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SELENYUMUN iNSAN GLIOBLASTOMA MULTIFORME HUCRE HATLARINDA
IN VITRO ETKILERINIiN ARASTIRILMASI

Duygu Harmanci, Dokuz Eyliil Universitesi, Saglik Bilimleri Enstitiisii, Molekiiler

Tip Anabilim Dali, 35340, Inciralt:, izmir

OZET

Beyin tiimorleri 100.000 kisiden ii¢ ila bes kiside goriilmekte ve kansere bagh
oliimlerin %2,7’s1 beyin tiimorlerinden kaynaklanmaktadir. Primer beyin tiimorleri, malign
hastaliklarin yaklasik %2’sini olusturur. Glioblastoma multiforme (GBM), santral sinir
sisteminin glial hiicrelerinden koken alan ve en sik (% 50-60) rastlanan primer beyin
tiimdriidiir. Daha ¢ok erigkin yasta (45-70) ortaya ¢ikmakta ve yiiksek invaziv fenotipe sahip
olup ¢ok hizli progresyon gostermektedir. Bu ¢aligmadaki amag¢ selenyumun glioblastoma
hiicreleri iizerindeki olast1 in vitro etkilerinin degerlendirilmesidir.

Bu c¢alismada, GMS-10 ve DBTRG-05MG insan glioblastoma multiforme hiicre
hatlarinda selenometiyonin (SeMet) uygulanan ve uygulanmayan gruplarda selenyumun hiicre
icine alimim diizeyleri, hiicre proliferasyonu, sitotoksisite, ve hiicre proliferasyon gostergesi
olarak Ki-67 protein ekspresyon degisimi incelendi. Selenyumun organik formu olan
selenometiyoninin hiicre proliferasyonu iizerine etkisi WST-1 testi ile, sitotoksite laktat
dehidrogenaz testi (LDH) ile degerlendirildi. Ki-67 protein diizeyi western blot yontemi ile
saptand1 ve hiicre slipernatantlarindaki ve lizatlarindaki selenyum diizeyi l¢iimii grafit firin
atomik absorpsiyon spektrofotometresi kullanilarak yapildi.

GMS-10 ve DBTRG-05MG hiicreleri iizerine SeMet’in etkisi bu ¢alisma ile ilk defa
incelenmistir. Arastirmamizin bulgularina goére her iki hiicre hatt1 i¢in, doza ve zamana baglh
olarak LDH testi ile hiicre 6lim artis1 belirlendi. WST-1 testi sonuglarina bakildiginda
zamana bagh olarak calismamiz i¢in diisiik olarak kabul ettigimiz 50 ve 100 uM dozlarda
hiicre proliferasyonunda 24 saat inkiibasyon sonucu artis gozlendi. Atomik absorpsiyon
spektrofotometresi (AAS) bulgular1 incelendiginde canlilik ve sitotoksisite testleri ile uyumlu

olarak hiicrelerin selenometiyonin diizeyleri belirlenmis oldu.



Sonug olarak bu calismada, gerek DBTRG-05MG hiicrelerinde, gerekse GMS-10
hiicrelerinde SeMet’in, in vitro ortam kosullarinda, doza ve inkiibasyon siiresine bagimli
olarak proliferasyonu azaltti§1 ve sitotoksisite gosterdigi, bu olaylarin da hiicre i¢ine alinan
SeMet ile biiyiik dlciide korele oldugu bulunmustur.

Bu arastirmada ortaya ¢ikan bulgular ve daha 6nceki bilgilerin 1s181nda bulgularimizin
apoptoz denemeleri, ELIZA gibi yontemler ile desteklenmesi gerekmektedir. Selenyumun
organik formu kullanilarak yapilan bu calismamizin glioblastoma multiforme ¢alisan diger

arastirmacilara yon gosterecegini umut ediyoruz.

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

Sitotoksisite; Ki-67



IN VITRO EFFECTS OF SELENIUM ON HUMAN GLIOBLASTOMA
MULTIFORME CELL LINES

Duygu Harmanci, Dokuz Eyliil University, Graduate School of Health Sciences,
Department of Molecular Medicine, 35340, Inciralti, [zmir

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 uM 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



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



1. GIRIS VE AMAC

Selenyum (Se) kesfinden bu yana yasam bilimleri alaninda ¢alisan aragtirmacilar
igin ¢dziilmesi gereken bir bulmaca olmustur. Onceleri toksik oldugu diisiiniiliirken yapilan
caligmalarla esansiyel bir eser element oldugu ortaya konmustur (1). Selenyum bilesikleri
caligmalarda besin kaynagi olarak sik¢a kullanilmaktadir. Selenyum insan viicudunda
antioksidan savunma sistemi, kardiyovaskiiler sistem, lireme sistemi, immiin sistem gibi
cesitli sistemler icinde yer alir (2). Sodyum selenit (Na,SeOs;) ve sodyum selenat
(Na,SeO4) selenyumun en iyi bilinen ana diyet formlaridir ve 6nceki caligmalar, sodyum
selenitin baz1 kanser hiicreleri i¢in apoptozu indiikleme ve hiicre proliferasyonunu inhibe
etme Ozelligine sahip oldugunu gdstermistir (3,4).

Selenyumun insanlardaki bir diger Onemli diyet formu Selenometiyonin
(SeMet) dir. SeMet, in vivo olarak bulunmasiin yaninda biyoyararlanim, diisiik toksisite
gibi nedenlerle son yillarda selenyum calismalarinda daha cok kullanilmaktadir (5).
Selenyum bilesigi degistikge hiicreler lizerindeki etkinlik ve toksisite de degismektedir.
Ayrica, selenyumun kanser hiicreleri lizerindeki etkileri sadece selenyum bilesigine degil
kanserin yerlesim bolgesine, tipine, evresine, dokunun metabolizmasina ve genotipine
baghdir (6,7).

Glioblastoma multiforme (GBM) beyin tiimorlerinin en agresif olanidir (8). GBM
de novo olarak gelisim gosterebildigi gibi siklikla daha diisiik evre astrositomlardan
gelisim gosterir (9). Geg yaslarda (45-70), GBM olusumu daha sik gozlenir. Oldukca
invaziv fenotipe sahiptir ve hizli bir gelisim gosterir (10). Ortalama yasam siiresi tani
konulduktan sonra 6-12 aydir (8). GBM gelisimi esnasinda genetik, histopatolojik ve klinik
olarak degisiklikler gdzlenmektedir (11,12).

Erisilebilir literatiir incelendiginde selenyumun in vitro koruyucu ve tedavi edici
etkilerinin mekanizmalarina ydnelik calismalar prostat (13-15), meme (16), kolon (17),
akciger (18) kanseri, melanoma (19) ve cesitli beyin timorii (20-23) hiicrelerinde
gerceklestirilmistir. Bu ¢alismalar selenyumun inorganik formu olan sodyum selenit ve
sodyum selenat formlar1 kullanilarak yapilmistir. SeMet kullanilarak yapilan ¢aligmalarda
beyin tiimori hiicreleri kullanilmamistir.

Bu caligmadaki amag¢ selenyumun glioblastoma hiicreleri iizerindeki olast in vitro

etkilerinin degerlendirilmesidir. Primer hipotezimiz, kullandigimiz selenyum formu SeMet



glioblastoma multiforme hiicre hatlar1 olan GMS-10'un ve DBTRG-05MG nin
proliferasyonlarin1 baskilar. Bu amagla, selenyum bilesiklerinin GBM hiicre hatlarinda
hiicre proliferasyonu ve sitotoksisite iizerine etkileri hiicreler dort farkli selenyum dozu ile
24, 48, 72 saat inkiibe edilerek belirlendi. Hiicre proliferasyonundaki degisiklikler WST-1
testi 1ile, sitotoksisite LDH testi ile belirlendi. Arastirmamizin temelinde hiicre
proliferasyonunun baskilanmasi1 amacglandigindan bir proliferasyon belirteci olan Ki-67
(24-29) protein ekspresyon degisiminin western blot yontemi kullanilarak belirlenmesi
amaglandi. Selenyumun hiicre i¢ine alinimini belirlemek amaci ile hiicre lizatlarindaki ve
stipernatantlarindaki selenyum diizeyleri GFAAS kullanilarak 6l¢tildii.

Koruyucu etkilerinin yaninda proliferasyonu baskiladigi, apoptozu indiikledigi
cesitli hiicre hatlarinda gosterilen selenyum ve selenyum bilesiklerinin glioblastoma
multiforme hiicreleri iizerinde de etkili olabilecegi diisiiniilmektedir. Bu arastirmadan elde
edilecegi diisiiniilen bulgularin GBM’de hedeflenmis molekiiler tedavi stratejilerinin

gelistirilmesine 151k tutacagi ongoriilmektedir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Selenyum

Selenyum periyodik tabloda 4. Periyot ve 6. Grupta yer alan, kiikiirtle benzer
ozellikler gdsteren bir elementtir. Selenyum insanlar ve hayvanlar i¢in esansiyel bir eser
elementtir. Dort farkli oksidasyon durumu vardir (1). Bu oksidasyon durumlar1 Tablo 1

de gosterilmistir.

Tablo 1. Selenyumun Oksidasyon Durumlari ve Selenyum Bilesiklerine Ornekler

Oksidasyon Durumu + 6  Selenyum trioksit Selenat Selenik asit

Oksidasyon Durumu +4  Selenyum dioksit Selendz asit Selenit

Oksidasyon Durumu 0 Elemental Selenodiglutatyon  Selenyum siilfitler
Selenyum

Oksidasyon Durumu -2 Hidrojen selenid Dimetilselenid Sodyum selenid

2.1.1. Kesfi ve Tarihcesi

Selenyum (Se) 1817 yilinda Jons Jacob Berzelius tarafindan kesfedildi ve Yunanca
bir sozciik olan ve “ay” anlamina gelen ‘selene’ ismi ile adlandirildi (6). Aslinda Berzelius
siilfirik asit iiretimi iizerinde calisirken kirmizimsi renkte kursun duvarlar tizerinde olusan
bu elementi fark etti ve yeni bir element olarak tanimladi (1). Kesfinden itibaren selenyum
¢oziilmeye ihtiya¢ duyulan bir problem oldu. 1842 yilindan beri selenyumun biyolojik
rolii, toksik ve karsinojenik etkileri, selenyum eksikligi gibi konular ¢alisiimaktadir (30).
Biyolojik ag¢idan selenyum 6nce bir zehirken daha sonralari belirli bir bakteri tiirii igin
bliyime faktorii oldugu gosterildi. 1957 yilinda Schwarz ve ark. (31) selenyumun
hayvanlar i¢in esansiyel oldugunu gosterdi. insanlar selenyumun karsinojenik oldugunu
diisiiniirken bugiin bir anti-karsinojenik olarak selenyum pek ¢ok calismanin konusu

olmay1 stirdirmektedir.

2.1.2. Biyokimyasi
Diinya Saglik Orgiitii tarafindan &nerilen giinliik alim miktar1 kadin ve erkeklerde

strastyla 55- 70 pg/giin’diir (32).



Selenyum, bitkilerde diisiik molekiil agirlikli bilesiklerine ya da metillenerek
selenometiyonin (SeMet) ve selenosistein (Sec) aminoasitlerine doniisiir. SeMet bitkilerde
ana selenyum bilesigidir. Insan viicudunda sentezlenmez bu nedenle diyetle alinmasi
zorunludur. Se sentezi i¢in Onciil molekiil SeMet’tir. Viicudun kullanabildigi ve daha iyi
absorbe edebildigi L-Selenometiyonin izomeridir. D-Selenometiyonin ise inorganik
Selenyum formlarina dontstiiriilerek inorganik selenyum havuzuna katilir ve diyetle
selenyum alimi durdugunda bu havuzdan organizmaya selenyum saglanir (32,33). Sec
sisteinin Se igeren bir analogudur ve selenyumun biyolojik olarak aktif formudur. Sistein
amino asidindeki kiikiirt (S) yerine Se ge¢mistir. Sec ribozom aracili protein sentezi ile
proteinlere katilmak icin kendine ait bir kodon tasir. Bir stop kodonu oldugu diisiiniilen

ancak komsu DNA dizilerine bagli olarak iki fonksiyonu bulunan UGA kodonu tarafindan

kodlanmaktadir.
a Seril tRNA Fosfoseril
m ¥sen1’e1’az tRNA kinaz

Sec ﬂlNA[s“”lscc Seril-tRNA[ser]sec Fosfoseml fRNA[S"JSCC

Selenofosfat

- sentetaz 2 AU
H-—Se + AMP H,—Se Sec

Sentaz

Sec
-i;-

Sekil 1. Memelilerde Selenosistein Biyosentezi (34)




Baslangicta selenosisteil-tRNA’s1 seril tRNA sentetaz tarafindan katalizlenen bir
tepkimeyle seril-tRNA’sina doniigtlirtiliir.  Seril-tRNA  kompleksi fosforillenir ve
selenofosfat sentetaz 2 tarafindan katalizlenen tepkime ile fosforillenen hidrojen selenid bu
kompleks ile birlesirken selenosistein sentezlenmis olur (34).

Selenyum ayni zamanda metiyoninden kiikiirdii ¢ikartarak yerine geger ve
selenometiyonin olusur. Hem selenometiyonin hem de selenosistein selenyumun biyolojik
olarak protein ve enzimlere baglanip yapilarina katilarak fonksiyon gostermesini saglar.

Selenyum insan viicudunda proteinlere katilarak ve bazi enzimlerin yapisinda
kofaktor olarak bulunarak islev gosterir. Bugiine kadar tanimlanmis yaklasik 25-33
selenoprotein bulunmaktadir (33-37). Bunlarin islevlerine gore siiflandirilmasi Tablo 2 de

gosterilmistir.

Tablo 2. Selenoproteinler (33-37)

Biyolojik Fonksiyon Selenoprotein

Antioksidan Enzimler GPx1 (karaciger), GPx2 (plazma), GPx3
(plazma), GPx4 (gastrointestinal), GPx6,
SelK, SelW, SelR

Redoks Sinyalleri TrxR1, TrxR2, TrxR3
Tiroid Hormon Metabolizmasi DIO1, DIO2, DIO3

Sec Biyosentezi SPS 2

Se Transportu ve Depolanmasi SelP

Protein Katlanmalari Sell5, SeIN, SelM, SelS
Fonksiyonu Bilinmeyenler SelH, Sell, SelO, SelT, SelV

2.1.3. Metabolizmasi

Selenyumun absorpsiyonunda kesin olmamakla beraber bazi transport
proteinlerinin gorev aldig1 diisiiniilmektedir. Yapilan caligmalar seleno aminoasitlerin
selenometiyonin, metil selenosistein ve selenosisteinin B° ve b’ rBAT sistemlerinin
transport proteinleri tarafindan tasindigini gostermistir. Barsak selenat transportu i¢in en
uygun aday protein ise SLC26’dir. SLC26 inhibe edilerek yapilan caligmalar bunu
dogrulamaktadir (38).
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Sekil 2. Selenyum Absorpsiyonu, Metabolizmasi ve Yikimi (38)

Hem inorganik hem de organik selenyum bilesiklerinin metabolik olarak
doniistiigli ortak nokta hidrojen selenid (H,Se) tir. Diyetle alinan selenometiyonin
selenosisteine doniistiiriiliir. Bu dontisimii katalizleyen iki enzim vardir. Bunlar ;
sistatyonin P-sentaz ve sistatyonin y-liyazdir. Selenosistein B-liyaz tarafindan
selenosistein hidrojen selenide dondistiiriiliir. Selenometiyonin bakteriyel olarak da
selenide doniistiirtilebilir. Diyetle alinan Se-metilselenosistein sistatyonin y-liyaz
aktivitesiyle, metilselenole doniistiiriiliir ve bu bilesik demetilasyonla selenide doniisiir.
Selenit ise dogrudan tiyoredoksin rediiktaz aktivitesiyle selenide indirgenir ya da bir
diger yol olan glutatyon rediiktaz aktivitesiyle bir dizi reaksiyon sonucu selenide
indirgenebilir. Selenat da tiyoredoksin rediiktaz (TrxR) ve glutatyon peroksidaz (GPx)
aktiviteleri ile selenide doniisiir. Daha sonra selenid selenofosfat sentetaz aktivitesiyle

serllsec] jnkorpere olur. Selenid ayni zamanda

fosfatlanir ve selenyum selenosisteil-tRNA!
selenyum atilminin da ara metabolitidir ve diisiik seviyelerde selenosekerlere katilip

idrarla atilabilir. Fazla selenyum alimi durumundaysa metil transferaz aktivitesi sonucu
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metilselenol ve dimetil selenide doniistiiriiliir; solunum ve feges yoluyla da atilimi
saglanabilir. Plazmadan diger organlara (testis, beyin ve bobrek dokularina)
selenoprotein P’nin transportunda apolipoprotein E reseptor proteini 2 (apoER2) rol alir.
Bu proteine megalin (Lrp2) de eslik eder. Diger organlara tasinimi hakkinda yeterli bilgi
mevcut degildir (38,39).

2.1.4. Selenyum ve Hiicre Sinyal Mekanizmalari

Selenoproteinler indirekt olarak hiicre biiylimesine etki ederler. Bu etkiyi
tiyoredoksin rediiktaz lizerinden yaparlar. Tiyoredoksin rediiktaz tiyoredoksini indirger.
Indirgenmis tiyoredoksin niikleotid sentezinde (DNA sentezi) onemli role sahip
riboniikleotid rediiktazin aktivasyonuna Onciiliikk eder. Tiyoredoksin sentezi tiimor
hiicrelerinde artmistir ve hiicrenin bilyiime faktorlerine verdigi yamiti artirir. Farkli
selenyum bilegiklerinin bilyiime iizerine etkileri hiicrenin normal ya da tiimorlesmesine
bagl olarak degismektedir (2).

Selenyum bilesikleri hiicreyi apoptoza gotiirerek hiicre 6liimiine neden olabilirler.
Oksidatif stres nedeniyle indiiklenmis hiicre 6liimiine kars1 hiicrenin yasamasina yardimci
da olabilirler. Saglikl1 hiicrelerde hasardan korumasi, timor hiicrelerinde ise apoptoz yolu
ile hiicre 6liimiinii indiiklemesi selenyumun antikarsinojenik 6zelligiyle iligkilendirilebilir.
Apoptoz Okaryotlarda korunmus bir mekanizmadir. Selenyumun apoptozla iligkisi hiicre
tipine ve selenyum bilesigine baglh olarak farkli mekanizmalar {izerinden gelisir. Hiicre
proliferasyonunda dnemli rolleri olan kinazlarin modiilasyonuna sebep olarak bu yolaklari
inhibe ederek hiicreyi apoptoza yoneltebilirler. Apoptoz yolaginda kaspazlarin biiyiik
onemi vardir. Kaspazlarin aktivasyonunda cesitli selenyum bilesiklerinin etkileri so6z
konusudur. Ebselen, MSA gibi selenyum bilesikleri tek baslarma ya da diger antikanser
ilaglarla birlikte kaspaz modiilasyonunda gorev alirlar. Hiicredeki reaktif oksijen tiirleri
diizeyinin artmasi ile redoks dengesi bozulur ve selenoproteinler iceren sistemler devreye
girer. Bu sistemler; GSH/GSSG sistemi, Grx sistem ve Trx/TR sistem. Glutatyon sistemi
genellikle kaspaz 3 ve kaspaz 7 aktivasyonuyla iliskilidir. Selenyum bilesikleri p53
tizerinden de apoptoz iizerinde etkilidir. Selenyum dogrudan etki gdsterebildigi gibi daha
cok yapisina katildig1 selenoproteinler {izerinden etki gostermektedir (130). Meme kanseri
MCF7 hiicreleri iizerinde yapilan bir ¢aligmada selenyum ve doksorubisinin apoptozu

indiiklemede sinerjistik etkileri incelenmis ve ikisinin birlikte kilit diizenleyici adimlari
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hedefleyerek Fas ligandina bagli olmaksizin Fas sinyalizasyonunu aktiflestirdigi ve hiicreyi
apoptoza gotlirdiigii gosterilmistir (131). Selenyumun koruyucu etkileri arasinda oksidatif
hasardan proteinleri korumasi, gen ekspresyonunu spesifik olarak diizenlemesi, DNA’ya
oksidatif hasari, lipid peroksidasyonu ve hiicre membran hasarini azaltmasi sayilabilir (40).

Selenyumun biyolojik etkileri selenoproteinlerin antioksidan Ozelliklerinin bir
getirisi olan reaktif oksijen tiirlerini ve organik peroksitleri temizlemesinden kaynaklanir.
Serbest radikaller hiicre i¢i sinyal mekanizmasinin énemli bir pargasidir. Normal hiicreden
patolojik hiicreye gecis siirecinde serbest radikal miktarinda artma olur. Bu esnada
glutatyon peroksidazlar ve tiyoredoksin rediiktaz serbest radikalleri parcalayarak hiicre igi
sinyal diizenlenmesine selenoproteinler araciligtyla katilmis olur.

Selenyumun diizenleyici etkileri (41);

* Sitoplazma ve ¢ekirdekteki protein kinazlarin ROT aracili uyarilmalari,

* Proteinlerin tiyol, sistein ve tirozin gruplarinin ROT aracili kovalent
modifikasyonlari,

* Hiicresel redoks durumundaki degisikliklere ROT iiretiminin transkripsiyon
faktorlerinin aktivasyonuna sebep olarak de novo gen ekspresyonuna
onciiliik etmesi,

* Hiicre ylizey ve niikleer reseptdr proteinlerinin diizenlenmesi yoluyla hiicre
biiylimesi, yanit1 ve davranisinda degisime neden olmasi,

* Hiicre 6liim ve yasam sinyallerinin diizenlenmesi

Selenyum, kinazlar ve hiicre yiizey reseptorlerinin ekspresyon ve fonksiyonlarini
etkiler. Bunu hiicre biiylimesi ve canliligini kontrol ettigi mekanizmalar yoluyla yapar.
Fibronektin, adheran hiicrelerin canliligi i¢cin 6nemli role sahip ekstraseliiler matriks
elemanidir. Hiicrelerin selenite maruz birakilmasi hiicre yiizeyindeki fibronektin
reseptorlerinin sayisini azaltmaktadir. Tiyoredoksin rediiktaz reseptérlerin dogru ve kararli
konformasyonda katlanmasinda rol oynayan 6nemli bir sistemdir.

Selenyum, protein kinazlarin hiicre i¢i sinyal mekanizmasinda da potansiyel role
sahiptir. Bu yolaklar mitojen aktive kinazlar (MAK), p38 ve JNK/SAPK yolaklaridir.

Selenyum genomun gardiyani olarak tanimlanan p53°i de etkiler. Hiicresel redoks
durumu p53 aktivitesinde Onemli role sahiptir. Hiicrelerde tiyoredoksin rediiktazlarin

inaktivasyonu p53 aktivitesinin kaybina neden olur. Kanser hiicrelerinin Se bilesikleri ile
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inkiibe edildiginde p53 bagimli veya bagimsiz olarak DNA hasarini indiikleyici yolaklarla
Oliime gittigi gézlenmistir (5).

DNA metilasyonu transkripsiyonel kontrol icin Onemli epigenetik bir
mekanizmadir. Kanser hiicrelerinde normal olmayan DNA metilasyonu goriildiigli uzun
yillar dnce kesfedilmistir (132). Selenyum eksikligi ile kolon kanseri riskinin arttig1 ve bu

durumun DNA metilasyonu ile iliskili olabilecegi 6ne siirilmiistiir (133).

2.1.5. Selenyum ve Kanser

Selenyum bilim tarihinde kesfinden bu yana kanserle ilgili birgok ¢alismaya konu
olmustur. Bu caligmalarin iki ana konusu bulunmaktadir : kanserden koruma ve terapi. Bu
iki konunun 6n plana ¢ikmasi selenyumun antioksidan ozelliklerinin yaninda doza bagh
olarak bir oksidan olarak da davranmasindan kaynaklanmistir. Selenyumun kanser
tizerindeki potansiyel etkileri in vitro ve in vivo hayvan ¢alismalari ile gosterilmistir (42).
Selenyumun kanser lzerindeki etkileri hiicre dongiisii ve apoptoz, antioksidan etki,
anjiogenez ve ekstraseliller matriks diizenlenmesi, histon deasetilaz inhibisyonu,
karsinojen detoksifikasyonu, glutatyon transferazlarin indiiksiyonu, DNA hasar1 ve tamir
mekanizmalart ile immiin sistem modiilasyonu gibi metabolik siire¢lerle iligkilidir (43).
Selenyumun kanser ile iliskisinde kansere spesifik, tiire spesifik ya da doza bagli olarak
farkli etkiler ortaya ¢ikmaktadir.

Epidemiyolojik ¢aligmalar ABD’de plazmadaki diisiik Se durumu ve alimi ile
artmis kanser insidansini iliskilendirmektedir (44). Selenyumun antikanser ozellikleri ilk
olarak hayvan c¢alismalar1 ile kanitlanmistir. Hayvan besinlerine eklenen selenyumun
kimyasallarla indiiklenen tiimdr olusumunu baskiladig1 goriilmiistiir. 2004 yilinda Zhuo ve
ark.larmmin (45) yaptig1 ¢alismaya gore fazla selenyum aliminin akciger kanserinden
korunmak i¢in alternatif yol oldugu onerilmistir. Benzer sonuglar 2006 yilinda Brinkman
ve ark.lar: (46) tarafindan prostat kanseri i¢in ortaya konmustur. Prostat kanseri iizerinde
devam eden ¢alismalardan NPC (Nutritional Prevention of Cancer) ¢alismasinda hastalara
200 pg MeSeCys, SWOG (Southwest Kanser Grubu) tarafindan koordine edilen ve NCI
(National Cancer Institute)’in finanse ettigi SELECT caligmasinda ise 200 pg SeMet
hastalara verilmistir. Bu calismalardan NPC kanser olgularimin azaldigini sdylerken
SELECT tek basina selenyum alan ya da hem selenyum hem vitamin E alan erkeklerle

almayan erkeklerde prostat kanseri gelisimi arasinda anlamli bir farka rastlanmadigini
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gostermistir (131). Bu durum dikkate alindiginda selenyumla iligkili olarak bilesiklerinin
farkli sonuclara neden oldugu sdylenebilir. Bunun tam tersi olarak meme kanseri ve
melanoma i¢in farkli ¢alisma gruplarinca uzun siire inorganik selenyum aliminin
mortaliteyi artirdigr gosterilmistir (42). Selenyum tek basma diyete eklenebildigi gibi
vitaminlerle desteklenerek de caligmalarda kullanilmistir (47). Alimini cinsiyetlere gore
inceleyen cesitli calismalar olmustur (48,49). Bu calismalar insanlar iizerinde belli bir
siireyle bu destek karisimlarini almalar1 temeline dayanilarak yapilmistir. Li ve ark. ’larini
(50) yaptig1 calismaya gore glinde 50 pg selenat ve farkli 25 vitamin ve mineral i¢eren bir
karisim alan kisilerde 6zafagus kanserine karsi herhangi bir koruma gdzlenmemistir.
Selenyum bilesiklerinin kanser tiirlerine etkilerinin incelendigi calismalar Tablo 3’de
gosterilmistir.

Selenoproteinlerin kanser olusumundaki rolleri arastirilmaktadir. Beyin tiimorleri
icin Ozellikle 6nem tasiyan selenoproteinler SelP ve GPx1’dir. Her iki selenoproteinin
beyindeki rollerinin arastirildig1 bir hayvan ¢aligmasinda bu proteinlerin nakavt edilmesi
halinde norotoksinlere duyarliligin arttigi, nobet gelisimin oldugu, GPx1’in koruyucu
aktivitesinin azalmasi, Trx’in baskilanmasi ve hareket kisithiliklar1 meydana geldigi
gozlenmistir (135). GPx1 ve SelP’deki polimorfizmlerle, ekspresyon degisiklikleriyle
iliskili olarak prostat, meme gibi kanser tiirlerinin gelisimi s6z konusudur. GPx1’de 38
SNP tanimlanmistir (136). Hem GPx1 hem SelP i¢in tanimlanmis polimorfizmlerin
arastirilmasi, kanserdeki rollerinin  belirlenmesi, hiicrelerdeki spesifik genlerin
ekspresyonlarinin degismesinin kanser arastirmalari ve nutrigenomik agisindan Gnemi

artmaktadir.
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Tablo 3. Selenyumun Kanserle Iliskisinin Arastirildigi Calismalar

Kanser Sonu¢ Kaynak

Kiiciik Hiicreli | TrxR1 protein diizeyi ve aktivitesinde | Selenius 2008 (51);
Olmayan ve Kiiciik | doza bagli olarak azalma, tam tersi | Seo 2002(52)
Hiicreli Akciger | olarak TrxR1 mRNA diizeyinde doza

Kanseri (in vitro)

bagl artma,

SeMet ‘in Refl’in yer aldig1 bir
mekanizma ile p53 tiimor baskilayici
geni aktivasyonu,

Glioblastoma
Multiforme

Cerrahi  miidahale
stiresinde uzama yok,
A172 insan GBM hiicre hattinda C6
sican GBM hiicre hattina gore daha
etkili anti-proliferatif etki,

sonrasi yasam

Apoptoz  yoluyla hiicre  6limiinii
indiikleme,

Hiicre  biiylimesini  inhibe  etme,
mitokondriyal hasar1 indiikleme,
Sodyum selenitin 2-3 uM

konsantrasyonunda 1s1n duyarliligi

Philipov 1990 (54);
Zhu 1995 (22);

Zhu 1996 (21);
Sundaram 2000 (20);
Schueller 2004 (54)

Karaciger Kanseri

Diyetine selenyum eklenmis grupta
kontrol grubuna gore karaciger kanseri
insidansinda azalma

Yu 1997 (55)

Deri Kanseri (NPC) Diyetine selenyum eklenmis grubun | Clark 1996 (56);
(in vitro) melanoma dis1 deri kanseri tizerinde hi¢ | Redman 1998 (57) ;
etki gdstermezken, bu gruptaki kisilerin | Song 2009 (19)
primer akciger, kolon, prostat gibi
kanserleri gelistirme riskinde azalma,
Doza bagli olarak biiyiime baskilama,
GO0/G1 fazinda hiicre tutuklanmasi,
CDK2 ve CDK4 gen ve protein
diizeyinde zamana bagli baskilanma,
Prostat Kanseri Insidansta azalma, Combs 2001 (58) ;
Doza bagli olarak biiyiime baskilama, Duffield-Lillico 2002
Prostat dokusunda fazla Se diizeyi, (59);
Redman 1998 (57);
Nyman 2004 (15)
Tiroid Kanseri Tan1 Oncesi donemde diisilk serum Se | Glattre 2012 (48)
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diizeyi

Losemi (in vitro)

Hiicre dongiisii ile iliskili genlerin ve
total hiicresel fosforile proteinlerin
ekspresyonlarinin regiilasyonunda rol
alma

Zeng 2002 (60)

Meme Kanseri

Vitro)

(in

Doza bagli olarak biiyiime baskilama

Redman 1998 (57)

Anaplastik astrositoma

Selenit apoptoz yoluyla hiicreleri 6liime
gotiriiyor, MMP2, 9, 14, 15, 16 ve 24,
bu enzimlerin inhibitérleri TIMP’ler ve
EGFR gen ekspresyonunda azalma

Rooprai 2007 (23)

Kolon Kanseri (in | Metil selenol kanser hiicrelerinde | Zeng 2012 (61);
Vitro) biiylimeyi baskilama, apoptozu | Cao 2004 (17)
(transgenik hayvan | indiikleme, ERK Y2, p38 MAPK, SAPK, | Luo 2012 (62)
modeli) Src protein ekspresyonlari kontrole gore

degisim yok,

Kemoterapotik ajanlarin toksik

etkisinden koruma,

AKT aktivasyonunu inhibe etme,
Skuamoz hiicreli | MSC apoptozu artirir, kaspaz-3, 8 ve | Suzuki 2010 (63)

kanser (in vitro)

9’un aktiviteleri yiiksektir

Osteosarkoma

Sisplatin direncinde azalma,
Hiicresel DNA onarim kapasitesinde
inhibitor etki,

Abul-Hassan 2004 (40)

Gilintimiizde kanser arastirmalar1 hedefe yonelik tedaviye yonelmistir. Selenyum

calismalar1 sadece pre-klinik, klinik, in vivo ya da in vitro

calismalardan elde edilen verilerin yonlendirmesi

olmamalidir. In vitro

ile aragtirmalar klinik boyuta

tasinmalidir. Su ana kadar selenyum ¢aligmalarinda kullanilan hiicre hatlarinin listesi Tablo

4’de verilmistir.
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Tablo 4. Selenyum Arastirmalarinda Kullanilan Hiicre Hatlar:

Doku Hiicre Hatti Kaynak
Kan HL-60 Zeng 2002 (60)
Meme MCEF-7 Redman 1998 (57)
Hawkes 2011 (16)
Prostat DU-145 Redman 1998 (57)
LNCaP Zhao 2009 (64)
PC3 Zhong 2001 (13)
Deri UACC-375 Redman 1998 (57)
Akciger A-427 Seo 2002 (52)
SK-LU-1 Selenius 2008 (51)
H1299 Rigobello 2009 (18)
H157
U1810
H611
U1906E
U1906L
U1285
Beyin IPSB-18 Rooprai 2007 (23);
A-172 Zhu 1995 (22)
U-87MG Zhu 1996 (21)
U373MG Sundaram 2000 (20)
C6
T98G
Bagirsak HCTI116 Luo 2012 (62)
NCM460
SW480
Over C13 Rigobello 2009 (18)
Kemik U20S Abul-Hassan 2004 (40)
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2.1.5. Selenyum Eksikligi

Selenyum eksikligi yasanan bdolgeye bagli olarak ortaya cikabilir ¢linkii bolge
topragindaki selenyum igerigi diisiik ise o bolgede yetisen yiyeceklerdeki selenyum orani
da disiiktiir. Buna en iyi drnek Cin’in Keshan bolgesi verilebilir. Bu bolgede yasayan
cocuklarda ve kadinlarda endemik bir kardiyomyopati olan ‘Keshan Hastalig1’ uzun yillar
selenyum eksikligi ile iliskilendirilmistir (65). Bu teori hala gegerliligini koruyor olsa da
hastaliga ayni1 zamanda Coxsachie viriisiiniin (CVB) sebep olabilecegi, bu hastalardan
alan kan ve doku 6rneklerinden bu viriisiin izole edilmesiyle gosterilmistir (66). Yapilan
son caligmalar selenoproteinlerdeki genetik polimorfizmlerin de bu hastalikla iligkisi
olabilecegi diisiincesini gelistirmistir. Hayvanlarda yapilan ¢alismalarda GPx1 knock-out
fareler CVB ile enfekte edildiginde kardiyomiyopati gelisimi gozlenirken dogal suslarda
viriise kars1 diren¢ goriilmiistiir. Benzer bir ¢alisma Lei ve ark. tarafindan 71 hasta ve 290
kontrol kan 6rneginde selenyum diizeyi ve GPx-1 aktivitesi ve polimorfizmi incelenerek
yapilmistir. Bu c¢aligma sonucunda da selenyum eksikliginin kardiyomiyopati nedeni
olabilecegi savunulmustur (67-68).

Kashin-Beck hastaligi endemik, dejeneratif ve kronik osteoartrittir. Ozellikle
selenyumca fakir topraklarda yasayan insanlarda goriiliir. Etiyolojisi hakkinda yeterli bilgi
bulunmamaktadir. Mineral dengesizligi, taneli iriinlerdeki mikotoksinler veya i¢me
sularindaki organik kontaminasyon kaynaklar1 bu hastaligin nedenleri arasinda sayilabilir.
Sadece selenyum degil aym1 zamanda iyodiir eksikligine de bagli ortaya cikan bir
hastaliktir. Rus arastirmacilar tarafindan ortaya atilan diisiince ise hastaliga
mikotoksinlerin sebep oldugu yéniindedir. Ozellikle tirikotosen mikotoksin (T-2) énemli
bir risk faktorii olarak goriilmektedir. T-2 dogal olarak Fusarium mantarinin yan {iriinii
olarak olusan ve yiiksek miktarda bulundugunda insan ve hayvanlar i¢in toksik olan kiiftiir.
Hastaligin patogenezine iliskin selenyum eksikligine bagli olarak GPx’larin aktivitesinde
azalma meydana gelmesi ile kondrositlerdeki antioksidan mekanizmasinin bozulmasi
hipotezi de ortaya atilmistir (66).

Selenyum eksikligi sadece yasanilan bolgenin topragina bagl olarak degil ayni
zamanda ince ya da kalin bagirsaklar1 kanser nedeniyle cerrahi olarak c¢ikarilmis ve
fonksiyonel bir barsak sistemi olmayan hastalarda ve ya Crohn hastaligi gibi akut
enflamatuar barsak hastaliginda uygulanan total parenteal beslenme sirasinda da ortaya

c¢ikabilir.
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Selenyum eksikliginde l6semi, romatoid artrit ve fibrokistik meme hastalig
insidansinda artig goriildiigii bildirilmistir. Yine diisiik serum Se konsantrasyonlarmnin
meme, akciger, over, pankreas, serviks, uterus, kolon ve rektum kanserlerinin gelisiminde
yiiksek risk olusturdugu bulunmustur. Se eksikligine Balkan nefropatisinin gortildigi
cografi bolgelerde de rastlanir, fakat Se eksikliginin kronik ilerleyici bobrek hastaliginin
gelisimine bulunduguna dair dogrudan bir kanit bulunmamaktadir. Diislik selenyum

miktar1 immiin yetmezlik de meydana getirebilir (69,70).

2.1.6. Selenyum Toksisitesi

Selenyum toksisitesi, alinan selenyum konsantrasyonu yaninda, selenyum
bilesiginin toksik potansiyeli ile iligkilidir. Selenyum toksisitesi akut ve kronik olarak ele
alinmalidir (71).

Akut selenyum toksisitesinde mide bulantisi, bag donmesi, diyare, karin agrisi gibi
fizyolojik durumlarin yani sira kas spazmlari, halsizlik, ¢arpinti, koma hali gibi norolojik
durumlar da meydana gelebilir. Hipotansiyon ve tasikardi durumlari gozlenir. Oliim
durumu bu iki sebepten dolay1 viicutta olusan sikint1 halinden ileri gelebilir (72).

Kronik selenyum toksisitesi selenozis olarak da bilinir. Tirnaklarda degisim ve sag
dokiilmesi gozlenir. Bulanti, kusma, diyare, deri lezyonlar1 olabilir. Selenozis devam
ederse beyin fonksiyonlarinda azalma gozlenir; gii¢siizlilk, koma hali ve 6lim meydana

gelebilir (73).

2.1.7. Selenyum Olciim Yontemleri
Bir eser element olan Se’un biyolojik Orneklerdeki diizeyini 6lgmek igin
gelistirilmis pek ¢ok analiz yontemi vardir (74-79). Bu yontemler ;
* Atomik Absorpsiyon Spektrometri (AAS) (75),
* Elektrotermal Atomik Absorpsiyon Spektrometri (ETAAS) (74),
* Endiiktif Eslesmis Plazma Optik Emisyon Spektrometri (ICPOES) (74),
* Endiiktif Eslesmis Plazma Kiitle Spektrometri (ICPMS) (74),
* Atomik Floresans Spektrometri (AFS) (76,77),
* Notron Aktivasyon Analizi (NAA) (74),
* X-Ism Floresans Spektroskopi (XRF) (74)’dir.
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Hangi yoOntemin en uygun olduguna karar vermek icin eldeki Ornegin iyi
taminmas1 gerekir. On c¢alisma yapmadan bu tiir analizlerin yapilmasi verilerin

giivenilirligini azaltir.

2.2. Glioblastoma Multiforme

Gliomalar santral sinir sisteminin en sik goriilen primer beyin tiimorleridir (80).
Gliomlar glial hiicreleri tarafindan iiretilen ve astrositik, oligodendrial, ependimal ya da
karisik kokenli tiimorler olarak tanimlanir. Histolojik goriiniimiine dayanarak, Diinya
Saglik Orgiitii (WHO) gliomlari I'den IV'e kadar siniflandirir. En malign astrositik glioma
olan, glioblastoma multiforme (grade IV), tiim gliomlarin % 50’sinden fazlasini olusturur
ve en sik goriilen malign primer beyin tlimoriidiir (81). Glioblastoma multiforme insidansi
diisiik olan bir tiimdr olmasina ragmen kotii prognoz nedeniyle medyan sag kalim

stiresinin 12-15 ay olmasi1 hastalar1 olumsuz etkileyen en biiyiik sebeptir (82).

2.2.1. Epidemiyolojik ozellikleri

Glioblastoma multiforme her yasta insani etkileyebildigi gibi daha ¢ok erigkin
yastaki insanlar1 etkiler. Tam alan olgularin yas ortalamasi 64’tiir, bunlarin % 80’inden
fazlas1 55 yas ve lizerinde tani alir, % 1’lik kismi ise 20 yas altidir (83). Erkeklerde
kadinlara oranla 1.6 daha fazla gozlenir (81).

Gliomalarin ¢ogunlugunun altinda yatan neden belirlenebilir. Cevresel risklerden
ozellikle yiiksek dozda radyasyona maruz kalmak son yillarda rapor edilmis bir nedendir.
Bunun yaninda ciddi kafa travmasi, diyet risk faktorleri, mesleki risk faktorleri gibi
nedenler de sayilabilir.

Glioma olgularinda genetik yatkinlik % 5-10 oraninda go6zlenir. Karsinojen
detoksifikasyonu, hiicre dongiisii regiilasyonu ve DNA onarim mekanizmalarindaki
genlerdeki ortak polimorfizimler ve gliomalar arasindaki iliskinin incelenmesine devam

edilmektedir (84,85).

2.2.2. Patolojik Ozellikleri
Glioblastoma multiforme lezyonlar1 tani sirasinda beyin lobunu isgal edebilecek
kadar tipik bir biiyiikliige sahiptir. Lezyonlar genellikle serebral hemisferlerin subkortikal

beyaz cevherinde bulunur ve ¢gogunlukla frontal lob sinirindan temporal loba dogru uzanir.
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Tiimor infiltrasyonu genellikle komsu korteks icine ve korpus kallosum boyunca
kontralateral hemisfer icine ilerler (86).

Glioblastoma multiforme timor kitlesi hafif belirginlik ve yiiksek derecede
heterojenite ile karakterizedir. Fazlaca prolifere olan kanser hiicreleri tiimoriin hiperseliiler
ve perifer bolgesinde bulunur. Histopatolojik olarak , lezyonlar tipik hiicresel hiperplazi
goriinlimii sergiler ; atipik ¢ekirdek, artmis mitotik aktivite, hiicresel pleomorfizm ve zayif
farklilagsma. Glioblastoma multiformenin tanimlayici 6zelliklerinden biri hem nekrotik hem
de vaskiiler hiperplazik alanlarin bir arada bulunmasidir. Bunun yaninda beyin dokusuna
invaze olmasi en 6nemli belirleyicisidir. Yiiksek infiltratif 6zellige sahip oldugu halde
metastaz egilimi diisiiktiir (87).

Primer GBM’ler genellikle herhangi bir klinik belirti gostermeden ortaya ¢ikarlar.
Sekonder gelisim gosteren GBM’ler olduk¢a nadirdir, tani alan olgularin % 5’1 sekonder
gelisim gostermigstir. Fenotipik olarak primer ve sekonder GBM’ler ayirt edilemez. Ancak
bu ikisinin farkli genetik yolaklar araciligi ile olustugu diisiiniilmektedir. Eriskinlerdeki
primer GBM, EGFR’iin fazla ekspresyonu ya da mutasyonu ile iligkilendirilebilir. Bunun
yaninda 10. kromozomun q kolunda heterozigosite kaybi, PTEN gen mutasyonu, pl6 gen
delesyonu da sayilabilir. Sekonder GBM’de de p53 mutasyonu, 10. kromozomun q
kolunda heterozigosite kaybi, tiimor baskilayict Rb diizenleyici yolaklarda anormallik
goriilebilir. Genel olarak, primer ve sekonder GBM’lerdeki bu genetik degisiklikler
hiicrelerin kontrolsiiz biiyiimesine neden olan ¢esitli mitojenik yolaklarin fazla aktivasyonu

ile sonuclanir (88,89). Gliomagenezis siireci Sekil 3’de gosterilmistir.
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Molekiler Degisiklikler JGliomanin Farkl Evreleri

olgun

Normal Beyin

PDGF alfa Resepldrd Fazla Ekspresyonu

17P Kaybi (p53 Mutasyonu) ‘
22q Kaybi

Pilositik Agtrositoma
(WHO |. Evra)
Dasuk Evra Astrositoma

13q Kaybi (RB Mutasyonu) (WHO II. Evre)

9p Kaybi (INF alfa-beta, CDKN2)
19q Kaybi

CDK4 gen amplfikasyonu

MDM2 gen amplifikasyonu

GLI gen amplfikasyonu

Cathepsin B ve H fazla eksprasyonu

uParfazla ekspresyonu ; °
Anaplastik Astrositoma

(WHO III. Evra)

EGFR gen yeniden dizenlenmesiamplfikasyonu
10 (MMACI) Kaybi

18q21 (DCC) Kaybi

PDGFr alfa gen amplifikasyonu

PDGF A ve B zincir fazla eksprasyonu
NOS fazla eksprasyonu

221 WahiCim fazla eksprasyonu Glioblastoma Multiform
onnaxind3 Eksprasyon Kaybi (WHO IV. Evre)

Asagidaki genlerin degisen ekspresyonlari:

VEGE, MYC, MET, TGFL, CDA4, MMPs, TIMPs, D22,
CAI,NCAM NCOCAM LLINTEGRINS, TLIAR, TGFIR, uFARs

Sekil 3. Gliomagenezis Siireci (90-95)

GBM’in hiicresel kokeni halen arastirilmaktadir. Geleneksel yaklasim GBM’in

astrositer hiicrelerden koken aldigi yoniindeyken son arastirmalar néral kok

hiicrelerin malign doniisiimii ile olustugunu ortaya atmaktadir (96,97). Kanser kok

hiicreleri yliksek proliferatif potansiyel, kendini yenileme ve multipotensi O6zellikleri

yaninda tlimorojenik davranislar sergilerler (98,99). Kanser kok hiicreleri ile ilgili giderek

artan

bilgi birikimi olmasma ragmen baslangic teorisinden GBM i¢in

vazgecilmemistir.

asla
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2.2.3. Proliferasyon ve Glioblastoma Multiforme

Hiicre proliferasyonu en basit tanimiyla hiicre bilyiimesinin ve bdliinmesinin bir
sonucu olarak hiicre sayisindaki artistir. Tiimor hiicrelerinde anormal hiicre proliferasyonu
s06z konusudur. Proliferasyon durumunu belirlemek i¢in ¢esitli belirtegler vardir. Bunlarin
basinda Ki-67, timidin kinaz, siklin E, siklin D, p21, p27 , PCNA, MIB 1 ve KiS1
sayilabilir (25).

Ki-67 1983 yilinda tanimlanmis monoklonal bir antikordur. Prolifere olan
hiicrelerde niikleer proteinlerle etkilesse de gorevi tam olarak belirlenememistir (27).
Ayrmtili bir hiicre dongiisii analizi GO fazindaki hiicrelerin Ki-67 eksprese etmedigini
ancak mitozdaki tiim hiicrelerin ¢ekirdeklerinde eksprese oldugunu gostermistir. Cogalan
tim hiicrelerde bulundugundan Ki-67 belirli bir hiicre toplulugunun biiyiime

fraksiyonunun degerlendirmesi i¢in olduk¢a dnemlidir.

2.2.4. Klinik Gostergeler ve Tam

GBM belirtileri genellikle ge¢c donemde kafa ici basing artisi ile kendini gosterir.
Bunun yaninda siddetli bas agrisi, bulant1 ya da kusma gibi belirtiler de gdzlenebilir.
Norolojik degisiklikler, gecici hafiza kaybi, kisilik degisiklikleri, konfiizyon ve hatta
hastalarda epileptik ndbetler gozlemlenebilir (100-102). Taninin konulmasi i¢in manyetik
rezonans goriintiileme, tomografi gibi yontemlerden yararlanilir. Yine de olusan 6dem
varsa net tanmin konulmasi cerrahi miidahale sonrasi histopatalojik bulgularin

degerlendirilmesi ile olur (102-104).

2.2.5. Konvansiyonel Tedavi

Yeni tan1 konmus GBM’de cerrahi miidahale sonrasi es zamanli ve adjuvan
kemoterapi yaninda radyoterapi uygulanir. Cerrahi miidahale ile dokunun tiimii alinmis
bile olsa tlimoriin yiiksek infiltratif yapisi nedeniyle yeniden olusum riski oldukg¢a fazladir.
GBM’de en ¢ok kullanilan kemoterapétik alkilleyici bir ajan olan temozolomid’dir. Bunun
yaninda kombine tedavi yontemleri de uygulanmaktadir. GBM tedavisinde en biiyiik
sorunlardan biri ilaclar nedeniyle olusan yan etkilerin hastaya verdigi rahatsizliktir. Bu yan
etkiler ; beyindeki komsu yapilar {izerinde olusan toksik etki, néronal olmayan dokulardaki
prolifere hiicrelere toksik etki ve de istenmeyen uzun dénemli etkiler (bilissel bozukluklar,

epilepsi)’dir (105,106).
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GBM’de hasta sag kalim stiresi % 5’den az oldugu ve niiks etme ihtimali yliksek
oldugundan, bu hastalik 6ziinde tedavi edilemez (107,108).

Tedavide son zamanlarda kullanilmaya baglanan ‘Bevacizumab’ VEGF’ne karsi
gelistirilmis bir monoklonal antikordur. VEGF inhibe edilerek GBM hiicrelerinin
damarlanmasi ve proliferasyonu baskilanmis olur (109). Son zamanlarda kanser alaninda

calisan tiim aragtirmacilarin ilgi duydugu, hedefe yonelik tedavi 6rneklerinden ilki olarak

kabul edilebilir.
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Arastirmanin Tipi:

Arastirma deneysel (in vitro) bir caligmadir.

3.2. Arastirmanin Yeri ve Zamani:
Bu aragtirma Kasim 2011 ile Kasim 2012 tarihleri arasinda Dokuz Eyliil
Universitesi Tip Fakiiltesi Ogrenme Kaynaklar1 Merkezi Arastirma Laboratuari’nda

(ARLAB) gerceklestirilmistir.

3.3. Calisma Materyali:
Aragtirmada GMS-10 (DSMZ No : ACC 405) ve DBTRG-05MG (DSMZ No :

ACC 359) insan glioblastoma multiforme hiicre hatlar1 kullanilmigtir.

3.4. Calismanin Degiskenleri:
Calismanin bagimsiz degigkeni: Seleno-L-metiyonin uygulamasi
Calismanin  bagimli degiskeni: Hiicresel canlilik oranlari, sitotoksisite

yiizdeleri, selenyum diizeyleri, Ki-67 protein diizeyi

3.5. Veri toplama Araglar::

3.5.1. Hiicre Kiiltiirii

Bu calismada kullanilan GMS-10 ve DBTRG-05MG insan glioblastoma hiicre
hatlar1 ticari olarak satin alinmistir (DSMZ, German Collection of Microorganisms and
Cell Cultures, Almanya). GMS-10 hiicre kiiltiirii i¢in %10 fetal dana serumu (Fetal Calf
Serum; FCS) (Biological Industries, Israil) ile desteklenen DMEM Kkiiltiir ortami1 [DMEM
+ Penisilin (10U/ml), Streptomisin (10 mg/ml) + FBS (%10) + Glutamin (%1] (Biochrom
AG, Almanya) kullamldi. Azot tankindan alman pasaj sifir hiicreler 25 cm®lik kiiltiir
flasklarina (Greiner, Almanya ) ekildi. Ertesi giin flaska yapigmayan ve canli olmayan
hiicreler uzaklastirilarak taze ortam eklendi. Laboratuvar kosullarimizda hiicrelerin
haftada 2 kez % 0.05 konsantrasyonda Tripsin/EDTA (Biological Industries, Israil) ile

kiiltiir kabindan kaldirilarak pasajlanmasi yeterli oldu. Pasaj islemi bir sonraki deney seti
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icin gerekli hiicre sayisina bagli olarak en az bire iki en ¢ok bire dort olacak sekilde 75
cm” lik kiltir flasklarma ekilerek yapildi. Hiicre kiiltiirii islemleri Laminar akimh kabinet
(Heraus, Almanya) i¢inde gerceklestirildi ve hiicreler %5 CO; igeren inkiibatdrde (Thermo
Scientific, ABD) 37°C’de kiiltiire edildi.

DBTRG-05MG hiicre kiiltiirii i¢cin %10 fetal dana serumu (Fetal Calf Serum;
FCS) (Biological Industries, Israil) ile desteklenen RPMI 1640 kiiltiir ortam1 [RPMI +
Penisilin (10 U/ml), Streptomisin (10 mg/ml) + FBS (%10) + Glutamin (%]1] ( Hyclone,
Thermo Scientific, ABD) kullanildi. Azot tankindan alinan pasaj sifir hiicreler 25 cm®lik
kiiltiir flasklarina (Greiner, Almanya ) ekildi. Ertesi giin flaska yapismayan ve canl
olmayan hiicreler uzaklastirilarak taze ortam eklendi. Laboratuvar kosullarimizda
hiicrelerin haftada 2 kez % 0.05 konsantrasyonda Tripsin/EDTA (Biological Industries,
Israil) ile kiiltiir kabindan kaldirilarak pasajlanmasi yeterli oldu. Pasaj islemi bir sonraki
deney seti igin gerekli hiicre sayisina bagli olarak en az bire iki en ¢ok bire dort olacak
sekilde 75 cm®lik kiiltiir flasklarma ekilerek yapildi. Hiicre kiiltiirii islemleri Laminar
akimli kabinet (Heraus, Almanya) icinde gergeklestirildi ve hiicreler %5 CO, igeren
inkiibatorde (Thermo Scientific, ABD) 37°C’de kiiltiire edildi.

GMS-10 hiicre hatt1 1995 yilinda, 49 yasinda malign beyin timorlii bir erkek
hastadan elde edilmis (ticari) fibroblast benzeri tek tabaka halinde biiyliyen hiicrelerdir.
Ikilenme zaman1 50-70 saat arasidir (110).

DBTRG-05MG, 1985 yilinda, 59 yasinda Kafkasyali bir kadindan radyasyon ve
kemoterapi tedavisini takiben elde edilmis primer glioblastom (ticari) hiicreleridir.
Hiicrelerin NSE (ndron spesifik enolaz) ve EGFR (epidermal biiylime faktdr reseptorii)
eksprese ettigi kesfedilmistir. Fibroblast benzeri tek tabaka halinde biiyliyen hiicrelerdir.
Ikilenme zamam yaklasik 48 saattir (111). Bahsi gecen tiim asamalar ayrmtilariyla alt

basliklarda anlatilmistir.

Hiicrelerin Coziilmesi

* Onceden hazirlanan ve 4 °C’de saklanmakta olan %10 serum igeren ortamlar GMS-
10 i¢in DMEM, DBTRG-05MG i¢in RPMI 1640) 37 °C’e 1s1t1ld1.

 Her bir hiicre hatt1 icin birer adet 25 cm?’lik hiicre kiiltiir kabi hazirlandi.
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Dondurma tiipleri ic¢indeki hiicreler azot tankindan veya -80°C’den cikarilarak
hizlica 37°C’de ¢oziildii.

Cozlinmiis olan hiicreler pipet ile 2-3 kez siispanse edilerek 15 ml’lik steril tiiplere
aktarildi ve lizerine 5 ml biiylime ortami eklenerek pipet ile 1-2 kez alt iist edildi.
Tiipler 1500 rpm’de 5 dk santrifiijlendi.

Ust faz atilip, dipte kalan ¢okelti 2-3 ml biiyiime ortamu ile siispanse edilerek ve
uygun kiiltiir kaplarina aktarilarak iizeri ortam ile uygun hacme tamamlandi.

1 giin sonra (16-20 saat) hiicrelerin morfolojileri ve ylizeye tutunma oranlar ters-

faz 151k mikroskop (Olympus, Japonya) ile degerlendirildi.

Tripan Mavisi ile Hiicre Canhiliginin Degerlendirilmesi

Hiicre siispansiyonunda bulunan hiicrelerin %0,4’liik tripan mavisi ile canliliklar
kontrol edildi.

1:1 oraninda hiicre silispansiyonu Ornegi ile tripan mavisi bir ependorf iginde
karistirildi.
Lam tizerine hafifce karistirilarak ekildi.

Yaklasik 2-3 dakika bekletildikten sonra ters faz 151k mikroskobunda (Olympus,
Japonya) canli ve 6lii hiicrelerin tiimii sayildi.

Tripan mavisi ile boyanmayan hiicrelerin yiizdesi hesaplandi.

Hiicre siispansiyonunun mililitresindeki hiicre sayisim1 (hiicre sayisi/mL)
belirlemek icin hesaplama yapildu.

Hesaplama: Ortalama sayim deger x seyreltme faktorii x 10*

Hiicrelerin Kiiltiir Ortaminda idamesi

Ekimi yapilan hiicreler 1 giin sonra ters faz 151k mikroskop ile kontrol edildi.
GMS-10 hiicrelerinin ortami taze DMEM ile, DBTRG-05MG hiicrelerinin ortami
taze RPMI 1640 ile degistirildi.

Her iki hiicre hatt1 da iki giin sonunda % 90 doluluga eristiginden pasajlanmasi

gerekti.

Hiicrelerin Pasajlanmasi ve Dondurulmasi

Hiicre kiiltiir kaplarinin i¢indeki ortam atildi.
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Hiicre kiiltiir kaplari steril PBS ile yikandi.

75 em®lik hiicre kiiltiir kaplarma 2 mL 6nceden 37°C’ ye 1sitilmis tripsin/EDTA
ilave edildi.

Hiicre kiiltiir kaplar1 5 dakika 37°C’ de inkiibatérde bekletildi. Inkiibatérden alman
hiicreler mikroskopta kontrol edildi ve kalkmayan hiicreler flask tabanina hafifce
vurularak kaldirildi.

Hiicrelerin kiiltiir kabinin yiizeyinden ayrildigi mikroskop altinda izlendikten sonra
hiicre kiiltiir kaplarina en az tripsin/EDTA hacmi kadar biiyiime ortami ilave edildi
ve 1-2 pipetaj yapildiktan sonra ayrilan hiicreler esit miktarlarda diger flasklara

dagitildi. Uzerlerine yeterli miktarda taze ortam eklendi ve 37°C’ lik inkiibatore
kaldirildu.

Hiicrelerin Sayilmasi

Hiicrelerin pasajlanmasi isleminde ilk basamaklar aynen yapildiktan sonra homojen
hale getirilen hiicre siispansiyonundan 100 pL alindi.

1:1 seyreltilmis hiicre slispansiyonundan 10 pL aliarak Neubauer Lami ve lamel
arasina yayildi.

Ters-faz 151k mikroskobunda (Olympus, Japonya) 20 x biiyiitmede sayim yapildu.
Neubauer laminin miimkiinse tiim kareleri veya hiicre sayis1 fazla ise 16 kiiciik
kare igeren 4 farkli alan1 sayilarak ortalamasi alindi.

Hiicre siispansiyonunun mililitresindeki hiicre sayisini (hiicre sayisi/mL) belirlemek

icin hesaplama yapildi.

Hesaplama: Ortalama sayim deger x seyreltme faktorii x 10

3.5.2. In vitro Deneyler

In vitro deneyler icin gerekli hiicre sayisina ulasildiktan sonra deney setleri

hazirlandi. Bu deneylerde GMS-10 hiicre hatti pasaj sifir (PO) ile pasaj sekiz (PS8)
araliginda kullanilirken DBTRG-05MG’de pasaj 11 (P11)’e kadar idameye devam edildi.

Hiicre ekiminin ertesi giinii in vitro deneylere baslandi. Kiiltlir ortamlar1 taze Opti-MEM

(Biological Industries, Israil) idame ortami ile degistirildi. Bu ortama hiicrelerin

cogalmasini onlemek amaciyla gecilmistir. Biitiin deneylerde her ayr kiiltiir kosulu i¢in en
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az li¢ es ornek (triplicate) kullanilarak ii¢ farkli zamanda deneyler {i¢ kez tekrarlanarak

calisildi.
Deney Plam
' v v
SeMet (-) SeMet (+) GMS-10 SeMet (+) DBTRG-
Kontrol grubu Deney Grubu (50- 0SMG Deney Grubu
1000 uM) (50-1000 pM)

Selenyum Diizeyleri GFAAS ile, Hiicre canliliklar1 WST-1 Testi
ile, Sitotoksisite LDH Testi ile, Ki-67 protein diizeyleri Western
Blot lile belirlendi.

Sekil 4. Deney Akis Semasi

Hiicrelere Uygulanacak Seleno-L-metiyoninin Hazirlanmasi

In vitro deneylerde kullanilan Seleno-L-metiyonin (S3132, Sigma) her deney seti
icin taze olarak hazirlandi. Kat1 haldeki seleno-L-metiyoninden hava ile temas1 miimkiin
oldugunca kisa tutularak 9,8055 mg tartildi ve 2 mL ultra saf su i¢inde steril kosullarda
¢coziinmesi saglandi. Elde edilen 25 mM’lik ¢dzelti 0,22 mikronluk filtreden gegirilerek
hiicrelere verilmeye hazir hale getirildi. Bu ¢o6zeltiden hazirlanan ara stok (2 mM) ve
calisma ¢ozeltileri (1000, 500, 100 ve 50 uM) i¢in tiim diliisyonlar GMS-10 hiicre hatt1
icin DMEM, DBTRG-05MG hiicre hatti icin RPMI-1640 hiicre ortami kullanilarak
yapildi.
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3.5.3. Selenyum Diizeyinin GFAAS ile Degerlendirilmesi

Biyolojik orneklerde Se diizeylerinin belirlenmesi i¢in gelistirilmis yontemlerden
biri grafit firin atomik absorpsiyon spektrofotometre (GFAAS) cihazi kullanilarak 6lgiim
yapilmasidir. Ornek benzetme ydntemi uygulayarak analiz 6ncesinde rnekler (hiicre lizati
ve slipernatanlar) paladyum nitrat ile (matriks diizenleyici bir ¢ozelti) 1/100 oraninda diliie
edildi. Olgiimler, Perkin Elmer AAS cihazinda grafit tiip ile Zeeman effect sistemi ile
zemin diizeltmesi yapilarak gerceklestirildi. Kor olarak matriks diizenleyici kullanildi
(112-114). Tablo 5’de analitik kosullar gdsterilmistir. Bu analitik kosullar, 6n denemelerle
lizat ve slipernatanlar i¢in ayr1 ayri belirlenmis ve ¢alisma ortaminda optimum kosullar

kullanilmustir.

Tablo 5. GFAAS Analitik Kosullar

Dalga boyu 196 nm

Slit genisligi 0.5 nm
Lamba akim 20 mA

Sinyal modu Pik yiiksekligi
Gaz Argon

Ornek voliimii 20 uL

Standart ve Ornek Hazirlama Basamaklari

* 1000 ppm Stok Selenyum ¢ozeltisinden (Titrisol Merck) ii¢ kez 1 / 10 diliisyon

yapilarak 1 ppm ara stok hazirlandi.

* Hazirlanan bu ara stok kullanilarak 5 farkli konsantrasyonda standartlar hazirlanda.

* 0,1 N HCl ile diliie edilerek 25 pg/L, 50 pg/L, 100 pg/L, 200 pg/L, 400 pg/L, 600

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

iceren matriks diizenleyici ¢ozelti kullanilarak yapilan diliisyon ile 5 pg/L, 10 pg/L,
20 pg/L, 40 pg/L, 80 pg/L, 100pg/L ve 200 pg/L’lik ¢alisma standartlar1 hazirlandi.

* Hiicre lizatlar1 analiz dncesi, matriks diizenleyici ¢ozelti ile 1/100 oraninda diliie

edildi.

* Kor olarak matriks diizenleyici ¢6zelti kullanildi.
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* Matriks diizenleyici ¢ozelti ; 190 mg paladyum nitrat, 60 mg magnezyum nitrat
yaklasik 70 ml 0.1 N HCI iginde ¢oziiliip 200 pL triton X-100 eklendikten sonra

hacim HCl ile 100 mL’ye tamamlanarak hazirlandi.

Tablo 6. GFAAS Sicaklik Programi

Basamak Ramp/ Step Sicaklik (°C) Siire (saniye) Gaz (ml/dk)
Kurutma R 120 60 1

R 250 10 1

R 1200 10 1
Kiilleme S 1200 15 1

S 1200 3 0
Atomizasyon S 2200 3 0
Temizleme S 2400 2 1
Sogutma S 40 10 0

3.5.4. Hiicre Canhilik Testi (WST-1 testi)

WST-1 [2-(4-iyodofenil)-3-(4-nitrofenil)-5-(2,4-disiilfofenil)-2H-tetrazolyum tuzu
rediiksiyonu yontemiyle bir hiicre toplulugundaki canli hiicrelerin orani kolorimetrik
yontemle kantitatif olarak saptanabilmektedir. Bu yontem saglam hiicrelerde
mitokondrinin ' WST-1 boyasmin tetrazolyum halkasim1 parcalayabilmesi ilkesine
dayanmaktadir (115). Bu yontem mitokondriyal bir enzim olan siiksinat dehidrogenaz
enziminin aktivitesine bagimlidir. Tetrazolyum halkasinin parcalanmasi sonucu soluk
kirmizi renkli WST-1 boyast koyu sar1 formazan iriiniine dontigmektedir. Bu yontem
hiicrelerin WST-1 boyasiyla inkiibasyonu ve reaksiyon iriiniiniin kolorimetrik olarak

Ol¢iimii basamaklarindan olusmaktadir.

Kit icerigi (05 015 944 001, Roche) : WST-1 boya ¢dzeltisi 800 testlik

Uygulama Basamaklari:
* 96 kuyulu plaklara ekilen hiicreler ertesi giin belirlenen konsantrasyonlarda (50-
1000 uM) selenyum bulunan serumu azaltilmis besiyerlerine alindi. 24, 48 ve

72 saatlik inkiibasyon sonrasinda i¢inde 100 pL besiyeri bulunan her kuyuya 10
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uL WST-1 boyasi eklendi ve WST-1"1n ortama iyice karigmasi i¢in 5-10 sn el
ile sallanarak karistirildi.

* Plaklar {izeri aliminyum folyo ile sarilarak 37°C’de %5 CO,, %95 hava igeren
inkiibatorde GMS-10 hiicreleri i¢in 2,5 saat, DBTRG-05MG hiicreleri igin 2
saat bekletildi.

» Olgiim 6ncesi 1 dakika calkalayicida birakildi.

e ELISA plak okuyucusunda 440 nm ve 600 nm referans dalga boyunda
absorbans okutulmasi yapildu.

* Hesaplama: % Canlihk= (Ornek Abs — Kor Abs/ (Ortalama Kontrol Abs- Ort.
Kor Abs)) x 100

3.5.5. Hiicre Sitotoksisite Testi (LDH testi)

Hiicre zar1 biitlinligli bozulmus veya 6lii hiicrelerin oran1 ¢ Cytotoxicity Detection
Kit (11 644 793 001, Roche) kullanilarak kolorimetrik yontemle kantitatif olarak
saptanabilmektedir. Bu yontem sitoplazmik bir enzim olan Laktat DeHidrogenazin (LDH)
hasarli hiicreden ortama salinmasi ve ortamdaki enzim aktivitesinin iki basamakli
Olclimiine dayanmaktadir. Birinci basamakta laktat LDH enzimi ile piriivata doniisiirken
NAD" NADH/H” a indirgenir. Ikinci basamakta kullanilan katalist (diaphorase)
NADH/H"” 1 H/H" lerini soluk sar1 renkli tetrazolyum tuzuna transfer eder ve kirmizi
renkli formazan {iriinii olusturur. Olusan iiriin kolorimetrik olarak o6l¢iiliir (116). Ornek
olarak hiicresiz siipernatan kullanildi. Calisma ¢dzeltisi hazirlandi. Ornekler diliie edilerek
calisma cozeltisiyle 1:1 oranda karistirildi. Oda sicakliginda, karanlik ortamda 30 dakika
inkiibe edildi. Sonrasinda iizerine durdurma ¢ozeltisi eklendi. Plak okuyucuda 492 nm’de

absorbanslar1 okutuldu.

Uygulama Basamaklari:

e Ornek olarak hiicresiz siipernatan kullanildigindan deney modellerinin
olusturuldugu kuyulu plaklar, hiicreleri ortamdan tamamen uzaklagtirmak
amactyla 1250 rpm’de 5 dakika santrifiijlendi.

* 10 pL siipernatan farkl bir kuyulu plaga alindi.

* (Calisma c¢ozeltisinin (Working Solution) hazirlanmasi: -Mavi Kapak- Sise 1

(katalist) 1 mL saf su ile ¢oziiliip hazirlandiktan sonra -Kirmizi Kapak- Sise 2’
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deki boya ¢ozeltisi ile kullanilmadan hemen 6nce 1:45 oraninda karigtirildi ve
taze olarak kullanildi.

10 pL siipernatan igeren kuyularin iizerine 90 pL saf su eklenerek 6rnekler 1:10
oraninda seyreltilerek ¢aligildi.

Toplam 100 pL 6rnegin iizerine 100 pL ¢alisma ¢ozeltisi eklendi.

Oda sicakliginda, karanlik ortamda 30 dakika inkiibe edildi.

50 uL 1 N HCI durdurma ¢ozeltisi (Stop Solution) eklendi.

30 dakika i¢inde kuyulu hiicre kiiltiir kabinin, plak okuyucusunda 492 nm’de

absorbanslar1 okutuldu.

Deney kosullarina ait absorbans degerinden, ortalama kor absorbans degeri

cikartilarak net absorbans degerleri elde edildi.

Daha sonra net absorbanslar maksimal ortalama absorbansa boliinerek %

sitotoksisite hesaplandi.

Her bir deney kosulu i¢in % sitotoksisite asagidaki formiil kullanilarak
hesapland :
Kosulun absorbansi1 (Ortalama) — Blank (kor) absorbansi (ortalama) =

Kosulun net absorbansi

(Kosulun net absorbansi / maksimal (en yiiksek) ortalama absorbansi) X

100 = % sitotoksisite

3.5.6. Western Blot Analizi

Western Blot analizi, poliakrilamid jel elektroforezi ile ayrilmis olan protein

karisiminin iginde diizeyi Olcililmek istenen proteine 6zgili antikorunun kullanilmasina

dayanan protein diizeyi belirleme yontemidir. Western blot analizi; poliakrilamid jel

elektroforezi ile proteinlerin ayrilmasi, proteinlerin membrana transferi ve ilgili

proteinlerin goriiniir ve diizeyi Olclilebilir hale getirilmesi seklinde {i¢ asamadan

olusmaktadir (117,118).

Hiicre kiiltiir lizatindaki Ki-67 (395 kDa) protein ekspresyonunun degerlendirilmesi

amactyla Western blot yapildi. Ki-67 hiicre proliferasyonunu gostermek i¢in kullanilan

onemli bir belirtectir (25).
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Kiiltiire glioblastom hiicreleri lizis tamponunun i¢cinde homojenize edildi ve hiicre

lizat1 hazirland1. Lizis tamponunun igerigi Tablo 7°de verilmistir.

Tablo 7. Hiicre lizis tampon igerigi

Stok Final Hacim
Konsantrasyon

NP-40 %1 10,0 uL
3 M Nac(Cl 150 mM 50,0 uL
1 M Tris pH 7.4 50 mM 50,0 uL
20 mM EDTA 1 mM 50,0 uL
Proteaz inhibitorleri (7x) Ix 142,8 uL
ddH,O 697,2 uL

Hiicre lizatinin hazirlanmasi:
1. Hiicrelere lizis tamponu eklendi ve 1000 g’de 5 dk 4°C’de santrifiij edildi.
2. Ornekler DNA’y1 pargalamak ve vizkoziteyi azaltmak amact ile 15 dk sonike edildi.
3. Ornekler 95°C’de 15 dk su banyosunda tutuldu ve 1000 g’de 5 dk 4 °C’de santrifijj
edildi.
Santrifiij asamasindan sonra oOrneklerin protein konsantrasyonu BCA protein analiz

yontemi ile belirlendi.

3.5.6.1.Protein Ol¢iimii

Hiicre lizatlarindaki protein 6l¢iimiinde bicinkonik asit (BCA) yontemi kullanildi.
Bu amagla Thermo marka (Kat No: BCA, Protein assay Kit, 2325) protein analiz kiti
kullanildi. Yontemde, bakir siilfat BCA c¢ozeltisine eklendiginde elma yesili renk
olusturmakta; bu ¢dzelti protein c¢ozeltisine ilave edildiginde, proteinin peptid baglari ile
etkileserek, alkali kosullar altinda iki degerlikli Cu®" iyonlar1 bir degerlikli Cu”iyonlarmna
indirgenerek mavi-mor renkli bir kompleks olusturmaktadir. Mavi rengin siddeti protein

konsantrasyonu ile orantilidir (119).
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Protein standart1 olarak bidistile su icinde 100, 200, 400, 600, 800 ve 1000 ve
ug/mL konsantrasyonlarinda sigir serum albumini (BSA) standartlar1 hazirlandi.

Standartlarin hazirlanis1 Tablo 8’de gdsterilmistir.

Tablo 8. BSA standartlarinin Hazirlanmasi

Final BSA miktar* dH20
Konsantrasyon
0 pg/mL OpL 100 L
100 pg/mL 10pL 90 uL
200 pg/mL 20uL 80 uL
400 pg/mL 40uL 60 uL
600 pg/mL 60uL 40 uL
800 pg/mL 80uL 20 uL
1000 pg/mL 55 uL 0 uL

(* Stok BSA ¢ozeltisi 1mg/mL konsantrasyonunda oldugunda gegerli degerlerdir)

¢ Standartlardan ve 6rneklerden 25’er uLL 96 kuyucuklu plaga konuldu.

® (Calisma c¢ozeltisi; A reaktifi (biginkonik asit ¢ozeltisi, sodyum karbonat,
sodyum bikarbonat, bi¢cinkonik asit ve sodyum tartarat) ve B reaktifinin (bakir
stilfat ¢ozeltisi) 1:50 oraninda karistirilmasiyla hazirlandi.

® 200 uL ¢alisma ¢ozeltisinden her kuyucuga eklendi.

e 37°C’de 30 dakika bekletildi.

e Ornek absorbanslar1 562 nm’de okundu.

® Protein konsantrasyonlar1 standart grafigi kullanilarak hesaplandi ve sonuclar

ug/mL olarak ifade edildi.

Protein Ornekleri % 6 SDS-PAGE jel ile ayrimlandi. Daha sonra poliviniliden
difiloriir (PVDF) membranina transfer edildi ve transfer sonrasi bloklama tamponunda
inkiibe edildi. Yikama asamalarindan sonra ornekler HRP ile isaretli sekonder antikor ile
inkiibe edilerek ve yikama asamalarindan sonra membran bir film kasedine aktarildi.

Gorilintiileme i¢in  kemiluminesans yontemine dayanan ECL kiti  kullanildi.
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Kemiluminesans goriintii UVP jel dokiimantasyon sistemi kullanilarak elde edildi. Tiim bu

asamalar ayrintilartyla asagida anlatilmistir.

3.5.6.2. Sodyum Dodesil Siilfat-Poliakrilamid Jel Elektroforez (SDS-PAGE)
Jelinin Hazirlanmasi
Jel yiiriitme islemleri i¢in Atto marka vertikal elektroforez sistemi kullanildi. Bu
sistem, AE-6220 Dual Slab Chamber elektroforez tanki ve Atto marka AE 6210 2 adet
Slab Gel Cast jel kalib1 (ikiser adet 1mm’lik cam plaka, 12 kuyulu tarak ve conta) ve AE-
8450 1000V gii¢ kaynagindan olugmaktadir.
Uygulama Basamaklari :
® (aligmalara jellerin hazirlanmasi ile baslandi. 16x16 cm boyutlarinda iki cam
diizlemin arasina silikonlar yerlestirilip sikistirilarak jel kalib1 hazirlandi.
®  Sizint1 olup olmadig su ile kontrol edildikten sonra bir pipet yardimiyla Tablo 9’da
gosterildigi gibi ayirici jel monomer karigiminin polimerizasyonu amonyum
persiilfat (APS) ve tetrametiletilendiamin (TEMED) eklenerek gerceklestirildi ve
pipet yardimiyla hazirlanan jel ¢ozeltisi iki cam arasindaki bosluga camin bir
kenarindan sizdirilarak dokiildii. Poliakrilamid jeller monomerik akrilamidin
poliakrilamid zincirlerine polimerizasyonu ve N,N’-metilen- bis akrilamid
tarafindan capraz baglanmasi sonucu olugmaktadir. Polimerizasyon reaksiyonu
APS’nin eklenmesi ile baslatilmaktadir. Reaksiyon APS’den serbest radikallerin
olusmasini katalize eden TEMED ile hizlandirilmaktadir.
e Jelin Ust smrmin diizglin olmasi i¢in hava ile temas eden yiizeyine propanol
eklendi.
e Jel polimerize olduktan sonra iistteki propanol bosaltilip su ile yikandi.
e Paketleyici jel c¢ozeltisi Tablo 10’da belirtildigi gibi hazirland1 ve ayirici jelin
iistiine bosaltildi. 12 kuyulu tarak 45 ° a1 ile hava kabarcig1 kalmayacak sekilde iki

cam arasina yerlestirildi. Polimerizasyona birakildi.
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Tablo 9. SDS-PAGE yo6nteminde ayirici jelin (%6) hazirlanmasi

JEL BILESENLERI HACIM

Saf su 8,500 mL

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

1.5 M Tris-HCI (pH 8.8) 4,000 mL
% 10 SDS 0,160 mL
%10 (w/v) Amonyum persiilfat 0,160 mL
TEMED 0,016 mL
Total karisim 16,000 mL

Tablo 10. SDS-PAGE yonteminde paketleyici jelin (%4) hazirlanmasi

JEL BILESENLERI HACIM
Saf su 6,00 mL
Akrilamid/Bis-akrilamid(%29.2/%0.8 w/v) 1,33 mL
0.5 M Tris-HCI (pH 6.8) 2,50 mL
% 10 SDS 0,10 mL
%10 (w/v) amonyum persiilfat 0,10 mL
TEMED 0,01 mL
Total karisim 10,00 mL

3.5.6.3. Ornek Hazirlanmasi
Kuyucuk basina 30 uL’de yaklasik 15 ug protein olacak bicimde 6rnekler
hazirland1 ve 95 °C’de 5 dakika tutuldu.

3.5.6.4. Jelin Yiiklenmesi
Paketleyici jel polimerize olduktan sonra tarak ¢ikartildi. Iki cam arasinda bulunan
contalar cikartilarak elektroforez tanki icine yerlestirildi ve 1 litre 1X yiiriitme tamponu

(yliriitme tamponu stok: Tris 15.1 g, Glisin 72 g, SDS 5 g, dH,O 1000 mL’de) ile
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dolduruldu. Kuyulara protein 6rnekleri ve molekiiler agirlik standarti (Thermo PageRuler

Plus Prestained Protein Ladder 26619) yiiklendi.

3.5.6.5. Elektroforetik Yiiriitme

Ornek yiiklendikten hemen sonra sistem kapatildi ve Atto Cell iizerine elektrotlar
baglandi. Ornekler ayirict jele girinceye kadar 100 Volt gerilim uygulandi. Ornek ayirict
jele gectikten sonra ise gerilim 120 Volt’a ¢ikarildi. Brom fenol mavisi jelin alt ucuna

varinca akim kesildi ve jel tanktan uzaklastirildi.

3.5.6.6. Proteinlerin Membrana Transferi

Calismamizda yari-kuru transfer teknigi kullanildi. Bu amagla, ATTO marka

elektroblotlama sistemi (AE-6675 HorizBlot ve AE-8450 1000V C gii¢ kaynag1) kullanildu.

e Transferde kullanilacak polivinilidendiflorid (PVDF) membran metanol ile
doyuruldu. Filtre kagitlar1 (1703956 Thick blot paper 15x20cm) 1X transfer
tamponu (Transfer stok ¢ozeltisi: Tris 30.3 g, Glisin 14 g, dH,O, Total hacim 1000
mL) ile 1slatildi.

e Western sandvi¢i hazirlandi: 2 adet filtre kagidi (+) yiiklii bloga yerlestirildi,
lizerine membran (Millipore, immobilon P, Kat No: IPVH09120; Sigma) ardindan
poliakrilamid jel yerlestirildi. Daha sonra filtre kagitlar1 transfer soliisyonu ile
islatilarak en iiste yerlestirildi. Bu asamalar sirasinda arada hava kabarcigi
kalmamasina dikkat edildi. (-) yiiklii blok kapatilarak 200 mA sabit akimda 2 saat
stire ile transfer gergeklestirildi. Transfer islemlerini sonlandirmak i¢in gii¢ kaynagi

kapatildi ve sistemin kapagi agildi. Membran dikkatlice alindi.

3.5.6.7. Bloklama

Spesifik olmayan baglanmalarin engellenmesi amaciyla bloklama yapildi. Degisik
stit tozu ve BSA konsantrasyonlar1 denenerek en uygun konsantrasyon (% 3 BSA) segcildi.
Bu sonuglar dogrultusunda, transfer sonrasi proteinleri baglamis olan membran, bloklama
cozeltisi (Ki-67 i¢cin % 3 BSA ve kalneksin i¢in % 5’lik siit tozu ve % 0.05’lik NP-40
iceren PBS cozeltisi) icinde 60 dakika oda sicakliginda bloke edildi. Bu siire sonunda
membran ii¢ kez % 0.05’lik NP-40 iceren PBS ¢ozeltisi (yikama ¢ozeltisi) ile 10 dakika

stire ile yikandi.
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3.5.6.8. Primer Antikor ile Inkiibasyon

% 0.05’lik NP-40 igeren PBS ¢ozeltisi iginde %5’lik siit tozu ve %3’liilk BSA taze
hazirlandi. Bloklama sonrasinda membranlar, sirasiyla 1/500 oraninda diliie edilmis
kalneksin (Santa Cruz, sc-6465) antikoru iceren %5’lik siit tozu ve 1/250 oraninda diliie
edilmis Ki-67 (Santa Cruz, sc-7844) antikoru igeren %3’liik BSA ile +4 °C’de gece boyu
inkiibe edildi. Bu siire sonunda ortamdaki baglanmamis antikor yikama ¢o6zeltisi (% 0.05

NP-40 igeren % 10 PBS) ile 3 kez 10 dakika siire ile oda sicakliginda yikandi.

3.5.6.9. Sekonder antikor ile inkiibasyon

Yikama sonrasinda membran primer antikoru taniyan sekonder antikorlarla
(donkey anti-goat IgG-Horseradish Peroxidase Conjugated Affinity Purified Antibody,
Santa cruise, sc-2020) 1 saat oda sicakliginda inkiibe edildi. Sekonder antikorlar Ki-67 ve
kalneksin i¢in sirasiyla % 3 BSA ve % 5 siit tozu i¢inde 1/1000 oraninda % 0.05’lik NP-40
iceren PBS c¢ozeltisi i¢inde oraninda hazirlandi. Bu siirenin sonunda membran tekrar

yikama ¢ozeltisi ile 10 dakika siire ile 3 kez yikandi.

3.5.6.10. Goriintiileme
Sinyalin goriiniir hale getirilmesi amaciyla Perkin Elmer marka (NEL100001EA)
ECL plus kiti kullanildi (sinyal olusturma c¢ozeltisi: kit i¢indeki peroksit ve enhancer
sollisyonlart1 1mL:1mL oraninda kanstirilarak hazirlandi) Kit, horseradish peroksidaz
enziminin hidrojen peroksit varliginda substrati olan luminolii oksitlemesi ve luminoliin
uyarilmigs durumdan bazal duruma gecerken film {izerinde kemiliiminesans 1s1ma
olusturmasi ilkesine dayanmaktadir. Bu filmlerin dansitometrik incelenmesi, protein
diizeyinin belirtilmesini saglamaktadir.
Film asamas1: Kaset i¢ine seffaf dosya yerlestirildi ve bu dosyanin i¢ine membran
kondu. Uzerine sinyal olusturma cozeltisi eklendi. Kaset (Amersham, RPN 11649)
icerisine karanlik odada film (Kodak Biomax Light Film, Katolog No: 1788207)
yerlestirildi. Film banyosunda (Konica SRX-101) goriintii alindu.
Arastirmada kullanilan tiim cihazlar arastirmanin gerceklestirildigi ARLAB’da
bulunmakta ve aktif olarak kullanilmaktadir. Arastirmada kullanilan cihazlar ve ne amagla

kullanildiklar1 Tablo 11°de gosterilmistir.
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Tablo 11. Arastirmada kullanilan mevcut cihaz listesi

Adi/Modeli

Projede Kullanim Amaci

Laminer flow kabinet, Heraus

Hiicre kaltira

Ters Faz 151k mikroskop, Olympus

Hiicre kaltira

Karbondioksid inkiibatorii, Thermo

Hiicre kaltira

Derin dondurucu, Heto

Orneklerin saklanmasi

Jel elektroforez sistemleri, Atta Western blot
Gii¢ kaynagi, Atta Western blot
Jel goriintiileme sistemi, UVP Western blot

ELISA plak okuyucu, Statfax 2100

WST-1, LDH Testleri

GFAAS, Perkin Elmer

Selenyum o6l¢iimii

Otoklav aleti, Hirayama

Hiicre kiiltiiri malzemeleri icin

otoklavlama

Santrifiij aleti, Hettich Rotofix 32

Hiicre kiiltiiriinde hiicre ¢coktiirme

Santrifiij aleti, Sigma 2K15C

Hiicre kiiltiiriinde protein eldesi

Derin dondurucu (-80) / Sanyo

Reaktiflerin  ve stok kimyasal

maddelerin saklanmasi

Derin dondurucu (-20) / Argelik

Reaktiflerin  ve stok kimyasal

maddelerin saklanmasi

Buzdolab1 (+4) / Indesit

Reaktiflerin ve stok kimyasal

maddelerin saklanmasi
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3.6. Arastirma Takvimi

Projelendirme

Aralik 2010 — Mart 2011

Hiicre Kiiltiirii

Subat-Nisan 2012

WST-1 ve LDH Analizleri

Nisan-Mayis 2012

GFAAS Analizleri

Mayis-Haziran 2012

Western Blot Analizleri

Temmuz- Kasim 2012

Tez Yazinm

Kasim-Arahk 2012

3.7. Verilerin Degerlendirilmesi

Arastirma sonuglarinin istatistik analizi SPSS 19.0 istatistik programi
kullanilarak yapildi. Gruplara ait ortalama hiicre proliferasyon ve sitotoksisite
degerleri Mann Whitney U testi kullanilarak karsilastirdi. Bulgular aras1 korelasyon
analizi Pearson testi kullanilarak belirlendi (120). p<0.05 degerleri istatistiksel olarak

anlamli kabul edildi. Veriler ortalama + standart sapma bi¢iminde verildi.

3.8. Arastirmanin simirhhiklar
Arastirmamiz bir in vitro ¢alismadir. Bilindigi gibi hiicre kiiltlirii ¢aligmalarinin
sonuclar1 degerlendirilirken dogrudan organizmaya uyarlanmasi ve uygulanmasi miimkiin
degildir. Ayrica ¢aligmamizda primer hiicre kiiltiirii eldesi ve idamesi zor oldugundan
uygulanmamustir. Saglikli hiicrelerin ticari olarak satin alinmasi arastirma biitgesi goz
Online alindiginda miimkiin olmadigindan kontrol olarak insan astrositom hiicreleri
kullanilamamustir. Ancak, her bir hiicre hattinda, selenometiyoninin etkileri, kontrol olarak
aynt hiicre hatlarina selenometiyonin uygulanmayan kosullar ile karsilastirilarak
degerlendirme yoluna gidilmistir.
3.9. Etik Kurul Onay1
Dokuz Eyliil Universitesi Tip Fakiiltesi Girigsimsel Olmayan Arastirmalar Etik
Kurulu 15.02.2011 tarih ve 2011/04-13 no.lu kararinda; 69-GOA protokol numarali

calismamizin etik agidan sakincali olmadigina karar vermistir.
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4. BULGULAR

4.1. Seleno-L-metiyonin uygulamasi ile hiicre icine alinan selenyum diizeylerinin

belirlenmesi

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

DBTRG-05MG insan glioblastoma multiforme hiicrelerinde hiicre ig¢ine alinan selenyum

diizeyleri GFAAS ile degerlendirildi (Tablo 12, Tablo 13). Konsantrasyon bulgular1 ug/L

cinsinden verilmistir. Tablolarda bulgular ortalama + standart sapma olarak verilmektedir

Kontrol grubu SeMet uygulanmayan gruptur.

Tablo 12. SeMet ile inkiibasyon sonucu GMS-10 hiicreleri tarafindan hiicre ig¢ine alinan

selenyum diizeyleri (ug/L)

Kosullar 24 saat 48 saat 72 saat
Kontrol 1,8 £ 0,64 0,7+ 0,6 0,2 +1,41
50 uM SeMet 8,0 0,0 11,3 0,44 9,7+ 0,10
100 uM SeMet 11,6 = 0,12 44,5 + 1,03 15,1 £0,22
500 uM SeMet 66,8 + 0,62 76,7 = 1,35 38,7+2,18
1000 uM SeMet 84.1=1,76 116,1 £ 0,14 65,7+ 0,19

Tablo 13. SeMet ile inkiibasyon sonucu DBTRG-05MG hiicreleri tarafindan hiicre igine

alian selenyum diizeyleri (ug/L)

Kosullar 24 saat 48 saat 72 saat
Kontrol 9,9 + 0,00 0,5 0,27 0,8 = 0,00
50 uM SeMet 16,7 + 1,73 53,6 = 1,64 16,8 = 0,12
100 uM SeMet 42,2 + 0,02 79,3 = 1,05 18,1 = 1,15
500 uM SeMet 44,1 = 1,11 109,6 = 0,35 88,0 = 12,65
1000 uM SeMet 91,3 +4,19 125,2 £ 4,95 100,2 = 11,65
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Tiim deney bulgularinda istatistiksel olarak kontrole goére anlamli degisim
gosteren dozlar grafik lizerinde gosterilmistir. * p < 0,05 ve ** p <0,01 istatistiksel olarak

anlamli kabul edilmistir. P degerleri Tablo 14 ve Tablo 15°de gosterilmistir.

Tablo 14. SeMet ile inkiibasyon sonucu GMS-10 hiicreleri tarafindan hiicre ig¢ine alinan

e

selenyum diizeylerinin “p” degerleri.

Kontrol 24 saat 48 saat 72 saat
50 uM SeMet 0,221 0,121 0,121
100 pM SeMet 0,121 0,121 0,121
500 pM SeMet 0,121 0,121 0,121
1000 uM SeMet 0,121 0,121 0,121

Tablo 15. SeMet ile inkiibasyon sonucu DBTRG-05MG hiicreleri tarafindan hiicre igine

[1¥4]

alian selenyum diizeylerinin “p” degerleri.

Kontrol 24 saat 48 saat 72 saat
50 uM SeMet 0,221 0,121 0,221
100 pM SeMet 0,221 0,121 0,221
500 pM SeMet 0,221 0,121 0,221
1000 uM SeMet 0,221 0,121 0,221

GMS-10 ve DBTRG-05MG glioblastoma multiforme hiicre hatlariin 24, 48 ve 72
saat farkli konsantrasyonlarda selenyum iceren besiyeri ile inkiibasyonu sonunda hiicre
icine alinan selenyum diizeylerine ait GFAAS bulgulart Sekil 5 ve Sekil 6’da

gosterilmistir.
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GMS-10 Lizat AAS Bulgulan

70,00 -
60,00 I
50,00
40,00 - I -
30,00
20,00 =
10,00 - - - =

0,00 -

KONSANTRASYON (uM)

%
0
%

DOZ ve ZAMAN

Sekil S. GMS-10 hiicrelerinde zamanla hiicre icine alinan Se diizeyi

24, 48 ve 72 saat degisik dozlarda SeMet ile inkiibe edilen GMS-10 hiicrelerinde
hiicre icine alinan selenyum diizeyleri GFAAS ile degerlendirildi ve hiicre i¢ine alinan Se
diizeyinin 48 saat inkiibasyonda her dozda en yiiksek oldugu goriildii. Kontrole gore

anlaml degisiklik saptanmadi.

DBTRG-05MG Lizat AAS Bulgularn
80,00 -
S 70,00 - =
Z 60,00 - T
Z 50,00 - = r =
S 40,00 - T
% 30,00 - -
= 20,00 - N
E 1000 { _ = - =
E 0,00 -
N "o O
Z DT PN SN SN S N R A VA VAT L
X Q %Q QQ QQ QQ Q %Q QQ QQ QQ Q <°Q QQ QQ QQ
& & NS S & i NS & & PIIAN
NR SRR S &G N SRR
N & QS F K QPSS & & &
AN \QQ’ YRR RN \QQ’
DOZ ve ZAMAN

Sekil 6. DBTRG-05MG hiicrelerinde zamanla hiicre icine alinan Se diizeyi

24, 48 ve 72 saat degisik dozlarda SeMet ile inkiibe edilen DBTRG-05MG

hiicrelerinde hiicre i¢ine alinan selenyum diizeyleri GFAAS ile degerlendirildi ve hiicre
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icine alman Se diizeyinin 48 saat inkiibasyonda her dozda en yiiksek oldugu goriildii.

Kontrole gére anlamli degisiklik saptanmadi.

4.2. Seleno-L-metiyonin uygulamas ile siipernatantlardaki selenyum diizeylerinin

belirlenmesi

24, 48 ve 72 saat 50, 100, 500, 1000 uM SeMet ile inkiibe edilen GMS-10 ve
DBTRG-05MG insan glioblastoma multiforme hiicrelerinde siipernatantlardaki selenyum
diizeyleri GFAAS ile degerlendirildi (Tablo 16, Tablo 17). Konsantrasyon bulgular1 ug/L
cinsinden verilmistir. Tablolarda bulgular ortalama + standart sapma olarak verilmektedir

Kontrol grubu SeMet uygulanmayan gruptur.

Tablo 16. SeMet ile inkiibasyon sonucu GMS-10 hiicrelerine ait siipernatantlardaki

selenyum diizeyleri (ug/L)

Kosullar 24 saat 48 saat 72 saat
Kontrol -8,3+0,10 -8,2 + 0,41 -8,2+0,96
50 uM SeMet 32,7+0,17 27,8 0,21 24,1 = 0,14
100 uM SeMet 72,2 + 0,75 82,3 0,18 62,7 = 0,39
500 uM SeMet 3370 = 0,35 406,8 = 7,14 339,6 + 7,42
1000 uM SeMet 6752 + 3,82 626,4 = 0,14 662,3 + 3,68

Tablo 17. SeMet ile inkiibasyon sonucu DBTRG-05MG hiicrelerine ait siipernatantlardaki

selenyum diizeyleri (ug/L)

Kosullar 24 saat 48 saat 72 saat
Kontrol -8,2+0,78 -8,4 +0,04 -7,9 = 1,57
50 uM SeMet 22,9 +0,71 34,4 = 0,81 33,5+0,73
100 uM SeMet 65,5 + 0,07 76,4 = 0,20 67,2 0,90
500 uM SeMet 142,3 + 0,85 399,2 + 0,99 384,7 + 6,51
1000 uM SeMet 396.,6 = 3,68 663,1 = 0,28 635,6 + 6,15

45




Tiim deney bulgularinda istatistiksel olarak kontrole goére anlamli degisim
gosteren dozlar grafik lizerinde gosterilmistir. * p < 0,05 ve ** p <0,01 istatistiksel olarak

anlamli kabul edilmistir. p degerleri Tablo 18 ve Tablo 19°da gdsterilmistir.

Tablo 18. SeMet ile inkiibasyon sonucu GMS-10 hiicrelerinin siipernatantlarindaki

[1¥e4]

selenyum diizeylerine ait “p” degerleri.

Kontrol 24 saat 48 saat 72 saat
50 uM SeMet 0,121 0,121 0,121
100 pM SeMet 0,121 0,121 0,121
500 pM SeMet 0,121 0,121 0,121
1000 uM SeMet 0,121 0,121 0,121

Tablo 19. SeMet ile inkiibe edilen DBTRG-05MG hiicrelerinin siipernatantlarindaki

e 9

selenyum diizeylerine ait “p” degerleri.

Kontrol 24 saat 48 saat 72 saat
50 uM SeMet 0,121 0,121 0,121
100 pM SeMet 0,121 0,121 0,121
500 pM SeMet 0,121 0,121 0,121
1000 uM SeMet 0,121 0,121 0,121

GMS-10 ve DBTRG-05MG glioblastoma multiforme hiicre hatlarmin 24, 48 ve 72
saat farkli konsantrasyonlarda selenyum iceren besiyeri ile inkiibasyonu sonunda
slipernatantlarindaki selenyum diizeylerine ait GFAAS bulgular Sekil 7 ve Sekil 8 ’de

gosterilmistir.
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GMS-10 AAS Bulgular:

350,00 =

KONSANTRASYON (uM)

DOZ ve ZAMAN

Sekil 7. GMS-10 hiicreleri siipernatantlarindaki Se diizeyleri

24, 48 ve 72 saat degisik dozlarda SeMet ile inkiibe edilen GMS-10 hiicreleri
stipernatantlarindaki selenyum diizeyleri GFAAS ile degerlendirildi ve kontrole gore

anlaml degisiklik saptanmadi.

DBTRG-05MG AAS Bulgular

KONSANTRASYON (uM)

DOZ ve ZAMAN

Sekil 8. DBTRG-05MG hiicreleri siipernatantlarindaki Se diizeyleri
24, 48 ve 72 saat degisik dozlarda SeMet ile inkiibe edilen DBTRG-05MG

hiicreleri siipernatantlarindaki selenyum diizeyleri GFAAS ile degerlendirildi ve kontrole

gore anlaml degisiklik saptanmadi.
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Her iki hiicre hatt1 i¢in verilen SeMet’in hiicre i¢ine alindig1 siipernatantlardaki

diizeyden de saptandu.

4.3. Seleno-L-metiyonin uygulanmas ile proliferasyon-doz egrisinin WST-1
yontemi ile belirlenmesi

50, 100, 500 ve 1000 uM seleno-L-metiyonin ile 24, 48 ve 72 saat inkiibasyona
birakilan insan glioblastoma multiforme hiicrelerinde, zaman, hiicre hatt1 ve doz bazinda
proliferasyon degisiklikleri olmustur. Elde edilen net proliferasyon bulgulart DBTRG-
05MG i¢in Tablo 20’de ve GMS-10 i¢in Tablo 21°de verilmistir. Bulgular ortalama =+

standart sapma olarak verilmektedir. Kontrol grubu SeMet uygulanmayan gruptur.

Tablo 20. SeMet’in DBTRG-05MG hiicrelerine etkisinin % proliferasyon bulgulari.

Kosullar 24 saat 48 saat 72 saat
Kontrol 100,00 100,00 100,00
50 uM SeMet 101,19 = 3,02 91,46 = 1,22 86,57 + 0.22
100 uM SeMet 98,40=+1,50 90,83 + 2,28 63,46 + 2,38
500 uM SeMet 94,18 +2,43 77,85 £ 0,15 56,36 £2,70
1000 uM SeMet 87,34+ 3,70 73,72 £ 1,70 29,29 £ 2,71

Tablo 21. SeMet’in GMS-10 hiicrelerine etkisinin % proliferasyon bulgulari.

Kosullar 24 saat 48 saat 72 saat
Kontrol 100,00 100,00 100,00
50 uM SeMet 108,14+1,65 100,81 = 2,67 82,76 + 2,31
100 uM SeMet 102,62+1,36 93,15+ 3,75 77,05 = 2,81
500 uM SeMet 94,93+2,17 87,79 + 2,48 51,95 £ 6,52
1000 uM SeMet 93,57+ 3,02 87,24 + 1,89 37,76 +3,98
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Tiim deney bulgularinda istatistiksel olarak kontrole goére anlamli degisim
gosteren dozlar grafik lizerinde gosterilmistir. * p < 0,05 ve ** p <0,01 istatistiksel olarak

anlamli kabul edilmistir. P degerleri Tablo 22 ve Tablo 23’de gosterilmistir.

Tablo 22. SeMet’in GMS-10 hiicrelerine etkisinin kontrole gore “p” degerleri.

Kontrol 24 saat 48 saat 72 saat
50 uM SeMet 0,007 0,577 0,007
100 pM SeMet 0,010 0,005 0,010
500 pM SeMet 0,007 0,007 0,010
1000 uM SeMet 0,007 0,007 0,005

Tablo 23. SeMet’in DBTRG-05MG hiicrelerine etkisinin kontrole gore “p” degerleri.

Kontrol 24 saat 48 saat 72 saat
50 uM SeMet 0,577 0,010 0,010
100 pM SeMet 0,005 0,010 0,005
500 pM SeMet 0,005 0,010 0,010
1000 uM SeMet 0,005 0,007 0,010

GMS-10 ve DBTRG-05MG glioblastoma multiforme hiicre hatlarinin 24 saatlik
farkli konsantrasyonlarda selenyum iceren besiyeri ile inkiibasyonu sonunda elde edilen

WST-1 testi bulgular1 Sekil 9 ve Sekil 10°da gdsterilmistir.
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Sekil 9. SeMet’in DBTRG-05MG Hiicre Hattina 24 saat inkiibasyon sonucu WST-1 testi

bulgular

DBTRG-05MG hiicreleri 24 saat, 50, 100, 500 ve 1000 uM SeMet ile inkiibe
edildi. Hiicre proliferasyonu WST-1 testi ile degerlendirildi. SeMet’in doza bagimli

proliferasyonu azalttig1 gozlendi.
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Sekil 10. SeMet’in GMS-10 Hiicre Hattina 24 saat inkiibasyon sonucu WST-1 testi bulgulari



GMS-10 hiicreleri 24 saat, 50, 100, 500 ve 1000 uM SeMet ile inkiibe edildi. Hiicre
proliferasyonu WST-1 testi ile degerlendirildi. SeMet’in diisiik doz olarak Kabul edilen 50
ve 100 pM dozlarda proliferasyonu arttirdigi gézlendi.

GMS-10 ve DBTRG-05MG glioblastoma multiforme hiicre hatlarinin 48 saatlik
farkli konsantrasyonlarda selenyum igeren besiyeri ile inkiibasyonu sonunda elde edilen

WST-1 testi bulgular1 Sekil 11 ve Sekil 12 ’de gdsterilmistir.
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SeMet 50 um SeMet 100 um SeMet 500 um SeMet 1000 um
DOZ (uM)

Sekil 11. SeMet’in DBTRG-05MG Hiicre Hattina 48 saat inkiibasyon sonucu WST-1 testi

bulgular
DBTRG-05MG hiicreleri 48 saat, 50, 100, 500 ve 1000 uM SeMet ile inkiibe

edildi. Hiicre proliferasyonu WST-1 testi ile degerlendirildi. SeMet’in doza bagl olarak

proliferasyonu azalttig1 gézlendi.
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Sekil 12. SeMet’in GMS-10 Hiicre Hattina 48 saat inkiibasyon sonucu WST-1 testi bulgulari
GMS-10 hiicreleri 48 saat, 50, 100, 500 ve 1000 uM SeMet ile inkiibe edildi. Hiicre

proliferasyonu WST-1 testi ile degerlendirildi. SeMet’in diisiik doz olarak kabul ettigimiz
50 uM doz disindaki tiim dozlarda proliferasyonu azalttig1 gézlendi.

GMS-10 ve DBTRG-05MG glioblastoma multiforme hiicre hatlarinin 72 saatlik
farkli konsantrasyonlarda selenyum iceren besiyeri ile inkiibasyonu sonunda elde edilen

WST-1 testi bulgular1 Sekil 13 ve Sekil 14’de gosterilmistir.

110 - DBTRG-05MG 72 Saat p<0,05

100 - " *p< 0,01
90 A

80 -
70 . ok
60 -
50 A
40 - *
30 A
20 A
10 A

Hiicre Proliferasyonu (%)

SeMet 50 um SeMet 100 pm SeMet 500 um SeMet 1000 um
DOZ (uM)

Sekil 13. SeMet’in DBTRG-05MG Hiicre Hattina 72 saat inkiibasyon sonucu WST-1 testi

bulgular



DBTRG-05MG hiicreleri 72 saat, 50, 100, 500 ve 1000 uM SeMet ile inkiibe
edildi. Hiicre proliferasyonu WST-1 testi ile degerlendirildi. SeMet’in doza bagl olarak

proliferasyonu azalttig1 gozlendi.

110 - GMS-10 72 Saat *p< 0,05

100 -
90 - *k **p< 0,01
80 A
70 A
60 -
50 - *ok
40 A
30 A
20 A
10 -

Hiicre Proliferasyonu (%)

SeMet 50 um SeMet 100 um SeMet 500 um SeMet 1000 um
DOZ (uM)

Sekil 14. SeMet’in GMS-10 Hiicre Hattina 72 saat inkiibasyon sonucu WST-1 testi bulgulari
M

GMS-10 hiicreleri 72 saat, 50, 100, 500 ve 1000 uM SeMet ile inkiibe edildi. Hiicre
proliferasyonu WST-1 testi ile degerlendirildi. SeMet’in doza bagli olarak proliferasyonu
azalttig1 gozlendi.

Her iki hiicre hatti i¢in inhibitér konsantrasyonlar1 (IC50) belirlendi. GMS-10
hiicreleri i¢in her ii¢ inkiibasyon siiresi i¢in olusturulmus dagilim grafigi Sekil 15°de
DBTRG-05MG hiicreleri i¢in Sekil 16°da verilmistir. Hiicrelere ait IC50 degerleri Tablo
24°de gosterilmistir.
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Sekil 15. SeMet’in GMS-10 Hiicre Hattina 24-48-72 saat inkiibasyon sonucu WST-1 testi

bulgularimin dagihim grafigi

DBTRG-05MG
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100 -

[e0]
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Hiicre Proliferasyonu (%)

KONTROL Selenyum 50 Selenyum Selenyum Selenyum
um 100 pm 500 um 1000 um

DOZ (um)

Sekil 16. SeMet’in DBTRG-05MG Hiicre Hattina 24-48-72 saat inkiibasyon sonucu WST-1

testi bulgularinin dagihm grafigi
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Tablo 24. GMS-10 ve DBTRG-05MG Hiicrelerine ait ICS50 degerleri

IC50 GMS-10 DBTRG-05MG
24 saat >1000 uM >1000 uM
48 saat >1000 uM >1000 uM
72 saat 628 uM 585 uM

Yapilan deneylere ait temsili plak goriintiisii Sekil 17°de verilmistir.

Sekil 17. WST-1 testi temsili plak goriintiisii
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4.4. Seleno-L-metiyonin uygulanmasi sonrasinda LDH salimmnin LDH
yontemi ile belirlenmesi

50, 100, 500 ve 1000 uM seleno-L-metiyonin ile 24, 48 ve 72 saat inkiibasyona
birakilan insan glioblastoma multiforme hiicrelerinde, zaman, hiicre hatt1 ve doz bazinda
sitotoksisite degisiklikleri olmugtur. Elde edilen net sitotoksisite bulgulart DBTRG-05MG
icin Tablo 25°de ve GMS-10 i¢in Tablo 26’de sunulmaktadir. Bulgular ortalama + standart

sapma olarak verilmektedir. Kontrol grubu SeMet uygulanmayan gruptur.

Tablo 25. SeMet uygulanmasi sonrasinda DBTRG-05MG hiicrelerinde % sitotoksisite

bulgulart.
Kosullar 24 saat 48 saat 72 saat
Kontrol 7,56 = 0,93 5,70 £ 0,68 10,98 + 0,36
50 uM SeMet 7,42 + 0,64 5,65 = 0,87 14,60 = 3,47
100 uM SeMet 739 0,21 6,63 = 1,40 26,59 = 4,74
500 uM SeMet 10,36 = 0,56 13,05 £ 2,28 44,37 = 3,13
1000 uM SeMet 11,55 = 0,22 21,48 £2.91 55,93 + 6,60

Tablo 26. SeMet uygulanmasi sonrasinda GMS-10 hiicrelerinde % sitotoksisite bulgulari.

Kosullar 24 saat 48 saat 72 saat
Kontrol 11,78 £ 1,49 27,52 £ 4,32 27,05 £ 0,25
50 uM SeMet 9,14 +2.16 23,88 5,33 27,70 = 1,38
100 uM SeMet 9,44 +1,16 30,47 £ 1,12 33,51 £ 0,61
500 uM SeMet 10,97 +1,17 36,68 = 0,98 40,31 = 1,38
1000 uM SeMet 12,05 = 0,70 39,14 £ 2,04 50,93 + 1,33

Tiim deney bulgularinda istatistiksel olarak kontrole goére anlamli degisim
gosteren dozlar grafik {izerinde isaretlenmistir. * p < 0,05 ve ** p <0,01 istatistiksel olarak

anlamli kabul edilmistir. P degerleri Tablo 27 ve Tablo 28’de gdsterilmistir.
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Tablo 27. GMS-10 hiicrelerine degisik dozlarda SeMet uygulamasi sonrasinda elde edilen

e 9

sitotoksisite bulgularinin kontrol ile kiyaslanmasi ile bulunan “p” degerleri.

Kontrol 24 saat 48 saat 72 saat
50 uM SeMet 0,083 0,456 0,564
100 pM SeMet 0,050 0,275 0,083
500 pM SeMet 0,539 0,034 0,083
1000 uM SeMet 0,902 0,050 0,083

Tablo 28. DBTRG-05MG hiicrelerine degisik dozlarda SeMet uygulamasi sonrasinda elde

[I¥]

edilen sitotoksisite bulgularinin kontrol ile kiyaslanmasi ile bulunan “p” degerleri.

Kontrol 24 saat 48 saat 72 saat
50 uM SeMet 0,805 0,602 0,101
100 pM SeMet 0,623 0,655 0,034
500 pM SeMet 0,025 0,009 0,025
1000 uM SeMet 0,014 0,025 0,034

GMS-10 ve DBTRG-05MG glioblastoma multiforme hiicre hatlarmin farklh
konsantrasyonlarda selenyum igeren besiyeri ile 24 saat inkiibasyonu sonunda elde edilen

LDH testi bulgular1 Sekil 18 ve Sekil 19’da gosterilmistir.
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* p< 0,05

GMS-10 24 saat
*%
p< 0,01
20 1
15
2
4
5 10 7
<
%)
Z 5
—
0 T T T 1
Kontrol SeMet 50 um SeMet 100 pm SeMet 500 pm  SeMet 1000 um
DOZ (uM)

Sekil 18. GMS-10 hiicrelerine degisik dozlarda 24 saat uygulanan SeMet sonrasinda elde

edilen sitotoksisite bulgular:

24 saat degisik dozlarda SeMet ile inkiibe edilen GMS-10 hiicrelerinde olusan

sitotoksisite LDH testi ile degerlendirildi, anlaml1 bir 6liim ile karsilasilmada.

DBTRG-05MG 24 saat * p< 0,05
20 1 **p< 0,01
g 15
= * *
z
5 10 7
<
%)
—
0 T T T 1
Kontrol SeMet 50 um SeMet 100 pm SeMet 500 pm  SeMet 1000 um
DOZ (uM)

Sekil 19. DBTRG-05MG hiicrelerine degisik dozlarda 24 saat uygulanan SeMet sonrasinda

elde edilen sitotoksisite bulgulari
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24 saat degisik dozlarda SeMet ile inkiibe edilen DBTRG-05MG hiicrelerinde
olusan sitotoksisite LDH testi ile degerlendirildi ve yiiksek doz olarak kabul edilen 500 ve
1000 uM dozlarinda kontrole gore anlamli 6liim saptandi.

GMS-10 ve DBTRG-05MG glioblastoma multiforme hiicre hatlarmin farkh
konsantrasyonlarda selenyum iceren besiyeri ile 48 saat inkiibasyonu sonunda elde edilen

LDH testi bulgular1 Sekil 20 ve Sekil 21°de gosterilmistir.

GMS-10 48 saat "p<0,05
50 - . **p< 0,01
g 40 -
= 30 -
=
=
= 20 1
jom
a
= 10 A
0 T T T 1
Kontrol SeMet 50 um SeMet 100 um  SeMet 500 um  SeMet 1000 um
DOZ (uM)

Sekil 20. GMS-10 hiicrelerine degisik dozlarda 48 saat uygulanan SeMet sonrasinda elde

edilen sitotoksisite bulgular:

48 saat degisik dozlarda SeMet ile inkiibe edilen GMS-10 hiicrelerinde olusan
sitotoksisite LDH testi ile degerlendirildi ve yliksek doz olarak kabul edilen 500 pM dozda

kontrole gore anlaml1 6liim saptandi.
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DBTRG-05MG 48 saat *p< 0,05

50 1 **p< 0,01
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Kontrol SeMet 50 um SeMet 100 um  SeMet 500 um  SeMet 1000 um
DOZ (uM)

Sekil 21. DBTRG-05MG hiicrelerine degisik dozlarda 48 saat uygulanan SeMet sonrasinda

elde edilen sitotoksisite bulgulari

48 saat degisik dozlarda SeMet ile inkiibe edilen DBTRG-05MG hiicrelerinde
olusan sitotoksisite LDH testi ile degerlendirildi ve yiiksek doz olarak kabul edilen 500 ve

1000 uM dozlarda kontrole gére anlamli 6liim saptandi.

GMS-10 ve DBTRG-05MG glioblastoma multiforme hiicre hatlarinin 72 saatlik
farkl1 konsantrasyonlarda selenyum igeren besiyeri ile inkiibasyonu sonunda elde edilen

LDH testi bulgular1 Sekil 22 ve Sekil 23°de gosterilmistir.
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GMS-10 72 saat *p< 0,05

60,00 - **p< 0,01
~ 50,00 -
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= 20,00
=
10,00 -
0’00 - T T T T 1
Kontrol SeMet50 um  SeMet 100 um  SeMet 500 um  SeMet 1000 um
DOZ (uM)

Sekil 22. GMS-10 hiicrelerine degisik dozlarda 72 saat uygulanan SeMet sonrasinda elde
edilen sitotoksisite bulgular:

72 saat degisik dozlarda SeMet ile inkiibe edilen GMS-10 hiicrelerinde olusan

sitotoksisite LDH testi ile degerlendirildi, kontrole gére anlamli 6liim saptanmadi.

DBTRGG-05MG 72 saat *p< 0,05

100 A **p< 0,01
g 80 A
S 60 - -
= *
e
S 40 -
jon
S 20 - )

0 -—_—'——— ' ! '
Kontrol SeMet 50 um SeMet 100 um  SeMet 500 pum  SeMet 1000 pm
DOZ (uM)

Sekil 23. DBTRG-05MG hiicrelerine degisik dozlarda 72 saat uygulanan SeMet sonrasinda
elde edilen sitotoksisite bulgulari

72 saat degisik dozlarda SeMet ile inkiibe edilen DBTRG-05MG hiicrelerinde
olusan sitotoksisite LDH testi ile degerlendirildi ve yiliksek doz olarak kabul edilen 500 ve
1000 uM dozlarin yaninda 100 uM’da da kontrole gére anlamli 6liim saptandi.
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Yapilan deneylere ait temsili plak goriintiisii Sekil 24°de verilmistir.

Sekil 24. LDH Testi denemelerine ait temsili plak goriintiisii

Hiicrelerin 24, 48 ve 72 saat seleno-L-metiyonin ile inkiibasyonundan elde edilen

yukaridaki bulgular (hiicre i¢ine alinan selenyum, proliferasyon ve sitotoksisite) arasinda

Tablo 29, Tablo 30 ve Tablo 31°da gosterildigi gibi korelasyon bulunmaktadir. Korelasyon

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

Tablo 29. SeMet’in GMS-10 ve DBTRG-05MG hiicrelerine proliferatif etkisi ve hiicre

icine giren Se diizeyleri arasindaki korelasyon bulgular1 (R: Korelasyon katsayist).

24 saat 48 saat 72 saat

p=0,067 p=0,013 p=0,001
=-0, 852 =-0, 950 R=0, 993

GMS-10 anlamsiz p< 0,05 p<0,01
p=0,011 p=0,049 p=0,010
=-0, 956 =-0, 879 R=10, 960

DBTRG-05MG p<0.05 p<0.05 p<0,05
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Tablo 30. SeMet’in GMS-10 ve DBTRG-05MG hicrelerine sitotoksik etkisi ve hiicre

icine giren Se diizeyleri arasindaki korelasyon bulgular1 (R: Korelasyon katsayist).

24 saat 48 saat 72 saat
p=0,342 p=0,014 p=0,001
R=0,545 R=0, 947 R=0, 990
GMS-10 anlamsiz p<0,05 p<0,01
p=0,081 p=0,104 p=0,002
R=0, 831 R=0,800 R=0, 987
DBTRG-05MG anlamsiz anlamsiz p<0,01

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

etkisinin korelasyon bulgular1 (R: Korelasyon katsayist).

24 saat 48 saat 72 saat
p=0,028 p=0,000 p=0,000
GMS-10 WST-1-LDH =-0,505 =-0, 821 =-0, 934
p <0,05 p <0.01 p <0,01
DBTRG-05MG WST- p=0,000 pZO,OOO pZO,OOO
R=-0, 809 R=-0, 845 R=-0, 941
1-LDH p<0,01 p<0,01 p<0,01

4.5. SDS-PAGE ve WESTERN BLOT ile Ki-67 PROTEIN DUZEYLERININ

BELIiRLENMESI

4.5.1. Kontrol ve Deney Gruplarindaki Protein Diizeyleri

Sekil 25’de gosterilen standart kalibrasyon egrisinden yararlanilarak kontrol ve

deney gruplarinda hiicre lizatinda protein diizeyleri hesaplandi (Tablo 32, Tablo 33 ).
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Sekil 25. BSA standart kalibrasyon egrisi

Tablo 32. GMS-10 hiicre hatt1 i¢in kontrol grubu ve deney gruplarinda hiicre lizati

ortalama protein diizeyleri (ug/mL)

Gruplar 24 saat 48 saat 72 saat
Kontrol 564 = 0,008 1545,82 = 0,013 749,45 + 0,012
50 uM SeMet 760,36 = 0,008 727,64 = 0,005 482,18 = 0,007

100 pM SeMet

667,64 = 0,007

945,82 = 0,002

482,18 = 0,007

500 pM SeMet

853,09 = 0,001

602,18 = 0,001

144,00 = 0,004

1000 uM SeMet

738,54 = 0,002

1114,91 = 0,004

296,72 = 0,007

Tablo 33. DBTRG-05MG hiicre hatt1 i¢in kontrol grubu ve deney gruplarinda hiicre lizati

ortalama protein diizeyleri (ug/mL)

Gruplar 24 saat 48 saat 72 saat
Kontrol 3149,45 = 0,193 1142,18 = 0,0078 400,36 = 0,004
50 uM SeMet 613,09 = 0,018 1344,00 = 0,003 1104,00 = 0,010

100 pM SeMet

1333,09 £ 0,018

1573,09 = 0,010

940,36 + 0,014

500 pM SeMet

1534,90 = 0,005

411,27 = 0,004

138,54 = 0,106

1000 uM SeMet

56,73 £ 0,015

264,00 = 0,0000

29,450,018
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4.5.2. Kontrol ve Deney Gruplarinda Ki-67 Protein Ekspresyonunun Western

Blot ile Gosterilmesi

24, 48 ve 72 saat 50, 100, 500 ve 1000 uM SeMet ile inkiibe edildikten sonra
GMS-10 ve DBTRG-05MG hiicrelerinde, kontrol ve deney gruplarinda Ki-67 protein
ekspresyonu Western blot yontemi ile degerlendirildi. Ki-67 protein ekspresyonunun
GMS-10 hiicrelerinde 24 ve 48 saat temsili film goriintiileri Sekil 26°da verilmektedir.
Kalneksin i¢in temsili film goriintileri de Sekil 27°de verilmistir. DBTRG-05MG
hiicrelerinde 24 saat SeMet inkiibasyonu sonucu elde edilen Ki-67 temsili film goriintiileri

Sekil 28’de ve kalneksin goriintiisii Sekil 29°da verilmistir.

Sekil 26. GMS-10 hiicrelerinde 24 ve 48 saat kontrol grubu ve deney Ki-67

ekspresyonunun temsili Western blot bulgulari.

Sekil 27. GMS-10 hiicrelerinde 24 saat kontrol grubu ve deney gruplarinda kalneksin

ekspresyonunun temsili Western blot bulgulari.

s W
el BB

Sekil 28. DBTRG-05MG hiicrelerinde 24 saat kontrol grubu ve deney gruplarinda Ki-67

ekspresyonunun temsili Western blot bulgulari.

Sekil 29. DBTRG-05MG hiicrelerinde 24 saat kontrol grubu ve deney gruplarinda

kalneksin ekspresyonunun temsili Western blot bulgulari.
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Sekil 30. GMS-10 hiicrelerinde 24 saat kontrol grubu ve deney gruplarinda Ki-67 Western

Blot spotlarinin dansitometrik analizi.

Bulgular Ki-67 proteininin dansitometrik Olglimiiniin kalneksine orani seklinde

verilmistir.

Diger inkiibasyon siirelerinin arastirildigir deney diizeneginde tekrarlanabilir band

goriintiileri elde edilemedi.
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5. TARTISMA

Bundan bir asir 6nce Paul Ehrlich tarafindan ortaya atilan ‘magic bullet theory’
halen kanser tedavisinde gegerliligini korumaktadir (121). Paul Ehrlich’e gore kanser
hiicrelerini hedefleyen ancak normal hiicrelere zarar vermeyen ilaglar kanser ig¢in bir
¢Oziim olabilirdi. Gilinlimiizde de gelinen nokta ve calisilan en gecerli alan, hedeflenmis
molekiiler tedavi alternatifleridir.

Glioblastoma Multiformede de diger kanser tiirlerinde oldugu gibi aym1 durum
gecerlidir. Ustelik GBM oldukga agresif, prognozu kotii ve rekiirrensi ¢ok yiiksek bir
kanser tipidir. Bunun yani sira GBM’de ilag direncliligi gelismesi sik rastlanan bir
durumdur. Ilaglarla ilgili en énemli sorun ilaglarin kan-beyin bariyerini gecebilmeleriyle
iliskilidir (122).

Selenyum esansiyel eser bir element olarak beyin dokusu i¢in olduk¢a dnemlidir.
Beyindeki selenoprotein ekspresyonunun selenyum diizeyi ile serum selenyum diizeyi
arasinda bir iliski yoktur. Bu durum ‘selenyum hiyerarsisi’ diye bilinir. Selenyum
proteinlerin yapisina katilarak selenoprotein yapisinda viicudun gesitli bolgelerinde gorev
alir. Selenyum eksikligi durumunda bu hiyerarsi nedeniyle viicudun selenyuma en ¢ok
ihtiyact olan boélgesinde selenoproteinler eksprese olur. Beyinde bulunan selenyumla
iliskili iki molekiil vardir; Selenoprotein P ve apoliporotein E reseptor-2. Selenyum
tasiniminda apoER-2 goérev alir. Selenyum kan-beyin bariyerini gegebilir ve burada SelP
eksprese olur (123).

Selenoproteinlerin beyinde bulunduklarina dair kanitlar ¢esitli hayvan ve insan
caligmalariyla gosterilmistir (124). Noron ve glial hiicrelerde GPx1 aktivitesi soz
konusudur. SelP purkinje hiicrelerinde ve beyin kapillerlerinde bulunur. Sican glial
hiicrelerinde SelY eksprese oldugu gosterilmistir. Insan beyninde deiyonidaz aktivitesi ve
mRNA diizeyinde ekspresyonu mevcuttur. SelR aktivitesi ve mRNA diizeyinde
ekspresyonu da fare beyninde gdOsterilmistir. Bunlarin yaninda SelW, SelN, SelM,
Sell5’de beyin dokusunda eksprese oldugu bilinen selenoproteinlerdendirler. Saglikli
beyin hiicreleri {iizerine selenyum bilesiklerinin, GPx aktivitesini artirict, lipid
peroksidasyonunu  azaltici, hiicre  Oliimiinden  koruyucu ve  olgunlasmamis
oligodendrositlerin miyelin olusturan oligodendrositlere doniigmesi gibi farklilagsmay1

indiikleyici etkileri vardir (123,124).
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Bu arastirmada glioblastoma multiforme hiicre hatlar1 olan GMS-10 ve DBTRG-
05MG hiicre hatlar1 kullanilmigtir. Daha 6nceki ¢alismalarda U87MG, U373MG, TGI8,
A172, C6 (20-23) gibi insan ve sigan glioblastoma hiicre hatlar1 kullanilmistir. GBM
olduk¢a heterojen bir timér oldugundan hiicre hatlar1 arasinda dahi uygulanan maddeye
bagl olarak farkli yanitlar s6z konusu olabilir. Arastirmamizda kullandigimiz bu iki hiicre
hatt1 erisilebilir literatiir incelendiginde selenyumla iliskili calismalarda daha Oonce
kullanilmamigtir. Bu hiicrelerden GMS-10 malign tiimorii olan bir hastadan cerrahi
miidahale sonrasi elde edilen hiicrelerdir. DBTRG-05MG hiicreleri ise radyoterapi ve
kemoterapi sonrasi cerrahi miidahale sonucu elde edilen hiicrelerdir (111). Saglikli hiicre
ile kanser hiicresi arasinda uzun yillardir tartisilan farkliliklar tedavi almis kanser hiicresi
ile tedavi almamis kanser hiicresi arasinda da s6z konusudur. Bu iki hiicre hatt1 arasinda
tedavi almasi1 nedeniyle DBTRG-05MG hiicre hattinda meydana gelmis bir takim
degisiklikler olmasi olasidir. DBTRG-05MG hiicreleri icin bilinen NSE, vimentin, EGFR
eksprese ettigi, p53 +/- ve Rb + oldugudur. GMS-10"un p53- ve Rb geninde mutasyon
oldugu bilinmektedir (111,134). Ozellikle 24 saat inkiibasyon ardindan iki hiicrenin
SeMet’e verdigi yanita bakildiginda bu durumun hiicreye 6zgii genlerin etkisi ile
olabilecegi gbz oniinde bulundurulmalidir.

Bu arastirmada selenyum bilesiklerinden seleno-L-metiyonin kullanilmistir.
Seleno-L-metiyonin selenyumun organik formudur, Metiyonin aminoasiti lizerinde kiikiirt
(S) atomu yerine Se gecmesi ile olusur. ilk baslarda selenyum calismalarinda selenyumun
inorganik formlar1 olan selenit ve selenat kullanilmistir (21,22). SeMet inorganik selenyum
formlarindan daha az toksik oldugundan son yillarda calismalarda daha cok tercih
edilmeye baslanmistir.

Bu arastirmada seleno-L-metiyoninin GMS-10 ve DBTRG-05MG insan
glioblastoma multiforme hiicreleri lizerindeki in vitro etkileri ilk kez incelendi. SeMet’in
hiicre proliferasyonuna etkisi WST-1 testi, sitotoksisitesi LDH testi ile, hiicre i¢ine alinan
selenyum diizeyi GFAAS ile ve onemli bir proliferasyon belirteci olan Ki-67 protein
ekspresyonu western blot yontemi ile belirlendi.

Hiicrelere 24, 48 ve 72 saat siire ile uygulanan SeMet’in hiicre i¢ine ne diizeyde
alindig1 ve siipernatantlarda kalan diizeyi arastirildi. Bu amagla GFAAS kullanildi. Tiim

zaman noktalar1 sonunda her iki hiicre hattina da literatlirle uyumlu olarak selenyum
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alindig1 saptandi. Hiicrelerin selenyumdan faydalandigi saptandiktan sonra aragtirmamiza
proliferasyon ve sitotoksisite denemeleri ile devam edildi.

Hiicrelerden boyanin atilmasi ve hiicrelere alinmasina, hiicrelerden salinan enzim
aktivitelerinin 6l¢iimiine ve hiicrelerde kolorimetrik [2-(4-iyodofenil)-3-(4-nitrofenil)-5-
(2,4-distlfofenil)-2H-tetrazolyum (WST-1) tuzu indirgenmesi esasina dayali testler olmak
lizere hiicre proliferasyonu ve sitotoksisitesinin degerlendirilmesinde bircok degisik
yontem kullanilmaktadir. Tripan mavisi ve fluoresans boyalar1 (propidyum iyodid gibi)
fonksiyonel hiicre membran1 olan canli hiicrelerden disar1 atilmakta, membran hasarli
oldugunda boya penetre olmaktadir. Memeli hiicrelerinde temel olarak eksprese edilen ve
hasarli hiicrelerden salinan giseraldehit-3- fosfat dehidrogenaz ve laktat dehidrogenaz gibi
enzim  aktivitelerinin  Ol¢limii  hiicre  sitotoksisitesinin  degerlendirilmesinde
kullanilmaktadir. WST-1 testi ise, WST-1in hiicrelere endositoz yoluyla girmesine ve
canli hiicrelerdeki mitokondride formazana indirgenmesine dayanmaktadir. Bu calismada
hiicre proliferasyonu WST-1 testi ve hiicre sitotoksisitesi hiicre kiiltiir ortamma LDH
salmmminin  Olgiilmesi ile degerlendirildi (112,113). Calismada kullanilan LDH
“Cytotoxicity Detection Kit” (Roche Diagnostics GmbH)’inde onerildigi sekilde optimum
hiicre sayisini belirlemek i¢in hiicreler 96 kuyucuklu plaklara 200 ul/10000 -50000 arasi
hiicre olacak sekilde ekildi. Hiicrelere hi¢ SeMet uygulanmaksizin kit protokolii eksiksiz
yerine getirildi ve optimum hiicre sayis1 ve inkiibasyon siiresi 10000 hiicre/200 pL olarak
ve inkiibasyon stireleri de WST-1 testi icin 2 saat, LDH i¢in 15-30 dakika olarak belirlendi.
LDH testi i¢in optimum hiicre sayisi, spontan LDH salinimi/ maksimum LDH salinimi
oraninin en diisiik oldugu degeri ifade etmektedir. SeMet konsantrasyonu ve zaman
noktalari literatiir incelenerek ve 6n calismalar yaparak belirlendi ve ARLAB kosullarinda
optimize edildi. Caligmada, SeMet her iki hiicre hattina 24, 48 ve 72 saat siireyle 50, 100,
500 ve 1000 uM konsantrasyonlarda kullanildi.

DBTRG-05MG hiicrelerinin 24 saat SeMet ile inkiibasyonu sonucu 50 pM
konsantrasyon disindaki tiim dozlarda hiicre proliferasyonunda istatistiksel olarak anlamli
azalma saptand1 (p<0,01). GMS-10 hiicrelerinde ise 50 ve 100 uM konsantrasyonlarda
proliferasyonu arttirdigi, 500 ve 1000 uM konsantrasyonda ise azalttig1 saptandi (p<0,01,
p<0,05). 48 saat inkiibasyon sonucunda ise 24 saat inkiibasyon ile uyumlu olarak
DBTRG-05MG hiicrelerinde hiicre proliferasyonunda istatistiksel olarak anlamli azalma

gozlenirken GMS-10 hiicrelerinde 50 pM hari¢ diger dozlarda anlamli azalma gozlendi
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(p<0,01, p<0,05). 72 saat inkiibasyon sonunda ise tiim konsantrasyonlarda SeMet her iki
hiicre hattinda da hiicre proliferasyonunu anlamli olarak azaltti (p<0,01, p<0,05).

Erisilebilir literatlir incelendiginde SeMet’in selenyumun toksisitesi diisiik
bilesiklerinden oldugu bilgisine ulasilabilir. SeMet degisik hiicre tiplerinde farkl
konsantrasyonlarda ve inkiibasyon siirelerinde etki gosterir. Kaur ve ark.’nin yaptigi
calismada civa norotoksisitesi iizerinde SeMet’in etkilerinin arastirildigi ¢alismada C6
sican glioma ve B35 ndron hiicre hatlar1 20 ve 50 uM SeMet ile inkiibe edilmistir (125).
Insan prostat kanseri hiicreleri {izerinde 10 ve 25 pM SeMet (126) uygulanmistir. Redman
ve ark.larmmin yaptiklar1 ¢alismaya goére MCF-7/S hiicreleri i¢in IC50 degeri 45 uM,
UACC-375 hiicreleri i¢in 50 uM, HT-29 hiicreleri i¢in 130 uM, DU-145 hiicreleri i¢in 40
uM, A549 hiicreleri i¢in 65 uM ve fibroblast hiicreleri icin 1 mM bulunmustur (127).
Suzuki ve ark.larmin yaptiklar1 bir ¢calismada da SeMet 48 saat siireyle HSC-3 ve HSC-4,
A549 ve MCF-7 hiicrelerine 10-1000 uM araliginda verilmistir (57). 50 puM doz ile 4-5
giin siireyle p53 + A549 hiicrelerinin inkiibasyonu sonucu apoptoza giden hiicre sayisinda
artis gozlemislerdir. Bu arastirmada 72 saat inkiibasyon sonrasinda GMS-10 i¢in 1C50
degeri 628 pM ve DBTRG-05MG i¢in 585 pM bulunmustur. Bu degerler toksik degeri
asmamaktadir.

DBTRG-05MG hiicrelerinin 24 saat SeMet ile inkiibasyonu sonucu 500 ve 1000
UM konsantrasyonlarda hiicre sitotoksisitesinde istatistiksel olarak anlamli artis saptandi
(p<0,05). GMS-10 hiicrelerinde ise 24 saat sonunda anlaml1 bir 6liim durumu gdézlenmedi.
48 saat inkiibasyon sonucunda ise 24 saat inkiibasyon ile uyumlu olarak DBTRG-05MG
hiicrelerinde 500 ve 1000 uM dozlarda istatistiksel olarak anlaml artis gozlenirken GMS-
10 hiicrelerinde sadece 500 uM dozda kontrole gore anlamli artis goézlendi (p<0,01,
p<0,05). 72 saat inkiibasyon sonunda GMS-10 hiicrelerinde kontrole gére anlamli bir artis
saptanmazken DBTRG-05MG hiicrelerinde 100, 500 ve 1000 uM konsantrasyonlarda
SeMet hiicre proliferasyonunu anlamli olarak artirmistir (p<0,01, p<0,05).

Calisma sonucu elde edilen WST-1 ve LDH bulgular1 analiz edildiginde
proliferasyon ve sitotoksiste bulgulari arasinda negatif yonde korelasyon oldugu saptandi.

Erisilebilir literatiir incelendiginde Zhu ve ark. tarafindan A172 insan glioblastoma
ve C6 sican glioblastoma hiicre hatlar1 tizerinde sodyum selenit (0,01-100 pM) kullanilarak
24, 48 ve 72 saat inkiibasyon siirelerinde yapilan ¢alismada da selenyumun anti-proliferatif

etkileri gosterilmistir ve bu etkinin A172 hiicreleri iizerinde daha etkili oldugunu ortaya
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koymuslardir (22). Yine Zhu ve ark.’larinin A172 ve T98G insan glioblastoma hiicreleri
lizerine sodyum selenit kullanarak yaptiklar1 bagka bir calismada selenyumun hiicre
6limiinii apoptozu indiikleyerek gerceklestirdigini gdstermislerdir (21).

Hiicre icine alinan selenyum diizeyleri ile proliferasyon ve sitotoksisite bulgular
karsilagtirildiginda 24 saat sonunda hiicre igine alinan selenyum diizeyleri ile GMS-10
hiicre hattina ait proliferasyon bulgular1 arasinda korelasyon yokken, 48 ve 72 saat
sonunda korelasyon saptandi. DBTRG-05MG hiicre hatti i¢in her ii¢ inkiibasyon siiresi
sonunda elde edilen bulgular arasinda korelasyon vardir. Sitotoksisite bulgulari ile GMS-
10 hiicrelerinde 48 ve 72 saatte korelasyon vardir. Hiicre i¢ine alinan selenyum diizeyi ile
sitotoksisite artmistir. DBTRG-05MG hiicrelerinde bu korelasyon sadece 72 saat
inkiibasyon sonunda saptandi.

Erisilebilir literatiir incelendiginde insanlar i¢in selenyumun giinliik alim miktarinin
55- 70 pg/gin oldugunu goriiriiz (63). Organizmanin tolere edebilecegi maksimum
selenyum diizeyi 400 pg/giin’dir (128). Bu durumda bizim kullandigimiz dozlar
inceledigimizde en yiiksek doz olan 1000 uM dozun bu sinirlar i¢inde kaldigini gériiyoruz.
Selenyumun hiicre icine girdikten sonra proteinlere katilarak selenoproteinler aracilig ile
viicut dengesini korumaya yardimci oldugundan hiicre icine girip girmedigi, verilen
selenyumun ne kadarinin hiicre i¢ine alindig1 oldukca onemlidir. Combs ve ark.’larinin
yaptiklar1 ¢alisma sonucunda diyetine diizenli olarak giinliikk selenyum eklenen kisilerin
plazma ve idrar selenyum diizeylerinde artma gozlenirken, GPX3 aktivitesi ya da SelP
konsantrasyonunda degisiklik olmamistir (49). Shiobara ve ark.larimin yaptiklar
calismaya gore diyetine organik selenyum katilan siganlar ile inorganik selenyum katilan
sicanlarin sag, kan ve idrar drneklerindeki selenyum diizeyleri karsilagtirildiginda selenit
sa¢ ve serumda doza bagli olmaksizin en diigiik sabit degerleri verirken, SeMet selenitten
daha yiiksek degerlerde doza bagli olarak sonu¢ vermistir. Bunun aksi olarak idrar
selenyum diizeyinin selenyum bilesigine bagli olmadigini goéstermislerdir. Bu noktada
goriilmektedir ki selenyum bilesiklerinin halen tam olarak aydinlatilamamis metabolizmasi
tizerine ¢alismalar devam etmektedir.

Literatiir incelendiginde Ki-67’nin proliferasyon gostergesi sayildigi pek c¢ok
calismaya rastlanir (25-29). Ki-67 ekspresyon diizeyi ¢aligmalarda immiinhistokimya,
ELIZA ve western blot gibi yontemlerle gosterilmistir (29,129). Liu ve ark.larimin yaptigi

calismaya gore survivin geni susturulmus prostat kanseri hiicrelerinde selenyumun hiicre
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biiylimesini etkiledigi gosterilirken Ki-67 ekspresyonuna da immiinhistokimya yontemi ile
bakmislardir. Yapilan arastirmalarda Ki-67 ayn1 zamanda prognostik bir faktor olarak da
nitelendirilmektedir. Qiang ve ark.larmmin yaptiklar1 ¢alismaya gore Ki-67’nin GBM’de
hiicresel biiylime, proliferasyonun diizenlenmesi ile iligkili oldugunu ortaya koymuslardir
(27). Calismamizda Ki-67 protein ekspresyonu western blot yontemi ile gosterildi. GMS-
10 hiicrelerinde 24 ve 48 saatte band goriintiileri elde edildi. Band yogunluklarinin doz
arttikca azaldig1 gézlendi. DBTRG-05MG hiicrelerinde ise sadece 24 saatte kontrol grubu
ve 50, 100 uM konsantrasyonlarda band gozlendi. Erisilebilir literatiir incelendiginde
GMS-10 hiicrelerinde Ki-67 ekspresyonu ilk kez bizim c¢alismamizda incelenmistir.
DBTRG-05MG hiicrelerindeki ekspresyon ise Lin ve ark.larimin ¢aligmalarinda
gosterilmistir (129).

Arastirmamizda  seleno-L-metiyoninin GMS-10 ve DBTRG-05MG insan
glioblastoma hiicre hatlar tizerindeki etkileri ilk kez incelenmistir. Aragtirmada DBTRG-
05MG hiicrelerinde ve GMS-10 hiicrelerinde SeMet’in, in vitro ortam kosullarinda, doza
ve inkiibasyon siiresine bagimli olarak proliferasyonu azalttig1 ve sitotoksisite gosterdigi,
bu olaylarin da hiicre i¢ine alinan SeMet ile biiyiik ol¢iide korele oldugu ortaya ¢ikarildi.
GMS-10 hiicrelerinin DBTRG-05MG hiicrelerine gore SeMet’e daha ge¢ yanit vermesinin
nedeni p53 icermemesi olabilir. Seo ve ark.lari (52) SeMet’in redoks mekanizmalari
araciligiyla p53’i aktive edebilecegini gostermislerdir ve bu durum p53 iceren ve
icermeyen hiicreleri farkli etkileyecektir. GMS-10 p53 igermeyen, DBTRG-05MG ise
p53+/- heterozigot hiicrelerdir (111). Bununla beraber DBTRG-05MG hiicreleri igin
bilinen NSE, vimentin, EGFR eksprese ettigi ve Rb + oldugudur. GMS-10’un p53- ve Rb
geninde mutasyon oldugu bilinmektedir (111,134). Elde ettigimiz bulgularin ileri
calismalarla desteklenerek bu alanda calisan diger arastirmacilara 151k tutacagini

diisiiniiyoruz.
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6. SONUC ve ONERILER

Bu aragtirmanin hipotezi; “kullandigimiz selenyum formu SeMet glioblastoma
multiforme hiicre hatlar1 olan GMS-10'un ve DBTRG-05MG nin proliferasyonlarin
baskilar,” seklinde kurgulandi. Bu amagla, selenyum bilesiklerinin GBM hiicre hatlarinda
hiicre proliferasyonu ve sitotoksisite iizerine etkileri hiicreler dort farkli selenyum dozu ile
24, 48, 72 saat inkiibe edilerek belirlendi. Hiicre proliferasyonundaki degisiklikler WST-1
testi 1ile, sitotoksisite LDH testi ile belirlendi. Arastirmamizin temelinde hiicre
proliferasyonunun baskilanmasi amacglandigindan bir proliferasyon belirteci olan Ki-67
protein ekspresyon degisiminin western blot yontemi kullanilarak belirlenmesi amaclandi.
Selenyumun hiicre i¢ine alinimini belirlemek amaci ile hiicre lizatlarindaki ve
stipernatantlarindaki selenyum diizeyleri GFAAS kullanilarak ol¢tildii.

Aragtirmanin bulgular su sekilde 6zetlenebilir:
SeMet, GMS-10 ve DBTRG-05MG hiicrelerinde 24 saat inkiibasyonun ardindan diisiik
dozlarda (50 ve 100 uM) proliferatif etki gosterirken 48 ve 72 saat inkiibasyon ardindan
sitotoksik etki gostermistir. Proliferasyon ve sitotoksiste bulgular1 arasinda negatif yonde
korelasyon vardir. DBTRG-05MG hiicre hattinda ise doza ve zamana bagli olarak
proliferasyonda azalma goézlendi, benzer sekilde sitotoksisitede de artis oldu. Proliferasyon
ve sitotoksisite bulgular1 arasinda negatif yonde korelasyon vardir. 24 saat sonunda hiicre
icine alinan selenyum diizeyleri ile GMS-10 hiicre hattina ait proliferasyon bulgulari
arasinda korelasyon yokken, 48 ve 72 saat sonunda korelasyon saptandi. DBTRG-05MG
hiicre hatt1 i¢in her ii¢ inkiibasyon siiresi sonunda elde edilen bulgular arasinda korelasyon
vardir. Sitotoksisite bulgular1 ile GMS-10 hiicrelerinde 48 ve 72 saatte korelasyon vardir.
Hiicre icine alinan selenyum diizeyi ile sitotoksisite artmistir. DBTRG-05MG hiicrelerinde
bu korelasyon sadece 72 saat inkiibasyon sonunda saptandi. Ki-67 protein diizeyleri GMS-
10 hiicreleri i¢in kontrole gore anlamli degisiklik gostermezken DBTRG-05MG
hiicrelerinde western blot yontemi ile deteksiyon miimkiin olmadi. Bu bulgular basta
kurgulanan hipotezi desteklemektedir.

Sonug¢ olarak bu calismada, gerek DBTRG-05MG hiicrelerinde, gerekse GMS-10
hiicrelerinde SeMet’in, in vitro ortam kosullarinda, doza ve inkiibasyon siiresine bagiml

olarak proliferasyonu azalttig1 ve sitotoksisite gosterdigi, bu olaylarin da hiicre i¢ine alinan
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SeMet ile biiyiik dlglide korele oldugu ortaya cikartilmigtir. IC50 konsantrasyonlarinin

toksik dozu gecmedigi bulunmustur.

Calismamiz erisilebilir literatiir incelendiginde SeMet’in glioblastoma multiforme

hiicre hatlarinda olasi in vitro etkilerinin incelendigi ilk ¢caligsmadir.

Calismamizdaki bulgular 1s18inda ileriye yonelik yapilmasi uygun olacak

calismalar1 sdyle siiflandirabiliriz:

SeMet’in GBM hiicreleri tiizerindeki anti-proliferatif ve hiicre oliimiinii
indiikleyici etkisinin nekrotik bir 6lim mii, yoksa apoptotik bir 6lim mii
oldugu aragtirtlmalidir. Bunun i¢in Cell Death ELISA yontemi uygulanabilir.
Akim Sitometri kullanilarak hiicre dongiisii analizleri yapilabilir.

Hiicre i¢ine alinan selenyumun hangi yolaklar1 etkiledigi, selenyumun hiicre
icine alinmasinda rol alan diger molekiillerin incelenmesinin ve selenyum
metabolizmasina iliskin daha detayli bilgilere ulasmak i¢in calismalarin
yapilmasinin anlamli olacagini diisiinmekteyiz.

Ki-67 protein diizeylerinin western blot yontemine alternatif olarak
immiinhistokimya ya da ELIZA yontemleri ile degerlendirilmesi
gerekmektedir.

Hiicrelerdeki GPx1 seviyeleri spektrofotometrik yontemlerle incelenmelidir.
SelP diizeyi DNA-HPLC teknigi ile belirlenebilir.

Ileri ¢alismalarda selenyumun yaninda farkli ila¢ kombinasyonlar:
kullanilarak daha etkili sonug alinip alinmayacagi denenmelidir.

Kontrol olarak SeMet verilmeyen grubun yaninda saglikli astrosit hiicreleri
kullanilmas1 ¢alismanin degerini artiracaktir. Gergeklestirdigimiz in vitro
caligsmalar yaninda in vivo calismalarin da yapilmasinin uygun oldugunu

diisiinmekteyiz.

Hedeflenmis molekiiler tedavinin ¢ok onemli oldugu GBM tedavisi ya da yasam

stiresini uzatmak ve hasta refahini artirmak icin SeMet’in aday molekiil oldugunun

sdylenmesi i¢in daha ileri ¢alismalar yapilmalidir. ilag direngliliginin en biiyiikk sorun

oldugu GBM’de hiicreleri dldiirmek i¢in yiliksek doz ilag uygulamasi normal hiicrelere
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zarar vermektedir. Organizma i¢in toksik sayilacak dozlara ¢ikilamayacagindan bu
dozlarda SeMet uygulamasmmin GBM i¢in yeterliligi tartigmalidir. Bundan sonra
aydinlatilmas1 gereken nokta SeMet'in gliomagenezis siiresinde nasil rol oynadigidir.
Bunun i¢in daha ileri denemeler yapilarak rolii olacag: diisiiniilen yolaklar incelenmeli ve

bunlara yonelik fonksiyonel analizler yapilmalidir.
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Olarak)

31 Mayis- 3 Haziran
2011, izmir, Tiirkiye

Kanser Biyolojisinde Giincel Konular Teorik Kurs, ( Izlenimci - Katilimei
Olarak)

27-30 Nisan 2011,
Izmir, Tiirkiye

6th ORPHEUS Conference PhD Quality Indicators for Biomedicine and Health
Sciences, (Poster bildirileri ile, ayn1 zamanda Lisansiistii Ogrenci Kurulu Uyesi

olarak)

11-13 Subat 2011,
Cesme, Tiirkiye

Ulusal Hiicresel Tedavi ve Rejeneratif Tip Kongresi, ( Izlenimci - Katilimei

Olarak) — (Kongre Burslusu olarak)

31 Ocak 2011, Izmir,
Tiirkiye

AB 7. Cergeve Programi Marie Curie Arastirma Programlar1 ve Burslar Bilgi

Giinii, ( Izlenimci - Katilime1 Olarak)

16-18 Aralik 2010,
[zmir, Tiirkiye

KLINIK LABORATUARLARDA ANALITIK KALITE YONETIMI VE
REFERANS ARALIKLARI HESAPLAMA KURSU (izlenimci/katilimct

olarak)

[zmir, 30 Kasim- 1
Aralik

ARLAB Hiicresel, Molekiiler ve Analitik Teknikler Kursu, ( Yardimci Egitici

olarak)

Eskisehir, 27-30 Ekim
2010

XXII. ULUSAL BIYOKIMYA KONGRESI, ( izlenimci/katilimer olarak )

Istanbul, 20 October
2010

ATCC Cell Culture Seminar ( izlenimci/katilimci olarak )

[zmir, 12-14 October
2010

EBI Bioinformatics Roadshow ( izlenimci/katilimci olarak )

Urkmez, 1-2 Ekim
2010

Laboratuvar Hayvanlar1 Bilimi Sempozyumu ( izlenimci/katilimci olarak)

[zmir, 24 Eyliil 2010

Thermo Scientific Varioskan Multi-Mode Mikro Plaka Okuyucu, Derin

dondurucu ve Cryo Plus Sivi Azotlu Sogutucu Sistemi Kullanic1 Egitimi(
izlenimci/katilimci olarak)

[zmir, 15-18 Haziran
2010

Oksidatif Stres, DNA Hasari, DNA Onarimi1, Hastaliklarla Tliskisi (

izlenimci/katilimci olarak )

[zmir, 5-6 Mayis 2010

Onkolojide Bioinformatik ve Biyonanoteknolojik Yontemler Kursu (

izlenimci/katilimci olarak )

[zmir, 23 Mart 2010

EBILTET 2.K6k Hiicre Sempozyumu ( izlenimci/katilimei olarak )

[zmir, 16-23 Subat
2010

Deney Hayvanlar1 Kullanimi Sertifika Kurs Programi ( izlenimci/katilime1

olarak )

Izmir, 19 Subat 2010

Arastirma- Bulus-Patent Yolunda Universite, ( izlenimci/katilimer olarak )




[zmir, 8-12 Subat 2010 izlenimci/katilimei olarak )

Web-Based Clinical Case Simulations and Problem-Based Learning Tutorials (

E. PROJE DENEYIMi

PROJE ADI TARIH GOREV

Gastritli ¢ocuklarda noninvaziv aktivite belirteclerinin

histopatolojik bilgularla iligkisinin incelenmesi-

tamamlandi (Herhangi bir kurulustan destek alinmaksizin 2012 Aragtirmaci
mevcut malzemelerle etik kurul onay1 alinarak yapilmistir)

2011.KB.SAG. 024 —(Dokuz Eyliil Universitesi BAP)

Selenyumun insan glioblastoma multiforme hiicre

hatlarinda in vitro etkilerinin arastirilmasi — tamamland1 2012 Aragtirmact

F. HAKEMLI KONFERANS/SEMPOZYUMLARIN BIiLDiRi KITAPLARINDA YER ALAN
YAYINLAR

1. Seleno-L-Methionine Plays Role In Glioblastoma Multiforme Cells GMS-10 and DBTRG-05MG Cell

Proliferation and Cell Death — Duygu Harmanci, Ziibeyde Erbayraktar, Giil Giiner — 1. Ulusal Molekiiler
Biyoloji Kongresi, 24-25 Kasim 2012, Istanbul, Tiirkiye

. Sodium Selenite Influences Cell Proliferation and Cell Cycle of SF4433 Human Meningioma Cells —
Duygu Harmanci, Ziibeyde Erbayraktar, Oya Sayin, Giil Giiner — XXIV Ulusal Biyokimya Kongresi, 25-
28 Eyliil 2012, Konya, Tiirkiye

3. In Vitro Effects of Seleno-L-Methionine on Glioblastoma Multiforme Cell Proliferation and Death —

Duygu Harmanci, Ziibeyde Erbayraktar, Giil Giiner — Congress 22nd [UBMB-37th FEBS 4-9 September
2012, Sevilla, Spain

. Detrimental and Cell Cycle Arresting Effects of Sodium Selenite Treatment on Glioblastoma Multiforme
Cell Lines and Primary Cells - Duygu Harmanci, Ziibeyde Erbayraktar, Giil Giiner — FEBS3+ Meeting
From Molecules to life and back, Abstract Book p152, 13-16 June 2012, Opatija, Crotia

. Post- Graduate Education in Molecular Medicine at Graduate School of Health Sciences, Dokuz Eylul
University, Izmir, Turkey — Duygu Harmanci, Ziibeyde Erbayraktar, Giil Giiner — FEBS Workshop on
Biochemistry and Molecular Biology Education Trends& Tips, Abstract Book p106, 29-30 March 2012,
Izmir, Tiirkiye

. An Outlook to the Scientific Activities of Supervisors at Dokuz Eyliil University Graduate School of
Health Sciences — Reza Salimi, Mehtap Yiiksel Egrilmez, Roghaiyeh Safari, Duygu Harmanci, Giildal
Kirkali, Giil Giiner - FEBS Workshop on Biochemistry and Molecular Biology Education Trends& Tips,




Abstract Book p110, 29-30 March 2012, Izmir, Tiirkiye

7. Selenyum ve Bir Beyin Tiimérii : Glioblastoma Multiforme —Umit Oztiirk, Ozlem Dinc, Cisem Duman,
Nesibe Kiibra Go6l, Tuba Akide Coban, Duygu Harmanci, Giil Giiner — 5. Ozel Calisma Modiilii
Sempozyumu, Ozet Kitab1 s9, Eyliil 2011, Izmir, Tiirkiye

8. Post- Graduate Education in Molecular Medicine at Graduate School of Health Sciences, Dokuz Eylul
University, Izmir, Turkey — Duygu Harmanci, Ziibeyde Erbayraktar, Roghaiyeh Safari, Giil Giiner - 6th
Orpheus Conference 2011- PhD Quality Indicators for Biomedicine and Health Sciences, Dokuz Eyliil
University Abstract Book p51, 27-30 April 2011, Izmir/ Turkey

9. An Outlook to the Scientific Activities of Supervisors at Dokuz Eyliil University Graduate School of
Health Sciences — Reza Salimi, Mehtap Yiiksel Egrilmez, Roghaiyeh Safari, Duygu Harmanci, Giildal
Kirkali, Giil Giiner - 6th Orpheus Conference 2011- PhD Quality Indicators for Biomedicine and Health
Sciences, Dokuz Eyliil University 2011, Abstract Book p55, 27-30 Izmir/ Turkey

10. An Outlook to Journal Publications From Theses of MSc and PhD Students at Dokuz Eyliil University
Graduate School of Health Sciences - Mehtap Yiiksel Egrilmez, Seniz inang, Feriha Ozkaya, Reza
Salimi, Duygu Harmanci Roghaiyeh Safari, Giildal Kirkali, ibrahim Astarcioglu, Giil Giiner -  6th
Orpheus Conference 2011- PhD Quality Indicators for Biomedicine and Health Sciences, Dokuz Eyliil
University 2011, Abstract Book p66, 27-30 April 2011 Izmir/ Turkey

11. Educational Views and Opinions of MSc and PhD Students About the Molecular Medicine Programme
at the University of Dokuz Eyliil University - Roghaiyeh Safari, Duygu Harmanci, Vildan Mevsim, Giil
Giiner - 6th Orpheus Conference 2011- PhD Quality Indicators for Biomedicine and Health Sciences,
Dokuz Eyliil University 2011, Abstract Book p77, 27-30 April 2011 Izmir/ Turkey

12. Detrimental and Cell Cycle Arresting Effects of Sodium Selenite Treatment on Glioblastoma Multiforme
Cell Lines and Primary Cells - Duygu Harmanci, Ziibeyde Erbayraktar, Giil Giiner — FEBS3+ Meeting
From Molecules to life and back, Abstract Book p152, 13-16 June 2012, Opatija, Crotia

13. Post- Graduate Education in Molecular Medicine at Graduate School of Health Sciences, Dokuz Eylul
University, [zmir, Turkey — Duygu Harmanci, Ziibeyde Erbayraktar, Giil Giiner — FEBS Workshop on
Biochemistry and Molecular Biology Education Trends& Tips, Abstract Book p106, 29-30 March 2012,
[zmir, Tiirkiye

14. An Outlook to the Scientific Activities of Supervisors at Dokuz Eyliil University Graduate School of
Health Sciences — Reza Salimi, Mehtap Yiiksel Egrilmez, Roghaiyeh Safari, Duygu Harmanci, Giildal
Kirkali, Giil Giiner - FEBS Workshop on Biochemistry and Molecular Biology Education Trends& Tips,
Abstract Book p110, 29-30 March 2012, Izmir, Tiirkiye

G.UYE OLUNAN MESLEKI BILIMSEL KURULUSLAR

2010- Tiirk Biyokimya Dernegi, Ankara (2012-izmir Subesi Dernek Saymanlig1)
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