferde kullanılacak polivinilidendiflorid (PVDF) membran metanol ile 

doyuruldu. Filtre kağıtları (1703956 Thick blot paper 15x20cm) 1X transfer 

tamponu (Transfer stok çözeltisi: Tris 30.3 g, Glisin 14 g, dH2O, Total hacim 1000 

mL) ile ıslatıldı.  

� Western sandviçi hazırlandı: 2 adet filtre kağıdı (+) yüklü bloğa yerleştirildi, 

üzerine membran (Millipore, İmmobilon P, Kat No: IPVH09120; Sigma) ardından 

poliakrilamid jel yerleştirildi. Daha sonra filtre kağıtları transfer solüsyonu ile 

ıslatılarak en üste yerleştirildi. Bu aşamalar sırasında arada hava kabarcığı 

kalmamasına dikkat edildi. (-) yüklü blok kapatılarak 200 mA sabit akımda 2 saat 

süre ile transfer gerçekleştirildi. Transfer işlemlerini sonlandırmak için güç kaynağı 

kapatıldı ve sistemin kapağı açıldı. Membran dikkatlice alındı. 

 

 3.5.6.7. Bloklama  

Spesifik olmayan bağlanmaların engellenmesi amacıyla bloklama yapıldı. Değişik 

süt tozu ve BSA konsantrasyonları denenerek en uygun konsantrasyon (% 3 BSA) seçildi. 

Bu sonuçlar doğrultusunda, transfer sonrası proteinleri bağlamış olan membran, bloklama 

çözeltisi (Ki-67 için  % 3 BSA ve kalneksin için % 5’lik süt tozu ve % 0.05’lik NP-40 

içeren PBS çözeltisi) içinde 60 dakika oda sıcaklığında bloke edildi. Bu süre sonunda 

membran üç kez % 0.05’lik NP-40 içeren PBS çözeltisi (yıkama çözeltisi) ile 10 dakika 

süre ile yıkandı. 
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 3.5.6.8. Primer Antikor ile İnkübasyon 

% 0.05’lik NP-40 içeren PBS çözeltisi içinde %5’lik süt tozu ve %3’lük BSA  taze 

hazırlandı. Bloklama sonrasında membranlar, sırasıyla 1/500 oranında dilüe edilmiş 

kalneksin (Santa Cruz, sc-6465) antikoru içeren %5’lik süt tozu ve 1/250 oranında dilüe 

edilmiş Ki-67 (Santa Cruz, sc-7844) antikoru içeren %3’lük BSA ile +4 0C’de gece boyu 

inkübe edildi. Bu süre sonunda ortamdaki bağlanmamış antikor yıkama çözeltisi  (%  0.05 

NP-40 içeren % 10 PBS)  ile 3 kez 10 dakika süre ile oda sıcaklığında yıkandı. 

 

 3.5.6.9. Sekonder antikor ile inkübasyon 

Yıkama sonrasında membran primer antikoru tanıyan sekonder antikorlarla 

(donkey anti-goat IgG-Horseradish Peroxidase Conjugated Affinity Purified Antibody, 

Santa cruise, sc-2020) 1 saat oda sıcaklığında inkübe edildi. Sekonder antikorlar Ki-67 ve 

kalneksin için sırasıyla % 3 BSA ve % 5 süt tozu içinde 1/1000 oranında % 0.05’lik NP-40 

içeren PBS çözeltisi içinde oranında hazırlandı. Bu sürenin sonunda membran tekrar 

yıkama çözeltisi ile 10 dakika süre ile 3 kez yıkandı. 

 

  3.5.6.10. Görüntüleme 

Sinyalin görünür hale getirilmesi amacıyla Perkin Elmer marka (NEL100001EA) 

ECL plus kiti kullanıldı (sinyal oluşturma çözeltisi: kit içindeki peroksit ve enhancer 

solüsyonları 1mL:1mL oranında karıştırılarak hazırlandı) Kit, horseradish peroksidaz 

enziminin hidrojen peroksit varlığında substratı olan luminolü oksitlemesi ve luminolün 

uyarılmış durumdan bazal duruma geçerken film üzerinde kemilüminesans ışıma 

oluşturması ilkesine dayanmaktadır. Bu filmlerin dansitometrik incelenmesi, protein 

düzeyinin belirtilmesini sağlamaktadır. 

Film aşaması: Kaset içine şeffaf dosya yerleştirildi ve bu dosyanın içine membran 

kondu. Üzerine sinyal oluşturma çözeltisi eklendi. Kaset (Amersham, RPN 11649) 

içerisine karanlık odada film (Kodak Biomax Light Film, Katolog No: 1788207) 

yerleştirildi. Film banyosunda (Konica SRX-101) görüntü alındı.  

Araştırmada kullanılan tüm cihazlar araştırmanın gerçekleştirildiği ARLAB’da 

bulunmakta ve aktif olarak kullanılmaktadır. Araştırmada kullanılan cihazlar ve ne amaçla 

kullanıldıkları Tablo 11’de gösterilmiştir. 
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Tablo 11. Araştırmada kullanılan mevcut cihaz listesi  

Adı/Modeli Projede Kullanım Amacı 

Laminer flow kabinet, Heraus Hücre kültürü  

Ters Faz ışık mikroskop, Olympus Hücre kültürü 

Karbondioksid inkübatörü, Thermo  Hücre kültürü 

Derin dondurucu, Heto Örneklerin saklanması 

Jel elektroforez sistemleri, Atta Western blot 

Güç kaynağı, Atta  Western blot 

Jel görüntüleme sistemi, UVP Western blot 

ELISA plak okuyucu, Statfax 2100 WST-1, LDH Testleri 

GFAAS, Perkin Elmer Selenyum ölçümü 

Otoklav aleti, Hirayama Hücre kültürü malzemeleri için 

otoklavlama 

Santrifüj aleti, Hettich Rotofix 32 Hücre kültüründe hücre çöktürme 

Santrifüj aleti, Sigma 2K15C Hücre kültüründe protein eldesi 

Derin dondurucu (-80) / Sanyo Reaktiflerin ve stok kimyasal 

maddelerin saklanması 

Derin dondurucu (-20) / Arçelik Reaktiflerin ve stok kimyasal 

maddelerin saklanması 

Buzdolabı (+4) / İndesit Reaktiflerin ve stok kimyasal 

maddelerin saklanması 
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3.6. Araştırma Takvimi 

 

Projelendirme Aralık 2010 – Mart 2011 
Hücre Kültürü Şubat-Nisan 2012 
WST-1 ve LDH Analizleri Nisan-Mayıs 2012 
GFAAS Analizleri Mayıs-Haziran 2012 
Western Blot Analizleri Temmuz- Kasım 2012 
Tez Yazımı Kasım-Aralık 2012 

 

 

 3.7. Verilerin Değerlendirilmesi 

  Araştırma sonuçlarının istatistik analizi SPSS 19.0 istatistik programı 

kullanılarak yapıldı. Gruplara ait ortalama hücre proliferasyon ve sitotoksisite 

değerleri Mann Whitney U testi kullanılarak karşılaştırdı. Bulgular arası korelasyon 

analizi Pearson testi kullanılarak belirlendi (120). p<0.05 değerleri istatistiksel olarak 

anlamlı kabul edildi. Veriler ortalama ± standart sapma biçiminde verildi.  

 

3.8. Araştırmanın sınırlılıkları 

Araştırmamız bir in vitro çalışmadır. Bilindiği gibi hücre kültürü çalışmalarının 

sonuçları değerlendirilirken doğrudan organizmaya uyarlanması ve uygulanması mümkün 

değildir. Ayrıca çalışmamızda primer hücre kültürü eldesi ve idamesi zor olduğundan 

uygulanmamıştır. Sağlıklı hücrelerin ticari olarak satın alınması araştırma bütçesi göz 

önüne alındığında mümkün olmadığından kontrol olarak insan astrositom hücreleri 

kullanılamamıştır. Ancak, her bir hücre hattında, selenometiyoninin etkileri, kontrol olarak 

aynı hücre hatlarına selenometiyonin uygulanmayan koşullar ile karşılaştırılarak 

değerlendirme yoluna gidilmiştir. 

3.9. Etik Kurul Onayı 

Dokuz Eylül Üniversitesi Tıp Fakültesi Girişimsel Olmayan Araştırmalar Etik 

Kurulu 15.02.2011 tarih ve 2011/04-13 no.lu kararında; 69-GOA protokol numaralı 

çalışmamızın etik açıdan sakıncalı olmadığına karar vermiştir.  
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4. BULGULAR 

 
4.1. Seleno-L-metiyonin uygulaması ile hücre içine alınan selenyum düzeylerinin 

belirlenmesi  

 24, 48 ve 72 saat 50, 100, 500, 1000 µM SeMet ile inkübe edilen GMS-10 ve 

DBTRG-05MG insan glioblastoma multiforme hücrelerinde hücre içine alınan selenyum 

düzeyleri GFAAS ile değerlendirildi (Tablo 12, Tablo 13).  Konsantrasyon bulguları µg/L 

cinsinden verilmiştir. Tablolarda bulgular ortalama ± standart sapma olarak verilmektedir 

Kontrol grubu SeMet uygulanmayan gruptur. 

 

Tablo 12. SeMet ile inkübasyon sonucu GMS-10 hücreleri tarafından hücre içine alınan 

selenyum düzeyleri (µg/L) 

Koşullar 24 saat 48 saat 72 saat 

Kontrol 1,8 ± 0,64 0,7 ± 0,6 0,2 ± 1,41 

50 µM SeMet 8,0 ± 0,0 11,3 ± 0,44 9,7 ±  0,10 

100 µM SeMet 11,6 ± 0,12 44,5 ± 1,03 15,1 ± 0,22 

500 µM SeMet 66,8 ± 0,62 76,7 ± 1,35 38,7 ± 2,18 

1000 µM SeMet 84,1 ± 1,76 116,1 ± 0,14 65,7 ± 0,19 

 

Tablo 13. SeMet ile inkübasyon sonucu DBTRG-05MG hücreleri tarafından hücre içine 

alınan selenyum düzeyleri (µg/L)  

Koşullar 24 saat 48 saat 72 saat 

Kontrol 9,9 ± 0,00 0,5 ± 0,27 0,8 ± 0,00 

50 µM SeMet 16,7 ± 1,73 53,6 ± 1,64 16,8 ±  0,12 

100 µM SeMet 42,2 ± 0,02 79,3 ± 1,05 18,1 ± 1,15 

500 µM SeMet 44,1 ± 1,11 109,6 ± 0,35 88,0 ± 12,65 

1000 µM SeMet 91,3 ± 4,19 125,2 ± 4,95 100,2 ± 11,65 
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 Tüm deney bulgularında istatistiksel olarak kontrole göre anlamlı değişim 

gösteren dozlar grafik üzerinde gösterilmiştir. * p < 0,05 ve ** p <0,01 istatistiksel olarak 

anlamlı kabul edilmiştir. P değerleri Tablo 14 ve Tablo 15’de gösterilmiştir. 

 

Tablo 14. SeMet ile inkübasyon sonucu GMS-10 hücreleri tarafından hücre içine alınan 

selenyum düzeylerinin “p” değerleri.  

Kontrol 24 saat 48 saat 72 saat 

50 µM SeMet 0,221 0,121 0,121 

100 µM SeMet 0,121 0,121 0,121 

500 µM SeMet 0,121 0,121 0,121 

1000 µM SeMet 0,121 0,121 0,121 

 

Tablo 15. SeMet ile inkübasyon sonucu DBTRG-05MG hücreleri tarafından hücre içine 

alınan selenyum düzeylerinin “p” değerleri.  

Kontrol 24 saat 48 saat 72 saat 

50 µM SeMet 0,221 0,121 0,221 

100 µM SeMet 0,221 0,121 0,221 

500 µM SeMet 0,221 0,121 0,221 

1000 µM SeMet 0,221 0,121 0,221 

 

GMS-10 ve DBTRG-05MG glioblastoma multiforme hücre hatlarının 24, 48 ve 72 

saat farklı konsantrasyonlarda selenyum içeren besiyeri ile inkübasyonu sonunda hücre 

içine alınan selenyum düzeylerine ait GFAAS bulguları Şekil 5 ve Şekil 6’da 

gösterilmiştir. 

 

 
 
 



44	
  
	
  

Şekil 5. GMS-10 hücrelerinde zamanla hücre içine alınan Se düzeyi  
 
 24, 48 ve 72 saat değişik dozlarda SeMet ile inkübe edilen GMS-10 hücrelerinde 

hücre içine alınan selenyum düzeyleri GFAAS ile değerlendirildi ve hücre içine alınan Se 

düzeyinin 48 saat inkübasyonda her dozda en yüksek olduğu görüldü. Kontrole göre 

anlamlı değişiklik saptanmadı. 

 
Şekil 6. DBTRG-05MG hücrelerinde zamanla hücre içine alınan Se düzeyi   

 

 24, 48 ve 72 saat değişik dozlarda SeMet ile inkübe edilen DBTRG-05MG 

hücrelerinde hücre içine alınan selenyum düzeyleri GFAAS ile değerlendirildi ve hücre 
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içine alınan Se düzeyinin 48 saat inkübasyonda her dozda en yüksek olduğu görüldü. 

Kontrole göre anlamlı değişiklik saptanmadı. 

 

4.2. Seleno-L-metiyonin uygulaması ile süpernatantlardaki selenyum düzeylerinin 

belirlenmesi  

 24, 48 ve 72 saat 50, 100, 500, 1000 µM SeMet ile inkübe edilen GMS-10 ve 

DBTRG-05MG insan glioblastoma multiforme hücrelerinde süpernatantlardaki selenyum 

düzeyleri GFAAS ile değerlendirildi (Tablo 16, Tablo 17).  Konsantrasyon bulguları µg/L 

cinsinden verilmiştir. Tablolarda bulgular ortalama ± standart sapma olarak verilmektedir 

Kontrol grubu SeMet uygulanmayan gruptur. 

 

Tablo 16. SeMet ile inkübasyon sonucu GMS-10 hücrelerine ait süpernatantlardaki 

selenyum düzeyleri (µg/L)  

Koşullar 24 saat 48 saat 72 saat 

Kontrol -8,3 ± 0,10 -8,2 ± 0,41 -8,2 ± 0,96 

50 µM SeMet 32,7 ± 0,17 27,8 ± 0,21 24,1 ±  0,14 

100 µM SeMet 72,2 ± 0,75 82,3 ± 0,18 62,7 ± 0,39 

500 µM SeMet 337,0 ± 0,35 406,8 ± 7,14 339,6 ± 7,42 

1000 µM SeMet 675,2 ± 3,82 626,4 ± 0,14 662,3 ± 3,68 

 

Tablo 17. SeMet ile inkübasyon sonucu DBTRG-05MG hücrelerine ait süpernatantlardaki 

selenyum düzeyleri (µg/L) 

Koşullar 24 saat 48 saat 72 saat 

Kontrol -8,2 ± 0,78 -8,4 ± 0,04 -7,9 ± 1,57 

50 µM SeMet 22,9 ± 0,71 34,4 ± 0,81 33,5 ± 0,73 

100 µM SeMet 65,5 ± 0,07 76,4 ± 0,20 67,2 ± 0,90 

500 µM SeMet 142,3 ± 0,85 399,2 ± 0,99 384,7 ± 6,51 

1000 µM SeMet 396,6 ± 3,68 663,1 ± 0,28 635,6 ± 6,15 
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 Tüm deney bulgularında istatistiksel olarak kontrole göre anlamlı değişim 

gösteren dozlar grafik üzerinde gösterilmiştir. * p < 0,05 ve ** p <0,01 istatistiksel olarak 

anlamlı kabul edilmiştir. p değerleri Tablo 18 ve Tablo 19’da gösterilmiştir. 

 

Tablo 18. SeMet ile inkübasyon sonucu GMS-10 hücrelerinin süpernatantlarındaki  

selenyum düzeylerine ait “p” değerleri.  

Kontrol 24 saat 48 saat 72 saat 

50 µM SeMet 0,121 0,121 0,121 

100 µM SeMet 0,121 0,121 0,121 

500 µM SeMet 0,121 0,121 0,121 

1000 µM SeMet 0,121 0,121 0,121 

 

 

Tablo 19. SeMet ile inkübe edilen DBTRG-05MG hücrelerinin süpernatantlarındaki  

selenyum düzeylerine ait “p” değerleri.  

Kontrol 24 saat 48 saat 72 saat 

50 µM SeMet 0,121 0,121 0,121 

100 µM SeMet 0,121 0,121 0,121 

500 µM SeMet 0,121 0,121 0,121 

1000 µM SeMet 0,121 0,121 0,121 

 

GMS-10 ve DBTRG-05MG glioblastoma multiforme hücre hatlarının 24, 48 ve 72 

saat farklı konsantrasyonlarda selenyum içeren besiyeri ile inkübasyonu sonunda 

süpernatantlarındaki selenyum düzeylerine ait GFAAS bulguları Şekil 7 ve Şekil 8 ’de  

gösterilmiştir. 
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Şekil 7. GMS-10 hücreleri süpernatantlarındaki Se düzeyleri  

 

 24, 48 ve 72 saat değişik dozlarda SeMet ile inkübe edilen GMS-10 hücreleri 

süpernatantlarındaki selenyum düzeyleri GFAAS ile değerlendirildi ve kontrole göre 

anlamlı değişiklik saptanmadı. 

 
Şekil 8. DBTRG-05MG hücreleri süpernatantlarındaki Se düzeyleri 

 

 24, 48 ve 72 saat değişik dozlarda SeMet ile inkübe edilen DBTRG-05MG 

hücreleri süpernatantlarındaki selenyum düzeyleri GFAAS ile değerlendirildi ve kontrole 

göre anlamlı değişiklik saptanmadı. 
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 Her iki hücre hattı için verilen SeMet’in hücre içine alındığı süpernatantlardaki 

düzeyden de saptandı. 

 

4.3. Seleno-L-metiyonin uygulanması ile proliferasyon-doz eğrisinin WST-1 

yöntemi ile belirlenmesi 

 50, 100, 500 ve 1000 µM seleno-L-metiyonin ile 24, 48 ve 72 saat inkübasyona 

bırakılan insan glioblastoma multiforme hücrelerinde, zaman, hücre hattı ve doz bazında 

proliferasyon değişiklikleri olmuştur. Elde edilen net proliferasyon bulguları DBTRG-

05MG için Tablo 20’de ve GMS-10 için Tablo 21’de verilmiştir. Bulgular ortalama ± 

standart sapma olarak verilmektedir. Kontrol grubu SeMet uygulanmayan gruptur. 

 

Tablo 20. SeMet’in DBTRG-05MG hücrelerine etkisinin % proliferasyon bulguları.  

Koşullar 24 saat 48 saat 72 saat 

Kontrol 100,00 100,00 100,00 

50 µM SeMet 101,19 ± 3,02 91,46 ± 1,22 86,57 ±  0.22 

100 µM SeMet 98,40±1,50 90,83 ± 2,28 63,46 ± 2,38 

500 µM SeMet 94,18 ±2,43 77,85 ± 0,15 56,36 ± 2,70 

1000 µM SeMet 87,34± 3,70 73,72 ± 1,70 29,29 ± 2,71 

 

Tablo 21. SeMet’in GMS-10 hücrelerine etkisinin % proliferasyon bulguları.  

Koşullar 24 saat 48 saat 72 saat 

Kontrol 100,00 100,00 100,00 

50 µM SeMet 108,14±1,65  100,81 ± 2,67 82,76 ± 2,31 

100 µM SeMet 102,62±1,36 93,15 ± 3,75 77,05 ± 2,81 

500 µM SeMet 94,93±2,17 87,79 ± 2,48 51,95 ± 6,52 

1000 µM SeMet 93,57± 3,02 87,24 ± 1,89 37,76  ± 3,98 
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 Tüm deney bulgularında istatistiksel olarak kontrole göre anlamlı değişim 

gösteren dozlar grafik üzerinde gösterilmiştir. * p < 0,05 ve ** p <0,01 istatistiksel olarak 

anlamlı kabul edilmiştir. P değerleri Tablo 22 ve Tablo 23’de gösterilmiştir. 

 

Tablo 22. SeMet’in GMS-10 hücrelerine etkisinin kontrole göre “p” değerleri.  

Kontrol 24 saat 48 saat 72 saat 

50 µM SeMet 0,007 0,577 0,007 

100 µM SeMet 0,010 0,005 0,010 

500 µM SeMet 0,007 0,007 0,010 

1000 µM SeMet 0,007 0,007 0,005 

 

Tablo 23. SeMet’in DBTRG-05MG hücrelerine etkisinin kontrole göre “p” değerleri.  

Kontrol 24 saat 48 saat 72 saat 

50 µM SeMet 0,577 0,010 0,010 

100 µM SeMet 0,005 0,010 0,005 

500 µM SeMet 0,005 0,010 0,010 

1000 µM SeMet 0,005 0,007 0,010 

 

 

GMS-10 ve DBTRG-05MG glioblastoma multiforme hücre hatlarının 24 saatlik 

farklı konsantrasyonlarda selenyum içeren besiyeri ile inkübasyonu sonunda elde edilen 

WST-1 testi bulguları Şekil 9 ve Şekil 10’da gösterilmiştir.  
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Şekil 9. SeMet’in DBTRG-05MG Hücre Hattına 24 saat inkübasyon sonucu WST-1 testi 

bulguları 

 

 DBTRG-05MG hücreleri 24 saat, 50, 100, 500 ve 1000 µM SeMet ile inkübe 

edildi. Hücre proliferasyonu WST-1 testi ile değerlendirildi. SeMet’in doza bağımlı 

proliferasyonu azalttığı gözlendi. 

 

 
Şekil 10. SeMet’in GMS-10 Hücre Hattına 24 saat inkübasyon sonucu WST-1 testi bulguları 
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 GMS-10 hücreleri 24 saat, 50, 100, 500 ve 1000 µM SeMet ile inkübe edildi. Hücre 

proliferasyonu WST-1 testi ile değerlendirildi. SeMet’in düşük doz olarak Kabul edilen 50 

ve 100 µM dozlarda proliferasyonu arttırdığı gözlendi. 

 

GMS-10 ve DBTRG-05MG glioblastoma multiforme hücre hatlarının 48 saatlik 

farklı konsantrasyonlarda selenyum içeren besiyeri ile inkübasyonu sonunda elde edilen 

WST-1 testi bulguları Şekil 11 ve Şekil 12 ’de gösterilmiştir.  

 

 
Şekil 11. SeMet’in DBTRG-05MG Hücre Hattına 48 saat inkübasyon sonucu WST-1 testi 

bulguları   

 

 DBTRG-05MG hücreleri 48 saat, 50, 100, 500 ve 1000 µM SeMet ile inkübe 

edildi. Hücre proliferasyonu WST-1 testi ile değerlendirildi. SeMet’in doza bağlı olarak 

proliferasyonu azalttığı gözlendi. 
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Şekil 12. SeMet’in GMS-10 Hücre Hattına 48 saat inkübasyon sonucu WST-1 testi bulguları 

 GMS-10 hücreleri 48 saat, 50, 100, 500 ve 1000 µM SeMet ile inkübe edildi. Hücre 

proliferasyonu WST-1 testi ile değerlendirildi. SeMet’in düşük doz olarak kabul ettiğimiz 

50 µM doz dışındaki tüm dozlarda proliferasyonu azalttığı gözlendi. 

 

 GMS-10 ve DBTRG-05MG glioblastoma multiforme hücre hatlarının 72 saatlik 

farklı konsantrasyonlarda selenyum içeren besiyeri ile inkübasyonu sonunda elde edilen 

WST-1 testi bulguları Şekil 13 ve Şekil 14’de gösterilmiştir. 

Şekil 13. SeMet’in DBTRG-05MG Hücre Hattına 72 saat inkübasyon sonucu WST-1 testi 

bulguları 
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 DBTRG-05MG hücreleri 72 saat, 50, 100, 500 ve 1000 µM SeMet ile inkübe 

edildi. Hücre proliferasyonu WST-1 testi ile değerlendirildi. SeMet’in doza bağlı olarak 

proliferasyonu azalttığı gözlendi. 

 

 
Şekil 14. SeMet’in GMS-10 Hücre Hattına 72 saat inkübasyon sonucu WST-1 testi bulguları 

 

 GMS-10 hücreleri 72 saat, 50, 100, 500 ve 1000 µM SeMet ile inkübe edildi. Hücre 

proliferasyonu WST-1 testi ile değerlendirildi. SeMet’in doza bağlı olarak proliferasyonu 

azalttığı gözlendi. 

 Her iki hücre hattı için inhibitör konsantrasyonları (IC50) belirlendi. GMS-10 

hücreleri için her üç inkübasyon süresi için oluşturulmuş dağılım grafiği Şekil 15’de 

DBTRG-05MG hücreleri için Şekil 16’da verilmiştir. Hücrelere ait IC50 değerleri Tablo 

24’de gösterilmiştir. 
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Şekil 15. SeMet’in GMS-10 Hücre Hattına 24-48-72 saat inkübasyon sonucu WST-1 testi 

bulgularının dağılım grafiği 

 

 
Şekil 16. SeMet’in DBTRG-05MG Hücre Hattına 24-48-72 saat inkübasyon sonucu WST-1 

testi bulgularının dağılım grafiği 

 

 

 

 

 



55	
  
	
  

 

Tablo 24. GMS-10 ve DBTRG-05MG Hücrelerine ait IC50 değerleri 

IC50 GMS-10 DBTRG-05MG 

24 saat >1000 µM >1000 µM 

48 saat >1000 µM >1000 µM 

72 saat 628 µM 585 µM 

 

 Yapılan deneylere ait temsili plak görüntüsü Şekil 17’de verilmiştir.  

 

 
Şekil 17. WST-1 testi temsili plak görüntüsü 
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4.4. Seleno-L-metiyonin uygulanması sonrasında LDH salınımının LDH 

yöntemi ile belirlenmesi 

 50, 100, 500 ve 1000 µM seleno-L-metiyonin ile 24, 48 ve 72 saat inkübasyona 

bırakılan insan glioblastoma multiforme hücrelerinde, zaman, hücre hattı ve doz bazında 

sitotoksisite değişiklikleri olmuştur. Elde edilen net sitotoksisite bulguları DBTRG-05MG 

için Tablo 25’de ve GMS-10 için Tablo 26’de sunulmaktadır. Bulgular ortalama ± standart 

sapma olarak verilmektedir. Kontrol grubu SeMet uygulanmayan gruptur. 

 

Tablo 25. SeMet uygulanması sonrasında DBTRG-05MG hücrelerinde % sitotoksisite 

bulguları.  

Koşullar 24 saat 48 saat 72 saat 

Kontrol 7,56 ± 0,93 5,70 ± 0,68 10,98 ± 0,36 

50 µM SeMet 7,42 ± 0,64 5,65 ± 0,87 14,60 ±  3,47 

100 µM SeMet 7,39 ± 0,21 6,63 ± 1,40 26,59 ± 4,74 

500 µM SeMet 10,36 ± 0,56 13,05 ± 2,28 44,37 ± 3,13 

1000 µM SeMet 11,55 ± 0,22 21,48 ± 2,91 55,93 ± 6,60 

 

Tablo 26. SeMet uygulanması sonrasında GMS-10 hücrelerinde % sitotoksisite bulguları.  

Koşullar 24 saat 48 saat 72 saat 

Kontrol 11,78 ± 1,49 27,52 ± 4,32 27,05 ± 0,25 

50 µM SeMet 9,14 ± 2,16 23,88 ± 5,33 27,70 ±  1,38 

100 µM SeMet 9,44 ±1,16 30,47 ± 1,12 33,51 ± 0,61 

500 µM SeMet 10,97 ±1,17 36,68 ± 0,98 40,31 ± 1,38 

1000 µM SeMet 12,05 ± 0,70 39,14 ± 2,04 50,93 ± 1,33 

 

 Tüm deney bulgularında istatistiksel olarak kontrole göre anlamlı değişim 

gösteren dozlar grafik üzerinde işaretlenmiştir. * p < 0,05 ve ** p <0,01 istatistiksel olarak 

anlamlı kabul edilmiştir. P değerleri Tablo 27 ve Tablo 28’de gösterilmiştir. 
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Tablo 27. GMS-10 hücrelerine değişik dozlarda SeMet uygulaması sonrasında elde edilen 

sitotoksisite bulgularının kontrol ile kıyaslanması ile bulunan “p” değerleri.  

Kontrol 24 saat 48 saat 72 saat 

50 µM SeMet 0,083 0,456 0,564 

100 µM SeMet 0,050 0,275 0,083 

500 µM SeMet 0,539 0,034 0,083 

1000 µM SeMet 0,902 0,050 0,083 

 

Tablo 28. DBTRG-05MG hücrelerine değişik dozlarda SeMet uygulaması sonrasında elde 

edilen sitotoksisite bulgularının kontrol ile kıyaslanması ile bulunan “p” değerleri.  

Kontrol 24 saat 48 saat 72 saat 

50 µM SeMet 0,805 0,602 0,101 

100 µM SeMet 0,623 0,655 0,034 

500 µM SeMet 0,025 0,009 0,025 

1000 µM SeMet 0,014 0,025 0,034 

 

GMS-10 ve DBTRG-05MG glioblastoma multiforme hücre hatlarının farklı 

konsantrasyonlarda selenyum içeren besiyeri ile 24 saat inkübasyonu sonunda elde edilen 

LDH testi bulguları Şekil 18 ve Şekil 19’da gösterilmiştir. 

 

 



58	
  
	
  

 
Şekil 18. GMS-10 hücrelerine değişik dozlarda 24 saat uygulanan SeMet sonrasında elde 

edilen sitotoksisite bulguları 

 

 24 saat değişik dozlarda SeMet ile inkübe edilen GMS-10 hücrelerinde oluşan 

sitotoksisite LDH testi ile değerlendirildi, anlamlı bir ölüm ile karşılaşılmadı.  

 

 
Şekil 19. DBTRG-05MG hücrelerine değişik dozlarda 24 saat uygulanan SeMet sonrasında 

elde edilen sitotoksisite bulguları 
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 24 saat değişik dozlarda SeMet ile inkübe edilen DBTRG-05MG hücrelerinde 

oluşan sitotoksisite LDH testi ile değerlendirildi ve yüksek doz olarak kabul edilen 500 ve 

1000 µM dozlarında kontrole göre anlamlı ölüm saptandı.  

GMS-10 ve DBTRG-05MG glioblastoma multiforme hücre hatlarının farklı 

konsantrasyonlarda selenyum içeren besiyeri ile 48 saat inkübasyonu sonunda elde edilen 

LDH testi bulguları Şekil 20 ve Şekil 21’de gösterilmiştir.  

 

 
Şekil 20. GMS-10 hücrelerine değişik dozlarda 48 saat uygulanan SeMet sonrasında elde 

edilen sitotoksisite bulguları 

 

 48 saat değişik dozlarda SeMet ile inkübe edilen GMS-10 hücrelerinde oluşan 

sitotoksisite LDH testi ile değerlendirildi ve yüksek doz olarak kabul edilen 500 µM dozda 

kontrole göre anlamlı ölüm saptandı.  
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Şekil 21. DBTRG-05MG hücrelerine değişik dozlarda 48 saat uygulanan SeMet sonrasında 

elde edilen sitotoksisite bulguları 

  

 48 saat değişik dozlarda SeMet ile inkübe edilen DBTRG-05MG hücrelerinde 

oluşan sitotoksisite LDH testi ile değerlendirildi ve yüksek doz olarak kabul edilen 500 ve 

1000 µM dozlarda kontrole göre anlamlı ölüm saptandı.  

 

 GMS-10 ve DBTRG-05MG glioblastoma multiforme hücre hatlarının 72 saatlik 

farklı konsantrasyonlarda selenyum içeren besiyeri ile inkübasyonu sonunda elde edilen 

LDH testi bulguları Şekil 22 ve Şekil 23’de gösterilmiştir. 
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Şekil 22. GMS-10 hücrelerine değişik dozlarda 72 saat uygulanan SeMet sonrasında elde 

edilen sitotoksisite bulguları 

 72 saat değişik dozlarda SeMet ile inkübe edilen GMS-10 hücrelerinde oluşan 

sitotoksisite LDH testi ile değerlendirildi, kontrole göre anlamlı ölüm saptanmadı.  

 

 
Şekil 23. DBTRG-05MG hücrelerine değişik dozlarda 72 saat uygulanan SeMet sonrasında 

elde edilen sitotoksisite bulguları 

 72 saat değişik dozlarda SeMet ile inkübe edilen DBTRG-05MG hücrelerinde 

oluşan sitotoksisite LDH testi ile değerlendirildi ve yüksek doz olarak kabul edilen 500 ve 

1000 µM dozların yanında 100 µM’da da kontrole göre anlamlı ölüm saptandı.  
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 Yapılan deneylere ait temsili plak görüntüsü Şekil 24’de verilmiştir. 

 
Şekil 24. LDH Testi denemelerine ait temsili plak görüntüsü 

 

 Hücrelerin 24, 48 ve 72 saat seleno-L-metiyonin ile inkübasyonundan elde edilen 

yukarıdaki bulgular (hücre içine alınan selenyum, proliferasyon ve sitotoksisite) arasında 

Tablo 29, Tablo 30 ve Tablo 31’da gösterildiği gibi korelasyon bulunmaktadır. Korelasyon 

analizinde p< 0,01 ve p<0,05  anlamlı kabul edilmektedir. 

Tablo 29. SeMet’in GMS-10 ve DBTRG-05MG hücrelerine proliferatif etkisi ve hücre 

içine giren Se düzeyleri arasındaki korelasyon bulguları (R: Korelasyon katsayısı).  

 24 saat 48 saat 72 saat 

GMS-10 

p=0,067 
R=- 0, 852 
anlamsız 

 

p=0,013 
R=- 0, 950 

p< 0,05 
 

p=0,001 
R= 0, 993 

p<0,01 
 

DBTRG-05MG 

p=0,011 
R=- 0, 956 

p<0,05 
 

p=0,049 
R=- 0, 879 

p<0,05 
 

p=0,010 
R= 0, 960 

p<0,05 
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Tablo 30. SeMet’in GMS-10 ve DBTRG-05MG hücrelerine sitotoksik etkisi ve hücre 

içine giren Se düzeyleri arasındaki korelasyon bulguları (R: Korelasyon katsayısı).   

 24 saat 48 saat 72 saat 

GMS-10 

p=0,342 
R=0,545 
anlamsız 

 

p=0,014 
R= 0, 947 

p<0,05 
 

p=0,001 
R=0, 990 
p<0,01 

 

DBTRG-05MG 

p=0,081 
R=0, 831 
anlamsız 

 

p=0,104 
R=0,800 
anlamsız 

 
 

p=0,002 
R=0, 987 
p<0,01 

 

 

Tablo 31. SeMet’in GMS-10 ve DBTRG-05MG hücrelerine proliferatif ve sitotoksik 

etkisinin korelasyon bulguları (R: Korelasyon katsayısı).   

 24 saat 48 saat 72 saat 

GMS-10 WST-1-LDH 
p=0,028 

R=- 0,505 
p < 0,05 

p=0,000 
R=- 0, 821 
p < 0.01 

p=0,000 
R=- 0, 934 
p < 0,01 

DBTRG-05MG WST-

1-LDH 

p=0,000 
R=- 0, 809 
p < 0,01 

p=0,000 
R=- 0, 845 
p < 0,01 

p=0,000 
R=- 0, 941 
p < 0,01 

 

 

4.5. SDS-PAGE ve WESTERN BLOT ile Ki-67 PROTEİN DÜZEYLERİNİN 

BELİRLENMESİ 

 

 4.5.1.   Kontrol ve Deney Gruplarındaki Protein Düzeyleri 

Şekil 25’de gösterilen standart kalibrasyon eğrisinden yararlanılarak kontrol ve 

deney gruplarında hücre lizatında protein düzeyleri hesaplandı (Tablo 32, Tablo 33 ).  
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Şekil 25.  BSA standart kalibrasyon eğrisi 

 

Tablo 32. GMS-10 hücre hattı için kontrol grubu ve deney gruplarında  hücre lizatı 

ortalama protein düzeyleri (µg/mL) 

Gruplar 24 saat 48 saat 72 saat 

Kontrol 564 ± 0,008 1545,82 ± 0,013 749,45 ± 0,012 

50 µM SeMet 760,36 ± 0,008 727,64 ± 0,005 482,18 ± 0,007 

100 µM SeMet 667,64 ± 0,007 945,82 ± 0,002 482,18 ± 0,007 

500 µM SeMet 853,09 ± 0,001 602,18 ± 0,001 144,00 ± 0,004 

1000 µM SeMet 738,54 ± 0,002 1114,91 ± 0,004 296,72 ± 0,007 

 

Tablo 33. DBTRG-05MG hücre hattı için kontrol grubu ve deney gruplarında  hücre lizatı 

ortalama protein düzeyleri (µg/mL) 

Gruplar 24 saat 48 saat 72 saat 

Kontrol 3149,45 ± 0,193 1142,18 ± 0,0078 400,36 ± 0,004 

50 µM SeMet 613,09 ± 0,018 1344,00 ± 0,003 1104,00 ± 0,010 

100 µM SeMet 1333,09 ± 0,018 1573,09 ± 0,010 940,36 ± 0,014 

500 µM SeMet 1534,90 ± 0,005 411,27 ± 0,004 138,54 ± 0,106 

1000 µM SeMet 56,73 ± 0,015 264,00 ± 0,0000 29,45 ± 0,018 
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 4.5.2. Kontrol ve Deney Gruplarında Ki-67 Protein Ekspresyonunun Western 

Blot İle Gösterilmesi 

 

24, 48 ve 72 saat 50, 100, 500 ve 1000 µM SeMet ile inkübe edildikten sonra 

GMS-10 ve DBTRG-05MG hücrelerinde, kontrol ve deney gruplarında Ki-67 protein 

ekspresyonu Western blot yöntemi ile değerlendirildi. Ki-67 protein ekspresyonunun 

GMS-10 hücrelerinde 24 ve 48 saat temsili film görüntüleri Şekil 26’da verilmektedir. 

Kalneksin için temsili film görüntüleri de Şekil 27’de verilmiştir. DBTRG-05MG 

hücrelerinde 24 saat SeMet inkübasyonu sonucu elde edilen Ki-67 temsili film görüntüleri 

Şekil 28’de ve kalneksin görüntüsü Şekil 29’da verilmiştir.  

 
Şekil 26. GMS-10 hücrelerinde 24 ve 48 saat kontrol grubu ve deney Ki-67 

ekspresyonunun temsili Western blot bulguları. 

 

                                                
Şekil 27. GMS-10 hücrelerinde 24 saat kontrol grubu ve deney gruplarında kalneksin 

ekspresyonunun temsili Western blot bulguları. 

 

                         
Şekil 28. DBTRG-05MG hücrelerinde 24 saat kontrol grubu ve deney gruplarında Ki-67 

ekspresyonunun temsili Western blot bulguları. 

 

                                    
Şekil 29. DBTRG-05MG hücrelerinde 24 saat kontrol grubu ve deney gruplarında 

kalneksin ekspresyonunun temsili Western blot bulguları. 
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Şekil 30. GMS-10 hücrelerinde 24 saat kontrol grubu ve deney gruplarında  Ki-67 Western 

Blot spotlarının dansitometrik analizi.  

 

 Bulgular Ki-67 proteininin dansitometrik ölçümünün kalneksine oranı şeklinde 

verilmiştir. 

 

 Diğer inkübasyon sürelerinin araştırıldığı deney düzeneğinde tekrarlanabilir band 

görüntüleri elde edilemedi.  
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 5. TARTIŞMA 
 
 Bundan bir asır önce Paul Ehrlich tarafından ortaya atılan ‘magic bullet theory’ 

halen kanser tedavisinde geçerliliğini korumaktadır (121).  Paul Ehrlich’e göre kanser 

hücrelerini hedefleyen ancak normal hücrelere zarar vermeyen ilaçlar kanser için bir 

çözüm olabilirdi. Günümüzde de gelinen nokta ve çalışılan en geçerli alan, hedeflenmiş 

moleküler tedavi alternatifleridir.  

 Glioblastoma Multiformede de diğer kanser türlerinde olduğu gibi aynı durum 

geçerlidir. Üstelik GBM oldukça agresif, prognozu kötü ve rekürrensi çok yüksek bir 

kanser tipidir. Bunun yanı sıra GBM’de ilaç dirençliliği gelişmesi sık rastlanan bir 

durumdur. İlaçlarla ilgili en önemli sorun ilaçların kan-beyin bariyerini geçebilmeleriyle 

ilişkilidir (122).  

 Selenyum esansiyel eser bir element olarak beyin dokusu için oldukça önemlidir. 

Beyindeki selenoprotein ekspresyonunun selenyum düzeyi ile serum selenyum düzeyi 

arasında bir ilişki yoktur. Bu durum ‘selenyum hiyerarşisi’ diye bilinir. Selenyum 

proteinlerin yapısına katılarak selenoprotein yapısında vücudun çeşitli bölgelerinde görev 

alır. Selenyum eksikliği durumunda bu hiyerarşi nedeniyle vücudun selenyuma en çok 

ihtiyacı olan bölgesinde selenoproteinler eksprese olur. Beyinde bulunan selenyumla 

ilişkili iki molekül vardır; Selenoprotein P ve apoliporotein E reseptör-2. Selenyum 

taşınımında apoER-2 görev alır. Selenyum kan-beyin bariyerini geçebilir ve burada SelP 

eksprese olur (123).  

 Selenoproteinlerin beyinde bulunduklarına dair kanıtlar çeşitli hayvan ve insan 

çalışmalarıyla gösterilmiştir (124). Nöron ve glial hücrelerde GPx1 aktivitesi söz 

konusudur. SelP purkinje hücrelerinde ve beyin kapillerlerinde bulunur. Sıçan glial 

hücrelerinde SelY eksprese olduğu gösterilmiştir. İnsan beyninde deiyonidaz aktivitesi ve 

mRNA düzeyinde ekspresyonu mevcuttur. SelR aktivitesi ve mRNA düzeyinde 

ekspresyonu da fare beyninde gösterilmiştir. Bunların yanında SelW, SelN, SelM, 

Sel15’de beyin dokusunda eksprese olduğu bilinen selenoproteinlerdendirler. Sağlıklı 

beyin hücreleri üzerine selenyum bileşiklerinin, GPx aktivitesini artırıcı, lipid 

peroksidasyonunu azaltıcı, hücre ölümünden koruyucu ve olgunlaşmamış 

oligodendrositlerin miyelin oluşturan oligodendrositlere dönüşmesi gibi farklılaşmayı 

indükleyici etkileri vardır (123,124).  
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 Bu araştırmada glioblastoma multiforme hücre hatları olan GMS-10 ve DBTRG-

05MG hücre hatları kullanılmıştır. Daha önceki çalışmalarda U87MG, U373MG, TG98, 

A172, C6 (20-23) gibi insan ve sıçan glioblastoma hücre hatları kullanılmıştır. GBM 

oldukça heterojen bir tümör olduğundan hücre hatları arasında dahi uygulanan maddeye 

bağlı olarak farklı yanıtlar söz konusu olabilir. Araştırmamızda kullandığımız bu iki hücre 

hattı erişilebilir literatür incelendiğinde selenyumla ilişkili çalışmalarda daha önce 

kullanılmamıştır. Bu hücrelerden GMS-10 malign tümörü olan bir hastadan cerrahi 

müdahale sonrası elde edilen hücrelerdir. DBTRG-05MG hücreleri ise radyoterapi ve 

kemoterapi sonrası cerrahi müdahale sonucu elde edilen hücrelerdir (111). Sağlıklı hücre 

ile kanser hücresi arasında uzun yıllardır tartışılan farklılıklar tedavi almış kanser hücresi 

ile tedavi almamış kanser hücresi arasında da söz konusudur. Bu iki hücre hattı arasında 

tedavi alması nedeniyle DBTRG-05MG hücre hattında meydana gelmiş bir takım 

değişiklikler olması olasıdır. DBTRG-05MG hücreleri için bilinen NSE, vimentin, EGFR 

eksprese ettiği, p53 +/- ve Rb + olduğudur. GMS-10’un p53- ve Rb geninde mutasyon 

olduğu bilinmektedir (111,134). Özellikle 24 saat inkübasyon ardından iki hücrenin 

SeMet’e verdiği yanıta bakıldığında bu durumun hücreye özgü genlerin etkisi ile 

olabileceği göz önünde bulundurulmalıdır.  

 Bu araştırmada selenyum bileşiklerinden seleno-L-metiyonin kullanılmıştır. 

Seleno-L-metiyonin selenyumun organik formudur, Metiyonin aminoasiti üzerinde kükürt 

(S) atomu yerine Se geçmesi ile oluşur. İlk başlarda selenyum çalışmalarında  selenyumun 

inorganik formları olan selenit ve selenat kullanılmıştır (21,22). SeMet inorganik selenyum 

formlarından daha az toksik olduğundan son yıllarda çalışmalarda daha çok tercih 

edilmeye başlanmıştır.    

 Bu araştırmada seleno-L-metiyoninin GMS-10 ve DBTRG-05MG insan 

glioblastoma multiforme hücreleri üzerindeki in vitro  etkileri ilk kez incelendi. SeMet’in 

hücre proliferasyonuna etkisi WST-1 testi, sitotoksisitesi LDH testi ile, hücre içine alınan 

selenyum düzeyi GFAAS ile ve önemli bir proliferasyon belirteci olan Ki-67 protein 

ekspresyonu western blot yöntemi ile belirlendi. 

 Hücrelere 24, 48 ve 72 saat süre ile uygulanan SeMet’in hücre içine ne düzeyde 

alındığı ve süpernatantlarda kalan düzeyi araştırıldı. Bu amaçla GFAAS kullanıldı. Tüm 

zaman noktaları sonunda her iki hücre hattına da literatürle uyumlu olarak selenyum 
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alındığı saptandı. Hücrelerin selenyumdan faydalandığı saptandıktan sonra araştırmamıza 

proliferasyon ve sitotoksisite denemeleri ile devam edildi.  

 Hücrelerden boyanın atılması ve hücrelere alınmasına, hücrelerden salınan enzim 

aktivitelerinin ölçümüne ve hücrelerde kolorimetrik [2-(4-iyodofenil)-3-(4-nitrofenil)-5-

(2,4-disülfofenil)-2H-tetrazolyum (WST-1) tuzu indirgenmesi esasına dayalı testler olmak 

üzere hücre proliferasyonu ve sitotoksisitesinin değerlendirilmesinde birçok değişik 

yöntem kullanılmaktadır. Tripan mavisi ve fluoresans boyaları (propidyum iyodid gibi) 

fonksiyonel hücre membranı olan canlı hücrelerden dışarı atılmakta, membran hasarlı 

olduğunda boya penetre olmaktadır. Memeli hücrelerinde temel olarak eksprese edilen ve 

hasarlı hücrelerden salınan giseraldehit-3- fosfat dehidrogenaz ve laktat dehidrogenaz gibi 

enzim aktivitelerinin ölçümü hücre sitotoksisitesinin değerlendirilmesinde 

kullanılmaktadır. WST-1 testi ise, WST-1’in hücrelere endositoz yoluyla girmesine ve 

canlı hücrelerdeki mitokondride formazana indirgenmesine dayanmaktadır. Bu çalışmada 

hücre proliferasyonu WST-1 testi ve hücre sitotoksisitesi hücre kültür ortamına LDH 

salınımının ölçülmesi ile değerlendirildi (112,113). Çalışmada kullanılan LDH  

“Cytotoxicity Detection Kit” (Roche Diagnostics GmbH)’inde önerildiği şekilde optimum 

hücre sayısını belirlemek için hücreler 96 kuyucuklu plaklara 200 µl/10000 -50000 arası 

hücre olacak şekilde ekildi. Hücrelere hiç SeMet uygulanmaksızın kit protokolü eksiksiz 

yerine getirildi ve optimum hücre sayısı ve inkübasyon süresi 10000 hücre/200 µL olarak 

ve inkübasyon süreleri de WST-1 testi için 2 saat, LDH için 15-30 dakika olarak belirlendi.  

LDH testi için optimum hücre sayısı, spontan LDH salınımı/ maksimum LDH salınımı 

oranının en düşük olduğu değeri ifade etmektedir. SeMet konsantrasyonu ve zaman 

noktaları literatür incelenerek ve ön çalışmalar yaparak belirlendi ve ARLAB koşullarında 

optimize edildi. Çalışmada, SeMet her iki hücre hattına 24, 48 ve 72 saat süreyle 50, 100, 

500 ve 1000 µM konsantrasyonlarda kullanıldı.   

DBTRG-05MG hücrelerinin 24 saat SeMet ile inkübasyonu sonucu 50 µM 

konsantrasyon dışındaki tüm dozlarda hücre proliferasyonunda istatistiksel olarak anlamlı 

azalma saptandı (p<0,01). GMS-10 hücrelerinde ise 50 ve 100 µM konsantrasyonlarda 

proliferasyonu arttırdığı, 500 ve 1000 µM konsantrasyonda ise azalttığı saptandı (p<0,01, 

p<0,05). 48  saat inkübasyon sonucunda ise 24 saat inkübasyon ile uyumlu olarak 

DBTRG-05MG hücrelerinde hücre proliferasyonunda istatistiksel olarak anlamlı azalma 

gözlenirken GMS-10 hücrelerinde 50 µM hariç diğer dozlarda anlamlı azalma gözlendi 
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(p<0,01, p<0,05). 72 saat inkübasyon sonunda ise tüm konsantrasyonlarda SeMet her iki 

hücre hattında da hücre proliferasyonunu anlamlı olarak azalttı (p<0,01, p<0,05). 

 Erişilebilir literatür incelendiğinde SeMet’in selenyumun toksisitesi düşük 

bileşiklerinden olduğu bilgisine ulaşılabilir. SeMet değişik hücre tiplerinde farklı 

konsantrasyonlarda ve inkübasyon sürelerinde etki gösterir. Kaur ve ark.’nın yaptığı 

çalışmada civa nörotoksisitesi üzerinde SeMet’in etkilerinin araştırıldığı çalışmada C6 

sıçan glioma ve B35 nöron hücre hatları 20 ve 50 µM SeMet ile inkübe edilmiştir (125). 

İnsan prostat kanseri hücreleri üzerinde 10 ve 25 µM SeMet (126) uygulanmıştır. Redman 

ve ark.larının yaptıkları çalışmaya göre MCF-7/S hücreleri için IC50 değeri 45 µM, 

UACC-375 hücreleri için 50 µM, HT-29 hücreleri için 130 µM, DU-145 hücreleri için 40 

µM, A549 hücreleri için 65 µM ve fibroblast hücreleri için 1 mM bulunmuştur (127). 

Suzuki ve ark.larının yaptıkları bir çalışmada da SeMet 48 saat süreyle HSC-3 ve HSC-4, 

A549 ve MCF-7 hücrelerine 10-1000 µM aralığında verilmiştir (57). 50 µM doz ile 4-5 

gün süreyle p53 + A549 hücrelerinin inkübasyonu sonucu apoptoza giden hücre sayısında 

artış gözlemişlerdir.  Bu araştırmada 72 saat inkübasyon sonrasında GMS-10 için IC50 

değeri 628 µM ve DBTRG-05MG için 585 µM bulunmuştur. Bu değerler toksik değeri 

aşmamaktadır.  

 DBTRG-05MG hücrelerinin 24 saat SeMet ile inkübasyonu sonucu 500 ve 1000 

µM konsantrasyonlarda hücre sitotoksisitesinde istatistiksel olarak anlamlı artış saptandı 

(p<0,05). GMS-10 hücrelerinde ise 24 saat sonunda anlamlı bir ölüm durumu gözlenmedi. 

48 saat inkübasyon sonucunda ise 24 saat inkübasyon ile uyumlu olarak DBTRG-05MG 

hücrelerinde 500 ve 1000 µM dozlarda istatistiksel olarak anlamlı artış gözlenirken GMS-

10 hücrelerinde sadece 500 µM dozda kontrole göre anlamlı artış gözlendi (p<0,01, 

p<0,05). 72 saat inkübasyon sonunda GMS-10 hücrelerinde kontrole göre anlamlı bir artış 

saptanmazken DBTRG-05MG hücrelerinde 100, 500 ve 1000 µM konsantrasyonlarda 

SeMet hücre proliferasyonunu anlamlı olarak artırmıştır (p<0,01, p<0,05). 

Çalışma sonucu elde edilen WST-1 ve LDH bulguları analiz edildiğinde 

proliferasyon ve sitotoksiste bulguları arasında  negatif yönde korelasyon olduğu saptandı. 

Erişilebilir literatür incelendiğinde Zhu ve ark. tarafından A172 insan glioblastoma 

ve C6 sıçan glioblastoma hücre hatları üzerinde sodyum selenit (0,01-100 µM) kullanılarak 

24, 48 ve 72 saat inkübasyon sürelerinde yapılan çalışmada da selenyumun anti-proliferatif 

etkileri gösterilmiştir ve bu etkinin A172 hücreleri üzerinde daha etkili olduğunu ortaya 
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koymuşlardır (22). Yine Zhu ve ark.’larının A172 ve T98G insan glioblastoma hücreleri 

üzerine sodyum selenit kullanarak yaptıkları başka bir çalışmada selenyumun hücre 

ölümünü apoptozu indükleyerek gerçekleştirdiğini göstermişlerdir (21). 

 Hücre içine alınan selenyum düzeyleri ile proliferasyon ve sitotoksisite bulguları 

karşılaştırıldığında 24 saat sonunda hücre içine alınan selenyum düzeyleri ile GMS-10 

hücre hattına ait proliferasyon bulguları arasında korelasyon yokken, 48 ve 72 saat 

sonunda korelasyon saptandı. DBTRG-05MG hücre hattı için her üç inkübasyon süresi 

sonunda elde edilen bulgular arasında korelasyon vardır. Sitotoksisite bulguları ile GMS-

10 hücrelerinde 48 ve 72 saatte korelasyon vardır. Hücre içine alınan selenyum düzeyi ile 

sitotoksisite artmıştır. DBTRG-05MG hücrelerinde bu korelasyon sadece 72 saat 

inkübasyon sonunda saptandı. 

 Erişilebilir literatür incelendiğinde insanlar için selenyumun günlük alım miktarının 

55- 70 µg/gün olduğunu görürüz (63). Organizmanın tolere edebileceği maksimum 

selenyum düzeyi 400 µg/gün’dür (128). Bu durumda bizim kullandığımız dozları 

incelediğimizde en yüksek doz olan 1000 µM dozun bu sınırlar içinde kaldığını görüyoruz. 

Selenyumun hücre içine girdikten sonra proteinlere katılarak selenoproteinler aracılığı ile 

vücut dengesini korumaya yardımcı olduğundan hücre içine girip girmediği, verilen 

selenyumun ne kadarının hücre içine alındığı oldukça önemlidir. Combs ve ark.’larının 

yaptıkları çalışma sonucunda diyetine düzenli olarak günlük selenyum eklenen kişilerin 

plazma ve idrar selenyum düzeylerinde artma gözlenirken, GPX3 aktivitesi ya da SelP 

konsantrasyonunda değişiklik olmamıştır (49). Shiobara ve ark.larının yaptıkları 

çalışmaya göre diyetine organik selenyum katılan sıçanlar ile inorganik selenyum katılan 

sıçanların saç, kan ve idrar örneklerindeki selenyum düzeyleri karşılaştırıldığında selenit 

saç ve serumda doza bağlı olmaksızın en düşük sabit değerleri verirken, SeMet selenitten 

daha yüksek değerlerde doza bağlı olarak sonuç vermiştir. Bunun aksi olarak idrar 

selenyum düzeyinin selenyum bileşiğine bağlı olmadığını göstermişlerdir. Bu noktada 

görülmektedir ki selenyum bileşiklerinin halen tam olarak aydınlatılamamış metabolizması 

üzerine çalışmalar devam etmektedir. 

 Literatür incelendiğinde Ki-67’nin proliferasyon göstergesi sayıldığı pek çok 

çalışmaya rastlanır (25-29). Ki-67 ekspresyon düzeyi çalışmalarda immünhistokimya, 

ELİZA ve western blot gibi yöntemlerle gösterilmiştir (29,129). Liu ve ark.larının yaptığı 

çalışmaya göre survivin geni susturulmuş prostat kanseri hücrelerinde selenyumun hücre 
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büyümesini etkilediği gösterilirken Ki-67 ekspresyonuna da immünhistokimya yöntemi ile 

bakmışlardır. Yapılan araştırmalarda Ki-67 aynı zamanda prognostik bir faktör olarak da 

nitelendirilmektedir. Qiang ve ark.larının yaptıkları çalışmaya göre Ki-67’nin GBM’de 

hücresel büyüme, proliferasyonun düzenlenmesi ile ilişkili olduğunu ortaya koymuşlardır 

(27). Çalışmamızda Ki-67 protein ekspresyonu western blot yöntemi ile gösterildi. GMS-

10 hücrelerinde 24 ve 48 saatte band görüntüleri elde edildi. Band yoğunluklarının doz 

arttıkça azaldığı gözlendi. DBTRG-05MG hücrelerinde ise sadece 24 saatte kontrol grubu 

ve 50, 100 uM konsantrasyonlarda band gözlendi. Erişilebilir literatür incelendiğinde 

GMS-10 hücrelerinde Ki-67 ekspresyonu ilk kez bizim çalışmamızda incelenmiştir. 

DBTRG-05MG hücrelerindeki ekspresyon ise Lin ve ark.larının çalışmalarında 

gösterilmiştir (129). 

 Araştırmamızda seleno-L-metiyoninin GMS-10 ve DBTRG-05MG insan 

glioblastoma hücre hatları üzerindeki etkileri ilk kez incelenmiştir. Araştırmada DBTRG-

05MG hücrelerinde ve GMS-10 hücrelerinde SeMet’in, in vitro ortam koşullarında,  doza 

ve inkübasyon süresine bağımlı olarak proliferasyonu azalttığı ve sitotoksisite gösterdiği, 

bu olayların da hücre içine alınan SeMet ile büyük ölçüde korele olduğu ortaya çıkarıldı. 

GMS-10 hücrelerinin DBTRG-05MG hücrelerine göre SeMet’e daha geç yanıt vermesinin 

nedeni p53 içermemesi olabilir. Seo ve ark.ları (52) SeMet’in redoks mekanizmaları 

aracılığıyla p53’ü aktive edebileceğini göstermişlerdir ve bu durum p53 içeren ve 

içermeyen hücreleri farklı etkileyecektir. GMS-10 p53 içermeyen, DBTRG-05MG ise 

p53+/- heterozigot hücrelerdir (111). Bununla beraber DBTRG-05MG hücreleri için 

bilinen NSE, vimentin, EGFR eksprese ettiği ve Rb + olduğudur. GMS-10’un p53- ve Rb 

geninde mutasyon olduğu bilinmektedir (111,134). Elde ettiğimiz bulguların ileri 

çalışmalarla desteklenerek bu alanda çalışan diğer araştırmacılara ışık tutacağını 

düşünüyoruz. 
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 6. SONUÇ ve ÖNERİLER 

 

 Bu araştırmanın hipotezi; “kullandığımız selenyum formu SeMet glioblastoma 

multiforme hücre hatları olan GMS-10´un ve DBTRG-05MG´nin proliferasyonlarını 

baskılar,”   şeklinde kurgulandı. Bu amaçla, selenyum bileşiklerinin GBM hücre hatlarında 

hücre proliferasyonu ve sitotoksisite üzerine etkileri hücreler dört farklı selenyum dozu ile 

24, 48, 72 saat inkübe edilerek belirlendi. Hücre proliferasyonundaki değişiklikler WST-1 

testi ile, sitotoksisite LDH testi ile belirlendi. Araştırmamızın temelinde hücre 

proliferasyonunun baskılanması amaçlandığından bir proliferasyon belirteci olan Ki-67 

protein ekspresyon değişiminin western blot yöntemi kullanılarak belirlenmesi amaçlandı. 

Selenyumun hücre içine alınımını belirlemek amacı ile hücre lizatlarındaki ve 

süpernatantlarındaki selenyum düzeyleri GFAAS kullanılarak ölçüldü.  

Araştırmanın bulguları şu şekilde özetlenebilir: 

 SeMet, GMS-10 ve DBTRG-05MG hücrelerinde 24 saat inkübasyonun ardından düşük 

dozlarda (50 ve 100 µM) proliferatif etki gösterirken 48 ve 72 saat inkübasyon ardından 

sitotoksik etki göstermiştir. Proliferasyon ve sitotoksiste bulguları arasında  negatif yönde 

korelasyon vardır. DBTRG-05MG hücre hattında ise doza ve zamana bağlı olarak 

proliferasyonda azalma gözlendi, benzer şekilde sitotoksisitede de artış oldu. Proliferasyon 

ve sitotoksisite bulguları arasında negatif yönde korelasyon vardır. 24 saat sonunda hücre 

içine alınan selenyum düzeyleri ile GMS-10 hücre hattına ait proliferasyon bulguları 

arasında korelasyon yokken, 48 ve 72 saat sonunda korelasyon saptandı. DBTRG-05MG 

hücre hattı için her üç inkübasyon süresi sonunda elde edilen bulgular arasında korelasyon 

vardır. Sitotoksisite bulguları ile GMS-10 hücrelerinde 48 ve 72 saatte korelasyon vardır. 

Hücre içine alınan selenyum düzeyi ile sitotoksisite artmıştır. DBTRG-05MG hücrelerinde 

bu korelasyon sadece 72 saat inkübasyon sonunda saptandı. Ki-67 protein düzeyleri GMS-

10 hücreleri için kontrole göre anlamlı değişiklik göstermezken DBTRG-05MG 

hücrelerinde western blot yöntemi ile deteksiyon mümkün olmadı.  Bu bulgular başta 

kurgulanan hipotezi desteklemektedir. 

Sonuç olarak bu çalışmada, gerek DBTRG-05MG hücrelerinde, gerekse GMS-10 

hücrelerinde SeMet’in, in vitro ortam koşullarında,  doza ve inkübasyon süresine bağımlı 

olarak proliferasyonu azalttığı ve sitotoksisite gösterdiği, bu olayların da hücre içine alınan 
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SeMet ile büyük ölçüde korele olduğu ortaya çıkartılmıştır. IC50 konsantrasyonlarının 

toksik dozu geçmediği bulunmuştur. 

Çalışmamız erişilebilir literatür incelendiğinde SeMet’in glioblastoma multiforme 

hücre hatlarında olası in vitro etkilerinin incelendiği ilk çalışmadır.  

 

Çalışmamızdaki bulgular ışığında ileriye yönelik yapılması uygun olacak 

çalışmaları şöyle sınıflandırabiliriz: 

• SeMet’in GBM hücreleri üzerindeki anti-proliferatif ve hücre ölümünü 

indükleyici etkisinin nekrotik bir ölüm mü, yoksa apoptotik bir ölüm mü 

olduğu araştırılmalıdır. Bunun için Cell Death ELISA yöntemi uygulanabilir. 

• Akım Sitometri kullanılarak hücre döngüsü analizleri yapılabilir. 

• Hücre içine alınan selenyumun hangi yolakları etkilediği, selenyumun hücre 

içine alınmasında rol alan diğer moleküllerin incelenmesinin ve selenyum 

metabolizmasına ilişkin daha detaylı bilgilere ulaşmak için çalışmaların 

yapılmasının anlamlı olacağını düşünmekteyiz. 

• Ki-67 protein düzeylerinin western blot yöntemine alternatif olarak 

immünhistokimya ya da ELİZA yöntemleri ile değerlendirilmesi 

gerekmektedir. 

• Hücrelerdeki GPx1 seviyeleri spektrofotometrik yöntemlerle incelenmelidir. 

• SelP düzeyi DNA-HPLC tekniği ile belirlenebilir. 

• İleri çalışmalarda selenyumun yanında farklı ilaç kombinasyonları 

kullanılarak daha etkili sonuç alınıp alınmayacağı denenmelidir. 

• Kontrol olarak SeMet verilmeyen grubun yanında sağlıklı astrosit hücreleri 

kullanılması çalışmanın değerini artıracaktır. Gerçekleştirdiğimiz in vitro 

çalışmalar yanında in vivo çalışmaların da yapılmasının uygun olduğunu 

düşünmekteyiz.  

 

Hedeflenmiş moleküler tedavinin çok önemli olduğu GBM tedavisi ya da yaşam 

süresini uzatmak ve hasta refahını artırmak için SeMet’in aday molekül olduğunun 

söylenmesi için daha ileri çalışmalar yapılmalıdır. İlaç dirençliliğinin en büyük sorun 

olduğu GBM’de hücreleri öldürmek için yüksek doz ilaç uygulaması normal hücrelere 
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zarar vermektedir. Organizma için toksik sayılacak dozlara çıkılamayacağından bu 

dozlarda SeMet uygulamasının GBM için yeterliliği tartışmalıdır. Bundan sonra 

aydınlatılması gereken nokta SeMet'in gliomagenezis süresinde nasıl rol oynadığıdır. 

Bunun için daha ileri denemeler yapılarak rolü olacağı düşünülen yolaklar incelenmeli ve 

bunlara yönelik fonksiyonel analizler yapılmalıdır. 
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