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vi

ONSOZ

GBM hastalarinin kemoterapotik tedavisinde kullanilan Temozolomid’e yanitlari
farklilik ~ gostermektedir. Ayrica, tedavi silirecinde Temozolomid’e direng
gelisebilmektedir. Bu direncin gelismesinde Oé-Metilguanin- DNA-Metiltransferaz
(MGMT) enzimi rol almaktadir., MGMT enzimini inhibe etmek i¢cin MGMT
inhibitorleri gelistirilmektedir. Lomeguatrib, bu MGMT inhibitérlerinde biridir. Bu
tez ¢alismasinda, GBM hastalarindan alinan primer hiicre kiiltiirlerinde ve GBM
hiicre dizilerinde Lomeguatrib kullanilmigtir. Lomeguatrib’in  GBM  primer
hiicrelerinde ve hiicre dizilerinde MGMT ekspresyonunu diistirdiigii, ancak bunu
metilasyon mekanizmasi tizerinden yapmadigi ilk kez gosterilmistir. Bu tez ¢alismasi
sonunda, GBM hastaklarinda Lomeguatrib’in  Temozolomid ile birlikte
kullanilabilecegi onerilmektedir.

Doktora egitimim siiresince ve tez calismamda yardimlariyla, destegiyle ve
problemlerin ¢6zlimiinde yol gostericiligiyle her zaman yanimda olan tez
danismanim Prof.Dr. Asuman SUNGUROGLU’na, tiimor dokularinin temininde ve
tez calismasi sirasinda yardimlarini esirgemeyen Dog. Dr. Hasan Caglar UGUR’a,
immiinositokimya yontemini 6grenmemde yardimei olan Prof. Dr. Aykut OZKUL’a,
akim sitometri analizlerinde yardime1 olan Ogr.Gor. Dr. Hande CANPINAR’a, Tibbi
Biyoloji Anabilim Dali’'nda gorev yapan tiim hocalarima, tezin istatistiksel
analizlerini yapan, degerlendiren manevi kardesim, dostum Uzm. Dr. Derya
OZTUNA’ya, tez siiresince destekleriyle her zaman yanimda olan Tibbi Biyoloji
Anabilim Dali ve Biyoistatistik Anabilim Dali ¢alisanlarina en ig¢ten duygularimla
tesekkiir eder, saygilarimi sunarim.

Egitimimin her asamasinda sonsuz sevgi, anlayis ve sabirla bana destek olan sevgili
aileme, akademik yasama katilmamda bana destek olan ve karsilastigim her konuda
destegini gordiigiim manevi babam Prof. Dr. Mehmet KOYUNCU’ya, anlayisi ve
sevgisiyle hayattaki en biiylik destek¢im olan sevgili esime ve en biiyiik doktora
tezim, seving ve umut kaynagim kizim Ipek’e sonsuz tesekkiir ederim.
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1.GIRIS

1.1. Sinir Sistemi Hiicreleri

Sinir sistemi, merkezi sinir sistemi (MSS) ve periferik sinir sistemi (PSS) olarak iki
kisimdan olusur. PSS, viicudun dis bolge alicisi gibi islev goren, disaridan alinan
duyu bilgilerini MSS’ne tasiyan ve bu bilgilere verilecek cevabi ilgili dokulara
gotiiren sinir agindan olusur. Sinir sistemi hiicreleri genel olarak “Noéron” ve “Glia”
hiicresi olarak 2 gruba ayrilir. Sinir sisteminde hiicrelerin %10’unu néronlar ve
%90 nin1 glia’lar olusturmaktadir (Verkhratsky ve Butt, 2007). Glia ismi, yunanca
“Gli” kelimesinden koken almistir, yapiskan, yapiskan goriiniimli ve tutkal
anlamlarina gelmektedir. (Azevedo ve ark, 2009) Bu kelime, ilk kez 1858 yilinda
patolog Rudolf Ludwig Karl Virchow tarafindan sinir macunu anlaminda

kullanilmistir (Verkhratsky ve Butt, 2007).

Glia hiicreleri evrimsel a¢idan korunmustur, farkli formda da olsalar
omurgasizlardan insanlara kadar tiim canlilarda bulunmaktadir. Canlilarin sahip
oldugu glia hiicre miktar1 kendi fiziksel biiyiikliikleriyle orantilidir. Kiigiik iplik
kurdunda birkag tane glia hiicresi bulunurken, beyin hiicrelerinin meyve sineginde
%25°1, farede %651, insanda %90°1 ve filde %97’sinin glia hiicresi oldugu
bildirilmistir (Allen ve Barres, 2009). Organizmanin gelisim diizeyi arttik¢ca glia

hiicrelerinin ¢esidi, orani, fonksiyonu ve organizma i¢in gerekliligi artmaktadir.

Sinir sisteminde 6nemli fonksiyonlar1 olan glia hiicreleri ndronlarin cevresinde
yerlesiktir. Genel olarak bu hiicreler, noronlara fiziksel destek saglanmasinda, besin
ve oksijen temininde, noronal iletisimde, patojenlerin yok edilmesinde ve &len

ndronlarin temizlenmesinde gorev almaktadir (Barres, 2008).

Glia hiicreleri bir ¢ok a¢idan noéronlardan farklidir. Glia hiicreleri, uyarilara karsi
aksiyon potansiyeli olusturamazken, néronlarin uyarilara karsi aksiyon potansiyeli

olusturabilmesi, glial hiicrelerin mitotik, néronlarin ise post mitotik olmasi en



belirgin iki farkliliktir (Herrup ve Yang, 2007; Allen ve Barres, 2009). Bu hiicrelerin
tek ortak ozelligi ise her ikisinin de ektodermden (mikroglia hari¢) gelismesidir
(Allen ve Barres, 2009). Embriyogenezin ilk asamalarinda, akson ve dendrit gelisimi
icin cesitli molekiiller tireten glia hiicreleri, néron goé¢ siirecinin idaresini de
saglamaktadir (Verkhratsky ve Butt, 2007). Ayrica, glialar, embriyonik gelisim
stirecinde noronlarin dogru lokalizasyonda yerlesimine rehberlik ederler (Allen ve
Barres, 2009). Glia hiicrelerinin dinamik yapisi, plastisitesi diger hiicrelerden
farklidir. Bunlarin néronlara gore daha esnek bir hiicre hiicre ve hiicre matriks iligkisi
vardir. Bu 6zellik onlara, MSS icerisinde kemokin sinyallerine gore go¢ kabiliyeti

saglamaktadir (Van Noort, 2006).

1.1.1. Glia Hiicrelerinin Siniflandirilmasi

Glia hiicreleri, morfolojilerine, fonksiyonlarina ve sinir sitemindeki yerlesimlerine
gore siiflandirilmaktadir (Sekil 1.1) (Verkhratsky ve Butt, 2007). Genel olarak bu
hiicreler, MSS ve PSS’de yer alan glial hiicreler olarak ayrildiginda, MSS’de yer alan
hiicreler “Makroglia” ve “Mikroglia”, PSS’de yer alan glia hiicreler ise “Schwann
hiicreleri” olarak adlandirilir. Makroglia hiicreleri, MSS’de yer alan glia hiicrelerinin
%85-90’nin1, mikroglialar ise %10-15’ini olusturmaktadir. Ayrica embriyonik kéken
acisindan bakildiginda mikroglialar hari¢ ¢ogu glia, embriyonal gelisim sirasinda
ektodermal dokudan gelismektedir. Mikroglialar ise hematopoietik hiicrelerden
koken almistir. MSS’de yer alan glia hiicrelerinden oligodendrosit, ependimal ve
astrositler noral tliptin ventrikiiler zonundan gelisirken, PSS’de yer alan shwann

hiicreleri ve satellit hiicreleri noral krestten gelisir.



Sinir Sistemi Hiicreleri

Noronlar Glia
(~%10) (~%90)
MSS PSS

Makroglia Mikroglia Schwann

(~%85-90) (~%10-15) Hiicreleri
Astrositler Ependimal

(~%80) Hiicreler (~%)5)
v
Oligodendrositler
(~%10)

Sekil 1.1. Sinir sistemi hiicrelerinin siniflandirilmasi (Verkhratsky ve Butt, 2007)

1.1.1.1. Makroglialar

MSS’deki glial hiicreler “makroglia™ veya “noroglia” olarak tanimlanir ve bu terim
astrositleri (%80), oligodendrositleri (%15) ve ependimal hiicreleri (%5) kapsar

(Verkhratsky ve Butt, 2007).

1.1.1.1.1. Astrositler

Astrositler (Astroglia) makroglialarin en biiytik grubunu ve fonksiyonel agidan
MSS’nin en 6nemli grubunu olusturur. Protoplazmik ve fibroz olmak tizere iki tip
astrosit vardir. Bu iki tip astrositin morfolojik farkliliklarina ragmen gorevleri
benzerlik gosterir. Protoplazmik astrositler, kisa ve kalin yapilariyla ¢okca dallanma
gosterirler ve tipik olarak gri maddede yer alirlar. Bunlar néronlarin hiicre govdesiyle
ve sinaptik bolgelerle iliskilidir. Ayrica, gri maddedeki protoplazmik astrositler
birbirlerinden farklilik gosterebilir. Beyin ile ilgili bir ¢ok 6nemli siiregte fonksiyonel

olan astrositlerin ayni beyin bolgesinde bile birbirlerinden morfolojik olarak



farkliliklar igermesi beklenen bir durumdur (Barres, 2008). Fibroz astrositler ise uzun
ve ince yapida olup, az dallanma gosterirler ve yaygin olarak beyaz maddede yer
alirlar. Fibroz astrositler néronlarin aksonlariyla iligkilidir (Verkhratsky ve Butt,
2007; Allen ve Barres, 2009). Astrositlerin gelisim ve yetiskin donemde beyin
fonksiyonlarinda ve bilgi silirecinde 6nemli role sahip oldugu bildirilmistir
(Sofroniew ve Vinters, 2010; Allen ve Barres, 2009). Astrositler beyinde
homeostazisi saglayan temel hiicrelerdir ve birbirlerine oluklu baglantilarlarla
baglidirlar. Astrositlerin sinir sistemi i¢indeki sorumluluklarina iliskin bilgiler
asagida ozetlenmistir.
Astrositlerin fonksiyonlari

- Akson gelisimi boyunca néronlarin dogru yerlesimi i¢in rehberlik yaparlar.

- Noronlarla dogrudan ve ¢ift yonlii iliski kurarak ve bazi faktorler salarak hem
presinaptik hem de post sinaptik stireci diizenlenlerler. Astrositler binlerce
sinaptik bolge ile baglanti kurabilir ve bu bolgelerde iki néron ucuyla
baglantili olarak bulunabilirler. Astrositler tizerinde bir ¢ok nérotransmitter
reseptor bulunmaktadir. Bir néronun presinaptik ucundan bir nérotransmitter
salindiginda astrositik reseptdrlerin de aktive oldugu, hiicre i¢i Ca’™
(Kalsiyum) iyonunun arttign ve Ca' sinyal yolagmin aktive oldugu
dustinilmektedir. Aktive olan astrositler, ATP (Adenozin trifosfat) gibi
maddeler {iireterek nodronal aktiviteyi ya arttirir veya azaltirlar. Ayrica,
astrositler c¢esitli proteinler salarak sinaps olusumunu kontrol eder,
presinaptik fonksiyonu diizenler ve postsinaptik cevabi ayarlar (Sofroniew ve
Vinters, 2010).

- Hiicreler arasi alanda norotransmitter ve K (Potasyum) gibi bazi iyonlarin
diizeylerini kontrol ederler (Barres, 2008).

- Astrositler, bir ¢cok norotransmitter eksprese edebilmenin yanisira, bilinen ve
bilinmeyen bir ¢ok noroaktif madde salinimi yaparlar. Bu maddelerin
cogunun fonksiyonuna iliskin bilgiler gizemini korusa da néronlarin
yasamina, kan akisina, sinapslarin gelisimine ve fonksiyonunun kontrol
edilmesine yardimci oldugu bilinmektedir (Barres, 2008).

- Sinaptik iletim sirasinda salinan norotransmitterlerin  tekrar dongliye

katilmalarini saglayarak sinir iletimini desteklerler.



- Noronlarin ¢evresindeki asir1 iyonlarin 6zellikle potasyumun kaldirilarak
iyonik dengenin korunmasinda gorev alirlar.

- Aksonlarin yalittminda gorev alirlar (Allen ve Barres, 2009).

- Cesitli maddeler salarak damar genislemesinin ve daraltilmasinin
diizenlenmesinde gorev alirlar. Kan damarlar1 ve noéronlarla yakin iligki
kurarlar ve bu sayede kan akisini kontrol ederler (Sekil 1.2). Artmis néronal
aktiviteye cevaben, astrositler, kan damarlarina sinyaller ileterek bolgesel kan
akisinda artisa neden olurlar. Boylece ilgili bolgeye besin ve oksijen
saglanmig olur (Allen ve Barres, 2009).

- Astrositler glukozu laktata cevirirler. Noronlara aktarilan laktat priivata
dontstiiriilerek enerji elde edilir (Allen ve Barres, 2009; Sofroniew ve
Vinters, 2010)

- Ayrica, astrositlerin kan beyin bariyerinin yap1 tast olduguna iligkin giincel

teoriler vardir (Sofroniew ve Vinters, 2010).

1.1.1.1.2. Oligodendrositler

Oligodendrositler, astrositlerin %15’ini olusturmaktadir. Bu hiicreler, MSS’de
aksonlar1 orten, lipitten zengin kilifin hammaddesi myelini {iretirler. Myelinizasyon
akson tlizerindeki iyon kanallarinin kiimelesmesine neden olur ve boylece sinir iletim
hiz1 arttirilir. Oligodendrositlerin hasari, myelizasyonun bozulmasina ve dolayisiyla
multipl skleroz ve kalitsal noropati gibi hastaliklarin gelismesine neden olur (Allen
ve Barres, 2009). Ayrica, oligodendrositlerin, sinaps olusumunu da katki sagladigi

belirtilmektedir (Verkhratsky ve Butt, 2007).



Oligodendrositler
alkronlarn etrafina
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Presinapitik | Postsinaptik
ternuinal Fiermdnal
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Sekil 1.2. Glia-noron iligkisinin gosterimi (Allen ve Barres, 2009).

1.1.1.1.3. Ependimal hiicreler

Ependimosit olarak adlandirilan ependimal hiicreler, MSS oyuklarint doldururlar ve
ventrikiil duvarlarinin diizenlenmesinde gorev alirlar. Bu hiicreler, beyin omurilik
stvisini Uretir ve bunun salimimini yapar. Ependimal hiicreler, spinal kord ve beynin
serebrospinal s1vi dolu ventrikiiler sistem duvarlarinda dizili hiicrelerdir. Bu hiicreler,
serebrospinal sivi ve MSS arasinda ayrici tabaka gorevi goriir, iki kisim arasinda
madde aligverisini, CSF’in {iretimi ve hareketini saglar (Verkhratsky ve Butt, 2007;
Allen ve Barres 2009). Sekil 1.1°de yer almayan ancak glia siniflandirilmalarinda yer

alan diger bir makroglia hiicre tipi de Radyal Glia hiicreleridir.



1.1.1.1.4. Radyal Glia

Norogenezin baslamasindan sonra noroepitel hiicrelerden meydana gelirler. Ancak,
bu hiicrelerin farklilasma potansiyelleri noroepitellere gore duigiiktiir. Radyal glia
hiicreleri, gelisen sinir sisteminde, néron gociinde ve néronal progenitor olarak gorev
yapar. Noronlar yerlesimini tamamladiktan sonra radyal glia hiicreleri kortikal
astrositlere dontiistir (Allen ve Barres, 2009). Olgun beyinde, beyincik ve retinada
radyal glial hiicreler bulunur. Beyincikte bulunan radyal hiicreler “Bergmann Glia
Hiicreleri” olarak adlandirilir ve sinaptik plastisiteyi diizenlerler. Retinada bulunan
radial glia hiicreleri “Miiller hiicreleridir” ve bunlar néronlarin iki yonli iletisimine

katilirlar (Barres, 2008).

1.1.1.2. Mikroglia

Mikroglialar, mezodermden gelisen dolayisiyla néronal kokenli olmayan, heterojen
sekilli ve diktortgene benzer niikleuslar1 olan hiicrelerdir. Bunlar, makroglialara gore
daha kiiciiktiirler. Mikroglialar, erken gelisim doneminde beyne yerlesen,
hematopoietik kokenli makrofajlardan koken almis, fagosit olarak davranan, gog
edebilen ve biiylik oranda kendini yenileme kapasitesine sahip olan hiicrelerdir
(Barres, 2008). Mikroglialar, MSS hiicrelerinin %10-15’ini olusturur. Beynin
parankimasinda yerlesik olan bu hiicreler, beyin igerisindeki hasar ve benzeri
degisimlerle dis ¢evreden gelen sinyalleri algilayan sensor gibi hareket ederler.
Mikroglialar beyni hasar ve enfeksiyon agisindan inceler, hasar meydana geldiginde
hemen ¢ogalir ve olii hiicreleri yok ederler. Noronlarla siirekli iletisim halinde olan
bu hiicrelerin fagositik yetenegi normal immiin sistem makrofajlar1 kadar {istiin
degildir (Davalos ve ark., 2005). Mikroglialar, gelisim sirasinda uygun olmayan
sinaptik olusumlar1 kaldirarak sinaptik yeniden diizenlenmeyi ve ndronal agin
sekillenmesini saglarlar (Hanish ve Kettenmann, 2007). Bu hiicrelerin bir ¢ok
norodejeneratif hastalikta aktif hale gectigi bildirilmistir. Ancak, aktif mikroglialarin
hastaliklarin siirecine nasil katki sagladigi tam bilinmemektedir (Allen ve Barres,

2009).



1.1.1.3. Shwann Hiicreleri

PSS’de yer alan glia hiicreleri tipki oligodendrositler gibi néron aksonlarinin
myelinizasyonundan sorumludur. Sinaps olusumunu da indiikledigi belirtilen bu
hiicreler fagositik aktivite gosterirler. PSS de yer alan diger bir 6nemli hiicre tipi de

satellit hiicreleridir (Allen ve Barres, 2009).

1.1.1.3.1. Satellit Hiicreleri

Bu hiicreler, sensor, simpatik ve parasimpatik gangliada noronlarin etrafinda yer
alan, noronlara destek olan ve kimyasal ¢evrenin diizenlenmesinde rol alan kiigiik
hiicrelerdir. ~ Satellit hiicreler birbirlerine, astrositler gibi oluklu baglantilarla
baghdirlar. Bu hiicreler, beyin hasarina ve inflamasyona duyarlidirlar, agr1 gibi

patolojik durumlara katilirlar (Verkhratsky ve Butt, 2007).

1.1.2. Glia Hiicreler ve Hastaliklar

Beyin hiicre populasyonunun biiyiik bir kismini glial hiicreler olusturdugu i¢in bu
hiicrelerin beyin ile ilgili her tiirlii hastaligin (glioma, travmatik beyin hasari, felg,
omurilik hasari, epilepsi, alzheimer, parkinson, down sendromu, otizm, vb.,)
patogenezinde yer almast beklenen bir durumdur (Sofroniew ve Vinters, 2010). Glia
hiicrelerinin beyinle ilgili hastaliklarda merkezi rol oynadigi ancak onlarin bu tam
olarak aydinlatilamamis rollerinin ihmal edildigi de belirtmektedir (Barres, 2008).
Glialar bir ¢ok noronal hastaligin gelisimine yardimei olabildigi gibi engel de
olabilir. Omurilik hasar1 sonrasinda astrositler glial bag doku olusturarak aksonlarin
yeniden rejenerasyonunu engellerler. No6rodejeneratif hastaliklardan biri olan
amiyotrofik lateral sklerozda astrositler motor néronlar1 6ldiiren toksik bir molekiil
salgilarlar. Otoimmiin hastalikalarda hedef hiicreler oligodendrositlerdir ve bu
nedenle bu tiir hastaliklarda myelinizasyon kaybi temel etken faktordiir. Ayrica,

klinik depresyonda da myelinizasyon kaybinin saptandigi bildirilmistir. Astrositlerin



neden oldugu en sik hastaliklarin basinda “glioma” olarak adlandirilan beyin

tiimorleri gelmektedir (Allen ve Barres, 2009; Sofroniew ve Vinters, 2010).

1.2. Beyin Tiimorleri

Beyin tiimorleri tiim kanserlerin %1,5’inden ve kansere bagl 6liimlerin %2’sinden
sorumludur. Arastirmalar, yillar i¢cinde santral sinir sistemi timorlerinin sikliginda
hizli bir artis oldugunu gostermektedir (Blumenthal ve Schulman, 2005; Lee ve ark.,
2010). Boyle bir sonucun ortaya g¢ikmasinda, kansere neden olan faktérlerin
artmasinin yanisira (Blumenthal ve Schulman, 2005) beyin tiimdrlerinin tanisini
kolaylastiracak gelismelerin (bilgisayarli tomografi ve manyetik rezonans gibi)
yayginlagsmasinin rol oynayabilecegi belirtilmistir (Loiseau ve ark., 2009; Lee ve
ark., 2010). Beyin tiimorlerinin olusumuna neden olan etken veya etkenler tam
olarak belirlenememistir. Ancak diger kanserlerde oldugu gibi bazi ¢evresel faktorler
var olsa da beyin tiimérleri i¢in radyasyon en 6nemli faktor olarak gosterilmistir
(Prasad ve Haas-Kogan, 2009; Losieau ve ark., 2009). Ayrica, son yillarda cep
telefonu kullaniminin beyin tiimorlerinin artigina katki sagladigi sonucuna varilmistir

(Khurana ve ark., 2009).

Intrakranial tiimor cesidi oldukca fazladir ve herkes tarafindan kabul gormiis bir
siiflandirma gerceklestirmek zordur. Giinlimiizde siniflandirma genel olarak
patolojiye gore yapilmaktadir (Cizelge 1.1) (Louis ve ark., 2007; Tatter, 2010).
Santral sinir sistemi timorleri yirmili yaslardan 70 yasina kadar giderek artan bir
siklik gostererir ve sonrasinda azalir. Hemen hemen tiim yas gruplarinda erkeklerde

kadinlara gore biraz daha fazla goriildiigli saptanmistir (Sarkar ve ark., 2009).
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Cizelge 1.1. MSS tiimorlerinin genel siniflandirilmasi (Louis ve ark., 2007; Tatter, 2010)

MSS Tiimérleri
Astrositik Ttimorler 1-  Astrositom (Derece I)
2-  Anaplastik Astrositom (Derece II)
3- Glioblastoma Multiforme (Derece I1I)
4-  Pilositik Astrositom (Derece I)
Oligodendroglial Ttimorler 1- Oligodendroglioma (Derece II)
2- Anaplastik Dendroglioma (Derece 111)
Epandimal Ttimorler 1- Epandimoma (Derece II)

2-  Anaplastik Epandimoma (Derece I1I)
3- Miksopapillar Ependimoma (Derece I11)
4- Subependimoma (Derece )

Karigik Gliomlar 1- Karisik oligoastrositom (Derece 1)
2-  Anaplastik oligoastrositom (Derece I1I)
3- Digerleri (Ependimo-astrositom, vb.)

Noroepiteliyal ~— belirsiz ~ kokenli 1- Polar spongioblastoma (Derece 1V)
tiimorler 2- Astroblastoma (Derece V)

3- Gliomatosis serebri (Derece V)
Koroid Pleksus Tiimorler 1- Koroid pleksus papilloma

2- Koroid pleksus karsinoma
Noronal ve karigik noronal tiimorler 1- Gangliositoma

2-  Serebellum displastik gangliostomasi
3- Ganglioglioma

4-  Anaplastik ganglioglioma

5- Desmoplastik infantile ganglioglioma
6- Merkezi norositoma

7- Disembriyoplastik noroepiteliyal tumor
8-  Olfaktor noroblastoma

Pineal Parankim tiimorler 1- Pineositoma
2- Pineoblastoma
3- Karisik pineositoma/pineoblastoma

Embriyonal tiimorler 1- Medullaepiteliyoma
2-  Multipotent bagkalagmig primitive noroektodermal
tiimorler

3- Noroblastoma
4- Retinoblastoma
5- Epandimoblastoma

Diger MSS tiimorleri 1- Sellar bolge tiimorleri
2- Hematopoietik tiimorler
3-  Germ hiicre tiimorleri, vb.

Intrakranial tiimorler tiim primer MSS tiimérlerinin %85-90ini olusturur (Levin ve
ark., 2001). Tiumorler primer veya sekonder beyin tiimorii olarak siniflandirilir.
Primer intrakranial tiimorler kafa icerisinde bulunan glial dokudan, noronlardan,
meninkslerden, damarlardan veya endokrin hiicrelerden kaynaklanabilir.
Yetiskinlerde saptanan en yaygin primer beyin tiimorii gliom’lardir. Diinya Saglik
Orgiitii (DSO)’niin morfolojik ozelliklerine gore yaptigi son smiflandirmasinda

gliomlar destekleyici glial dokudan koken alan néroepitelyal tiimdrler olup astrositik,
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oligodendroglial, oligoastrositik ve ependimomlar olmak iizere 4 gruba ayrilmaktadir

(Cizelge 1.2) (Sarkar ve ark., 2009).

Cizelge 1.2. Glioma smiflandirilmasi (Sarkar ve ark., 2009)

. . . - Beyin tiimorleri Cinsiyet
Glioma Tipi Derece Isim icindeki sikhg1 Yas (E:K)
Pilositik astrositom % 5-6 <20 1:1
I Subependimal dev o .
hiicreli astrositom 0 | 2-20 Esit
Asrositik 1l ggfuzii“glhre %10-15 30-40  1,18:1
Timorler A 01 (t)'k
I A‘Sl;f);folm %10-15 45-50  1,1:1
v ﬁé‘fﬁﬁiﬁna %12-15 4575 126:1
- - 5 - -
Oligodendroglial 11 gllgolcie?cll(roglloma %2.5 40-45 1,1:1
Timorler 11 naplastix %1.2 45-50 1,101
Oligodendroglioma
: : ) _ .
Oligoastrositik 11 ghgolewttr'cllsnoma %1.8 35-45 1,3:1
Timorler 1 naplasti %] 40-45  1,15:1
Oligoastrositoma
I Subependimoma %0.7 50-60  2,3:1
Miksopapiller %0.3 2035 22:1
Ependimal P =16
Ttimorler 11 Ependimoma %4.7 30-40 1:1
1 Anaplastik %l <16 11
Ependimoma

Astrositomlar tiim glial tiimorlerin %80-85’ini olustururlar (Weil, 2006). Bu sisteme
gore astrositomlar histopatolojik goriintimlerine goére 4 dereceye ayrilmaktadir
(Kleithues ve ark., 1993). Derece artisiyla damarlanma, mitoz 6zellikleri ile
karakterize biiylime potansiyelinde artis ve prognoz bakimindan giderek kotiilesme
s6z konusudur. Derece 1 astrositomlar, iyi farklilasmis gliomlardir ve bu terim
pilositik astrositomlar, subependimal dev hiicreli astrositomlar, pleomorfik
ksantoastrositomlar i¢in kullanilir. Derece 2 astrositomlar, diffiiz astrositomlar olarak
ta adlandirilirlar. Anaplastik astrositomlar (AA) derece 3 diizeyindeki astrositik
tiimorler olup malin astrositom veya yiiksek dereceli astrositom olarak ta bilinirler.
Glioblastoma Multiforme (GBM) derece 4 astrositom olup, en malin astrositik
timordiir (Kleihues ve ark., 2007). Bu tiimoérlerin goriilme yasi ve sikhifi
birbirlerinden farklidir. Son 15-20 yilda primer beyin tiimdorlerinin goériilme oraninin
arttigi belirtilmistir (Blumenthal ve Schulman, 2005). Tiim primer beyin tiimérlerinin

yaklasik olarak %38’ini anaplastik astrositomlar ve GBM olusturur (Levin ve ark.,
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2001). MSS tiimorleri i¢inde, 15 yasina kadar goriilen primer tiimorlerin yaklagik
%40-45°ni, erigkin yas grubunda ise %50-60’n1 astrositer kokenli tiimorler
olusturmaktadir (Giles ve Gonzales, 2001). Bu tez c¢alismasinda GBM tanist almis

hastalara ait 6rnekler ve GBM hiicre dizileri kullanilmistir.

1.2.1. Glioblastoma Multiforme

GBM eriskinlerde goriilen en sik (ortalama her yiizbinde 5 olgu) ve en malin beyin
tiimori olup (Rosell ve ark., 2008), tiim intrakranial tiimorlerin %12-15"ini ve tim
astrositik tiimorlerin %50-60"1m1 olusturur (Levin ve ark., 2001; Kleihues ve ark.,
2007; Sathornsumetee S ve Rich, 2008). GBM, nekroz ve vaskiiler proliferasyon
ozelliklerine gore derece IV astrositom olarak tanimlanmistir. Her yasta goriilebilir,
ancak olgular en sik 45-75 yas arasindadir. Cogukluk yaslarinda goriilmeleri nadirdir.

Erkek/kadin oran1 1,5/1 civarindadir (Iacob ve Dinca., 2009).

GBM gelisimine neden olan risk faktorii veya faktorleri radyasyon haricinde tam
olarak belli degildir. Ancak genel olarak GBM etkenleri arasinda sigara,
elektromanyetik dalgalar, alerji, viral enfeksiyon (Krex ve ark., 2007) ve genetik
yatkinlik gosterilmektedir (Blumenthal ve Schulman, 2005). Ayrica, ailesel bir takim
hastaliklarin (n6rofibramatozis, tiiberoz skleroz, Turkot sendromu, Li-Fraumeni
sendromu) GBM’le birliktelik gosterdigi belirtilmistir (Blumenthal ve Schulman,
2005; Adamson ve ark., 2009).

GBM primer (de novo) ve sekonder olarak iki gruba ayrilir. GBM’lerin %90°1 primer
GBM, %]10’u ise sekonder GBM olarak tanimlanir. Primer GBM’ler glial oncii
hiicrelerden direkt gelisen ve ilk histopatolojik incelemede glioblastoma tanisi
konulan tiimoérlerdir. Hizli gelistikleri ic¢in ilk 3 ay ic¢inde klinik belirti verirler.
Primer GBM’lerin oncesinde diisiik dereceli (derece I ve III) gliom dykiisii yoktur
ancak sekonder GBM’ler duisiik dereceli gliomlardan sekonder olarak gelisir. Bu
nedenle primer GBM’ler (60 yas) sekondere gore (30-40 yas) yash insanlarda daha

fazla gorilmektedir (Durmaz ve Vural, 2007). Diisiik dereceli astrositomlarin
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glioblastoma doniismesi i¢in gecmesi gereken siire ortamla 45 yildir (Krakstad ve
Chekenya, 2010). Primer ve sekonder GBM, morfolojik olarak ayrit edilemez, her
ikisi de hasta yasi dikkate alinmadiginda kot prognoza sahiptir (Sarkar ve ark.,

2009).

GBM, baglica serebral hemisferlerde yerlesim gosteren infiltran tlimorlerdir
(Kleihues ve ark., 2007; DeAngelis, 2001). En sik tuttugu lokalizasyon frontal, en az
tuttugu lokalizasyon ise oksipital lob’dur. Glioblastomalar makroskopik incelemede
cevre normal dokudan iyi smnirlarla ayrilmasina ragmen mikroskopik olarak
incelendiginde kitleden uzakta normal doku i¢ine infiltrasyon gostermektedir (Louis
ve ark., 2007). Yiiksek derecede invaziv tiimor olduklarindan tiimoriin ¢evresindeki
normal beyin dokusunda 6deme ve ekspansiyona neden olurlar (Rosell ve ark.,

2008).

Glioblastoma multiforme’nin neden oldugu semptom ve belirtilerin ¢ogu hizh
biiyltimekte olan tlimoére, ¢evresinde yaptigi 6deme, obstritksiyona ve artmis kafa ici
basincina baglhidir. En yaygin belirtileri bas agrisi, bulanti kusma, epileptik nobetler,
noromotor fonksiyon kaybi ve mental degisikliklerdir. Tutulan tiimor
lokalizasyonuna bagli fokal bulgular da olusabilir (Krakstad ve Chekenya, 2010).
GBM, tedavisi gii¢ kanserlerden biridir, yiiksek morbidite ve mortalite 6zelliklerine
sahiptir. GBM’in kiiratif tedavisi yoktur (Rosell ve ark., 2008). Hastalarin yasam
stiresi, en gelismis tedavi uygulamalarina ragmen ortalama 14.6 aydir (Krakstad ve
Chekenya, 2010). Hastalarin %10’luk bir kisminin 2 yillik yasam siiresine
ulagabildigi bilinmektedir. Bugiin uygulanan standart tedavi bigimleri cerrahi,
radyoterapi ve kemoterapidir (Adamson ve ark., 2009; Omay ve Vogelbaum, 2009).
Bu tedavi bigimleri tek baslarina yeterli degildir. Bu nedenle {i¢ tedavi yaklasiminin
da uygulanmasi tercih edilmektedir. GBM giincel tedavi modeli, miimkiin olan en
genis cerrahi rezeksiyon sonrasinda adjuvant radyoterapi ve uygun olan hastalarda

kemoterapi uygulamasidir (Rosell ve ark., 2008).
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1.2.1.1. GBM’in Genetik Ozellikleri

Tim kanserlerde oldugu gibi GBM dokusuna ait timor hiicrelerinde de yasam
sinyallerinin aktivasyonunda artis, anjiyogenez, kontrolsiiz ¢ogalma, doku invazyonu
yapabilme ve apoptoza diren¢ gelisimi goriilmektedir. GBM’in genetik yapisi
heterojendir. Aym1 tiimor dokusunda ve farkli hastalara ait tiimor orneklerinde
genetik yapinin degistigi ve bu yiizden hastaligin “multiform” olarak isimlendirildigi
bildirilmektedir (Adamson ve ark., 2009; Krakstad ve Chekenya, 2010). Primer ve
sekonder GBM dokular1 arasinda klinik ve sitogenetik farklilik vardir

(Sathornsumetee ve Rich, 2008).

Sekonder GBM’de platelet kokenli biiyime faktorii reseptorii A (PDGFRA),
PDGFRA ligand1 ve tiimor baskilayict protein 53 (TP53,) genlerinde cesitli genetik
degisiklikler saptanmistir. Ayrica, pl6INK4A, retinoblastom yatkinlik lokusu protein 1
(pRB1,) genlerinde mutasyonlar, siklin bagimli kinaz 4/6 (CDK) ve insan double
minute 2 (HDM2) genlerinin amplifikasyonu, kromozom 10 delesyonlar sekonder
GBM’de saptanmis genetik degisikliklerdir (Sathornsumetee ve Rich, 2008; Sarkar
ve ark., 2009). Son yillarda, oksidatif strese karsi korunmada yer alan izositrat
dehidrogenaz 1 (IDH1) geninde de mutasyonlarin var oldugu belirtilmektedir
(Krakstad ve Chekenya, 2010).

Primer GBM’de ise epidermal biiylime faktorii reseptorii (EGFR), siklin bagiml
kinaz inhibitérii 2 (CDKN2A) genlerindeki mutasyonlar ve kromozom 10q23°te
heterozigosite kayb1 en sik saptanan genetik degisikliklerdir. Kromozom 10q23°te
meydana gelen heterozigosite kaybi (LOH) olgularin %60-80’inde meydana
gelmektedir ve bu bolgede bir tiimor baskilayict gen olan fosfat ve tensin homolog

(PTEN) geni bulunmaktadir (Krakstad ve Chekenya, 2010).

Primer GBM i¢in EGFR amplifikasyonu, sekonder GBM i¢inse TP53 mutasyonu
karakteristik genetik degisikliklerdir (Sathornsumetee ve Rich, 2008). Parsons ve
ark. (2008), GBM olgularinda yaptiklar1 genom analizinde en sik degisen genleri
TP53 (%40), EGFR (%37) ve PTEN (%30) olarak bildirmistir (Parsons ve ark.,
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2008). Ancak bu genetik degisikliklerin GBM’in tedavisi i¢in higbir prognostik
degerinin olmadig1 da bilinmektedir. Kromozom 10 kaybi, timdr baskilayict PTEN
gen delesyonu, primer ve sekonder GBM’de saptanan ortak genetik degisikliklerdir.
Ancak bu smiflandirmanin kesin sinirlar1 yoktur. Bu nedenle, her iki tip GBM’de de
TP53 mutasyonu ve CDK4 amplifikasyonu gibi genetik degisikliklere rastlanabilir
(Sathornsumetee ve Rich, 2008; Sarkar C ve ark., 2009). Diisiik dereceli beyin
tiimorlerinden GBM’e kadar olan genetik degisiklikler Sekil 1.3’de 6zetlenmistir.

GBM hiicrelerinde saptanan ve canlilif1 tetikleyen en 6nemli yolak fosfatidilinositol
3 kinaz (PI3K) yolagidir. Cesitli tirozin kinaz reseptorlerinin (EGFR, PDGFR gibi)
bliylime faktorleriyle aktivasyonu sonucu PI3K/Protein Kinaze B (PKB, AKT)
yolag: aktiflesir ve niikleer faktér kB (NFkB) araciligiyla yasami ve proliferasyonu
diizenleyen genlerin aktivasyonu saglanir. PTEN bu yolagi bloke edebilir ancak
GBM’de saptanan PTEN mutasyonunun bu yolag1 inaktive etmedigi belirtilmektedir.
Tirozin kinazlarin aktivasyonu sonucu tetiklenen diger bir yol ise Ras onkogeni
araciligiyla mitojen aktive edici protein kinaz (MAPK) yolagidir. Bu yolagin
aktivasyonu da, glia hiicresinde yasam ve biiyimeyi kontrol eden genlerin
ekspresyonunu saglayan transkripsiyon faktorlerinin aktivasyonunu tetikler. GBM’de
bu sinyallerin aktivasyonuna neden olan tirozin kinaz reseptorlerinde mutasyon
meydana gelmesi sinyal yolaklarinin kontrolsiiz aktivasyonuna neden olmaktadir. Bu
yolagin basinda yer alan kinazlar1 inhibe etmek i¢in inhibit6rlerin ve monoklonal
antikorlarin kullanilmasi GBM’de alternatif bir tedavi yontemidir. Bu ylizden, EGFR
inhibitorleri (erlotinib, gefitinib) ve Akt inhibitorleri  (perifosine) ile ilgili
calismalarla, yasam sinyallerinin diger iiyeleri i¢in inhibitdr kullanimini gelistirme

calismalar1 devam etmektedir (Krakstad ve Chekenya, 2010).
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Glioblastoma Multiforme

Sekil 1.3. Primer ve seonder GBM gelismesinde meydana gelen genetik degisiklikler (Sathornsumetee
ve Rich, 2008; Sarkar ve ark., 2009)

Sitogenetik yap1t bakimindan GBM olduk¢a karisiktir. Sayisal ve yapisal
kromozomal anomaliler sik goriilmektedir. Translokasyonlardan t(15;19) ve t(10;19),
kayiplardan 9p, 10p, 10q, 13q, 17p ve 19q bolglerindeki kayiplar sik saptanan
kromozomal anomalilerdir. GBM’de genel olarak kromozomal Kkayiplarin,
kromozomal kazanimlardan daha fazla oldugu belirtilimektedir (Durmaz ve Vural,

2007).

GBM’de meydan gelen molekiiler genetik degisikliklerle klinik uygulamalar
arasinda iligki kurarak alternatif tedavi yollar1 gelistirme ¢alismalar1 biiyiik bir hizla

devam etmektedir (Khasraw ve Lasmann, 2010). Bu baglamda bir ¢cok aday genetik
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degisiklikler saptanmigtir. Kaspaz 8 ve Wnt sinyal yolagi antogonistlerinden
Dickkopf-1 (DKK-1) genlerinin metilasyonu, akciger kanseri f—katenin geni (BLU),
EGFR ve PTEN genlerindeki mutasyonlar, insiilin biiyiime faktérii baglanma
proteini (IGFRBP), norofilin-1 ve endoplazmik retikulum stres sinyalinde yer alan
glikoz diizenleyici protein 78 (GRP78) genlerinin asir1 ekspresyonlart bunlardan
bazilaridir (Rosell ~ ve ark., 2008). GBM’de meydana gelen ve tedaviyle
iliskilendirilen en 6nemli genetik degisikiklik O®-Metilguanin- DNA-Metiltransferaz
(MGMT) isimli tamir enziminin metilasyonudur. Tim GBM'’lerin ortalama
%45’inde ve primer GBM’lerin ise %36’sinda MGMT metilasyonu saptanmigtir
(Nakamura ve ark., 2001). GBM tedavisinde MGMT metilasyonunun tedavinin
basar1 seyrini dogrudan etkiledigi pek c¢ok ¢alismada bildirilmistir. Bu yiizden
MGMT metilasyonu GBM tedavisinde belirte¢ olarak gosterilmektedir (Hegi ve ark.,
2005; Rosell ve ark., 2008).

1.2.1.2. GBM Tedavisi

1.2.1.2.1. GBM Tedavisinde Cerrahi

GBM cerrahisinin amaci, ndorolojik harabiyete neden olmadan tiimoriin
cikartilmasidir (Levin ve ark., 2001). Cerrahi, tiim6riin boyutu ve lokalizasyonuna
gore kismi veya total rezeksiyon seklinde yapilmaktadir (Sathornsumetee ve Rich,
2008). Cerrahinin genisligi sag kalim1 arttiran ve adjuvan tedavi sonuglarini etkileyen
O6nemli bir prognostik faktoérdiir (Omay ve Vogelbaum, 2009). Ancak, GBM’in
infiltratif yapist nedeniyle timoriin tamaminin ¢ikartilmast hemen hemen
imkansizdir (Kim ve Glantz, 2006). Genis ve basarili bir cerrahi sonrasinda bile
alinamayan mikroskobik bir timor kalintisi GBM’in niiksiine neden olmaktadir.
Total cerrahi sonrasi arta kalan tomor hiicrelerinin ¢ogalmasini 6nlemek veya kismi
cerrahi sonrasi geride kalan makroskobik tiimoér parcasinin etkinligini ortadan
kaldirabilmek i¢in radyoterapi ve kemoterapi uygulanmaktadir. Ancak, bu 3 farkl
tedavi yonteminin uygulanmasina ragmen tiimor hastalarda tekrar gelismekte ve bu

hastalara ikinci bir cerrahi miidahale yapilmaktadir (Sathornsumetee ve Rich, 2008).
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1.2.1.2.2. GBM Tedavisinde Radyoterapi

GBM hastalarinda radyoterapi uygulamasinin ndorolojik yasam kalitesine ve
sagkalima katki sagladigi gosterilmistir (Omay ve Vogelbaum, 2009). Ancak
uygulama bi¢iminde birtakim farkliliklar bulunmaktadir. Radyoterapi ya tiim beyin
1sinlanmasi ya da kismi beyin 1sinlanmasi seklinde yapilmaktadir. Her iki uygulama
bi¢ciminden hangisinin {istiin oldugu konusu tartismalidir. Radyoterapide rastlanilan
en sik problem radyoterapi dozunun belirlenmesidir. Giincel radyoterapi, toplam 60
Gray (Gy)’lik dozun tiimor yatagina 6 haftada diizenli periyodlarla verilmesi
seklindedir (Smith ve ark., 2008). Ancak, uygulamada ciddi farkliliklar vardir.
Ortalama 7 Gy x 4 veya 2.5 Gy x 20 parg¢alar halinde diizenlenen radyasyonunun,
lokal veya tim beyne farkli siirelerde uygulandigi rapor edilmistir (Clarke ve ark.,

2008).

1.2.1.2.3. GBM Tedavisinde Kemoterapi

GBM’in infiltratif yapisi nedeniyle tiimdriin tamaminin cerrahiyle alinabilmesi
hemen hemen imkansizdir. Bu nedenle, primer GBM olgularinda, cerrahi sonrasi
sirastyla veya ayni anda radyoterapi ve kemoterapi uygulamasi standart tedavi
modelidir (Kim ve Glantz, 2006). Yiksek dereceli beyin tiimorlerinde
kemoradyoterapinin yalnizca radyoterapi uygulamasina gore sag kalim oranini %10
arttirdigi saptanmistir (Sathornsumetee ve Rich, 2008). Kemoterapinin sag kalim
lizerine etkisini gOsteren arastirmalara ait sonuglarin degerlendirildigi meta analiz
calismalarinda kemoterapinin sag kalimi arttirdigi kesinlik kazanmistir (Kim ve
Glantz, 2006). Bu nedenle GBM olgularinda kemoterapi uygulamasi, tedavideki
basarit oraninin arttirtlmasinda 6nemli bir basamaktir (Stupp ve ark., 2007).
Kemoterapotik maddenin se¢imi, dozu, uygulama siiresi ve hastanin genetik yapisi

kemoterapi siirecini dogrudan etkileyen unsurlardir (Hegi ve ark., 2008).

Beyin tiimoérlerinin  kemoterapstik ajanlarla tedavisinde karsilagilan sorunlarin

basinda kan beyin bariyeri gelmektedir (Stupp ve ark., 2007). Kemoterapétiklerin
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difflizyonu yavastir ve bu nedenle kan beyin bariyeri bozulmus olsa bile MSS
icerisinde yeterli doku konsantrasyonuna ulasamazlar. Beyin tiimorlerinde
kullanilacak kemoterapotiklerin kan beyin bariyerini hizli ve kolay gegebilmesi
gerekmektedir. In vitro arastirmalar, kemoterapétiklerin glioma hiicrelerinde
radyasyonun etkisini arttirdigi yoniinde bulgular sunmaktadir.  Bu nedenle
kemoterapotiklerin radyoterapi ile es zamanli uygulanmasi gerektigi bildirilmektedir
(Stupp ve ark., 2005). Ancak bu noktada, kan beyin bariyerini rahat gecebilen,

toksisitesi diisiik, yan etkisi az kemoterapdtiklerin gelistirilmesi gerekmektedir.

GBM tedavisinde alkoloidlerden vinkristin, antimetabolitlerden hidroksiiire, 6-
tioguanin, S-florourasil ve alkilasyon ajanlar1 kullanilmaktadir. (Kim ve Glantz,
2006; Marchesi ve ark, 2007). En sik kullanilan kemoterapétikler alkilasyon
ajanlaridir. Genel kanser tedavilerinde de 30 yildir kullanilan alkilasyon ajanlarinin
son yillarda, GBM tedavisinde 6zellikle tercih edildikleri goriilmektedir (Blumenthal
ve Schulman, 2005; Adamson ve ark., 2009). Alkilasyon ajanlari, Azotlu Hardallar
(Siklofosfamid, Klorambusil, Melfalan, Meklerotamin), Etileniminler (Tiotepa,
Altretamin), Nitrozotireler (Karmustin, Lomustin, Semustin, Fotemustin),
Alkilsulfonatlar (Busulfan), Trizan ve Hidrazin tiirevleri (Dakarbazin, Prokarbazin,

Temozolomid) olmak tizere 5 gruba ayrilir.

Triazin  bilesikleri  olarak  adlandirilanlar GBM’de  sik¢a  kullanilan
kemoterapotiklerdir (Kim ve Glantz, 2006). Adjuvant olarak genellikle Prokarbazin
ya da Karmustin monoterapisi veya PCV (Prokarbazin, Lomustin ve Vinkristin)
kombinasyonu kullanilmaktadir (Kim ve Glantz, 2006; Kaina ve ark., 2010). GBM
tedavisinde, Dakarbazin ve Karmustin’in yanisira son yillarda hastalarin biiyiik
cogunlugunda Temozolomid (TMZ) kullanilmaktadir (Marchesi ve ark., 2007; Kaina
ve ark., 2010).
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1.3. Alkilasyon Ajanlarmin Sitotoksik Etkisi

Alkilleyiciler, hiicredeki niikleofilik gruplara kovalent bag ile baglanirlar. Bu grup
kemoterapdotikler deoksiribo niikleik asit (DNA) bazlarina ¢esitli alkil gruplar1 [metil
(CH3), etil (C;Hs), propil (CsH7)] ekleyerek sitotoksik etkilerini gosterirler. Bunlar
DNA {izerinde gosterdikleri fonksiyon agisindan, kloroetilasyon ajanlart ve
metilasyon ajanlar1 olarak iki gruba ayrilir. Etilasyon ajanlart DNA bazlar1 {izerine
etil grubu, metilasyon ajanlar1 da metil grubu ekleyerek etkilerini gosterirler. Her iki
grubun, agirlikli olarak guaninin 6.pozisyonuna etil veya metil eklentileri olusturarak
hiicreyi apoptoza yonlendirdikleri saptanmistir (Kaina ve ark., 2010). Etilasyon
ajanlart grubunda Karmustin, Lomustin, Nimustin ve Fotemustin yer alirken,
Prokarbazin, Dakarbazin, Streptozotosin ve Temozolomid metilasyon ajanlari

grubunda yer almaktadir (Kaina ve ark., 2007).

Alkilasyon ajanlarmin olusturduklar1 baz eklentilerinin stabiliteleri birbirlerinden
farklidir. N*-metiladenin (N°MeA), N°-metilguanin (N°MeG) kolaylikla hidroliz
edilirken N'-metilguanin (N'MeG) daha uzun siire stabil kalabilir (Kaina ve ark.,
2007). O°-metilguanin (O°MeG) digerlerine gére cok daha stabil bir eklentidir.
Alkilasyon ajanlart en sik N'MeG (%80-85) ve N°MeA (%8-18) eklentileri meydana
getirir ancak bunlarin toksik etkileri kolaylikla ortadan kaldirilabilir. O°MeG,
digerlerine gore daha az oranda (%<8) meydana gelen eklenti tipi olmasina ragmen
mutajenitesi ve toksisitesi en giiclii olandir. Diger bir mutajenik lezyon O*-metiltimin
(O*MeT) ise en az (%<0.4) saptanan DNA eklentisidir (Kaina ve ark., 2007;
Marchesi ve ark., 2007). Kloroetilasyon ajanlari iginse toksisitenin atfedildigi lezyon
O°-kloroetilguanin (O°-CIG) eklentisidir (Kaina ve ark., 2010).

Alkilasyon ajanlarmin hiicrelerde olusturduklar1 toksik etki ¢ogunlukla apoptotik
hiicre oOliimiiyle sonuclanmaktadir (Sekil 1.4) (Kaina ve ark., 2010). Diger
kemoterapotik tedavilerde oldugu gibi alkilasyon ajanlarimin kullaniminda da
karsilagilan en biiylik problem hastalarin ilacin terapotik etkisine karsi direng
gostermesidir. Diren¢ tedavi baslangicinda var olabildigi gibi kemoterapdtiklerin
kullanim stirecinde de gelisebilir. Alkilasyon bilesiklerinin hedef hiicrelerde

olusturduklart biyolojik etkilerin ve bu molekiillere karsi gelisen biyolojik direncin
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olusumunda DNA tamir yolaklarinin 6nemli rolleri vardir. DNA tamir sistemleri
genel olarak, cok hiicreli organizmalarin genom biitinligiiniin korunmasindan
sorumludur. Bunlar, c¢esitli fiziksel ve kimyasal ajanlarla indiiklenen DNA
hasarlarin1 nétralize etmektedir. Metilasyon ajanlarinin kullanimi sonucu hiicre
DNA’sinda olusan 0°%-MeG eklentisi, 06-alkilguanin-DNA-alkiltransferaz (MGMT,
Oé-metilguanin-DNA-metiltransferaz) isimli bir enzim tarafindan tamir edilerek
metilasyon kaldirtir. MGMT tarafindan bu eklenti tamir edilmezse, O°-MeG
hiicrenin ilk replikasyonu sonunda karsisina tamamlayici baz olarak timini alir.
Olusan yanlis baz cifti yanlis eslesme tamir merkanizmasi (MMR) tarafindan tamir
edilmeye c¢alisilir. MMR sisteminin tamir edemedigi yanlis eslesmis bazlar
replikasyon sonunda hiicrede ¢ift zincir DNA kiriklarinin olugmasina ve son olarak
apoptoz yolaginin tetiklenmesine yol agar. Kloroetilasyon ajanlarinin hedef hiicre
DNA’sinda olusturdugu O°-CIG eklentisi MGMT tarafindan tamir edilmezse yine
apoptotik yolak aktive olabilir. MGMT, O%-CIG’de yer alan etilenyumu (CH,-CH,-
Cl) kendi {lizerine alarak alkilasyonun etkisini ortadan kaldirabilir. Kararli bir
molekiil olmayan O°-CIG eklentisi tamir edilmedigi zaman molekiil i¢i bir
diizenlemeyle N1-O%-etanoguanine (N1-O°-G) déniisiir. MGMT burada da devreye
girerek N1-0°-G yapisindaki CH,-CH, yapisini kendi iizerine transfer ederek normal
guaninin olugmasini saglar. MGMT N1-0%-G’i tamir edemez ise, N1-guanin-N3-
sitozin ¢apraz bagi olusabilir. Bu yapi, bir replikasyon sonunda ¢ift zincir DNA
kiriklarinin olugsmasina ve apoptozun tetiklenmesine yol agabilir. Ayrica, bu ¢apraz
bag, p53 aktivasyonu araciligi ile aktiflesen tamir enzimlerince onarilarak normal

yasam siklusunun devamlilig1 saglanabilir (Kaina ve ark., 2010).
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Sekil 1.4. Alkilasyon ajanlarinin sitotoksik etkisi (Kaina ve ark., 2010).

Yukarida bahsedilen her iki yolakta da MGMT tamir enziminin 6nemli oldugu
goriilmektedir. Yapilan birgok ¢alisma MGMT enziminin, alkilasyon ajanlarina karsi
gelisen direngte en 6nemli faktor oldugunu belirtmektedir (Bredel, 2001; Kaina ve
ark., 2007; Mitra, 2007; Watson ve ark., 2009). Bunun yani sira yanlis eslesme ve
baz ¢ikarim yoluyla tamir sistemleri de alkilasyon ajanlarina karsi gelisen direngte

rol almaktadir (Marchesi ve ark., 2007).
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1.3.1 Alkilasyon Ajanlarina Karsi Direncte Rol Alan Tamir Enzimleri

1.3.1.1 MGMT

Prokaryotik ve oOkaryotik hiicrelerde sentezlen (Leclere ve ark., 1998) MGMT
(Atase, AGT, AGAT), 207 amino asitten olusan (24 kDa), enzim benzeri kiigiik bir
proteindir. MGMT proteinin yar1 6mrii 24 saatten fazladir ve nispeten stabil bir
proteindir (Kaina ve ark., 2010). MGMT proteini ribozomlarda sentezlendikten sonra
sitoplazmadan c¢ekirdege gelir. MGMT, hiicresel genomu alkilleyici ajanlarin
mutajenik etkilerinden koruyan en dnemli DNA tamir proteinidir (Kaina ve ark.,
2007). Alkilleyiciler tarafindan olusturulan O° DNA eklentileri ve 6zellikle guaninin
0° pozisyonundan alkilasyonu, transisyon mutasyonlarinin olusmasma ve kanserin
indiiklenmesine neden olur. MGMT molekiilii, sitotoksik alkilleyici bilesiklere
maruz kalan hiicrelerde alkil eklentilerini kendi {izerindeki sistein amino asidine
transfer ederek alkilasyonun mutajenik etkisini ortadan kaldirir. Boylece, MGMT,
monofonksiyonel alkilleyici ajanlarin sebep oldugu DNA hasarini tamir ederek bu
molekiillere kars1 gelisen direng mekanizmalarindan birini olusturmaktadir (Marchesi
ve ark., 2007). Bu tamir mekanizmasi saglikli hiicreleri alkilasyon ajanlarinin
sitotoksik etkilerinden korurken kanser hiicrelerinde de alkilasyon ajanlarinin tedavi
etkilerine karsi direng gelismesine neden olur. Bu ¢eliski MGMT enzimini daha da
O6nemli kilmaktadir. MGMT diizeyi yiiksek olan tiimor hiicrelerinin alkilasyon
ajanlarindan TMZ’ye direngli oldugu saptanmistir (Agarwala ve Kirkwood, 2000).
MGMT dizeyi diisikk olan hiicrelerde ise TMZ duyarliliginin yiiksek oldugu
belirtilmistir (Khan ve Middleton, 2007). Konduri ve ark., (2009) MGMT’nin sadece
bir tamir enzimi olmadig1 hiicrenin yasam yolaklarinda da ©Onemli rollerinin

olabilecegini bildirmektedir.

1.3.1.1.1. MGMT Ekspresyonu ve Diizenlenmesi

Dokulara gore farklilik gosterse de MGMT yapisal olarak tiim hiicrelerde eksprese

edilmektedir. Ancak, tiimor dokularinda ekspresyonu yiiksektir. MGMT aktivitesinin
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kolon, pankreas ve akciger tiimor dokularinda yiiksek, beyin tiimor dokularinda
dusiik oldugu saptanmistir. Ancak tekrar eden GBM’de ise MGMT aktivitesinin
arttigr bildirilmektedir (Kaina ve ark., 2010). Beyin tiimorlerinde tedavi etkinliginin
tahmin edilmesinde MGMT ekspresyonunun etkin bir belirte¢ oldugu 1srarla
vurgulanmaktadir (Hegi ve ark., 2008; Preusser, 2009; Wick ve ark., 2009). MGMT
ekspresyonunun kisiler arasinda ortalama 7,6 kat degiskenlik gosterdigi ve ayni
kisiden farkli zamanlarda alinan o6rneklerde bile 1,4-3,5 kat farklh MGMT
ekspresyonu saptandigi belirtilmektedir (Kaina ve ark., 2010).

MGMT geni 10g26°da lokalizedir, ortalama 145 kilobaz (kb) biiytikliigiinde, 5 ekzon
ve 1 intron igermektedir. Bununla birlikte, MGMT geninde bir ka¢ varyant allel
tanimlanmistir. MGMT promotor bélgesi CpG agisindan zengindir, TATA ve CAAT
kutularindan yoksundur, 10 tane Spl transkripsiyon faktor baglanma bolgesi ve 2
adet glikokortikoid yanit elementine (GREs) sahiptir. GRE varlig1, glikokortikoidler
tarafindan kontrol edilebilen olast bir MGMT transkripsiyon kontroliine isaret

etmektedir. (Biswas ve ark., 1999; Horiguchi ve ark., 2010).

MGMT gen transkripsiyonu cesitli diizenleyici mekanizmalarla kontrol edilir.
MGMT geni promotor metilasyonunun en Onemli gen susturma mekanizmasi
oldugu bilinmektedir (Verbeek ve ark., 2008). MGMT ekspresyonundaki azalmanin
MGMT pomotorundaki hipermetile CpG adaciklariyla iligkili oldugu saptanmistir
(Esteller ve ark., 1999; Danam ve ark., 1999; Karayan-Tapon ve ark., 2010).

MGMT ekspresyonunun diizenlenmesinde rol aldigi belirtilen bir diger
mekanizmanin, DNA hasar1 sonucunda aktiflesen TP53 yolagi oldugu
bildirilmektedir (Srivenugopal ve ark., 2001). Ancak, TP53 ve MGMT ekspresyonu
iligkisini arastiran ¢alismalarin sonuglar1 arasinda farkliliklar vardir (Grombacher ve
ark., 1998; Rolhion ve ark., 1999; Osanai ve ark., 2005; Bocangel ve ark., 2009;
Blough ve ark., 2010).
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1.3.1.1.2. MGMT Tamir Mekanizmasi

MGMT tiim bazlardaki alkil eklentilerini kaldirmasina ragmen en aktif guanin
bazindaki alkil eklentilerini kaldirmaktadir. Mutajenik ve sitotoksik etki ac¢isindan
guanin eklentileri digerlerine gore daha etkildir. MGMT nin bu fonksiyonu aslinda
bir oto-inaktivasyon reaksiyonudur. Ayrica serbest bazlar da MGMT igin birer
substrattir ve bunlarda MGMT’yi inaktive edebilmektedir (Kaina ve ark., 2010).
MGMT’nin DNA’da tamir edilecek bolgeyi nasil tespit ettigi tam olarak
bilinmemektedir. Genel olarak, alkil eklentisinin DNA’da yapisal bir degisiklige yol
actig1 ve bunun da taninmaya yardimeci oldugu belirtilmektedir (Tubbs ve ark., 2009).
Ayrica, bu konuya iliskin sunulan bazi 6neriler vardir. Bunlardan ilki, MGMT’nin
DNA boyunca hareket ettigi ve yapisal olarak disa dogru ¢ikinti yapmis O%-meG’yi
saptadigi yontindedir. Diger bir éneri de MGMT nin Watson-Crick modeli diginda
kalan ve stabil olmayan baz ¢iftlerini tanmidigir. Bu tamir mekanizmasinda,
MGMT ’nin dizi spesifik baglanma i¢in heliks-turn-heliks yapisiyla DNA’nin major
oluguyla etkilesime gectigi belirtilmektedir. Bu etkilesimin ardindan MGMT
DNA’nin minor oluguna baglanmakta ve alkilasyon alanindaki alkil grubu, MGMT
proteinin aktif bolgesinin 145. pozisyonunda yer alan sistein aminoasidi tizerine
tasinmaktadir (Sekil 1.5) (Marchesi ve ark., 2007; Tubbs ve ark., 2007). MGMT
proteinin 145. pozisyonunda ki sistein amino asidinin bulundugu bélge evrimsel
acidan korunmus bir bolgedir. MGMT nin O%-meG ile etkilesiminin ardindan olusan
alkillenen formu tekrar tamir enzimi olarak fonksiyon goremez. Ciinkii, alkillenen
MGMT ubikuitinlenir ve ardindan ubikuitin/proteozomal sistem araciliiyla
parg¢alanir. MGMT proteini, kendisinin par¢alanmasiyla sonug¢lanan fonksiyonu

nedeniyle “intihar eden” enzim olarak tanimlanir (Tubbs ve ark., 2007).

Ubikuitinasyonun nedeni bilinmemektedir. Ancak alkillenmis MGMT’nin diger O°-
meG eklentileriyle etkilesime ge¢mesini onlemek ic¢in ubikuitinasyona ugradigi
belirtilmektedir. Ayrica alkillenmis inaktive MGMT nin diger genlerin
transkripsiyonel inaktivasyonuna neden olabilecegi de bildirilmistir (Tubbs ve ark.,
2007). Hiicre igerisinde, MGMT aracili tamirin devami i¢in yeni MGMT proteinleri
sentezlenir. MGMT’nin aktivitesi substrattaki yapisal degisikliklere ve MGMT
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miktarma baghdir. Hiicre ne kadar cok MGMT sentezlerse tamir orani o diizeyde
fazla olur. MGMT tamir hiz1 alkil grubunun ¢esidine gore degismektedir. Molekiiler
biiytikliigii nedeniyle metil (CHj) eklentilerini etil (C;Hs) ve propil (CsHy)
eklentilerine gore daha hizli tamir eder (Kaina ve ark, 2007). Bu tamir
mekanismasinda, MGMT’nin 145. pozisyonunda yer alan sistein amino asidi
disindaki amino asitlerin de tamirin basaris1 i¢in gerekli oldugu bildirilmektedir.
MGMT proteinindeki arjinin amino asidinin (128. pozisyon) konformasyonel
degisiklik i¢in belirleyici oldugu belirtilmektedir. Arjininde meydana gelen
mutasyonun  MGMT’nin  O°meG tamir kapasitesini biiyiik 6l¢iide azalttig:
saptanmistir (Kanugula ve ark., 1995). Bunlarin disinda, proteinin 114. pozisyondaki
tirozin ve 165. pozisyondaki lizinin 6nemli yapisal bir role sahip olduklar1 ve 172.
posizyondaki glutamin ve 137. pozisyondaki asparajinin alkil grubunun yerini

degistirmek i¢in niikleofil gibi rol oynadig: belirtilmektedir (Tubbs ve ark., 2007).

I CH,,
P o H cCoo
I I + | |
o S —CH,— GH
I H=C A J ©
= H
H.Cs N N XN/ MH3
o / | *
g1 H MGMT proteini 145. pozisyon
? sistein aminoasidi
P
|
Guanin
|
P
| Il _~H CH,; Ccoo-
o I‘N I [
H_ -
L <:: IN#‘\ * s—cH,—cH
H L —_
= o / T " ,,I‘H +
37 H k]
o MGMT proteininde
| S-metlsistein aminoasidi
P
|
o
[

Sekil 1.5. MGMT inaktivasyon mekanizmasi (Marchesi ve ark., 2007)

MGMT yukarida da belirtilen bir takim 6zellikleri nedeniyle diger tamir
enzimlerinden farklidir. Bu 6zellikleri a) MGMT nin sitokiyometrik bir tamir

stirecini kontrol etmesi, b) alkil lezyonunlarin1 hem tanimasi hem de kendi {izerine
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transfer etmesi, ¢) tamir sonrasi inaktive olmasi seklinde 6zetleyebiliriz (Tubbs ve

ark., 2007).

Yapilan in vivo ve in vitro birgok ¢alismayla, MGMT aktivasyonuna sahip hiicrelerin
0° alkilasyon ajanlarnin sitotoksik etkilerine karsi direng¢li oldugu gosterilmistir.
Ayrica metilasyon sonucunda MGMT geni metile olan hiicre veya bu tiir hiicrelere
sahip hastalarin alkilasyon ajanlarina karsi daha duyarli oldugu sonucuna ulasilmistir
(Kaina ve ark., 2010). MGMT metilasyonunun, tiimdrigenez siirecinin baglangicinda
ve siklikla kolon, bag ve boyun, beyin ve akciger kanserlerinde meydana geldigi
rapor edilmistir (Esteller ve ark., 1999). Arastirmalar, MGMT ekspresyonunun
alkilasyon ajanlarina karsi gelisen direncte en dnemli faktor oldugunu gostermektedir
(Kaina ve ark., 2010). O° alkilasyon ajanlarinin terapotik etkinliginin arttirilmasi icin
MGMT aktivasyonunun veya ekspresyonunun inhibe edilmesi 6nemli bir anti kanser
tedavi yaklagimidir. Bu tedavi yaklagimi c¢ergevesinde, MGMT inaktivasyonu ig¢in
farkl alkilasyon ajanlarinin birlikte kullanilmasi (Dolan ve Pegg, 1997), Riboniikleik
asit (RNA) interferans (RNAi), viral proteinlerin uygulanmast ve MGMT
inhibitorlerinin  geligtirilmesi stratejileri tizerinde c¢alisgilan 6nemli konulardir.
Alkilasyon ajanlart1 kombine kullanildiginda, MGMT aktivitesinin azaldig1 ancak
toksisitenin arttig1 ve bu durumun tiimor cevabina herhangi bir katki saglamadigi
belirtilmektedir (Verbeek ve ark., 2008). Alternatif stratejiler igerisinde en
uygulanabilir ve lizerinde en yogun g¢alistlann  MGMT inhibitorlerinin

gelistirilmesidir (Verbeek ve ark., 2008).

1.3.1.2. MGMT inhibitorleri

Timor hiicrelerinde, alkilasyon ajanlarina karsi gelisen hiicresel direngten yiiksek
MGMT aktivitesinin sorumlu olabilecegine iligskin ¢alismalar ortaya ¢iktikga MGMT
aktivitesini azaltabilecek yeni molekiillerin olusturulmasina yonelik ¢alismalar hiz
kazanmustir. 0° alkilasyonunun sitotoksik etkisini arttirmak i¢cin MGMT’yi inhibe
etme fikri 25 yil 6nce disilinlilmiis ve bu yaklasim ilk olarak farkli alkilasyon

ajanlarinin birlikte kullanimiyla denenmistir. Bu ¢alismalarda ilkin metilasyon ajani
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ardindan da kloroetilasyon ajani verilerek DNA’da capraz baglarin arttirilmasi
hedeflenmistir. Bir ¢aligmada, ilk verilen alkilasyon ajaninin (N-methyl-N'-nitro-N-
nitrosoguanidine) DNA’da O°MeG olusurdugu ve béylelikle MGMT’yi inaktive
ettigi, ikinci alkilasyon ajan1 (Karmustin) verildiginde ise DNA’da daha fazla ¢apraz
bag olustugu belirtilmistir (Kaina ve ark., 2010). Bu uygulamaya benzer diger bir
calismada, tedavi basarisinda artis saglanmadigi belirtilmistir (Dolan ve Pegg, 1997).
Bu uygulamalardaki en 6nemli problem doza bagli toksisite artisidir. Ayrica bu
uygulamalar sonunda bazi hastalarda sekonder 16semi gelistigi ve dolayisiyla bu tip
kombine kemoterapotik uygulamalarin mutajenik ve karsinojenik olabilecegi

vurgulanmistir (Dolan ve Pegg, 1997).

MGMT’yi inhibe etmek i¢in ¢ok fazla O° guanin kokenli bilesikler iiretilmis ve
bunlar bir ¢ok ¢alismada denenmistir. Arastirmalarda MGMT inhibitérleri, timor
modellerine veya timor hiicrelerine alkilasyon ajanlarindan 6nce verilmektedir.
Alkilasyon ajanlarindan énce MGMT inhibisyonu yapilarak alkilasyon ajanlarinin
sitotoksisitelerinin arttirilmasi amaglanmaktadir. Guiniimiizde klinik i¢in kullanima
uygun iki adet MGMT inhibitérii vardir. Bunlar, O°-Benzilguanin (O°-BG) ve O°-(4-
bromotenil) guanin (O®*BTG/Lomeguatrib/PaTrin-2)’dir (Sekil 1.6) (Khan ve
Middleton, 2007). O°-BG en yaygin kullanima sahip eski bir bilesik iken
Lomeguatrib ¢ok yeni bir bilesiktir (Tubbs ve ark., 2007).

0d-Benzilguanin Lomeguatrih (FaTrin-2)

Sekil 1.6. MGMT inhibitorleri (Khan ve Middleton, 2007)
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1.3.1.2.1. O%-Benzilguanin

MGMT inhibitérlerinden, hem in vivo ve hem de in vitro olarak en ¢ok denenmis
olam O°-BG’dir (Verbeek ve ark., 2008). O°-BG’nin in vivo ve in vitro ¢alismalarda
MGMT inaktivasyonunu basariyla gerceklestirdigi ve alkilasyon ajanlarinin terapotik
etkisini arttirdigr saptanmistir (Rhines ve ark., 2000; Friedman ve ark., 2002;
Kokkinakis ve ark., 2003; Schold ve ark., 2004; Wagner ve ark., 2007). 0%-BG
inhibitorii, neredeyse hi¢ toksik degildir (Marchesi ve ark., 2007) ve kan beyin
bariyerini kolaylikla gecebilir (Verbeek ve ark., 2008). Optimal MGMT inhibisyonu
icin O°-BG’nin damar i¢i dozu 120 mg/m”*dir (Khan ve Middleton, 2007). Benzil
grubunun akseptorii olarak davranan O°-BG, MGMT nin aktif alanina baglanarak
guaninin sitokiyometri miktarinda salimimiyla birlikte S-benzilsistein olusmasina
neden olur (Sekil 1.7) (Dolan ve Pegg, 1997). 0%-BG yapisinda yer alan benzil
grubunun elektron yiikii nedeniyle alkil grublarindan ¢ok daha kolay MGMT

proteininin sistein bolgesine baglanir.

MGMT proteini MGMT proteini
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Sekil 1.7. O°-BG’nin aktivasyon mekanizmasi (Dolan ve Pegg, 1997).

O°-BG’nin tiimdr ksenograftlarinda 12 saate kadar MGMT inhibisyonu yaptig1 ve
tek basina verilen alkilasyon ajanlarina gore timor gelisimini anlamli derecede

inhibe ettigi saptanmustir (Kaina ve ark., 2010). O®BG ile ilgili yapilan ilk hiicre
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kiiltiirii galigmalarinda, O°-BG hiicrelere 2 dakika veya 2 saat kadar uygulanmustir.
0°-BG’nin uygulama siiresiyle ilgili bir ¢alismada 2 ve 16 saat boyunca O°-BG
uygulanan hiicrelere alkilasyon ajani verildiginde 16 saatlik uygulamanin sitotoksik

etkiyi cok daha fazla arttirdig1 saptanmistir (Dolan ve Pegg, 1997).

1.3.1.2.2. Lomeguatrib

Mcelhinney ve ark. (1998) tarafindan gelistirilen MGMT inhibitérii Lomeguatrib’in
(O°-[4-Bromothenyl]guanine, 4-BTG, PaTrin-2) O°-BG’ye gore hemotolojik
toksisitesi daha diisiik (Middleton ve ark., 2000; Marchesi ve ark., 2007; Curtin,
2007) ve MGMT inhibisyon kabiliyeti 10 kat daha fazladir (Khan ve Middleton,
2007). Lomeguatrib oral olarak alinabilen bir molekiildiir (Verbeek ve ark., 2008).
Optimal MGMT inhibisyonu i¢in Lomeguatrib’in damar i¢i dozu 10 mg/m*/giin oral
doz ise 40 mg/giin’diir (Khan ve Middleton, 2007). Bu iki inhibit6riin fonksiyonu
birbirine ¢ok benzemektedir. Burada da bromotenil grub MGMT’nin aktif bolgesine
geri doniisiimsiiz transfer olur. Inaktiflesen MGMT ubikuitinasyon yolagmin
aktivasyonuyla proteolize ugrar. Lomeguatrib ile ilgili ilk ¢alisma 2000 yilina aittir
(Middleton ve ark., 2000) ve son yillarda bu inhibitorlerle ilgili ¢alismalarin
sayisinda hizli bir artis gozlenmektedir. Bunun temelinde Lomeguatrib’in
hematolojik toksisitesinin diger inhibit6rlere gore diisiik, inhibisyon giiciiniin daha

fazla olmasindan kaynaklanmaktadir (Barvauks ve ark., 2004).

Tiumorlerin alkilleyicilerle tedavilerinde kemoterapdtik madde olarak TMZ’nin
kullaniminin artmasi ve Lomeguatrib’in MGMT’yi inhibe eden en etkili inhibitor
olmasi, etkin bir kanser tedavisi i¢in bu iki molekiiliin birlikte kullanilmasini
giindeme getirmistir. Son yillarda, bu konuda yapilan arastirma ve klinik
denemelerin sayisinda hizli bir artis oldugu goriilmektedir. (Clemons ve ark. 2005;
Ranson ve ark., 2007; Caporaso ve ark., 2007; Khan ve ark., 2008; Watson ve ark.,
2009; Kefford ve ark., 2009). Bu tez ¢alismasinda da kemoterapoétik ilag olarak TMZ
ve MGMT inhibit6rii olarak Lomeguatrib kullanilmigtir. Lomeguatrib’in, over

karsinoma hiicre dizilerinde MGMT aktivitesini biiyiik oranda diistirdiigii ve bu
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hiicrelerin TMZ duyarliligin1 ciddi anlamda arttirdig1 saptanmistir. Turriziani ve
ark.’lar1 (2006) tarafindan yapilan in vitro calismada, Lomeguatrib’in, TMZ’in insan
l6semi  hiicrelerindeki  sitotoksik  etkisini arttirabilecegi  gosterilmistir.
Lomeguatrib’in alkilasyon ajanlarinin 6zellikle TMZ’in sitotoksik etkisini arttirdigi,
timor gelisimini geciktirdigi (Middleton ve ark., 2002) ve O°-BG’den daha etkili
oldugu (Middleton ve ark., 2000) yapilan ¢aligmalarla gosterilmistir. Ranson ve ark.
(2006), solid tiimorlerin tedavisinde kullanilan alkilasyon ajanlarinin terapotik doz
degerlerinin Lomeguatrib ile birlikte kullanildiklarinda daha da azaldigini ancak
terapotik basarimin degismedigini gostermislerdir. Lomeguatrib’in bu anti timor
etkisi, in vivo ve in vitro ¢alismalarla ovaryum (Barvauks ve ark., 2004), akut 16semi
(Caporaso ve ark., 2007), melanom (Ranson ve ark., 2007) ve meme kanserlerinde

(Clemons ve ark., 2005) gosterilmistir.

MGMT inhibitérlerinin, solid timérlerin klinik tedavisinde O°-G alkilleyici
molekiillerle birlikte kullanilmasindaki ana problem kemik iligi toksisitesidir.
Alkilasyon ajanlarinin MGMT inhibitorleriyle birlikte kullanildiginda toksisitenin
arttifl saptanmustir. Etilasyon ajanlarindan karmustinin  O%-BG ile birlikte
kullanildiginda standart karmustin dozunun %20’siyle, TMZ ile kullanildiginda ise
O0%BG’nin standart TMZ dozunun %350’si ile birlikte kullamlmasi gerektigi
belirtilmistir. Lomeguatrib’le birlikte TMZ kullanildiginda ise standart TMZ
dozunun %60-75’inin kullanilabilecegi 6nerilmektedir (Khan ve Middleton, 2007).

1.4. Temozolomid

TMZ, 1984 yilinda Stevens ve arkadaslari tarafindan Aston Universitesi’nde
(Ingiltere) sentezlenmistir. TMZ ticari olarak Schering-Plough tarafindan Temodal
ismiyle uretilmektedir (Agarwala ve Kirkwood, 2000). TMZ, alkilasyon ajanlarinin
Triazin bilesikleri veya imidazotetrazinonlar olarak adlandirilan grubunda yer
almaktadir. Mitozolomid ve Dakarbazin [DTIC, 5-(3,3-dimethyltriazeno) imidazol-4-
carboxamide] bilesikleri de bu grup icerisinde yer alir (Sekil 1.8) (Marchesi ve ark.,
2007).
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TMZ, 8-carbamoyl-3-methylimidazo[5,1-d]-1,2,3,5-tetrazin-4(3H), imidotetrazin
sinifinin monofonksiyonel alkilleyici bir ajanidir. TMZ, mitozolomid’in 3-metil
analogudur. Triazin’ler yapt ve fonksiyon agisindan birbirlerine benzer. TMZ,
kimyasal olarak metilimidazotetrazinon olarak siniflandirilir ve temel yapisim 3
nitrojen atomu igeren imidazol halkasi olusturmaktadir. Molekiillerin fiziksel,
kimyasal ve anti timér etkileri komsu 3 nitrojen atomunun fonksiyonuyla iligkilidir
(Sekil 1) (Marchesi ve ark., 2007). TMZ, agirlikli olarak metastatik melanom ve
beyin tiimdrlerinin klinik tedavisinde kullanilmaktadir (Agarwala ve Kirkwood,
2000). Son zamanlarda, direngli akut 16semide iimit verici sonuglar alindigi rapor

edilmistir (Seiter ve ark., 2002).
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Sekil 1.8. Triazin’lerin genel yapisi (Marchesi ve ark., 2007)

1.4.1. TMZ Aktivasyonu

TMZ, fizyolojik pH’taki sivi soliisyonlarda enzimatik olmayan reaksiyonla
kendiliginden aktif hale gelir. TMZ, bagirsak yiizeyine tutunduktan sonra metil-
triazen-imidazol-karboksamid (MTIC)’e hidrolize olur. MTIC’in yar1 émrii kisadir
ve hizlica 5-aminoimidazole-4-karboksamid [AIC, (piirin sentezinde yer alan ara bir
madde)] ve metildiazoniyum Kkatyonuna indirgenir. Bu doniistim siireci geri
dontisimsiiz ve pH bagimlidir. TMZ, sivi tamponda ¢6ziildiigiinde, pH<4’te stabil
oluyor fakat pH>7 oldugunda hizlica MTIC’e hidrolize oluyor. Diger yandan, alkali
pH’ta stabil olan MTIC pH<7 oldugunda hizlica AIC’ye doniisiir. TMZ’nin sivi

soliisyonda, sitokrom P450°ye ihtiya¢g duymadan kendiliginden aktive olmasi, bu
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bilesigin bolgesel terapi i¢in kullanilabilecegine isaret etmektedir (Marchesi ve ark.,

2007).

TMZ nin lipofilik karakterde ve diisiik molekiil agirligina sahip olmasi (Agarwala ve
Kirkwood, 2000) nedeniyle kan beyin bariyerini kolayca gegebilmesi ve ¢ok iyi
tolere edilebilmesi, TMZ’yi diger alkilasyon ajanlarina karsi avantajli kilar. Bu
avantajli farmokokinetik 6zellikler, TMZ’nin primitif veya metastatik beyin
tiimorlerinin tedavilerinde tercih edilmesinin yolunu agar (Marchesi ve ark., 2007).
Ayrica TMZ, diger alkilasyon ajanlar1 gibi DNA ile ¢apraz bag yapmaz ve gittik¢e
artan bir hematolojik toksisitesi yoktur. TMZ’nin yan etkisi, myeloid seri tiretiminin
orta diizeyde baskilanmasidir (Agarwala ve Kirkwood, 2000). TMZ, bagirsak
ylizeyine tutunabildigi i¢in oral olarak da alinabilen bir ilagtir (Marchesi ve ark.,

2007).

1.4.1.1 TMZ Aktivasyon Mekanizmasi

TMZ aktivasyonu hiicre dongiistinden bagimsiz bir siirectir. Hepatik aktivasyon
olmaksizin, fizyolojik pH’ta TMZ, MTIC’e diintismektedir. MTIC, AIC ve
Metildiazonyum katyonunu olusturur (Sekil 1.9) (Marchesi ve ark., 2007). Bu
maddenin DNA tizerindeki etkisi, DNA’da metil eklentilerinin olusturulmasi esasina
dayanmaktadir. Metil eklentileri 6zellikle N’-guanin ve O°-guaninde meydana gelir.
Alkilasyonun %65-80’1 guaninin N’ pozisyonunda meydana gelir. Bununla birlikte,
N’-meG, TMZ’nin esas sitotoksik etkisini gosterdigi O°-meG (%8)’e gore daha az
toksiktir. [lacin gergek sitotoksik mekanizmasi net degildir. TMZ, DNA iplikleri ile
capraz bag olmadan DNA, RNA ve protein sentezini inhibe edebilir. TMZ nin kristal
yapist ile ilgili calismalar, DNA-TMZ etkilesimine iliskin molekiiler bir model
kurulmasina olanak saglar. Molekiiler model, TMZ halkasinin agilma oraninin DNA
dizisine 6zgii olabilecegini gosterir. Ayrica, TMZ’nin in vitro malin glioma
modellerinde anjiyogenezi inhibe ettigi ve TMZ’nin anti tiimor etkisinin kismen
antianjiogenik etkisinden dolay1 olabilecegi bildirilmis ancak bu durum tam olarak

aciklanamamistir (Marchesi ve ark., 2007).
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Sekil 1.9. TMZ’nin aktivasyon mekanizmasi (Marchesi ve ark., 2007)

1.4.2. Farmakokinetik ve Toksik Etki

TMZ, molekiil agirligi 196 Dalton (Da) olan kiigiik bir molekiildiir, mide pH’sinda
stabildir (Agarwala ve Kirkwood, 2000). TMZ, oral kullanimin ardindan hizlica ve
tamamen gastrointestinal yoldan absorbe olur (%100 biyokullanilirlik) ve plazma
tepe konsantrasyonuna ulasmasi i¢in gereken zaman (f,4) 30-90 dakikadir.
Absorbsiyon oram gidalar tarafindan %9 azaltilir. 200 mg/m*’lik konsatrasyondaki
TMZ ilacinin ortalama 1,8 saatlik yar1 émrii ve %20 civarinda plazma proteinine
baglanimiyla dogrusal bir farmokokinetige sahiptir. TMZ nin oral yolla uygulanmasi
Ongoriilebilen  farmakokinetik  parametreler sunar: Cpas  (plazma  tepe
konsantrasyonu) ve AUC (plazma konsantrasyonunun altindaki alan, zaman egrisi)
dozla beraber dogrusal olarak artar. Bes giin i¢in giinliik 200 mg (miligram)/m*’lik
TMZ konsantrasyonunda Cpaks yaklasik 13-14 mg/L (litre) ve AUC 33,2 mg saat/L
(1. giin) ve 34,5 mg saat/L (5. giin)’dir. TMZ’nin oral dozunu (50-1250 mg/m?) alan
hastalarda dagilim hacmi (V) 28.3 ile 47.2 L araligindadir. ila¢ kan beyin bariyerini
gectikten sonra serebro spinal sivida kalir ve burada plazmatik konsantrasyonun
%30-40’1na ulasabilir. Bu nedenle, TMZ, primitif ve metastatik beyin tiimorlerinin

tedavisinde kullanilir (Marchesi ve ark., 2007).
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TMZ’nin en yaygin yan etkisi yukarida belirtildigi gibi myeloid seri hiicrelerinin
tiretiminin baskilanmasidir. TMZ dozuna bagli nétropeni ve trombositopeni gelisir,
bulant1 ve kusma smirlhidir (%10-15), basagrisi, yorgunluk, karaciger toksisitesi ve

kabizlik goriilmektedir (Agarwala ve Kirkwood, 2000; Marchesi ve ark., 2007).

1.4.3. TMZ’nin Sitotoksik Etkisine Direnc¢

Alkilasyon ajanlariyla kiyaslandiginda TMZ’ nin bir¢ok {istlin ve avantajli 6zelliklere
sahip oldugu goriiliir. TMZ ile ilgili yukarida da belirtilen diisiik molekiil agirlik,
fizyolojik pH’da kendiliginden c¢oziinebilme ve kan beyin bariyerini kolaylikla
gecebilme TMZ’ye iistiinliikk kazandiran 6zelliklerden bazilaridir. Bu nedenlerdir ki
son yillarda GBM tedavisinde en ¢ok tercih edilen kemoterapdtik ilag TMZ dir.
(Blumenthal ve Schulman, 2005). TMZ kullaniminda da karsilasilan en biiyiik
problem hastalarin ilacin terapétik etkisine karst direng gostermesidir. TMZ
direncinden sorumlu DNA tamir sistemleri MGMT, MMR eslesme ve baz ¢ikarim
yoluyla tamir (BER)’dir (Marchesi ve ark., 2007). Metillenme sonucunda olusan
replikasyon hatalarinda MMR, BER veya niikleotit ¢ikarim tamir (NER)
mekanizmalar1 aktif hale gegmektedir (Verbeek ve ark., 2008; Kaina ve ark., 2010).

TMZ'nin sitotoksik aktivitesi, O®-MeG yapisiyla agiklamr. Bununla birlikte, bu
eklenti hedef hiicre DNA’sinda olusturulan metil eklentilerin tiim  miktarinin
yaklasik %8’ini temsil eder. Daha 6nce de bahsedildigi gibi, metil eklentilerinin %
65-80°i N”-guanin icerir ve % 8-12si N°~adenin icerir (Kaina ve ark., 2007). Ancak,
N°’-meA’nin, BER tarafindan tamir edilmedigi zaman oldukca 6ldiiriicii oldugu
ancak N’-meG’nin ise belirgin bir sitotoksik etkisinin saptanmadigi belirtilir

(Marchesi ve ark., 2007).

MMR sistemi, DNA polimerazin hata diizeltme aktivitesinden kagan replikasyon
hatalarin1 diizeltir. MMR sistemi sadece yanlis eslesmis bazlar1 degil ayn1 zamanda

eklenme/¢ikarilma (IDL) hatalarini da tanir ve tamir eder (Shah ve ark., 2010). MMR
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sisteminde meydana gelen kusurlar nedeniyle ortaya ¢ikan DNA tamirindeki islev
kaybmin karsinogeneze yol acan mutasyon sikligmin artisiyla iligkili oldugu
belirtilmistir. (Hoeijmakers, 2001; Shah ve ark., 2010). MMR sistemindeki hatalar
bazi hastaliklarin olugsmasina neden olabilmektedir (Watson ve Lynch, 2001; Tuteja
ve Tuteja, 2001; Ishikawa ve ark., 2004). MMR sistemi ilk kez E.coli’de
tanimlanmistir. Burada yer alan MutS ve MutL proteinlerinin homologlari
memelilerde saptanmistir. Bu nedenledir ki memelilerde yer alan MMR protinleri
MutS homologu (MSH) ve MutL. (MLH) homologu olarak adlandirilmistir. Insanda
MMR sisteminde gorevli 4 (toplamda 6) MutS homologu (MSH1, MSH2, MSH3 ve
MSHS6) ve 4 adet Mutl. homologu (MLH1, MLH3, PMS1 ve PMS2) vardir. Bu
proteinler kendi aralarinda heterodimer kompleksler olusturarak tamir

mekanizmasini gergeklestirirler (Schofield ve Hsieh, 2003; Kunkel ve Erie, 2005).

MMR mekanizmasinda ekzoniikleazlar tarafindan kesilen niikleotid dizisi orijinal
iplik¢ige degil yeni olusan DNA iplikgigine aittir. DNA hasarinin yer aldigi tek
iplikli DNA zinciri uzaklastirildiktan sonra olusan bosluk dogru DNA dizisiyle
doldurulur (Kunkel ve Erie, 2005; Hsieh ve Yamane, 2008).

Hiicrelerin MMR fonksiyonu ile TMZ duyarliligi arasinda siki bir iligki vardir
(Sarkaria, 2008). Ayrica, MMR fonksiyonuyla MGMT fonksiyonu arasinda da ters
bir iligski vardir (Kaina ve ark., 2010). Arastirmalar, triazin bilesiklerine kars1 gelisen
direncte MMR fonksiyon kaybinin énemli oldugunu (Caporaso ve ark., 2007) ve
MMR’m, DNA hasar1 sonucu olusan apoptotik yolagin tetiklenmesinden sorumlu

oldugunu bildirmektedir (Sekil 1.10) (Marchesi ve ark., 2007).

TMZ’nin MMR sistemi dogru bigimde c¢alisan malin hiicrelerde apoptozu
indiikledigi fakat MMR sistemi hatali olan malin hiicrelerde ise bunun olmadig:
gosterilmistir. MGMT ve MMR aktivitesi diisiik olan timor hiicrelerinin TMZ’ye
diren¢ gosterdigi belirtilmektedir (Caporaso ve ark., 2007). Diisik MGMT aktivitesi
gosteren ve aktif bir MMR sistemine sahip tlimor hiicrelerinde ise TMZ nin apoptoza
yol agtig1 bildirilmektedir (Pagani ve ark., 2007). TMZ tarafindan indiiklenen hiicre

apoptozunda MMR’in sahip oldugu roliin agiklanmasina iliskin farkli modeller
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Onerilmesine ragmen “‘sonugsuz dongii modeli” (futile cycling model) en gecerli

model olarak goriilmektedir (Marchesi ve ark., 2007).

Sonugsuz déngii modeline gore, MMR sistemi O°-meG:T ve O°-meG:C yanls
eslesmelerini tanir. Bununla birlikte, modifiye baz kalip zincirde oldugundan ve
MMR yeni sentezlenen iplikg¢ileri hedef aldigindan, bu tamir olayr primidin igeren
iplik¢igin degradasyonu ve takibinde O°-meG karsisina yeniden C veya T
yerlestirilmesi ile sonuglanir. Bu siire¢ tekrarlanir ve sonunda yeni sentezlenen DNA
zincirinde bosluklar olusur. Olusan bu bosluklar devam eden hiicre dongiistiniin
sentez fazinda ¢ift zincir DNA kiriklarinin olugmasina neden olur. Hiicre
bolinmesinin G, (Gap2) fazinda, DNA hasari, hiicre siklusunun durmasiyla
sonuc¢lanan sinyal yolagini aktive eder. Hiicrede boliinme siirecinin durmasini ya

apoptoz ya mitotik yikim ya da senesens benzeri bir durum takip eder (Drablos ve

ark., 2004).



38

T™Z
06-meG N°-meA
_._
BER
BER inhibitorleri
MGMT inhibitorleri MGMT
l \ v
S — APOPTOZ
06-G i
MMR +
A 4 v
|  ——@— MMR--

e \ Hiicre Yasami

Hiicre yasami
(mutasyon varligryla)

Sonugsuz dongii

Sekil 1.10. TMZ’nin sitotoksik mekanizmasi1 (Marchesi ve ark., 2007)

BER tamir sistemi, DNA bazlarinin metilasyonu veya oksidasyonu sonucu olusan
lezyonlara ve c¢esitli ajanlarca olusturulan baz modifikasyonlarina karsi hasar
kontrolii yapan ¢ok enzimli bir sistemdir. BER tamir sistemi hatalarinin

tiimorigeneze neden olabilecegi belirtilmektedir (Sweasy ve ark., 2006).

BER tarafindan yonetilen tek niikleotit tamirinde, poly(ADP-riboz) polimerazlar
(PARP) 0©nemli rol oynarlar. DNA iizerinde hatali bazi veya tek zincir kirigin
saptayabilen PARP enzimlerini Nikotinamid diniikleotit (NAD")’tan nikotinamid ve
ADP-riboz olusumunu katalizler. Bu ADP-riboz molekiillerinden uzun Poli ADP-

riboz (PAR) polimerleri yapilir. PAR molekiilleri, kromatin yapisinin agilmasini
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tetikler. Boylece tek zincir kirig1 veya baz ¢ikarim tamir enzimleri hasar bolgesine
kolaylikla ulasabilir (Beneke ve Burkle, 2004). Ayrica PARP enzimlerinin baz1t DNA
baglanma proteinlerinin aktivitesini etkiledigi ve sonugta gen transkripsiyonu, hiicre
siklusu progresyonu, hiicre oliimii, kromatin fonksiyonu ve genetik stabilite gibi
farklh hiicresel siireglerde 6nemli rol oynadig: bildirilmektedir (Bryant ve Helleday,

2004).

TMZ’ye karsi gelisen direngte sitotoksik oldugu bilinen N3-meA’nin tamiri PARP
inhibitorleri kullanilarak engellenebilir. PARP inhibitorleriyle BER mekanizmasinin
isleyisi durdurularak hiicrelerin apoptoza yonlendirilmesi saglanabilir. Aragtirmalar,
PARP inhibitérlerinin metilasyon ajanlarinin sitotoksik etkisini arttirdigini gésteriyor

(Tentori ve ark., 2003; Graziani ve Szabo, 2005; Tentori ve ark., 2010).

1.4.4. TMZ’nin Klinik Kullammdaki Onemi

Triazin bilesikleri ve 6zellikle TMZ farmakokinetik ve terapétik 6zellikleriyle klinik
kullanimda ilk akla gelen kemoterapotik grublardan biridir. Bu bilesiklerin tercih
edilmesinin bir ¢ok nedeni vardir. Bunlar a) TMZ kolay tolere edilebilen,
kendiliginden fizyolojik satlarda aktiflesebilen bir ilagtir, b) klasik kemoterapiye
diren¢ gosteren hematopoietik veya solid tiimorlerin bir ¢ogu triazin’lere duyarlidir,
c) TMZ’ye karsi gelisen direngte DNA tamir sistemlerine ait genlerin metilasyon
veya ekspresyon gibi bir takim genomik bilgileri 6nemli rol oynar. DNA tamir
sistemlerine ait bu bilgilerin 6grenilmesi hastalarin ilaca olan duyarliligi hakkinda bir
Ongorti sunulabilir d) Kanser hiicrelerinin bu bilesiklere gosterdikleri hassasiyet
DNA tamir enzimlerinin fonksiyonel aktivitesinin ve ekspresyon seviyesinin
diizenlenmesiyle biiyiik 6l¢iide arttirilabilir, e) Triazinler’in tedavi edici etkisi eger
ilag MGMT inhibitorleri ile birlikte verildiyse 6nemli 6l¢iide attirilabilir. MGMT
inhibitér kullaniminin en 6nemli yan etkisi myeloid hiicrelerinin baskilanmasidir. Bu
durumu mutant MGMT geni ile transfekte olan otolog kemik iligi hiicreleriyle

yapilacak tansplantasyonla tistesinden gelinebilir (Marchesi F ve ark., 2007).
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1.5. Amacg

GBM tedavisinde kemoterapétik ilag olarak TMZ kullanimi son yillarda artmaktadir.
Ancak hastalarda ya baslangigta veya sonradan TMZ’ye kars1 diren¢ gelismektedir.
TMZ direncinin Onlenmesi amaciyla sunulan yaklasimlardan en Onemlisinin
“MGMT inhibitorlerinin  gelistirilmesi ve bunlarin  kullanilmasinin  oldugu”
bildirilmistir (Hermission M ve ark, 2006). Tiimor spesifik MGMT inhibitorlerinin
kullanilmastyla diger stratejilerde karsilasilan doz ayarlamasi ve toksik yan etki gibi
sinirlamalarin istesinden gelinebilecegi diisiiniilmektedir (Ranson ve ark., 2006)
Lomeguatrib, oral yolla ve TMZ ile kombine alinabilen bir MGMT inhibitoriidiir. Bu
giine kadar GBM’de lomeguatrib’in MGMT inhibisyonu tiizerine etkisi ve
lomeguatrib+TMZ kombinasyonunun kullanimina iligkin her hangi bir veri
bulunmamaktadir. Bu tez c¢alismasinda, primer GBM dokularindan elde edilen
primer timdr hiicrelerinde ve GBM hiicre dizilerinde lomeguatrib-TMZ
kombinasyonunun MGMT metilasyonu ve ekspresyonu {iizerine etkinliginin

arastirilmasi amaglanmistir.
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2. GEREC VE YONTEM

2.1. Cahymada Kullanilan Kimyasal Malzeme ve Soliisyonlar

2.1.1. Hiicre Kiiltiirii

Temozolomide

Lomeguatrib

Besi yeri

Besiyeri

Besi yeri

Fo6tal Dana Serumu (FBS)

Schering-Plough, Dr.George P.
Margison (Paterson Institue for Cancer
resarch, UK) tarafindan saf
laboratuarimiza  gonderildi. T™Z,
kullanim  o6ncesi 10 000 uM
konsantrasyona sahip olacak bi¢imde
hazirlandi.

: Sequoia Research Products, UK.
No: SRP015661. Lomeguatrib, kullanim
oncesi 10 000 pM konsantrasyonuna
sahip olacak bigimde hazirlandi.

: Hyclone marka, Dulbecco’s Modified
Eagle Medium (DMEM) / Yiiksek
Glikoz (+4,00mM L-Glutamin, +4500
mg/L Glukoz, + Sodyum Piriivat),
No: 30243.01

: Hyclone marka, DMEM / Diisiik
Glikoz (+4,00 mM L-Glutamin, +1000
mg/L Glukoz, + Sodyum Pirtivat), No:
30021.0

: Hyclone marka, Roswell Park
Memorial Institute (RPMI)-1640
(L-glutaminsiz)

: Hyclone marka, No: SV20160.03



L-Glutamin

Penisilin-Streptomisin
Petri Kutusu
Bistiiri

Tripsin

Ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA)
Tripsin-EDTA karisim orani

Flask (75 cm?)

Flask (25 cm?)

Hiicre Dondurma tiipleri
Dimetilsiilfoksit (DMSO)

Fosfat Tuz Tamponu (PBS) (pH: 7,4)

(Ca™ ve Mg igermeyen)

Kullanilan GBM Hiicre Dizileri;
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: PAA marka, 200mM (100X), No:

M11-004

: PAA marka, No: P11-010

: Isotherm marka, 90 mm cap, steril

: AE marka, karbon ¢elik, 11 numara

: Biological Industries marka, No:41-
920-5.

: Applichem marka, No: 6381-92-6.

: %0,25 Tripsin + %0,1 EDTA

: Orange Scientific marka, No: 5520200

: Orange Scientific marka, No: 5520100

: Greiner bio-one marka, 2 ml

: Applichem marka, No: 67-68-5

: 140 mM NaCl (Gerbu marka,
Lot no: 210307)
3 mM KCI (Carlo Erba marka,
No: 7447-40-7)

3 mM KH2PO4 (Carlo Erba marka,
No: 7778-77-0)

6.4 mM NaHPO4 (Carlo Erba,

No: 10028-24-7)

Calismamizda primer hiicre kiiltiirti yaninda 4 adet GBM hiicre dizisi kullanilmistir.

Primer hiicre kiiltlirlerinde yapilan testler ve analizler bu hiicrelerde de yapilmistir.
Kullanilan hiicre dizileri U-118 MG, U-138 MG, T98G ve U87 MG (U87)’dir. Bu

hiicrelere ait genel 6zellikler Cizelge 2.1°de verilmistir.
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Cizelge 2.1. Calismada kullanilan hiicre dizilerinin 6zellikleri

U-118 MG U-138 MG T98G U87 MG
Organizma Insan insan Insan Insan
Cinsiyet, yas Erkek, 50 Erkek, 41 Erkek, 61 Bayan, 44
Doku Beyin Beyin Beyin Beyin
Morfoloji Karigik Poligonal Fibroblast Epitel
Yiizey Yapisan Yapisan Yapisan Yapisan
tutunumu Hiicreler hiicreler Hiicreler Hiicreler
[Tiimorijenik Evet Hayir Hayir
Pentaploide yakin,
Karyotip kr.X 2 kopya, kr.Y Hiperdiploid Hiperpentaploid |Hipodiploid
yok, kr.10 tek kopya
Besi yeri RPMI-1640, DMEM (diisiik RPMI-1640, DMEM (disiik
%10 FBS glikoz)-, %20 FBS |%10 FBS glikoz)-, %10 FBS
Besi yeri Haftada Haftada Haftada Haftada
enileme siiresi | 2-3 kez 2-3 kez 2-3 kez 2-3 kez
Pasaj metodu %0,25 Tripsin %0,25 Tripsin + 9%0,25 Tripsin ~ {%0,25 Tripsin +
+ %0,1 EDTA %0,1 EDTA +%0,1 EDTA  |%0,1 EDTA
Ayirma orani 1:3- 1:6 1:4- 1:6 1:3- 1:10 1:2- 1:5
B}yog}lvenhk 1 | 1 |
diizeyi

Hiicreleri ¢ogaltmak i¢in hazirlanan besiyeri:

Primer kiiltiir hiicreleri igin,

500 ml DMEM (yiiksek glikoz, L- glutaminli) besiyeri, %10 veya %40 FBS, %1
Penisilin-Streptomisin

Hiicre dizileri (U-138 MG ve U-87MG hari¢) i¢in, RPMI-1640 %10 FBS, %]l
Penisilin-Streptomisin, %1 L-glutamin

U-138 MG i¢in, 500 ml DMEM (diisiik glikoz, L- glutaminli) besiyeri, %20 FBS,
%]1 Penisilin-Streptomisin

U87MG igin, 500 ml DMEM (diisiik glikoz, L- glutaminli) besiyeri, %10 FBS, %1

Penisilin-Streptomisin

Hiicre dondurma soliisyonu : %90 FBS ve %10 DMSO

Tranfer pipeti : Citotest marka, 155 mm, Lot no:
090036

Serolojik Pipet : Greiner bio-one, 5 ve 10 mI’lik

Sterilizasyon amacl Etil Alkol (%75°1lik)  : Riedel-de Haen, No: 64-17-5

15 ve 50 mI’lik sterl tiipler : Sarstedt marka, No: 62.554.502 (15
ml)

Sarstedt marka, No: 62.547.254 (50 ml)
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Hiicre kiiltiir islemlerinde steril kabin olarak Holten S-20100 1,8, COy’li etiiv olarak
Sanyo MCO-20 AIC ve inverted mikroskop olarak Nikon TS 100 kullanilmistir.

2.1.2. immiinositokimya

6 veya 24 kuyucuklu plak : Orange Scientific marka, No: 5530500
Orange Scientific marka, No: 5530300

Metanol : Merck marka, No: K39481808 903

Glial Fibriler Asidik Protein (GFAP) :  Pierce marka, poliklonal tavsan

antikoru, No: PA3-16727
Kegi anti-tavsan IgG (H+L)
Fluorescein izotiyosiyanat (FITC) isaretli : Anaspec marka, INC, No: 28176 FITC

Triton-X 100 : Gerbu marka, No: 2000
%0,1 Triton-X 100, PBS icerisinde : 100 pl Triton-X 100
100 ml PBS

Bloklama soliisyonu
(6 kuyucuklu plakin her bir kuyucugu i¢in) : 50 pl serum (kegi, dana , vb)
1 ul GFAP antikor
450 pl %0,1°1ik Triton-X 100
Sekonder antikor soliisyonu
(6 kuyucuklu plakin her bir kuyucugu i¢in) : 5 pl sekonder antikor
495 ul %0,1°1ik Triton-X 100

Floresan Mikroskop : Olympus BX51 (FITC filtreye sahip)
Lam : Isotherm, 24X32 mm
Formaldehit : %4’ lik

Alimunyom folyo : Koryoplast ve diger muhtelif markalar
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2.1.3. [3-(4,5-dimethyldiazol-2-yl)-2,5 diphenyl Tetrazolium Bromid] (MTT)

Sitotoksisite Testi

MTT tozu
MTT soliisyonu

MTT besiyeri karigimi
(96’lik plakta her bir kuyucuk icin)

DMSO
96 kuyucuklu plak

Lizis soliisyonu (100 ml i¢in)

2.1.4. RNA izolasyonu

Tri-reagent RT

BAM (4-bromoanisole)

[zopropanol

Etil Alkol (%75,s0guk)
Diethylpyrocarbonate (DEPC)
DEPC’li su

: Bioworld marka, No: 42000092-2
: 5 mg toz MTT 1 ml steril PBS
icerisinde  ¢ozildi ve filtre edilerek

(0,20 um’lik) kullanildi.

: 10 ul MTT soliisyonu (5 mg/1 ml)
90 pl besi yeri
: Applichem marka, No: 67-68-5
: Orange Scientific marka, No: 5530100
: Triton X (1 ml) (Gerbu marka, No:
2000)
HCI1 0,1 N (10 ml) (Fischer Scientific
marka, 12420- 0010 )
Isopropanol (89 ml) (Merck marka, No:
K37727334)

: Molecular Research Center marka, No:
RT 111.

: Molecular Research Center marka, No:
BN 191

: Merck marka, No: K37727334

: Riedel-de Haen marka, No: 64-17-5

: Applichem marka, No: 1609-47-8

: %0,1 konsantrasyonda. 100 ml steril
distile su (dH,O)’ya 0,1 ml DEPC

eklendi. Bu soliisyon oda sicakliginda 1
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saat bekletildi, ardindan otoklanip (15
dakika, 100°C) sogutularak kullanild.
2.1.4.1. RNA Kantitasyonu
RNA miktarinin 6l¢iimii Qubit marka (Invitrogen) mini flurometre yardimiyla
yapilmistir. Bu flurometreye ait Quant-it RNA assay Kkiti ile 6l¢tim yapilmustir.
RNA izolasyonunda Eppendorf 5415R marka sogutmali santrifiij kullanilmustir.
2.1.5. Komplementer DNA (cDNA) izolasyonu
cDNA izolasyonu i¢in Finnzymes marka F-470L ¢cDNA sentez kiti kullanilmistir.

Bu izolasyon i¢in kit disinda sarf malzeme olarak 200 pl’lik ependorf tiipler ve steril

dH,O kullanilmastir.

2.1.6. Genomik DNA Izolasyonu

DNA izolasyon kiti : Maxim Biotech, Inc marka, No: SA-
40001, Bdtract genomik DNA izolasyon
kiti

Proteinaz K : 20 mg/ml (Finnzymes, No: F-2025)

RNase A soliisyonu : 10 mg/ml (Maxim Biotech, Inc marka,

No: EXT-R001)
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2.1.7. Bisiilfit DNA Modifikasyonu

DNA modifikasyonu i¢in Chemicon marka (S7820) CpGenom modifikasyon Kkiti
kullanilmistir.  Kitin ilgili protokolii oncesinde bir takim hazirliklar yapilmasi

gerekmektedir. Bu hazirlik asamasi asagida 6zetlenmistir.

NaOH : Applichem marka, No: 1310-73-2

B-Merkaptoetanol : Merck marka, No: 444203

NaOH (3M) : 1 gr NaOH peleti 8,3 ml dH,0O’da
¢ozuldr.

NaOH (20 mM, %90 etanol iginde)

(Her kullanimda taze hazirlanmalr) : Bu soliisyondan 1ml hazirlamak ig¢in,
900 pl %100 etanol + 93,4 ul dH,O +
6,6 ul 3M NaOH

Reaktif I (Isiktan korunmali ve

her kullanimda tekrar hazirlanmalr) : Reaktif I ¢6ziilir. A¢cmadan 6nce oda
sicakligina 1sitimiz. Her bir Ornegi
modifiye etmek i¢in 0, 227 gr DNA
modifikasyon Reagent [ tartilip ve
tizerine 0,571ml dH,O eklenir. Vortekle
karigmasini saglayin. Ortalama 20 ul 3M
NaOH kullanilarak pH’1 5’e getirilir.

Reaktif 1T : Agmadan once oda sicakligina kadar
isitiniz. 1yl B-Merkaptoetanol 20 ml
deiyonize suya eklenir. Modifiye
edilecek her bir 6rnek icin bu karigimin
750 upl’si 1,35 gr DNA modifikasyon
I[I’'nin igerisine eklenir ve karigmasi

saglanir.
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2.1.8. Metilasyon Spesifik Polimeraz Zincir Reaksiyonu (MS-PZR)

MS-PZR 6ncesinde genomik DNA’lar bisiilfit modifikasyonuna maruz birakilmistir.

Hot Start Taqg Tamponu B2 (10X) . Solis marka, Lot no:
B2HF0106

Hot Start Taq enzim (5U/ul) : Solis marka, Lot no: HF05164
MgCl, (25mM) : Solis marka, Lot no: M1956

deoxyniikleotid trifosfat (AINTP) karisimi1 (10 mM) : Vivantis marka, NP: 2410
MGMT geni metile durum i¢in primerler : M primerler

F: 5 TTTCGACGTTCGTAGGTTTTCGC

R: 5' GCACTCTTCCGAAAACGAAACG

MGMT geni metile olmadigi durum igin primerler : U primerler

F: 5 TTTGTGTTTTGATGTTTGTAGGTTTTTGT

R: 5" AACTCCACACTCTTCCAAAAACAAAACA

PZR sonrasi elde edilen amplifikasyon triinlerinin goriintiilenmesinde Quantum-ST4
100/26MX, Vilber/Courmat jel goriintiiliime cihazi kullanilmistir. PZR i¢in Biometra

T-1 cihazi kullanilmstir.

2.1.9. Gercek Zamanh PZR (RT-PZR)

RT-PZR icin Roche marka Light Cycler kapiller cihazinda (LC 2773) Tagman prob

kullanilarak yapilmistir. Reaksiyon cam kapiller tiiplerde gerceklestirilmistir.

Kapiller : Roche marka, No: 04929292 001

Reaksiyon tamponu, enzim, dNTP, MgCI, karisim halinde Roche tarafindan temin
edimistir.

MGMT Tagman prob (no:23) : Roche marka, No: 04686977001

pS3 Tagman prob (no:71) : Roche marka, No: 04688945001



Primerler

MGMT ig¢in,

P53 i¢in,
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F: 5 GGGTCTGCACGAAATAAAGC
R: 5' CTCCGGACCTCCGAGAAC
F: 5' CTTTCCACGACGGTGACA
R: 5" TCCTCCATGGCAGTGACC

Kontrol primeri (Glikoz 6 fosfatdehidrogenaz, G6PD) i¢in

F: 5'

TCCGGAGAGAAGTCTGAGTCC

R: 5" ATCGCCCTGGAAAAGCTC

2.1.10. Tek Hiicre Jel Elektroforezi (COMET)

Agaroz, normal erime sicakligina sahip
Agaroz, diistik erime sicakligina sahip
Lamel

Tris-Borik Asit EDTA (TBE) soliisyonu
1y

(pH: 7.5)

DTT (Dithiothreitol)
Sodyum Lauril Sarkozinat

Lamlarin Hazirlanmasi

: Pronadisa marka, No: 8012
: Sigma marka, A0701
: [sotherm marka, 24X32 mm

: Tris baz (Biobasic marka, No: 77-86-

Borik asit (Amresco marka, No: 10043-
35-3)

NaEDTA (Merck marka, No: 324503)
: Fermentas, No: R0861
: Amresco, No: 137-16-6
%1°lik erime

Lamlar normal

sicakligina  sahip agaroz ile oda
sicakliginda kaplanmistir. 100 ml PBS
icerisinde hazirlanmig %1°lik normal
erime sicakligina sahip agaroz bir sale
icerisine aktarilmistir. Kullanilacak olan
temiz lamlar bu sale igerisine yaklasik 2
saniye batirtlmig ve 24 saat oda

sicakliginda kurumaya birakilmistir.



Lizing soliisyonu (soguk)
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: NaCI (2.5M/L),
EDTA (0,1M),
Tris (0,01M)
Triton X-100 (%1)
Sodyum Lauril sarkozinat (%1)

DTT (% 0,14)

Ayrica burada kullanilan plastik tiipler, PBS, Triton-X 100, lam, Proteinaz K (20

png/ml), NaOH, NaCl, Tris,

EDTA ,TBE

ve Etidyum Bromiir (8ug/ml)

malzemelerine ait bilgiler yukarida belirtilenlerin aynisidir.

2.1.11. Agaroz Jel Eektroforezi
Agaroz, normal erime sicakligina sahip

TBE soltisyonu (pH: 7,5)
1)

Yiikleme Tamponu

Etidyum Bromiir

DNA markir

%]1°lik agaroz jel

: Pronase marka, Lot No: 084518PR
: Tris baz (Biobasic marka, No: 77-86-

Borik asit (Amresco marka, No: 10043-
35-3)
NaEDTA (Merck marka, No: 324503)

: 1XTBE soliisyonu, 100 ml

Gliserol (Applichem marka, No:56-81-
5)

Bromfeneol Mavisi (Amresco marka,
No: 115-39-9)

: 10 mg/ml (Invitrogen marka,

No: 15585-011)

: Jena Bioscience marka, No: M-213,

50 baz ¢ifti (bg)’lik
: 1 gr Agaroz, 100 cc 1XTBE (Tris Borik
Asit EDTA), 2,5 ul Etidyum bromdir



2.1.12.

RNase
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Akim Sitometrisi

: Sigma marka, No: P7003

Propidium Iodide : Sigma marka, No: P4170

Akim sitometrisinde kullanilan PBS, tripsin ve etanol malzemelerine ait bilgiler

yukarida belirtilenlerin aynisidir.

Steril transfer pipeti, steril mikropipet ug¢lart, 15 ml ve 50 mI’lik tiipler ve 0,5 ve 1,5-

2 ml’lik steril ependorf tlipler tiim ¢alismalarda ortak olarak kullanilan

malzemelerdir.

2.2. Yontemler

2.2.1. Primer Hiicre Kiiltiiri

GBM o6n tanisi ile ameliyat edilmesi kararlastirilan hastalara ameliyat dncesi
calismaya katilabilmeleri konusunda bilgi verilmigstir. Hastalara ameliyat
sirasinda beyinden ¢ikarilan doku 6rneklerinin bir kisminin aragtirma amacli
kullanilabilmesi icin etik kurallar ¢ercevesinde izinlerinin alinmasi gerektigi
sOylenmistir. Calismaya katilmak isteyen hastalar etik kurul tarafindan onay1
alinmis bilgilendirilmis hasta onam formlarini imzalamislardir.

Ameliyat sirasinda ¢ikarilan tiimor pargasinin tlimoérijenik hiicre populasyonu
icerebilecegi ve hiicre kiltiiri yapilabilecegi bir patolog tarafindan
saptandiktan sonra ilgili doku materyali igerisinde serum fizyolojik olan steril
enjenktorler icerisinde en fazla 30 dakika icerisinde hiicre kiiltiirii
laboratuarina  getirilmis ve primer kiiltir protokolii uygulanmaya
baslanmistir. Bazi hastalardan tiimor dokusu disinda ameliyat sirasinda
tiimore ulagmak i¢in ¢ikartilan normal doku 6rnekleri de alinmistir. Bu durum

hakkinda da hastalara ameliyat 6ncesinde bilgilendirme yapilmistir.
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Hiicre kiiltiir laboratuarina getirilen doku pargalari laminar hava akis kabini
icerisinde steril petri kabina aktarilmistir. Doku iizerine 2-3 ml yiiksek glikoz
oranina sahip medyum (%10 FBS) eklenmistir ve bu medyum igerisinde
ortalama 1mm® hacme kadar kesilerek kiigiiltiilmiistiir. Bu islem sirasinda
damar pargalar1 ve nekrotik bolgeler ¢ikarilmis ve Kkiiltlire edilecek doku
par¢alarinin bunlari icermemesine dikkat edilmistir. Hiicre kiiltiirli islemi i¢in
ayrilan doku pargalarindan geriye kalanlarin bir kismindan kiltir islemi
sirasinda RNA elde edilmis bir kism1 da genomik DNA elde edilmesi i¢in siv1
nitrojenle mumaele edilerek -80°C’ye kaldirilmistir.

Doku pargalari, igerisinde 10 ml %10 FBS’li medyum igeren 50 ml’lik tiipe
aktarilmistir. Transfer pipeti kullanilarak tiip igerisinde yapilan karigtirma ve
pipetajla dokularin pargcalanma isleminin kolaylastirilmasi saglanmistir.
Parcalar bu medyum icerisinde 15 dakika bekletilmistir.

15 dakika sonunda parcalar falkon tiipiiniin alt kismina ¢oker. Transfer pipeti
yardimiyla iist siipernatan kisim dokulara yaklasmadan atilmigtir. Tekrar 10
ml’ye kadar ilgili medyum eklenir, transfer pipeti ile karigtirilir ve 15 dakika
beklenir. Bu islem en az 3 kez tekrar edilmistir.

Son yikamadan sonra doku parcalarinin tizerine 4 ml %40 FBS iceren
medyum (yiiksek glikozlu) eklenir ve karistirilir. Bu karisimin en fazla 1
ml’si 25 em®lik flasklara aktarilir. Her flaskta ortalama 20-25 doku pargasi
olmalidir. Flasklar %5 CO,’li nemlendirilmis, 37 “C’lik etiive kaldirilir.
Hiicreler 48 saat her hangi bir miidahale yapilmaksizin etiiv igerisinde
bekletilmistir. Bu bekleme isleminin amacit doku pargalarinin yiizeye
tutunmalarin1 saglamaktir. Doku par¢a sayisinin 25°in {izerinde olmasi doku
pargalarinin  homojen bigimde dagilmalarin1 ve tutunmalarini, medyum
miktarnin 1 ml’nin tzerinde olmasi doku pargalarinin tutunmalarini
engellemektedir.

Bekleme stiresi sonunda inverted mikroskop yardimiyla hiicreler incelenir.
Tututan doku parcalar1 var ise flaskta yer alan medyumun st kismi atilir ve 2
ml %40 FBS i¢eren medyum (yiiksek glikozlu) eklenir.

Bu islem her 48 saatte bir yenilenir. Doku pargalarinda ¢ikan hiicreler

cogalarak flaskin %50-60’11 kapladit zaman pasaj islemi yapilir.



53

Tripsin/EDTA kullanilarak yapilan pasaj islemi sonrasinda ve hiicreler
%10’luk FBS ig¢eren medyuma (yliksek glikozlu) konur ve bu asamadan
sonra standart hiicre kiiltiirti islemleri uygulanir.

- Birinci pasaj sonrasinda hiicrelerde immiinositokimyasal yontemle GFAP
antikorla immiin boyama yapildi. Bu islem ¢ogaltilan hiicrelerin gergek glia
timor hiicresi oldugunu gostermek amaciyla yapildi. Bu boya yalnizca glia
kokenli hiicrelere 6zgii bir proteini isaretlemektedir.

- 1lk 2 pasaj sonrasinda hiicreler ayni sartlarda 75 cm*lik flasklara aktarilmis
ve sonraki pasajlarda da bu flasklar kullanilmistir. Deney baslangicinda yer
alan kan, epitel ve fibroblastlar pasaj sayist arttikca ortamdan kaybolmus ve
glia kokenli hiicreler secilmistir.

- Pasaj1 yapilan hiicrelerden bir kismi hiicre dondurma soliisyonu igerisinde

dondurulmustur.

2.2.1.1. Standart Hiicre Kiiltiiri

- Primer hiicre kiiltiirinde glia hiicreleri secilip ¢ogalmaya baslayinca
kullanilan medyumlarda degisiklik yapilarak standart hiicre kiiltiir protokolii
uygulanmigtir. Hiicre pasajlarinin devaminda ve immiin boyama islemlerinde
standart hiicre kiiltiir protokolleri uygulanmistir.

- Kiltiir flaski %70 oraninda hiicre ile kaplaninca pasaj islemi yapilmistir.
Bunun igin hiicrelerin iizerindeki medyum atilarak steril PBS (Ca™ ve Mg"™"
icermeyen) ile hiicreler yikanmistir.

- PBS yikamasindan sonra PBS alinarak 25 cm?’lik flaska 0,4 ml, 75 cm’lik
flaska 1 ml Tripsin/EDTA eklenmis ve 37°C’de 5 dakika inkiibe edilmistir.

- Inkiibasyon sonrasinda birbirlerinden ve tutunduklar yerden kopan hiicrelerin
tizerine Tripsin/EDTA miktar1 kadar medyum eklenmistir. Hiicreler steril
serolojik pipet yardimiyla 15 ml’lik tiipe aktarilmistir.

- Hicreler +4°C, 1200 rpm (revolutions per minute, dakikadaki devir sayisi)’de
5 dakika santrifiij edilmistir. Santrifiij sonrasi siipernatan kisim atilmistir.

Hiicrelerin bir kismi dondurulmak {tizere ayrilmistir. Geri kalan kismin
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tizerine serolojik pipet yardimiyla pasaj yapilacak flask sayisina gore kiiltiir
medyumu eklenerek karistirilmistir. Karistirildiktan sonra hiicreler flasklara
homojen bigimde dagitilmistir.

Dondurulacak hiicre populasyonun {iizerine dondurma soliisyonu eklenerek
karigtirilmis ve sonrasinda 6zel dondurma tiiplerine aktarilmistir. Bu tiipler,
buz igerisinde -20°C’de 1 saat ve -80°C’de 24 saat tutulduktan sonra likit

nitrojen bulunan tanklara aktarilmistir.

2.2.2. immiinositokimya

Hiicre kiiltiirtinden elde edilen hiicrelerin glia kokenli hiicreler olduklarini gostermek

icin immiinositokimya yapilmistir. Bu amagla, glia hiicrelerine 6zgii sitoplazmik bir

protein olan GFAP’1n varligi immiin boyamayla gosterilmistir. Bunun i¢in asagida

yer alan protokol izlenmistir.

Immiin boyama yapilacak hiicreler tripsine edilerek santrifiij ve Thoma
laminda sayim islemi gerceklestirilmistir. Plak olarak 6 veya 24 kuyucuklu
plaklar kullanilmastir.

Alt1 kuyucuklu plakin her bir kuyucuguna yaklasik 70.000, 24 kuyucuklu
plak kullanildiginda ise her bir kuyucuga 30.000 hiicre homojen dagilim
gosterecek sekilde ekilmistir. Homojen dagilim 6nemlidir ve plaklar etiive
konulmadan evvel 151k mikroskobunda gozlenir, aksi durumda yigilmalar
pipet yardimiyla giderilir.

Hiicre ekimi yapilan plaklar 37°C’de, %5 CO;’li etiivde bir gece (16/24 saat),
bekletilmistir.

Bekleme sonunda, plak tabanina yapisan hiicrelerin tizerindeki medyum atilip
ve kuyucuklar steril PBS ile 3 defa yikanmistir. Bu basamaktan sonraki
islemler oda 1sisinda, temiz bir laboratuar ortaminda yapilabilir. Steril kabin
icerisinde ¢alisma zorunlulugu yoktur.

Yikama islemi sonunda soguk metanol kullanilarak fiksasyon islemi
gerceklestirilmistir. Her bir kuyucuguna 1 ml metanol eklenen plak 10 dakika

oda 1s1sinda bekletilmistir.
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Bekleme stiresi sonunda hiicrelerin tizerindeki metanol atilmis ve hiicreler
transfer pipeti yardimiyla PBS ile 2 defa yikanmaistir.

Son yikamadan sonra PBS atilarak hiicreler PBS igerisinde hazirlanmig
%0.1°1ik Triton-X 100 ile 5 dakika 37°C permeabilize edilmistir.

Bu siire sonunda 37°C’den alinan hiicrelerin tizerindeki Triton-X 100,
transfer pipeti yardimiyla atilarak 6zgiil olmayan bloklama yapilmistir. Bu
bloklama isleminde 6 kuyucuklu plakin her bir kuyucugu i¢in toplam 500 ul
ve 24 kuyucuklu plakin her bir kuyucugu i¢in toplam 250 ul hazirlanmistir.
Antikor blok soliisyonu eklendikten sonra hiicreler 1 saat 37°C’de veya oda
1s1sinda bekletilmistir. Bu bekleme oda 1sisinda olursa plak 151k gérmemesi
icin alimiinyum folyo ile kapatilmalidir.

Bekleme siiresinin sonuna dogru FITC isaretli sekonder antikor soliisyonu
hazirlanmistir. Bu sekonder antikor soliisyonu kullanim protokoliine gore
seyreltilerek kullanilmistir. Bizim kullandigimiz antikor 1/100 oraninda
seyretilerek hazirlanmistir. Bu soliisyon 6 kuyucuklu plakin her bir kuyucugu
icin toplam 500 pl ve 24 kuyucuklu plakin her bir kuyucugu i¢in toplam 250
ul olarak hazirlanmistir. Sekonder soliisyon eklendikten sonra plak 1 saat
37°C veya oda 1sisinda bekletilmistir.

Bekleme siiresi sonunda kuyucuklarin tizerindeki antikor karigimi alinip 3
defa PBS ile pipetaj yapmadan yikama yapilmistir.

Yikama sonunda, hazirlanan sekonder antikor soliisyonu hiicrelerin tizerinde
eklenip plak 45 dakika etiivde veya alimiinyum folyoya sarili bi¢imde oda
1sisinda bekletilmistir.

Bekleme siiresi sonunda sekonder antikor en fazla 2 defa daha kullanmak
tizere alimiinyum folyoya sarilarak, 1.5 ml’lik yeni bir ependorf tiipiine
konmus ve -20°C’ye kaldirilmistir.

Kuyucuklar PBS ile 3 defa yikandiktan sonra hiicreler floresan mikroskop
yardimiyla incelenmistir. Laboratuarimizda inverted floresan mikroskobunun
bulunmamasi nedeniyle plak kuyucuklarinin igerisine temiz bir lamel
yerlestirilmis ve hiicre ekimi bu lamellerin lizerine yapilmistir. Boyama
sonunda hiicrelerin incelenmesi islemi bir enjektoriin ignesiyle lamellerin

mikroskop lami {izerine ters ¢evrilmesiyle yapilmistir.
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- Inceleme islemi sonunda lameller tekrar kuyucuklara yerlestirilmis ve

tizerlerini kaplayacak sekilde PBS eklenerek +4°C’de alimiinyum folyoya

sarilt bigimde saklanmistir. Eger, inverted floresan mikroskopta inceleme

yapilacaksa dogrudan plak tizerinden inceleme yapilmis ve hiicrelerin {izerine

PBS eklenerek +4°C’de saklanmustir.

2.2.3. MTT ile Sitotoksisite Testi

Lomeguatrib ve TMZ’nin hiicreler {iizerindeki sitotoksisite  diizeylerini

(IC50=Inhibitér doz) saptamak amaciyla MTT yoéntemi kullanilmistir. Bu amagla

asagida yer alan protokol izlenmistir.

Hiicre kiltiirinde elde edilen primer kiiltiir hiicrelerinden veya hiicre
dizilerine ait hiicrelerden 96 kuyucuklu plakin her bir kuyucuguna 15.000
hiicre olacak bi¢gimde ve ekim yapilmistir. Kuyucuklara 100 pl hiicre
besiyeri karisimi seklinde ekim yapilmistir. Plak kuyucuklarina hiicrelerin
homojen bir bigimde yayilmasi saglanmistir. Bunun igin 100 ul’lik
pipetle hiicre ekimi yapilirken pipet ucu kuyucuk duvarimin orta kismina
temas ettirilmis ve da bir defada hiicrelerin kuyucuk igerisine birakilmasi
saglanmistir.

Bu hiicreler 37°C’de, %5 COy’li etiivde bir gece (16/24 saat),
bekletilmistir.

Bekleme siiresi sonunda yapisan hiicrelerin  tlizerine  farkli
konsantrasyonlarda Lomeguatrib ve TMZ eklenmistir. Hazirlanan ilag
konsantrasyonlar1 1,10, 25, 50, 100, 250, 500, 1000 uM TMZ, 50 uM
Lomeguatrib ve TMZ ile hazirlanan 50 uM Lomegutarib + 1, 10, 25, 50,
250, 500, 1000 uM TMZ’dir. Bunlarin yan sira kontrol amagh hig ilag
verilmeyen kuyucuklar vardir (Sekil 2.1). TMZ ve Lomeguatrib
kombinasyonu verilirken TMZ’den 2 saat 6nce Lomeguatrbi verilmis 2
saat sonra besiyeri degistirilmeden TMZ eklenmistir. Ila¢ eklenen
hiicreler 48 saat i¢in tekrar etiive kaldirilmistir. Hazirlanan farkli ilag
konsantrasyonlarinin her biri i¢in en az 4 kuyucuk kullanilmistir. Bu siire

sonunda hiicrelerin {izerindeki besiyeri alinarak daha Once hazirlanan
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MTT soliisyonu (5 mg/1 ml) toplam besiyeriyle karistirilip ve hiicrelerin

tizerlerine birakilmigtir. MTT hiicre besiyeri karigimi toplamda 100 pl’dir.

3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

1000000000000
1000000000000

Sekil 2.1. MTT testi igin 96 kuyucuklu bir plaga ilaglarin farkli konsantrasyonlarda ekleme diizeni

- Plak 37°C’de, %5 CO»’li etiivde 2,5 saat bekletilmistir.

- Bu siire sonunda plak alinip kuyucuklarin tizerindeki MTT hiicre besiyeri
karigimi atilir ve her bir kuyucuga 100 pl lizis soliisyonu eklenmistir.

- Bu asamada ¢ok uglu pipet yardimiyla hizlica bu lizis soliisyonunun
kuyucuklarda hiicrelerle karismasi saglanir.

- Tium kuyucuklar pipetajla karisitirildiktan sonra spektrofotometrede 530
nm’de 6l¢lim yapilmistir.

- Spektrofotometrik Analiz: Spektorofotometrede bos ve hiicre igeren
kuyucuklardan elde edilen veriler GraphPad Prism programinda
degerlendirilmis, Lomeguatrib ve TMZ’nin farkli hiicrelerdeki

sitotoksisite degerleri saptanmuistir.
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2.2.4. RNA Izolasyonu

RNA izolasyon islemi hiicre kiiltiirii odasinda steril bir ortamda gergeklestirilmistir.
Bunun i¢in kullanilan ortam son derece temiz, kullanilan tiip ve mikropipet uglari
Rnaze agisindan steril olmalidir. Hiicre kiiltiiriinden elde edilen hiicreler 25 em?’lik
flasklara ekildikten sonra MTT sonucunda saptanan konsantrasyonlarda ilag
kombinasyonlar1 uygulanmistir. Bir 6rnek ic¢in esit sayida hiicre igeren 4 flask
kullanilmistir. Bunlar, kontrol amacl kullanilacak olan ve ilag konulmayan bir flask,
digeri yalmizca TMZ wuygulanmis bir flask, bir digeri yalnizca Lomeguatrib
uygulanmis olan ve son olarak her iki ilacin birlikte kullamldigi flasktir. Ilag
uygulandiktan ve 48 saat bekledikten sonra asagidaki protokol izlenerek RNA

izolasyonu yapilmaistir.

- Hiicre kiiltiiriinde, 25 cm?lik flasklarda bulunan ve ilag uygulandiktan sonra
37°C %5 COy’li etiivde bekletilen hiicrelerin ilgili siire sonunda tizerlerindeki
besi yeri alinmis ve atilmistir. Flasklar PBS ile yikanmis ve her bir hiicreye
0,4 ml tripsin-EDTA eklenmistir. Tripsin-EDTA eklenmis flasklar 5 dakika
etlivde bekletilerek birbirlerinden ve ylizeyden ayrilmalar1 saglanmistir.

- Tripsin sonrasinda flaskin yiizeyinden ayrilan hiicrelere tripsin miktar1 kadar
besiyeri eklenerek tripsinasyon islemi durdurulmustur. Bu hiicre besiyeri
karisimi 15 ml’lik tiiplere alinr ve +4°C’de, 1200 rpm’de 5 dakika santrifiij
edilmistir.

- Bu basamak ve sonrasindaki islemler aksi belirtilmedik¢e buz {istiinde devam
edilir. Santrifiij sonrasinda tiipiin tist kism1 pipet yardimiyla atilip altta kalan
hiicre lizatinin tizerine ticari olarak alinan “Tri Reagent” isimli soliisyondan 1
ml eklenmis ve mikropipet yardimiyla karismasi saglanmistir. Bu karigim 2
ml’lik yeni, steril bir ependorf tiipline aktarilarak buz igerisine gomiilii
durumda 10 dakika kadar bekletilmistir.

- Bu siire sonunda, bu tiipiin {izerine, ticari olarak satin alinan 4-bromoanisole
solisyonundan 50 pl eklenmis ve hizli bir sekilde, 15 saniye boyunca el

yardimiyla kuvvetlice karistirilmistir.
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Karigtirma islemi sonunda +4°C’de, 12000 rolatif santrifiij glicii (rcf, relative
centrifugal force)’de 15 dakika santrifiij edilmis ve sonunda tiiplerde 3 faz
olugsmustur. En {istte kalan berrak fazda RNA, ortada kalan kopiik rengindeki
kissmda DNA ve en altta kalan kirmizi renkli kisimda ise protein
bulunmaktadir.

Ust berrak kisimdan yaklasik olarak 500 pl almip yeni, steril bir 2 ml’lik
ependorf tiiptine aktarilmistir. Bu islem sirasinda DNA kontaminasyonunu
Onlemek i¢cin DNA oldugu belirtilen kisma yaklasilmamalidir.

RNA’nin yer aldig1 yeni ependorf tiiptine 500 pl soguk izopropanol eklenmis
ve tlip hafifce alt list edilerek karistirllmistir. Bu karigim 5-10 dakika kadar
oda 1sisinda bekletilmis ve ortalama 2 dakikada bir tlip alt tiste edilerek
sollisyonun karigsmasi saglanmuistir.

Bekleme sonunda tiip +4°C’de, 12000 rcf’de 10 dakika santrifiij edilmis ve
santrifiij sonunda tiiptin st kismi (dip kismina yaklasilmadan) yavascga
dokiilmiigtiir. Ttptin lizerine 1 ml %75°lik soguk etanol eklenip alt iist
edilerek karistirilmigtir. Bu asamada RNA ¢iplak gozle goriilebilir.

Bu karisim +4°C’de, 6000 rcf’de 5 dakika santrifiij edilmistir.

Santrifiij sonunda tiipiin st kismi1 dip kismina yaklasilmadan yavasga
mikropipet yardimiyla atilar ve tlip laminar kabin igerisinde kurumaya
birakilir.

Yaklasik 10 dakika sonunda 50 pl steril, DEPC ile muamele edilmis distile su
eklenerek RNAnin ¢dziilmesi saglanmistir.

Elde edilen 50 pl hacmindeki RNA’nin 3-5 pl kadar1 baska bir temiz 200
ul’lik ependorf tiiptine aktarilmistir. Bu islem ana stogun siirekli dondurma
ve ¢oziinme slireclerine maruz kalmasini 6nlemek i¢in yapilmaktadir. Ayrilan
bu RNA miktar1 agaroz jelde RNA Kkalitesinin degerlendirilmesi icin
kullanilir. Geri kalan RNA hemen -80°C’ye kaldirilmistir.

RNA 'min kalitatif degerlendirilmesi:

Elde edilen RNA’dan ayrilan 3-5 pl RNA etidyum bromiir eklenmis %]1°lik

agaroz jel de yurtitilmiistiir.
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Yiriitme sonunda 28S, 18S ve 5S RNA goriintlisii net bir bicimde
gozlenmistir. Gortintiide herhangi bir RNA parcalanmasi gozlenmez ise bu

elde edilen RNA’nin kalitesinin iyi olduguna isaret etmektedir (Sekil 2.2).

Sekil 2.2. Farkli zamanlarda hiicre kiiltiiriinden elde edilen RNA &rneklerinin genel goriintiisii

28 S
18S

58

28 S
188

58S

RNA 'min kantitasyonu

RNA miktarinin 6l¢timii Qubit marka (Invitrogen) mini florometre ile
yapilmistir.

RNA o6l¢timii i¢in Quant-it RNA assay kiti ticari olarak satin alinmistir ve
protokoliine gore 6l¢lim yapilmistir.

Kit protokoliine gore 2 adet standart soliisyon hazirlanir. Birinde yalnizca su
digerinde ise florometrenin optimizasyonu i¢in hazirlanmis ve kitle bereber
gelen RNA kullanilmaktadir. RNA o6rneklerinin 6l¢limiinde ise tampon
soliisyon, boya ve RNA kullanilmaktadir. Kullanilan boyanin yalnizca RNA
orneklerine baglandigt DNA o6rneklerine baplanmadigi dolayisyla sonucun
saf RNA miktarina 6zgiil oldugu belirtilmektedir.

Bir 6rnek i¢in 500 pl’lik steril ependorf tiiptinde 190 ul tampon soliisyonu ve
1 ul boya soliisyonu karistirilir. Buna 6l¢timii yapilacak 6rnekten 1 veya 5 pl
RNA eklenir, hafifce karigtirilir. Bu arada standart 1 i¢in 190 pl tampon
soliisyonu, 1 pl boya ve 10 pl standart 1 soliisyonu karistirilir. Standart 2 igin
190 pl tampon soliisyonu, 1 pl boya ve 10 pl standart 2 soliisyonu
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karistirilir. Ornekler ve standartlar icin karisim hazirlandiktan sonra hafif bir
vorteks yapilir ve 2 dakika oda 1sisinda beklenir.

Bekleme siiresi sonunda Qubit marka 6l¢tim cihazinda RNA 6l¢tim sekmesi
acilir. Kalibrasyon igin 6nce standart 1 sonra standart 2 ve sonrasinda

ornekler olgiilerek kantitasyon yapilmistir.

2.2.5. cDNA izolasyonu

RNA elde edilen hiicrelerden gercek zamanli PZR’de ekspresyon analizi ig¢in

kullanmak amaciyla cDNA sentezi ger¢eklestirilmistir. Bunun i¢in Finnzymes marka

F-470L cDNA sentez kiti kullanilmistir. Bu kitin 6nerdigi protokol uygulanarak

ortalama 100 nanogram (ng) RNA’dan ¢cDNA elde edilmistir.

200 pl’lik ependorf tiip igerisine sirasiyla steril dH,O, hekzamer ve RNA
konmustur. Bu karisim 6ncii denatiirasyon stireci i¢in 1sitic1 blokta 65°C’de 5
dakika bekletilmistir. Burada sekonder yapilanma gosterebilen RNA’larin
acilmasi kolaylastirilmistir.

Bu siire sonunda hemen buza konan tiip igerisine tampon soliisyon (2X) ve
M-MulV RNase H" ters transkriptaz enzimi eklenmistir. Toplam hacim 20 pl
olacak bigimde diizenleme yapilmistir.

Enzimi eklendikten 6rnegimizin bulundugu tiip kuru isitict blokta sirasiyla
25°C’de 10 dakika, 42°C’de 60 dakika ve son olarak 85°C’de 5 dakika
inkiibasyona birakilir. Bu stire¢ sonunda ¢cDNA’larin elde edilip edilmedigi
kotrol (house-keeping) primerleriyle kontrol edilmistir. Burada yapilan klasik
PZR’de gercek zamanli PZR’de kullanilacak G6PD kontrol primerleri
kullanilmistir (Sekil 2.3). Elde edilen cDNA’lar ger¢cek zamanli PZR’de

ekspresyon analizi i¢in kullanilmistir.
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Sekil 2.3. cDNA’nimn varliginin kontrol edilmesi. Kolon:1, 2, ve 3. G6PD iiriinii, Kolon 4:.negatif
kontrol, Kolon 5: Markir

2.2.6. Kiiltiire Edilen Hiicrelerden DNA izolasyonu

Primer kiiltiir hiicrelerinden ve hiicre dizilerinden metilasyon analizi i¢in genomik

DNA elde edilmistir. Bu amag i¢in kullanilan kitin ilgili protokolii asagidaki gibidir.

- Hicreler tripsine edilerek 15 ml’lik tiiplere alinmistir.

- Bu tiipler 1500 rpm’de 5 dakika santrifiij edildikten sonra stipernatan
kismi atilmis ve tizerine 1,25 ml BD-1 soliisyonu eklenerek peletin
pipetajla karismasi saglanmastir.

- Bu karisim temiz, steril bir 1,5 ml’lik ependorf tiipiine aktarilmis ve
12000 rpm’de 30 saniye santrifiij edilmigstir. Santrifiij sonrasi
stipernatan atilarak pellet tizerine 600 pul BD-3 soliisyonu eklenmistir.
BD-3 soliisyonu ile hiicre karigimi birkag kez pipetlenir ve tiip alt {ist
edilerek soltisyonun peletle iyice karismasi saglanir. Pipetleme
sonunda tiipler 65°C’de 15 dakika inkiibe edilmistir.

- Bekleme sonunda tiip oda 1sisina kadar sogutulup tizerine 10 ul RNase
A eklenmis ve 37°C’de 30 dakika inkiibe edilmistir.

- Inkiibasyon sonunda tiip 37°C’den alinarak buz igerisinde 5 dakika
bekletilmis ve sonunda 200 pul BD-4 soliisyonu eklenerek pipet
yardimiyla karistirilmigtir.

- On dakika maksimum hizda santrifiij edilen tiipiin siipernatan kismi
dikkatlice toplanmis ve {izerine oda 1sisindaki izopropanolden 0,6 ml
eklenerek presipitasyon yapilmistir. DNA presipite olmasi i¢in tiip 40-

50 defa alt st edilerek karigtirilmistir. Presipitasyon sonunda 10
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dakika maksimum hizda santrifiij edilip siipernatan uzaklastirilmis ve
DNA 1 ml soguk %70’lik etanol ile yikanmustir.

- Bes dakika maksimum hizda santrifiij edilen tiipiin stipernatan kismi1
uzaklastirilmis ve elde edilen pelet kurumaya birakilmistir. Kurutma
sonunda DNA tizerine 0,2 ml steril H,O veya Tris EDTA (TE) buffer
eklenmigtir. Tiip 65°C° de 15-30 dakika bekletilir ve inkiibasyon
sirasinda birkac¢ kez alt iist edilerek karstirilir. Inkiibasyon sonunda
elde edilen DNA’nin konsantrasyonu ve safligi spektrofotometrede
Ol¢lilmustiir.

- Cozilmis DNA o6rneginden 20 pl alinip quartz tiip i¢cinde dH,O ile
hacmi 2 ml’ye tamamlanir, iyice karistirlir.

- Spektrofotometrede OD260 ve OD280 degerleri olgiiliir. OD260 ve
OD280 degerlerinin orani hesaplanarak DNA’ nin safligi belirlenir.
260:280 oran1 DNA’nin safliginin hesaplanmasinda alinan temel
kriterdir.

- Asagidaki formiil kullanilarak elde edilen DNA’nin konsantrasyonu
belirlenir.

- Konsantrasyon (png/pl) = OD260 x 0.05 x 100 (sulandirma katsayist)

- Elde edilen DNA’'nin genomik biitiinligti %]1’lik agaroz jelde

yuritiilerek degerlendirilmistir.

Sekil 2.4. Farkli zamanlarda hiicre kiltiirinden elde edilen genomik DNA o&rneklerinin genel
goriintiisti

2.2.7. DNA Modifikasyon Protokolii

Genomik DNA’dan metilasyon analizi i¢in Oncelikle DNA’nin bisiilfit
modifikasyona maruz kalmasi gerekmektedir. Bunun i¢in DNA’nin alkalin pH’ta

hafif 1sitilarak tek zincirli formu almasi saglanmaktadir. Reaktif I, bistilfit iyonunun
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sodyum tuzunu i¢ermektedir ve kullanildiginda metile olmayan sitozin siilfonasyona

ugrar ve hidrotik olarak deamine olur. Bu iglemin ardindan DNA, reaktif II (bir tiir

tuz) varliginda reaktif IIT (mikropartiikiil tasiyic1)’e baglanir. Etanol (%70) varliginda

mikrosantrifiij yapilarak DNA tuzdan temizlenir. Urasile doniisiim siireci etanol

(%90) kullanim1 ve alkalin desiilfonasyon islemiyle tamamlanir. Mikropartikiile

bagli DNA tris EDTA soliisyonunda 1sitilarak mikropartikiillerden ayristirilir. DNA

modifikasyonu i¢in kullanilan kitin ilgili protokolii asagida 6zetlenmistir.

Bu islemde 1,5-2 ml’lik mikrosantrifiij tiipti kullanilmistir. 100 pl su
icerisinde 1 pg DNA (10 ng/ul) olacak sekilde DNA 6rnegini hazirlanmistir.
Bu 6rnek 1,5 ml’lik ependorf tiipline aktarilmis ve tizerine 7 ul 3 M NaOH
eklenerek karistirtlmistir.

Bu tiip 50°C’de 10 dakika inkiibe edilir.

Inkiibasyon sonrasinda 550 pl taze hazirlanmis reaktif I ilave edilmis ve
karistirilarak 50°C’de 4-16 saat inkiibe edilmistir.

Inkiibasyon sonunda 6nceden kullanima hazirlanmus, iyice karistirilmis 5 pl
reaktif I1I, tiipte bulunan DNA soliisyonunun tizerine eklenir.

Bunun {izerinde 750 pl reaktif II ekleyip kisa bir siire karigtirilmistir.

Tiip oda 1s1sinda 5-10 dakika inkiibe edilir.

Inkiibasyonun ardindan 5000 rcfte 10 saniye santrifiij edilir ve siipernatan
atilir.

Tiipiin tizerine 1 ml %70 Etanol eklenip vortekslenir ve 5000 rcf’te 10 saniye
santrifiij yapilir.

Santrifiij sonrasi siipernatan atilir. Bu asama 3 kez tekrarlanmistir.

Son 3. yikamadan sonra siipernatan uzaklastirilir ardindan tiip 13000 rcf’te 2
dakika santrifiij edilir ve kalan siipernatan pipet yardimiyla uzaklastirilir.
Tiiplin tizerine 50 pl 20 mM NaOH (%90 etanol igerisinde) soliisyonunu
eklenir. Tipteki pelet kisa bir vorteks yapilarak kaldirilir ve oda 1sisinda 5
dakika inkiibe edilir.

Stire sonunda 5000 rcf’te’de 10 saniye santrifiij yapilan tiiplin siipernatani
pipetle atilarak tizerine 1 ml %90 etanol eklenir.

Tiip 5000 ref’te 10 saniye santrifiij edilir ve stipernatani pipetle atilir.
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- Siipernatan uzaklastirildiktan sonra tiip 13000 rcf’te 3 dakika santrifiij
edilerek kalan siipernatanin hepsi uzaklastirilir ve tiip 10-20 dakika oda
1sisinda kurumaya birakilir.

- Kuruma sonrasi tiip 50-60°C’de 15 dakika inkiibe edilmistir.

- Inkiibasyon sonrasinda tiip maksimumu hizda 2-3 dakika santrifiij edilir ve
stipernatan pipet yardimi ile yeni bir tiipe aktarilir. Modifiye edilmis 6rnek
stipernatan kismindadir.

- Modifiye DNA o6rnegi (-15)-(-25)°C arasinda 2 ay, -80°C’ de 6 ay

saklanabilir.

2.2.8. Metilasyon Spesifik PZR (MS-PZR)

Bistilfit modifikasyona maruz birakilan genomisk DNA’larda  MGMT
metilasyonunun arastirilmast amaciyla MS-PZR yapilmistir. MS-PZR sonucunda
elde edilen PZR iiriinleri %2’lik agaroz jelde (TBE tamponunda) yiirtitiilmiistiir.
Metilasyon varligi (M) 80 bp ve metilasyon yoklugu (U) 92 bp’lik iiriin varligiyla
tanimlanmistir. Her iki allelinde metilasyon bulunmama durumu UU geneotip,
yalnizca bir allelinde metilasyon bulunmast UM (hemimetile) genotip olarak tayin

edilmistir.

Cizelge 2.2. MGMT metilasyon analizi i¢in PZR sartlar1

Reaksiyon karisimi
MGMT
M ve U karigimlar ayr1 ayr1 hazirlanir
. Reaksiyon Dongiisti,
Genomik DNA 3l
_ 1-95°C 10' denatiirasyon
Primerler, M veya U (10 pmol/pl) 0,4 nl
2-95°C 45"
dANTP(10 mM) 0,5 pl
MgCl, (25mM T
m 9
= : - ”1 4-72°C 45"
Taq DNA polimeraz (5U, 0,2
q p (SU/ ph Ml e s
Tampon (-MgCl, 10X) 2,5 ul ]
: 40 dongii
Toplam Hacim 25 ul
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2.2.9. RT-PZR

Hiicre kiiltiirtinde ilag verildikten sonra RNA ve cDNA sentezi yapilan hiicrelerdeki
MGMT ve p53 genlerinin ekspresyon diizeylerini analiz etmek amaciyla RT-PZR
yontemi kullanilmistir. PZR sonrasi elde edilen sonuglar dongii numaralarina gore ve
konsantrasyonlarina goére hesaplanmistir. RT-PZR o6ncesinde standart bir egri
olusturulmustur (Sekil 2.5). PZR’nin etkinlik degeri 1,987°dir. RT-PZR reaksiyon
sartlar1 Cizelge 2.3’te verilmistir.

Standard Curve

FSB-EH-\__\
=] ]

— Std. curve
Samples

2
8 30
UEB—;

1 2 3 4 =
Log Concentration

Sekil 2.5. RT-PZR i¢in olusturulan standart egri

Cizelge 2.3. MGMT, p53 ve G6PD icin RT-PZR sartlar1

Reaksiyon karisimi MGMT, p53 ve G6PD
Reaksiyon karigimi (Tampon + dNTP Reaksiyon Dongiisil,
+ MgCl, + Enzim) 10,4 ul 1-95°C 10' denatiirasyon
’ 2-95°C 10"
Primerler F ve R 0,2 pl 3-60°C 30"
4-72°C 1"
Problar (prob 23 veya 71) 0,2 ul 50 dongii
Cdna 4 ul
Toplam Hacim 20 pl

2.2.10. Tek Hiicre Jel Elektroforezi (COMET)

Hiicrelere ilag verildikten sonra hiicrelerde meydana gelen DNA hasarini tespit
etmek icin COMET (kuyruklu yildiz) testi yapilmistir. Bu testin baslangicinda

hiicrelerin hazirlanmast siireci hiicre kiiltiirinde diger asamalar1 ise los bir 1sikta
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molekiiler laboratuarinda gergeklestirilmistir. Bu islem i¢in izlenilen protokol

asagida yer almaktadir.

COMET yapilacak hiicreler tripsine edilerek 15 ml’lik tiiplere alinir. Bu
tiipler 1500 rpm’de 5 dakika santrifiij edildikten sonra stipernatan atilir ve
hiicrelerin tizerine transfer pipeti ile 2 ml PBS eklenir.

PBS ile karisan hiicrelerin 18 pl’si 36 pl %0,75°lik diisiik erime sicakligina
sahip agaroz ile karistirilip oda 1sisinda bekleyen ve normal erime sicakligina
sahip agaroz ile kapli lamlarin {izerine yayilarak tizerleri ince lameller ile
kaplanur.

Uzeri hiicre ve agaroz karsimiyla kaplanan lamlar buz {izerine almir ve 20
dakika donmalar1 beklenir. Agaroz lam iizerinde donduktan sonra lameller
dikkatlice kaldirilir. Lameller kaldirildiktan sonra lamlar daha Once
hazirlanmig olan ve +4°C’de bekleyen soguk lizing soliisyonunda 1 saat
bekletilir. Bekleme sonunda bu soliisyona 14 pl (20 pg/ml) Proteinaz K
eklenir 37°C’ lik etiive kaldirilir. Burada da lamlar 2 saat inkiibe edilir.

Iki saat sonunda lamlar soguk TBE nétral soliisyonunda 20 dakika bekletilir
ve ardindan 25V°ta 20 dakika ylriitilir. Ydriitme islemi siiresince
elektoroforez tankinin {istline soguk akiiler ve buz pargalar1 konarak TBE
sollisyonunun 1sinmasi engellenmistir.

Elektroforezden alinan lamlar karanlikta, oda 1sisinda kurutulduktan sonra her
bir lamel 50 pl etidyum bromid (8ug/ml) ile boyanmistir. Boyanan
preparatlar floresan mikroskopta (Olympus BXS51) ilgili filterde
incelenmigtir. Her bir hiicre DNA gortintlisti kuyruk uzunlugu ve kafa
bolgesine gore degerlendirilmis ve hasar miktarina gore 0 (hasarsiz ), 1 (az
hasarli), 2 (hasarli), 3 (orta hasarli), 4 (cok hasarli) olarak kategorize
edilmistir (Sekil 2.6). Her bir preparat i¢in 250 hiicre sayilmistir.
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Sekil 2.6. DNA hasarinin COMET ile gosterimi. Hasar degerlendirilmesi, yukari soldan saga dogru 0:
Hasarsiz, 1: Az hasarli, 2: Orta hasarli, asag1 soldan saga 3: Hasarli, 4: Cok hasarli.

2.2.11. Agaroz Jel Elektroforezi

MS-PZR sonucnda elde edilen amplifikasyon {irlinlerinin goriintiilenmesinde
cDNA’nin varligimin saptanmasinda, DNA ve RNA izolasyonu sonucunda
goriintiilenmesinde agaroz jel elektroforezi kullanilmigtir. MS-PZR ve ¢cDNA iiriin
varliginin  saptanmasinda icin %2’lik, DNA ve RNA izolasyon iriinlerinin

gortintiilenmesinde %1°lik agaroz jel kullanilmistir.

2.2.12. Akim Sitometrisi

Akim sitometrisinde ila¢ verilen hiicrelerin hiicre diingli diizeyleri ve apoptoz
durumlari incelenmistir. Bunun i¢in asagidaki protokol izlenmistir.

- Hicre kiiltirtinde ilag verilip 48 saat beklenen hiicreler tripsine edilir.

Tripsine edilen hiicreler 15 ml’lik tiiplere aktarilir ve 1500 rpm’de 5 dakika

santrifiyj edilir.
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- Santriftij sonrast iist kisim atilir ve hiicrelerin lizerine 3 ml PBS eklenerek
tekrar 1500 rpm’de 5 dakika santrifiij edilir.

- Santriflij sonrasi iist siipernatant kisim atilir ve tekrar ayni sekilde PBS’ile
yikama islemi yapilir.

- Ikinci yikama sonunda hiicrelerin {izerine 2 ml PBS eklenir.

- Fiksasyon i¢in vorteks tizerinde alinan tiiplerin iizerine toplamda 2 ml soguk
%99’1uk alkol hafif vorteks altinda damla damla birakilir.

- Fiksasyon isleminin ardindan ortamdaki alkolii uzaklastirmak i¢in 2 ml daha
PBS ilave edildi.

- Santrifiij sonrast siipernatan atildiktan sonra hiicsrelerin tizerine 70 pul RNase
ve 50 ul Propidium Iodide eklendi, karistirildiktan sonra 20 dakika oda
1s1sinda karanlita inkiibe edildi.

- Inkiibasyon sonunda hiicreler 37 pm’lik nylon mesh’den siiziildii ve akim
sitometri cihazinda (EPICS XL MCL, Beckman Coulter) 10000 hiicre
sayilarak hiicre dongiisii ve DNA analizi yapildi.

- Gy/Gy, sentez ve G»/M fazindaki hiicrelerin orani ile apoptotik hiicre orani iki
degiskenli DNA histogramlart MCYCLE (Phonex Sys) programi kullanilarak

analiz edilmistir.

2.3. Sonuclarin Degerlendirilmesi

[statistiksel analizler igin SPSS 11.5 progranmu kullanilmustir. Olgiimle elde edilen
degiskenler bakimindan bagimsiz iki grubun karsilastirilmasinda Mann-Whitney U
testi, ikiden fazla grubun Kkarsilastirilmasinda Kruskal-Wallis varyans analizi
kullanilmistir. Kategorik degiskenler bakimindan iligki ya da gruplar arasi farklilik
incelemesinde ki-kare testi uygulanmistir. Tanimlayici istatistik olarak nitel
degiskenlerde oran, nicel degiskenlerde ise ortanca (minimum-maksimum)

verilmistir. p<0.05 istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir.
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3. BULGULAR

3.1. Primer Hiicre Kiiltiiriinden Glia Kékenli Hiicrelerin Elde Edilmesi

Tez calismamiz, Ankara 1 no’lu Etik Kurulu’ndan 12/08/2009 tarihinde alinan kurul
onayindan (karar no:2009/08-3) sonra baslamistr. Bu tez ¢alismasinin hasta grubunu
klinik 6n degerlendirme sonucu GBM siiphesi tasiyan ve bu nedenle ameliyat edilen
bireyler olusturmaktadir. Ameliyat dncesinde, hastaliginin 6n tanist hakkinda bilgi
sahibi olan bireylere ¢alisma hakkinda bilgi verilmis ve ¢alismaya katilmay1 kabul
eden goniillii hastalardan ameliyat sirasinda doku 6rnegi alinmistir. Bu kapsamda, 64
hastadan doku 6rnegi alinmis ve bunlardan primer kiiltiir elde edilmeye ¢alisiimistir.
Ameliyat sonrasinda, bu 64 hastadan 36 sinin Ankara Universitesi Patoloji Anabilim
Dali tarafindan GBM hastasi oldugu rapor edilmistir. Tiimor dokusundan primer
kiiltiir stireci baslatilmis ancak GBM hastas1 olmayan hastalara ait hiicre 6rnekleri
calismadan ¢ikartilmistir. Bir hasta Ornegine ait primer kiiltiir hiicresinin bu tez
kapsaminda degerlendirilebilmesi i¢in ortalama sayisinin 5. pasaja kadar 6 750 000°e
ulagmas1 gerekmektedir. Planlanan test basina bu hiicre populasyonunun dagilimi ise
MTT analizi i¢in 750 000, immiinositokimya i¢in 60 000, RNA izolasyonu i¢in 2 000
000, metilasyon analizi i¢in 2 000 000, akim sitometrisi i¢in 2 000 000  hiicre
seklindedir. Tez kapsaminda primer kiltiirii yapilan 36 GBM hastasinin 10’unda
yapilacak analizler icin yeterli sayiya ulasilmistir. Hastalarimizin ortalama yasi
52,7412,1°dir ve 6’s1 kadin 4’1 erkektir. Hastalarimiza ait genel bilgiler Cizelge

3.1°de verilmistir.

Primer hiicre kiiltiirlerinin elde edilme stireleri her hastada farklilik gostermistir.
Doku orneklerinin flaska yerlestirilmesini takiben, doku parcalarinin yapismasi ve
kenar bolgelerinden hiicrelerin ¢ogaldiginin gozlenmesi ortalama 6-10 giindiir.
Cogalan hiicrelerin 25 cm®lik flask igerisinde %60-70 yogunluga ulasma siiresi
ortalama 15-30 giindiir. Bu asamadan sonra pasaj yapilmaya baslanmis ve her
pasajdaki hiicreler azot tankina kaldirilmistir. Bazi hasta orneklerinde 2-3 bazi

orneklerde ise 4 veya 5 pasaja kadar hiicre ¢ogaltilabilmistir. Ancak bazi hasta
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orneklerinde ise 10. pasaj yapildiginda bile aktif olarak ¢ogalan hiicre kiiltiirleri elde
edilmigtir. Hiicre Orneklerimizden 5.pasaja kadar tez igin yeterli sayiya
ulagsamayanlar ¢alismadan ¢ikartilmistir. Tez kapsaminda yapilan tiim testler 5.pasaj
ve altindaki hiicrelerden yapilmistir. GBM doku orneklerinden ¢ogalan hiicre

goriintlileri asagida verilmistir.



Cizelge 3.1. Primer kiiltiir yapilan hastalara ait genel bilgiler

Hayatta
Hasta - - . Cerrahi Kemoterapotik | Kiir Doz Yasam kalma
Ad Tani Tarihi | Yas |Cinsiyet | Boy/Kilo Tipi Derece flag* sayisi (mg) Evet/Hayir | siiresi*
*
FS 23/06/2009 59 K 157/61 Total v ™Z 6 250-350 Hayir 7 ay
ilk 6 ayTMZ,
SC 30/07/2009 62 E 173/70 Total v sonrasinda 6 150-400 Evet
TMZ+Avastin
ST 09/05/2009 61 E 170/68 Total v T™Z 5 120 Hayir 14 ay
AK 03/07/2009 60 K 152/65 Total v ™Z 2 120 Hayir 4 ay
SD 19/02/2009 25 E 167/75 Total v T™Z Evet
NB 02/07/2009 53 K 157/60 Total v ™Z 5 120 Evet
EK 12/03/2009 57 K 155/83 Total v ™Z 8 100 Hayir 14 ay
HA | 27/0402009 60 K 165/62 Subtotal v | Hayir 0 ay
BY 08/06/2010 53 E 176/90 Total v T™™Z 4 310-350 Evet
HK | 05/11/2009 37 K 167/54 Total v | - Evet

* Tedavi baglangig tarihinden itibaren

CL
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Sekil 3.1. Timor dokusundan gogalan hiicrelerin goriintiileri

Sekil 3.3. Kiiltiir hiicrelerinin ¢ogalmasiyla olusan yogun hiicre populasyonuna ait 6rnek goriintiiler
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Sekil 3.4. Primer kiiltiirde birbirlerinden farkli tiimor dokularindan elde edilen astrositlerin gériintiisii-
1
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Sekil 3.5. Primer kiiltiirde birbirlerinden farkli tiimor dokularindan elde edilen astrositlerin gériintiisii-
2

3.2. Primer Kkiiltiir hiicrelerinde GFAP ekspresyonu yapan hiicrelerin

saptanmasi

GFAP, glia kokenli hiicrelere spesifik, sitoplazmik bir proteindir. Immiin boyama
yontemiyle GFAP ekspresyonunun gosterilmesi glia kokenli hiicrelerin
tanimlanmasinda altin  standart yontemdir. Bu nedenle primer kiiltiir
calismalarimizda immiinositokimya ile GFAP ekspresyonunun varligi gosterilmistir.
GFAP goruntiilenmesine iliskin normal ve FITC filtre ile filtre edilerek elde edilmis

renkli goriintiiler yan yana asagida verilmistir.



Sekil 3.6. Glia kokenli hiicrelerin GFAP ile gosterimi-1 (sol normal sag ayni hiicrenin GFAP ile
boyanmis goriintiisii)
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Sekil 3.7. Glia kokenli hiicrelerin GFAP ile gosterimi-2 (sol normal sag ayni hiicrenin GFAP ile
boyanmig goriintiisii)
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Sekil 3.8. Glia kokenli hiicrelerin GFAP ile gosterimi-3 (sol normal sag ayni hiicrenin GFAP ile
boyanmis goriintiisii)

3.3. MTT ile Sitotoksisite Analizi

Lomeguatrib ve TMZ’nin hiicreler tizerindeki sitotoksisite diizeylerini saptamak
amaciyla yapilan MTT testi sonucunda, primer Kkiiltiir hiicrelerinin ve hiicre
dizilerinin TMZ ve TMZ + Lomeguatrib kombinasyonuna duyarhiliklarinin farkl
oldugu saptanmistir. Ila¢ uygulamasi sonrasinda hiicrelerin kontrole gore canlilik
durumlar1 asagidaki ¢izelgelerde verilmstir. Primer kiltiir hiicrelerinde ve hiicre
dizilerinde TMZ ve TMZ + Lomeguatrib kombinasyonu i¢in elde edilen farkli ICsg

degerlerinin dagilimina iliskin istatistiksel analiz Cizelge 3.4’de verilmistir.



Cizelge 3.2. Primer kiiltiir hiicrelerinin TMZ ve TMZ+ Lomeguatrip kombinasyonu sonrasinda kontrole gore canlilik diizeyleri

Kontrole gore canlilik yiizdesi
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Cizelge 3.3. Hiicre dizilerinin TMZ ve TMZ + Lomeguatrib kombinasyonu sonrasinda kontrole gore canlilik diizeyleri
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Cizelge 3.4. Primer kiltiir hiicrelerinde ve hiicre dizilerinde TMZ ve TMZ + Lomeguatrib
kombinasyonu i¢in elde edilen ICs, degerlerinin dagilimi

Gruplar TMZ TMZ + 50 uM Lomeguatrib
Primer Kiiltiir 147,26+80,34 80,345+40,32
Hiicre dizileri 175,1£22,56 30,14+22,56

Primer Kiiltiir + Hiicre dizileri 155,21+£57,07 68,57+40,20

3.4. MS-PZR

Primer kiiltiirde glia hiicresi izole edildikten sonra tim analizlerin yapilabildigi 10
hastanin 6’sinda MGMT geni UU (%60) olarak saptanirken diger 4’tinde UM (%40)
olarak saptanmistir (Sekil 3.9). Ayrica bu tez ¢alismasinda kullanilan 4 adet GBM
hiicre dizisinin MGMT geni U-118 MG’de UU, U-138 MG’de UM, , T98G’de UM
ve U-87 MG’de MM olarak saptanmistir (Cizelge 3.5). Ayrica, primer kiiltiir
hiicrelerinde ve hiicre dizilerinde Lomeguatrib ve TMZ uygulandiktan sonra MGMT
metilasyon analizi yapilarak MGMT metilasyon yapilarinin degisip degismedigine
bakilmistir. Bu analizde hiicrelerin metilasyon yapilarinin degismedigi, igili ilaglarin
yalniz baslarina veya birlikte kullanimimin MGMT metilasyon yapisina her hangi bir

etkilerinin olmadig1 saptanmistir. Bu analizlere ait goriintiiler asagida verilmistir.

Cizelge 3.5. Primer kiiltiir yapilan hastalarin ve hiicre dizilerinin MGMT metilasyon yapilari

MGMT Metilasyon Genotipi | Hasta Hiicre Dizisi
Uu FS, SC, ST, AK, EK, HA U-118 MG
UM SD, NB, BY, HK U-138 MG, T98G

MM U-87 MG
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500 by

250 by

100 bg
3 by

97 by
20 b

Sekil 3.9. MGMT metilasyonunun agaroz jeldeki goriintiisii. Kolon 1: U kontrol U primer, 2: U
kontrol M primer, 3: M kontrol U primer 4: M kontrol M primer 5: FS U primer, 6: FS M primer, 7:
BY U primer, 8: BY M primer, 9: SC U primer, 10: SC U M primer, 11: ST U primer, 12: ST M
primer 13. NB U primer, 14. NB M primer, 15: HA U primer, 16: HA M primer, 17: Markir (50
be’lik).

200 by
250 bi

100 tg
50 oy

Sekil 3.10. Lomeguatrib ve TMZ sonrasi MGMT metilasyon analizinin (U-138 MG i¢in) jeldeki
goriinttisii. Kolon 1: U kontrol U primer, 2: U kontrol M primer, 3: M kontrol U primer 4: M kontrol
M primer, 5: U-118 MG Kontrol U primer, 6: U-118 MG Kontrol M primer, 7: U-118 MG TMZ U
primer, 8: U-118 MG TMZ M primer, 9: U-118 MG Lomeguatrib U primer U-118 MG Lomeguatrib
M primer 10: U-118 MG Lomeguatrib + TMZ U primer 11. U-118 MG Lomeguatrib + TMZ U
primer, 12: U-118 MG Lomeguatrib + TMZ M primer, 13: U primer negatif kontrol, 14: M primer
negatif kontol, 15: Markir (50 bg’lik)

92 bg
80 bg

Sekil 3.11. Lomeguatrib ve TMZ sonrast MGMT metilasyon analizinin (T98G ig¢in) jeldeki goriintiisii.
Kolon 1: T98G Kontrol U primer, 2: T98G Kontrol M primer, 3: T98G TMZ U primer, 4: T98G
TMZ M primer, 5: T98G Lomeguatrib U primer, 6: T98G Lomeguatrib M primer, 7: T98G
Lomeguatrib + TMZ U primer, 8: Lomeguatrib + TMZ M primer.

250 bg
200 bg

150 bg
100 bg

50 bg

Sekil 3.12. Lomeguatrib ve TMZ sonrast MGMT metilasyon analizinin (SC i¢in) jeldeki goriintiisii.
Kolon 1: Markir (50 bg’lik), 2: SC Kontrol U primer, 3: SC Kontrol M primer, 4: SC TMZ U primer,
5: S¢ TMZ M primer, 6: SC Lomeguatrib U primer, 7: SC Lomeguatrib M primer, 8: SC
Lomeguatrib + TMZ U primer, 9: SC Lomeguatrib + TMZ M primer.
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3.5. MTT ICsp Degerleri ve Metilasyon Yapilar1 Arasindaki iligki

MTT ile elde edilen sonuglar ile primer kiiltiir ve hiicre dizilerinin metilasyon
yapilart arasindaki iligki incelendiginde MGMT geni UU olarak saptanan primer
kiltiir ve hiicre dizilerinde ortalama sitotoksik degerin (170,2) MGMT geni UM
olarak saptananlara gore (112,3) daha yiiksek oldugu saptanmistir (p=0,032). Benzer
bir durum TMZ’nin Lomeguatrib ile kombine verilmesinde de saptanmistir. MGMT
metilasyonu UU olanlarda Lomeguatrib’le kullanilan oratalama TMZ dozu (99.,9),
UM olanlara gore (38,3) daha yiiksektir (p=0,07). Bu sonuglara iligkin veriler
Cizelge 3.6°da verilmistir.

Cizelge 3.6. MGMT metilasyon yapilarina gore MTT degerlerinin karsilastiriimasi

Primer Kiiltiir ve hiicre dizileri UU (n=7) UM (n=6) P
T™Z 170,2 (161,2-281,6) | 112,3 (103,9-240) 0,032*
Lomeguatrib +TMZ 99,9 (50,0-141,5) 38.3 (23,9-65,0) 0,007*
Primer Kkiiltiir UU (n=6) UM (n=4) P
™Z 169,7 (161,2-175,5) | 106,5(103,9-138,5) | 0,011*
Lomeguatrib +TMZ 101,4 (90,6-141,5) 38,3 (23,9-50,1) 0,011*

3.6. MGMT ve p53 Ekspresyon Analizi

Primer kiiltiir hiicrelerine ve hiicre dizilerine ilag verildikten sonra elde edilen
cDNA’larda MGMT ve p53 ekspresyonlarindaki degisiklikler arastirilmustir. Ilag
verilen gruplar ile kontrol grubu arasindaki ekspresyon degisikliginin ve degisim
oranlarinin gosterildigi cizelgeler (Cizelge 3.7; Cizelge 3.8; Cizelge 3.10; Cizelge
3.11) asagida verilmistir. Cizelgelerde yer alan K harfi “kontrol”ii, T harfi “TMZ”yi,
L harfi “Lomeguatrib”i, T+L harfleri “Temozolomid ve Lomeguatrib”

kombinasyonunu ifade etmektedir.

Istatistiksel analizde, tiim drneklerin (primer kiiltiir ve hiicre dizileri) K, T, L ve T+L
gruplar1 birlikte degerlendirildiginde, K’ya gore L’de, K’ya gore T’de, K’ya gore
T+L’de, L’ye gore T+L’de, T'ye gore T+L’de MGMT ekspresyonu agisindan
istatistiksel olarak anlamli bir azalma oldugu saptanmistir (p<0,05). MGMT
ekspresyon degisikligi, 6rneklerin MGMT geninin UU veya UM olmasi durumuna
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gore degerlendirildiginde ise, UU olan grupta K’ya gore L’de, K’ya gore T+L’de ve
T’ye gore T+L’de istatistiksel olarak anlamli bir azalmanin oldugu saptanmistir
(p<0,05). Ancak MGMT geni UM olan grupta MGMT ekspresyon degisikligi
acisindan K, T, L ve K+L gruplar1 arasinda anlamli bir fark saptanmamustir (p>0,05)
(Cizelge 3.9).

Cizelge 3.7. Primer kiiltiir hiicrelerinde ilag uygulamasi sonrasinda MGMT ekspresyonunda meydana
gelen degisiklikler

18 Primer Kiiltiir 6rneklerinde MGMT ekspresyonuna ait degisiklikler
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Cizelge 3.8. Hiicre dizilerinde ilag uygulamasi sonrasinda MGMT ekspresyonunda meydana gelen
degisiklikler

Hiicre dizilerinde MGMT ekspresyonuna ait degisiklikler
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Hiicre dizileri
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Cizelge 3.9. Gruplar arasinda MGMT ekspresyonuna ait degisikliklerin istatistiksel degerlendirilmesi

Gruplar Karsilastirma p
MGMT Ekspresyonu
K (n=13) 1 (1-1) K-L <0,05
L (n=13) 0,54 (0,14-1,77) K-T <0,05
Primer Kkiiltiir ve hiicre T (n=13) 0,64 (0,19-1,66) K-T+L <0,05
dizileri (N=51) LT >0.05
T+L (n=12) 0,29 (0,14-1,77) L-T+L <0,05
T-T+L <0,05
K (n=7) 1 (1-1) K-L <0,05
L (n=7) 0,52 (0,14-1,46) K-T >0,05
MGMT geni UU olan T (n=7) 0,64 (0,25-1,66) K-T+L <0,05
primer Kkiiltiir ve hiicre
dizileri (N=28) L-T >0,05
T+L (n=7) 0,24 (0,15-0,59) L-T+L >0,05
T-T+L <0,05
K (n=6) 1 (1-1) K-L >0,05
L (n=6) 0,79 (0,18-1,77) K-T >0,05
MGMT geni UM olan T (n=6) 0,59 (0,19-1,06) K-T+L >0,05
primer Kkiiltiir ve hiicre
dizileri (N=23) L-T >0,05
T+L (n=5) 0,32 (0,15-0,75) L-T+L >0,05
T-T+L >0,05

[lag uygulamasi sonrasinda, primer kiiltir ve hiicre dizilerinin p53
ekspresyonlarindaki degisiklikler analiz edildiginde, K’ya gore L’de, K’ya gore
T+L’de, L’ye gore T°de ve T’ye gore T+L’de p53 ekspresyonunda istatistiksel olarak
anlamli bir artisin oldugu saptanmistir (p<0,05). P53 ekspresyonu, oOrneklerin
MGMT geninin UU veya UM olmasi durumuna gore degerlendirildiginde ise, UU
olan grupta K’ya gore L’de, K’ya gore T+L’de ve T’ye gore T+L’de p53

ekspresyonunda istatistiksel olarak anlamli bir artisin oldugu saptanmistir (p<0,05).



86

Ancak MGMT geni UM olan grupta p53 ekspresyon degisikligi agisindan K, T, L ve
K+L gruplart arasinda anlamli bir fark saptanmamistir (p>0,05) (Cizelge 3.12).

Cizelge 3.10. Primer kiiltiir hiicrelerinde ila¢ uygulamasi sonrasinda p53 ekspresyonunda meydana
gelen degisiklikler
Primer Kiiltiir hiicrelerinde p53 ekspresyonuna ait degisiklikler
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Cizelge 3.11. Hiicre dizilerinde ilag uygulamasi sonrasinda p53 ekspresyonunda meydana gelen
degisiklikler

Hiicre dizilerinde pS3 ekspresyonuna ait degisiklikler

7
61
- 5 ¥
= Ve
&4;
S o
e 3 ¥
)
17
.—1
wnhn
° 0
a
R T I B T e B - o A I - I B
= = = =
U-118 MG U-138 MG T98G U-87 MG

Hiicre dizileri



87

Cizelge 3.12. Gruplar arasinda p53 ekspresyonuna ait degisikliklerin istatistiksel degerlendirilmesi

P53 Ekspresyonu Gruplar Karsilastirma P

K n=13) 1(1-1) K-L <0,05

L (n=13) 1,33 (0,72-3,54) K-T >0,05

Primer kiiltiir ve hiicre T (n=13) 0,97 (0,04-3,17) K-T+L <0,05

dizileri (N=55) T <0,05

T+L (n=12) 1,67 (0,29-6,96) L-T+L >0,05

T-T+L <0,05

K (n=7) 1(1-1) K-L <0,05

L (n=7) 1,81 (0,97-3,54) K-T >0,05

MGMT geni UU olan T (n=7) 1,21 (0,04-3,17) K-T+L <0,05
primer Kkiiltiir ve hiicre

dizileri (N=28) L-T >0,05

T+L (n=7) 2,42 (1,05-5,23) L-T+L >0,05

T-T+L <0,05

K (n=6) 1(1-1) K-L >0,05

L (n=6) 1,01 (0,72-2,18) K-T >0,05

MGMT geni UM olan T (n=6) 0,91 (0,57-1,59) K-T+L >0,05
primer Kkiiltiir ve hiicre

dizileri (N=23) L-T >0,05

T+L (n=5) 1,67 (0,29-6,96) L-T+L >0,05

T-T+L >0,05

3.7. Akim Sitometri Analizi

Primer kiiltiir hiicrelerine ve hiicre dizilerine ila¢ verildikten sonra gruplar arasinda
farkli diizeylerde oliimlerin oldugu normal 1s1k mikroskobunda (inverted)
gozlenmistir. Hiicre oluimlerinde apoptozun varligini ve diizeyini tespit etmek
amaciyla akim sitometri analizi yapilmistir. Ancak tiim primer kiiltiirlerde ve hiicre
dizilerinde akim sitometri analizi yapilmamistir. Primer kiiltiirlerden FS, SC, AK,
NB, isimli hastalara ait hiicrelerde ve hiicre dizilerinden U-138 MG ve T98G’de

akim sitometri analizi yapilmistir. Akim sitometrisiyle elde edilen grafiklerde
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hiicrelerin yasam dongiilerine ve apoptotik diizeylerine ait veriler bulunmaktadir. Bu
grafiklere ait ornekler asagida yer almaktadir (Sekil 3.14; Sekil 3.15; Sekil 3.16;
Sekil 3.17; Sekil 3.18).

Sekil 3.13. Akim sitometri analizi sonucu elde edilen 6rnek goriintii

Sekil 3.14. NB isimli hastanin kontrol grubuna ait akim sitometri grafigi

Sekil 3.15. NB isimli hastanin TMZ grubuna ait akim sitometri grafigi
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Sekil 3.16. NB isimli hastanin Lomeguatrib grubuna ait akim sitometri grafigi

Sekil 3.17. NB isimli hastanin Temozolomid + Lomeguatrib grubuna ait akim sitometri grafigi

Akim sitometri analizi yapildiktan sonra elde edilen hiicre dongiisii ve apoptoz
sonuclar: istatistiksel olarak degerlendirildiginde, hiicre dongiisii ve apoptoz
acisindan gruplar arasinda anlamli bir fark saptanmamuistir (p>0,05) (Cizelge 3.13).
Ancak her bir 6rnek kendi igerisinde incelendiginde ise bazi orneklerin T+L
grubundaki apoptotik yiizdenin diger gruplara gore daha yiiksek oldugu saptanmustir.
Cizelge 3.13°de yer alan K harfi “kontrol”i, T harfi “TMZ”yi, L harfi
Lomeguatrib’i, T+L harfleri “Temozolomid ve Lomeguatrib” kombinasyonunu ifade

etmektedir.



Cizelge 3.13. Akim sitometri sonuglarinin istatistiksel degerlendirilmesi

AKim sitometri

analizi Gruplar Karsilastirma p

G; (N=22) K (n=6) 68,35 (36,80-94,40) | K-L >0,05
L (n=6) 70,25 (51-79,30) K-T >0,05

T (n=6) 71,25 (60,60-82) K-T+L >0,05

T+L (n=4) 64,45 (55,80-82,4) L-T >0,05

L-T+L >0,05

T-T+L >0,05

G, (N=22) K (n=6) 9,80 (0-63,20) K-L >0,05
L (n=6) 11,35 (2,60-22,70) K-T >0,05

T (n=6) 11,60 (4,40-16,20) K-T+L >0,05

T+L (n=4) 6,20 (5,40-16,70) L-T >0,05

L-T+L >0,05

T-T+L >0,05

S (N=22) K (n=6) 15,85 (0-30,70) K-L >0,05
L (n=6) 15,35 (14,40-30,30) | K-T >0,05

T (n=6) 19,20 (2,90-25,30) K-T+L >0,05

T+L (n=4) 28,10 (10,80-31,30) | L-T >0,05

L-T+L >0,05

T-T+L >0,05

Apoptoz (N=22) K (n=6) 4,45 (0-34,20) K-L >0,05
L (n=6) 9,80 (1,80-26,30) K-T >0,05

T (n=6) 14,10 (0-32,20) K-T+L >0,05

T+L (n=4) 28,00 (8,40-32,60) L-T >0,05

L-T+L >0,05

T-T+L >0,05

90
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3.8. Tek Hiicre Elektroforezi

Yalnizca hiicre dizilerinde, ilag verildikten sonra apoptozu isaret eden DNA
fragmantasyonunun varligt COMET testi ile analiz edilmistir. Yapilan COMET
sonucu elde edilen veriler istatistiksel olarak analiz edildiginde U-118 MG, U-138
MG ve T98G hiicre dizilerinde gruplar arasinda DNA fragmantasyonu agisindan
anlaml1 bir fark saptanmistir. Buna gére U-118 MG hiicre dizisinde K’ya gore L de,
K’ya gore T°de ve K’ya gore T+L’de, U-138 MG hiicre dizisinde K’ya gore L’de,
K’ya gore T°de ve K’ya gore T+L’de ve T’ye gore T+L’de, T98G hiicre dizisinde
K’ya gore L’de, K’ya gore T°de ve K’ya gore T+L’de, L’ye gore T°de ve T’ye gore
T+L’de DNA fragmantasyonu agisindan istatistiksel olarak anlamli bir artisin
oldugu saptanmistir (p<0,05). U-87 MG’de ise gruplar arasinda DNA
fragmantasyonu agisindan anlamli bir fark saptanmamistir (p>0,05). Bu sonuclara
iligkin istatistiksel analiz Cizelge 3.14’te verilmistir. Cizelge 3.14’te yer alan K harfi
“kontrol™{i, T harfi “TMZ”yi, L harfi Lomeguatrib’i, T+L harfleri “Temozolomid ve

Lomeguatrib” kombinasyonunu ifade etmektedir.



Cizelge 3.14. Tek hiicre jel elektroforezi sonuglarinin istatistiksel degerlendirilmesi
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COMET Hasarhlik Yiizdesi Karsilastirma | P
138 (N=1009) | K (n=246) %18,7 K-L <0,05
L (n=246) %53.3 K-T <0,05
T (n=246) %50,4 K-T+L <0,05
T+L (n=271) %61,3 L-T >0,05
L-T+L >0,05
T-T+L <0,05
118 (N=931) K (n=219) %27,4 K-L <0,05
L (n=244) %37.,5 K-T <0,05
T (n=248) %37,3 K-T+L <0,05
T+L (n=220) %45,9 L-T >0,05
L-T+L >0,05
T-T+L >0,05
98 (N=1051) K (n=219) %74 K-L <0,05
L (n=244) %27,9 K-T <0,05
T (n=248) % 19,9 K-T+L <0,05
T+L (n=220) %30,0 L-T <0,05
L-T+L >0,05
T-T+L <0,05
87 (N=1027) K (n=219) %24,7 K-L >0,05
L (n=244) %32,4 K-T >0,05
T (n=248) %32,7 K-T+L >0,05
T+L (n=220) %26,0 L-T >0,05
L-T+L >0,05
T-T+L >0,05
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4. TARTISMA

4.1. GBM’de Primer Kiiltiir Olusturma

Kanser gilinlimiiziin en oldiriicii hastaliklardan biridir ve sikligi stirekli artig
gostermektedir. Bu artisin nedenleri arasinda, genel basliklariyla ¢evresel
karsinojenik molekiillerin ¢ogalmasi, modern teknolojinin getirdigi hizmetlerin yan
etkileri ve stres gosterilmektedir (Blumenthal ve Schulman, 2005; Krex ve ark.,
2007; Khurana ve ark., 2009). Kanser tiirleri arasinda beyin tiimérlerinin ve beyin
timorleri icinde GBM’in 6nemli bir yeri vardir. Ciinkii, GBM’in olusum
nedeni/nedenleri net olarak tanimlanamamuistir, kiiratif bir tedavisi yoktur ve tani
sonrast ortalama yasam siiresi ¢ok kisadir (Rosell ve ark., 2008; Prasad ve Haas-
Kogan, 2009; Losieau ve ark., 2009). GBM’in karakteristik 6zelliklerinin ortaya
konmasi ile ilgili bir ¢ok arastirma yapilmaktadir. Bu arastirmalar, GBM’in her
acidan (klinik, genetik, tedavi) heterojen bir yapisinin oldugunu isaret etmektedir
(Adamson ve ark., 2009; Krakstad ve Chekenya, 2010). Dolayisiyla, klinik ve
genetik yapisiyla heterojen karakterli bir hastaligin tedavisinde genel bir strateji
sunmak GBM i¢in ¢ok dogru bir bilimsel yaklasim olmayabilir. Bu giine kadar GBM
icin denenen tedavi sekillerinin hi¢ biri kesin bir tedavi protokolii olma &zelligini
kazanamamistir. Bunun bir ¢ok 6nemli nedeni bulunmaktadir. Bunlardan en 6nemlisi
arastirmalarin kanser hiicre dizilerinde ve fare modellerinde yapilmis olmasidir.
Glioma kanser hiicre dizilerinde ve fare modellerinde yapilan arastirmalar sonucunda
GBM tedavisi i¢in iimit verici sonuglar elde edildigi belirtilmektedir. Bu
calismalarda tedavi icin bir ¢ok yaklagim sunulmasina ragmen bu oneriler hastalarda
uygulanamamaktadir (Van Noort, 2006). Ciinkii, arastirmalarin yapildigr kanser
hiicre dizileri elde edilirken hastadan izole edilen hiicreleri ¢ogaltmak i¢in onkogen
aktivasyonu ve/veya biiylime faktorleri kullanilmaktadir. Ayrica, elde edilen hiicreler
ticari bir ama¢ i¢in kullanilmakta ve bu nedenler stirekli pasaj yapilarak
cogaltilmaktadir. Hiicrelerde onkogen aktivasyonu yapilmasi veya ozel biiylime
faktorlerinin kullanimi ve sik¢a pasajlanmasi hiicrede genomik yapinin degismesine

ve sonunda hiicrelerin asil in vivo karakterinden uzaklasmasina neden olmaktadir. In
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vivo karakterinden uzaklasan ve farkli bir genomik yapi kazanan hiicrelerden elde
edilen sonuclar klinikle bagdasmamaktadir. Ayrica bu tiir kanser hiicrelerini satin
alan laboratuvarlar bu hiicreleri siirekli kullanmak ve diger arastirma gruplariyla
paylasmak i¢in laboratuvarlarda siirekli cogaltmakta boylece pasaj sayisi artmaktadir.
Bu tiir yiiksek pasaj sayili hiicrelerin kullanildig1 aragtirmalardan tiretilen veriler in
vivoyla uyumlu olmayabilmektedir. De Witt Hamer ve ark. (2004), hiicre dizilerinin
GBM’i yansitmasinin siipheli bir durum olarak tanimlamaktadir. Fare ile insanin
genomik yapisindaki farkililiklar nedeniyle fareler {izerinde olusturulan tiimorlerden
elde edilen sonuglar da insandaki GBM’i yansitamamakta ve tedavide
kullanilamamaktadir (Van Noort, 2006). Yukarida bahsedilen nedenlerden dolay1
GBM tedavisinde kisinin timoér dokusundan elde edilen primer hiicrelerin
kullanilarak aratirmalar yapilmasi dnerilmektedir (Van Noort, 2006). Primer kanser
hiicreleriyle yapilan arastirma c¢alismalarinin kanserin hastaya 6zgii in vivo
karakterini yansittif1 belirtilmektedir (De Witt Hamer ve ark., 2004). Bu tez
calismasinda GBM tanisi alan hastalardan alinan tiimér dokusundan primer kanser
hiicreleri elde edilmis ve hastaya 6zgii bu hiicreler tizerinde ilgili arastirmalar
yapilmistir. Bu nedenle, elde ettigimiz hastaya 6zgili sonuclarimizin in vivo karakteri

en yakindan yansitan sonuglar oldugunu diistinmekteyiz.

Literatiirde, beyin tiimorlerinden primer kiltiir elde etme yontemiyle ilgili
tanimlanmis bir ¢ok yontem bulunmaktadir (Bakir ve ark., 1998; Zhang L ve ark.,
2005; Veselska ve ark., 2006; Fael Al-Mayhani ve ark., 2009; Quin ve ark., 2010).
Tez ¢alismamizda, ayni hastaya ait doku orneklerinde bu yontemlerin bir ¢ogu
denenmistir. Bu denemeler sonunda, tezin gere¢ ve yontem baslig1 altinda belirtilen
yontemin kullanilmasina karar verilmistir. Bu yontemde primer kiiltlir siireci
dokularin ameliyathaneden kiiltiir laboratuarimiza getirilmesiyle baslanmis, bekleme
yapilmayarak dokunun tazeligi korunmustur. Ayrica, hiicrelere nazik¢e davranilmis
ve onlarin farklilasmalarina, in vivo karakterlerinden uzaklagsmalarina neden
olabilecek soliisyonlarin kullanilmasindan kagiilmistir. Literatiirde yer alan bazi
makalelerde dokulardan hiicrelerin ayrimi i¢in tripsin-EDTA  kullanildig1
belirtilmektedir (Kabadere ve ark., 2004; Van Noort, 2006; Quin ve ark., 2010). Tez

calismamizin yontem belirleme asamasinda, ayn1 dokudan tripsin-EDTA kullanarak
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ve kullanmayarak yaptigimiz kiiltiir calismasinda, tripsin-EDTA kullanildiginda
hiicre tiremesinin ya olmadig1 veya geciktigi ayrica hiicrelerin flask tabanina yapigsma
stirelerinin uzadigr gozlenmistir. Ayrica, tripsin-EDTA’nin hiicre reseptorlerini
par¢alama olasiginin bulunmasi nedeniyle kullanilmamistir. Literatiirde ayrica
primer kiltiir olusturmada bir takim sitokinlerin, 6zel biiylime faktorlerinin ve
kollajenazin kullanildig: ¢alismalar bulunmaktadir (Pedeboscq ve ark., 2007; Quin ve
ark., 2010;). Bu calismada sitokin veya 6zel biiytime faktorii eklenmemistir. Clinkii
bu molekiillerin hiicrelerin genomik yapilarinda bir takim genlerin ekspresyonlarinin
degismesine neden oldugu zaten bilinmektedir. Tez ¢alismasinda primer kiiltiirlerin
in vivo Ozelliklerinden uzaklagsmasini istemedigimiz i¢in bu faktorler
kullanilmamustir.  Primer  kiiltiirlerde  kollajenaz ~ dokularin  parg¢alanmasini
kolaylastirmak ve hiicrelerin daha 1iyi ayrilmalari1 saglamak amaciyla
kullanilmaktadir. Kullanilan kollajenaz tip 1a epitel, karaciger, akciger ve adrenal
primer hiicre izolasyonlari i¢in 6nerilen bir tirtindiir ve beyin dokusu i¢in 6nerilen bir
kollajenaz kompleksi yoktur. Bu tez calismasindaki yontemimizde dokularin
ayrilmasinda ve hiicrelerin izolasyonunda uygulanan kesme ve yikama
islemlerindeki pipetleme islemleri dokularin kolaylikla ayrilmasimi sagladig: igin
disaridan bir enzim kompleksiyle inkiibe edilmesine veya santrifiigasyona gerek
duyulmamistir. Van Noort (2006), primer kiiltiir yonteminde teknolojik unsurlarin en
aza indirilmis olmasi gerektigini belirtmektedir. Ayrica, glial kiiltirde 6nemli bir
diger nokta, primer kiiltiirde mikroglia bulunmasidir. Glial primer kiiltirde elde
edilen hiicreler dondurup ¢oziildiigiinde mikroglialar tirememektedir (Van Norrt,
2006). Bu tez ¢alismasinda elde edilen tiim primer kiiltiirler her pasajda dondurulup
tekrar ¢ozilmiistiir. Calismalarimiz bu tekrar ¢6ziilen primer kiiltiirlerde yapilmistir.
Ayrica, mikroglialar ¢ogalmak icin graniilosit-makrofaj koloni uyarici faktér (GM-
CSF)’e ihtiyag duymaktadir. Bizim yontemimizde zaten GM-CSF kullanilmamagtir.
Bu ozellikleriyle yontemimizin kolay, etkili ve disaridan hiicrelerin yapisini
etkileyebilecek molekiiller eklenmedigi i¢in in vivoyu yansitan bir yontem oldugunu
ve tim primer kiiltlir arastirmalarimizin pasaj sayist 5 ve altindaki hiicrelerden
yapildig1 i¢in de sonuglarimizin in vivo ile 6zdes veya benzer sonuglar oldugunu
dusiinmekteyiz. Ayrica literatiirde bizim yontemimizle uyumlu bir ¢ok c¢alisma

bulunmaktadir (Di Tomaso ve ark., 2000; Bouterf ve ark. 2000; Wang ve ark., 2007;
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Gaitonde ve ark., 2008; Hagemann ve ark., 2010). Yukarida belirtilen hangi yontem
uygulanirsa uygulansin, elde edilen hiicrelerde immiin boyamayla GFAP ekspresyon
varliginin gosterilmesi gerekmektedir. Bu dogrulama yontemi hiicrelerin glia kokenli
olduklarini gostermede altin standart yontemdir (Bakir ve ark., 1998; Di Tomaso ve
ark., 2000; Pedeboscq ve ark., 2007). Bu tez ¢alismasinda da GBM primer hiicre

kiltiirlerinde immiin boyamayla GFAP varlig1 da gosterilmistir.

4.2. MGMT Metilasyonu ve TMZ Direnci

TMZ, son yillarda GBM tedavisinde sik¢a kullanilan alkilleyici bir ajandir. Bu
kemoterapstik ajan DNA’da bazlarin metillenmesinde rol almaktadir. En sik
metillenen bazlar N'MeG (%80-85) ve N°MeA (%8-18)’dir. Ancak bunlarin toksik
etkileri tamir enzimlerince kolaylikla ortadan kaldirilabilir. 0°MeG, digerlerine gore
daha az oranda (%<8) meydana gelen eklenti tipi olmasina ragmen mutajenitesi ve
toksisitesi en gii¢lii olandir (Kaina ve ark., 2007; Marchesi ve ark., 2007). MGMT bu
eklentide yer alan metil molekiiliinii kaldirarak TMZ’nin toksik etkisine karsi direng
gelismesine neden olmaktadir. Bu direncin {iistesinden gelebilmek i¢in kullanilan
TMZ’nin dozu arttirilmaktadir (Stupp ve ark., 2007). Ancak bu durumda da
TMZ’nin yan etkileri (myeloid seri hiicrelerinin baskilanmasi, nd&tropeni,
trombositopeni) artmaktadir (Agarwala ve Kirkwood, 2000). Bu diren¢ MGMT
geninin yliksek diizeyde eksprese oldugu durumlarda yaganmaktadir (Hermisson ve
ark., 2006; Kitange ve ark., 2009). MGMT geninin DNA sitozin metiltransferazlarla
metilasyonu (Verbeek ve ark., 2008) sonucunda ekpsresyonu azalmaktadir (Paz ve
ark. 2004; Roos ve ark., 2007; Hegi ve ark., 2008). GBM hastalarinda MGMT
metilasyon oran1 ~%30-50 civarindadir (Esteller ve ark., 2000; Hegi ve ark., 2008;
Kitange ve ark., 2009). MGMT ekspresyon miktarinin metilasyon yolu ile azalmasi
sonucunda hiicrenin TMZ duyarliliginin artigina ve  MGMT metilasyonunun
GBM’de TMZ direncinin belirlenmesinde prognostik bir faktor olabilecegine iliskin
bir ¢ok yayimn bulunmaktadir (Esteller ve ark., 1999; Paz ve ark., 2004; Hegi ve ark.,
2008; Dunn ve ark., 2009; Karayan- Tapon ve ark., 2010; van Nifterik ve ark., 2010).
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Esteller ve ark. (1999) tarafindan, beyin timorii hastalarina ait tiimor dokularinin
degerlendirildigi calismada, MS-PZR metodu ile 166 beyin tiimoriiniin %33’iinde ve
140 glioamanin da %38’inde MGMT metilasyonu saptandigi bildirilmektedir.
Esteller ve ark. (1999), MGMT metilasyonunun beyin tiimorlerinde klinik seyir

acisindan nemli rol oynadig: belirtilmistir.

Paz ve ark.’min (2004) 92 glioma hastasinda yaptiklar1 calismada MGMT
metilasyonun (%30,4) klinik cevapla dogrudan iliskili oldugu ve primer glioma
hastalarinin TMZ ile tedavisinde, klinik cavabin 0Ongoriilmesinde MGMT

metilasyonunun 6nemli oldugu vurgulanmastir.

Hegi ve ark. (2008) tarafindan yapilan arastirmada, 40 GBM hastasinin %30’unda
MGMT metilasyonu saptanmis ve MGMT metilasyonunun GBM hastalarinda,
hastalik seyrinin klinik takibinde ve TMZ dozunun belirlemesinde en énemli belirte¢

oldugu belirtilmektedir.

Dunn ve ark. (2009), 109 GBM tiimér 6rneginin %53’tinde MGMT metilasyonu
saptadiklarint ve MGMT metilasyonunun hastalarin yasam siirelerinin ve TMZ’ye
olan direnclerinin belirlenmesinde 6nemli rol oynadigini belirtmektedir. Metilasyon
tastyan GBM hastalarinin yasam siirelerininin uzun ve hastaligin kétiilesme stirecinin

olmadig1 veya ge¢ basladigi bildirilmistir.

Karayan-Tapon ve ark. (2010), 81 GBM hastasindan alinan tiimér 6rneklerinde
MGMT metilasyonunu %67 oraninda saptadiklarimi ve MGMT metilasyonunun

GBM hastalarinin TMZ ile tedavisinde en etkin belirte¢ oldugunu belirtmektedir.

Van Nifterik ve ark.’nin (2010) GBM hiicre dizilerinde yaptiklart MGMT metilasyon
ve MGMT protein miktar1 analizi sonucunda, MGMT metilasyonu ve protein

miktarinin GBM hiicre dizilerinin TMZ duyarliligini etkiledigi bildirilmektedir.

GBM’in heterojen genetik yapisi igerisinde bir takim genetik faktorlerin (p53

mutasyonu veya EGFR amplifikasyonu gibi), hastalarin yasam siiresi ve tedavisinde
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kemoterapotik direncin belirlenmesinde aday belirtegler olabilecegi belirtilse de,
MGMT, yasamin ve tedavinin nasil olacaginin dngoriilmesi iizerine bu giline kadar
belirlenen en 6nemli belirtectir. Bu tez ¢alismasinda da degerledirilen 10 hastanin
4’tinde (%40) MGMT metilasyonu saptanmistir. Ayrica, MGMT promotor
metilasyonu tagimayan hastalardan elde edilen MTT ICsy degerlerinin metilasyon
tastyanlara gore daha yliksek oldugu saptanmistir. Tez ¢alismamiz sonucunda, primer
kiiltirden elde edilen glial hiicrelerde ve GBM hiicre dizilerinde MGMT
metilasyonunun TMZ duyarliliginda énemli oldugu gosterilmistir. Bu sonuglarimiz
literatlirle uyum gostermektedir (Hermission ve ark., 2006; Yoshino ve ark., 2010;

van Nifterik ve ark., 2010).

Ayrica, bu tez ¢alismasinda, primer hiicre kiiltiirlerinde ve GBM hiicre dizilerinde
Lomeguatrib ve TMZ birlikte kullanilmis ve Lomeguatrib TMZ kombinasyonunun
bu hiicrelerdeki sitotoksik etkileri MTT ile tespit edilmistir. MTT sonucunda, primer
hiicre kiiltiirlerinde, TMZ’nin 50 uM Lomeguatrib’le birlikte kullanildiginda yalniz
kullanimdaki standart dozun %65-12, hiicre dizilerinde ise %72-82 arasinda degisen
oranlarda daha az kullanilabilecegi saptanmistir. Khan ve ark. (2008), bizim
sonuglarimizla uygun olarak Lomeguatrib’le birlikte TMZ kullanildiginda standart
TMZ dozunun %60-75’inin kullanilabilecegini 6nermektedir (Khan ve ark., 2008).
Bu 6neri, Khan ve ark. (2008)’nin metastatik kolorektal kanserli hastalarda yaptiklar
faz II calismasinda elde ettikleri sonuglara gore belirlenmistir. Khan ve ark.’nin
(2008) calismasinda, hastalara Lomeguatrib TMZ kombinasyonu verilerek klinik
tablo takip edilmis ve periferik kan 6rneklerinden farmakodinamik testler yapilmistir.
Bu testler sonucunda, TMZ Lomeguatrib’le birlikte kullanildiginda standart dozun
%60-75’inin kullanilabilecegi sonucunun ortaya c¢iktigi bildirilmistir. Bu tez
calismasinda, ilk kez Lomeguatrib ile TMZ birlikte primer hiicre kiiltiirlerine ve
GBM hiicre dizilerine uygulanmigtir. Bu kombinasyonun GBM hiicrelerinde veya

hayvan modellerinde kullanimina iliskin literatiir bulunmamaktadir.
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4.3. Lomeguatrib, Klinik Oncesi ve Klinik Uygulamalar

Lomeguatrib ile ilgili literatiirde ¢ok az calisma bulunmaktadir. Bu ¢alismalarda
lomeguatrib kolorektal (Ranson ve ark., 2006; Khan ve ark., 2008; Sabharwal ve
ark., 2010; Watson ve ark., 2010), melanom (Ranson ve ark., 2006; Watson ve ark.,
2009; Kefford ve ark., 2009), akut 16semi (Caporaso ve ark., 2007) ve meme kanseri
hiicrelerinde ve (Clemons ve ark., 2005) ve ovaryum hiicre dizilerinde (Barvaux ve
ark., 2004) kullanilmistir. Lomeguatrib ile ilgili ¢alismalar 2000 yili sonrasinda
yapilmistir ve bunlarin ¢cogunluguda 2004 yili sonrasina aittir. Ancak bu ¢aligmalarin
icerisinde Lomeguatrib’in GBM {izerindeki etkisine iliskin bir arastirma
bulunmamaktadir. Bu c¢alismalarda, Lomeguatrib’in MGMT inhibitor kabiliyetinin
0°-BG’den daha iyi oldugu, daha az toksisiteye sahip oldugu ve TMZ ile birlikte
kullanildiginda kanser hiicrelerinin alkilasyon ajanlarina karst duyarliliklarini
arttirdiy belirtilmektedir. Asagida belirtilen diger kanserlerde gézlendigi gibi, bu tez
calismasinda da Lomeguatrib’in, TMZ ile birlikte uygulandiginda GBM hiicrelerinin
TMZ’ye olan duyarliligini arttirdig1 saptanmastir.

Barvaux ve ark. (2004), A2780 ovaryum kanser hiicrelerinde, Lomeguatrib (10 uM)
TMZ (25 pM) kombinasyonunun yalnizca TMZ (25 uM) kullanimina gore TMZ
duyarliligimmi arttirdigr belirtilmektedir. Bu calismada kullanilan dozlar MTT veya
kolonijenik testlerle belirlenmemistir. Ancak bizim ¢alismamizda kullandigimiz
dozlar MTT ile belirlenmis ve hiicrelerde de TMZ duyarliligin Lomeguatrib TMZ

kombinasyonunda arttig1 sonucuna ulasilmistir.

Clemons ve ark. (2005) tarafindan yapilan ¢alismada, insan meme kanseri hiicre
dizisi (MCF-7) ve meme kanseri ksenograflari {izerinde yaptiklar1i c¢alismada
Lomeguatrib’in MCF-7 hiicrelerinin biiyiime inhibisyonunda tek basina bir etkisinin
olmadigi ancak hiicrelerin TMZ’ye olan duyarliligin1 40 kat arttirdigi, 400 uM TMZ
ile ulasilan inhibisyon etkisine 10 uM Lomeguatrib ve 10 uM TMZ ile ulasilabildigi
beliritilmistir. Ayrica, ksenograft modellerinde timor gelisimini geciktirmesi
acisindan, Lomeguatrib TMZ kombinasyonunun yalniz TMZ kullanimina gére daha

etkili oldugu sonucuna ulasilmistir.
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Ranson ve ark.’min (2006), ilerlemis 38 solid kanserli hastalarda (melanom,
kolorektal, kiigiik hiicreli olmayan akciger, renal, peritoneal karsinom, meme,
mezoteliyom, 6zofagus, yumusak doku sarkomu, néroektodermal, mide ve timus)
TMZ ile Lomeguatrib’in beraber kullanilabilecegi uygun dozu belirlemek amaciyla
yaptiklar1 faz I calismasinda, Lomeguatrib’in tek basma 10-40 mg/m” dozlarinda oral
olarak alidiginda myeloid seri baskilanmasinin olmadigi ve TMZ ile birlikte 15
mg/m?/giin kullanilabilecegi belirtilmistir. Ranson ve ark. (2006), hastalara belirtilen
doz araliginda 6nce Lomeguatrib ve sonrasinda TMZ vererek hastalarda klinik tablo
takip etmis ve calisma sonucunda, bu ilag kombinasyonunun zaman ve doz
ayarlamasi yapilarak ileriki ¢aligmalarda kullanilabilecegi belirtilmistir. Ranson ve
ark’nin  (2006) yaptigi bu c¢alisma sonucuna gore, Lomeguatrib TMZ
kombinasyonunun hastalar arasinda farkli etki gosterebilecegi, etki siirelerinin
degisebilecegi ve Lomeguatrib’in TMZ o6ncesinde ne kadar siire ile uygulanmasi
gerektigi ile ilgili konularin diger calismalarla belirlenmesi gerektigi ortaya ¢ikmustir.
Bu tez calismasinda da hastalarin Lomeguatrib TMZ kombinasyonuna olan
duyariliklarinin farkli oldugu ve hastalar arasinda farkli etki gosterebilecegi ve her

GBM hastasina farkli dozlarda ila¢ uygulamasi yapilmasi gerektigi saptanmugtir.

Caporaso ve ark. (2007) tarafindan yapilan ¢alismada, direngli ve tekrar eden akut
16semili hastalardan kemoterapi alanlarda Lomeguatrib TMZ kombinasyonunun
16semik blast hiicrelerindeki MGMT aktivitesi tiizerine etkisi arastirilmis. Bu
calismada da Triazin grubu kemoterapotiklerin Lomeguatrible birlikte direngli ve
tekrar eden akut 16semili hastalarda kullanilmasinin kemoterapétik direncin ortadan
kaldirilmasinda etkili olabilecegi ve yeni ¢alismalara ihtiyag oldugu belirtilmektedir.
Caporaso ve ark. (2007), Lomeguatrib TMZ kombinasyonunda Lomeguatrib dozunu
40 mg/m?/giin, TMZ 150 mg/m*/giin konsantrasyonda ve ardigik 7 giin seklinde
kullanmiglardir. Bu doz araliginin solid tiimoérler icin kabul edilen doz araliginindan
(Lomeguatrib, 40 mg/m?/giin; TMZ 150-200 mg/m*/giin; 5 giin) yiiksek olmasinin
nedeni olarak akut 16semi icin agir bir doz kullanilmasi gerektigi seklinde

aciklanmaktadir.
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Khan ve ark. (2008) tarafinda yapilan ¢alismada, 19 metastatik kolorektal kanserli
hastada, Lomeguatrib (40 mg/giin, 5 giin) TMZ kombinasyonu (50-200 mg/m*/giin, 5
giin) kullanildigi ve bu hastalarin klinik takiplerinin yapildigi belirtilmistir. Bu
calisma sonunda, klinik agidan Lomeguatrib TMZ kombinasyonunun yalnizca TMZ
kullanimindan farkli olmadigi ve kombinasyonda hematolojik toksisitenin arttig1
bildirilmistir. Khan ve ark. (2008) bu sonucu, Lomeguatrib dozunun az kullanilmis
olabilecegi, kolorektal kanserlerde MGMT disinda MMR genlerinin de Snemli
olabilecegi ve TMZ’ nin metastatik kolorektal kanserler i¢in iyi bir ajan olmayacagi
seklinde acgiklamaktadir. Bu ¢alismada, kullanilan dozlarin hastalarin MGMT
metilasyon yapist degerlendirilmeden belirlenmis olmasi klinik yanitin yetersiz

olmasina ve toksisite artisina neden olmus olabilir.

Kefford ve ark. (2009) tarafindan, 32 ilerlemis melanom kanserli hasta tizerinde
yapilan faz I ¢aligmasinda, hastalara Lomeguatrib (40 mg/giin, 5 giin) Temozolomid
(125 mg/giin, 5 giin mg) kombinasyonu verilmis. Bu hastalarda, TMZ’nin yalniz
basina kullanimi ile kombinasyonla kullanimi arasinda klinik olarak fark
bulunmadigi saptanmistir. Bu nedenle, melanom hastalarinda yeni doz ayarlamalari

yapilmasi gerektigine vurgu yapilmigtir.

Watson ve ark. (2009) tarafindan yapilan ¢alismada, Lomeguatrib ve TMZ’yi farkli
dozlarda ilerlemis melanom kanserli hastalara uyguladiktan sonra bu hastalardan
periferik kan ornekleri ve bazilarindan tiimor biopsileri almis, bunlarda toplam
MGMT proteini, MGMT aktivitesi ve 0%-meG miktar arastirilmistir. Bu ¢alismada
Lomeguatrib TMZ kombinasyonu 60 veya 80 mg Lomeguatrib 125 mg, TMZ
seklinde uygulanirken yalniz TMZ uygulamasi 200 mg seklinde yapilmistir. Watson
ve ark. (2009), Lomeguatrib TMZ kombinasyonunun MGMT inaktivasyonu ve total
MGMT protein miktar1 agisindan TMZ’den daha etkili oldugu, TMZ’nin yalniz
basina MGMT inaktivasyonunu yeterince yapamadigi, kombinasyonda periferal
mononiikleer hiicrelerdeki O°-meG’nin daha fazla tespit edildigi dolayisiyla myeloid
seri  toksisitesinin daha yiiksek oldugu belirtilmektedir. Bu c¢alismada,
kombinasyonda kullanilan TMZ dozu tek basma kullanim dozundan %37,5 daha

azdir. Watson ve ark. (2009)’nin ¢alismasinda, tiim hasta sonuglarinin bir arada
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degerlendirilmesiyle saptanan myeloid seri hiicre baskilanmasi sonucu, kullanilan
dozlarin baz1 hastalar i¢in yiiksek olmasindan kaynaklanabilir. Ciinkii, bu ¢alismada
hastalarin MGMT metilasyon yapisina ve MGMT ekspresyonunun arastirilmasina
iligkin hi¢bir bilgi bulunmamaktadir. Bizim c¢alismamizda da TMZ dozunun
kombinasyonda azaltilmas1 gerektigi ancak her hastada ayni oranda azaltilamayacagi

sonucuna ulasilmistir.

Sabharwal ve ark. (2009) tarafindan yapilan ¢alismada, 24 metastatik kolorektal
kanserli hastalara irrinotekan ile birlikte Lomeguatrib (80 mg/m?) verildigi
belirtilmektedir. Hastalarda yapilan klinik takip sonucunda, bu kombinasyonun
kolorektal kanserli hastalarda kullanilabilecegi, Lomeguatrib dozunun arttirilarak
uzun siireli MGMT inaktivasyonu saglanmasiyla ve myeloid toksisitenin kontrol

edilmesiyle daha iyi klinik sonuglar elde edilebilecegi bildirilmektedir.

Watson ve ark. (2010) tarafindan yapilan calismada, herhangi bir alkilasyon ajani
olmadan yalnizca Lomeguatrib prostat, kolorektal, meme ve tanimlanmamis merkezi
sinir sistemi hastalarinda kullanilmistir. Bu ¢alismanin amaci, Lomeguatrib’in 12
saat stireyle MGMT inaktivasyonu yapabilecegi dozu farkli timor Ornekleri
degerlendirerek bulmaktadir. Ameliyattan 12 saat once, farkli dozlarda Lomeguatrib
alan hastalardan ameliyat sirasinda alinan timor dokularinda MGMT aktivasyon testi
yapilmistir. Ayrica tanimlanamayan merkezi sinir sistemi hastalarinda MGMT
metilasyonu incelenmistir. Bu ¢alismada toplam MGMT proteini ELISA (enzim
ilintili immiin test) ile arastirilmistir. Watson ve ark. (2010), Lomeguatrib’in 120-160
mg/giin kullanimiyla kanser hastalarinda MGMT inhibisyonu yapilabilecegi ve
merkezi sinir sistemi timorlerinde  MGMT  hipermetilasyonunun = MGMT
ekspresyonuyla iligkili olmadig1 belirtilmektedir. Bu ¢alisma, Lomeguatrib’in toksik
olmadan 160 mg dozda kullanilabilecegini gostermesi acisindan onemlidir. Ciinki,
Onceki ¢alismalarda Lomeguatrib dozunun 10-80 mg arasinda kullanilabilecegi
belirtilmektedir. Ayrica, bu ¢alismada ilk defa Lomeguatrib sonrasi inaktif ve toplam
MGMT proteini karsilagtirllmig ve ikisi arasinda fark oldugu, inaktif MGMT nin
daha fazla oldugu belirtilmektedir. Yazarlar bu durumu, “inaktif MGMT proteozom

ubikutinasyon mekanizmasi i¢in etkili bir subtsrat olmayabilir ve bu nedenle inaktif
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MGMT toplam MGMT’ den daha fazladir” seklinde agiklamiglardir. Ancak, Watson
ve ark. (2010), Lomeguatrib’in MGMT ekspresyonunu diistirebilecegi ve bu nedenle
aktif MGMT’nin daha az bulunabilecegi seklinde bir yorum yer almaktadir. Bu tez
calismasinda ise Lomeguatrib’in MGMT ekspresyonunu diistirdigli gosterilmistir.
Bu nedenle, bizim sonuglarimizda gore, Watson ve ark.’nin (2010) saptadiklar: total
MGMT proteinindeki azalma Lomeguatrib’in MGMT ekspresyonunu inhibe

etmesinden kaynaklanabilir seklinde yorumlayabiliriz.

Lomeguatrib ile ilgili yukarida tek tek agiklanan klinik 6ncesi (Barvaux ve ark.,
2004; Clemons ve ark., 2005) ve faz ¢alismalarinin (Ranson ve ark., 2006; Caporaso
ve ark., 2007; Khan ve ark., 2008; Kefford ve ark., 2008; Watson ve ark., 2009;
Watson ve ark, 2010; Sabharwal ve ark., 2010) hi¢ birinde GBM hastalar1 veya hiicre
dizileri degerlendirilmemis ve Lomeguatrib’in MGMT ekspresyonu ve metilasyonu
tizerine etkisi ile ilgili hi¢ bir arastirma yapilmamistir. Ayrica, TMZ’nin kullanildig1
calismalarda, hastalara uygulanan standart dozlarin belirlenmesinde MGMT
metilasyon yapilar1 dikkate alinmamistir. Hastalarda ortaya ¢ikan klinik yanitin
yetersizligi veya myeloid seri hiicre toksisitesi, hastalarin epigenetik ve genetik
yapist dikkate alinmadan her hastaya ortak olarak verilen standart doz
uygulamasindan kaynaklanabilir. Alkilasyon ajanlariyla yapilan tedavilerde primer
diren¢ geninin genomik ve epigenomik yapist kullanilacak dozu dogrudan
etkileyebilir. MGMT, alkilasyon ajanlariyla tedavide en 6nemli direng geni oldugu
icin (Middleton ve ark., 2002; Watson ve ark., 2010), ekspresyonu ve metilasyon

yapist degerlendirilerek tedavinin sekillendirilmesi daha uygun olacaktir.

Bu tez ¢alismasi sonucunda, GBM karakterli primer timor hiicrelerinde ve GBM
hiicre dizilerinde Lomeguatrib’in yalmiz veya TMZ ile birlikte istatistiksel olarak
anlamli derecede MGMT ekspresyonunu azalttigi, Lomeguatrib’in MGMT
ekspresyonunda ki bu etkiyi MGMT metilasyonu tizerinden yapmadigi, her GBM
hastasinin Lomeguatrib TMZ kombinasyonuna olan yatkinliginin farkli oldugu, bu
yatkinligin MGMT geni metilasyon yapisiyla istatistiksel olarak anlamli derecede
iligkili oldugu ve Lomeguatrib’in GBM hastalarinda TMZ ile birlikte duisiik dozlarda

bile kullanilabilecegi ilk kez gosterilmistir.
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4.4. MGMT ve p53 Ekspresyonu Arasindaki iliski

MGMT ve p53 gen ekspresyonlari tizerine yapilan bir¢ok ¢alisma vardir. Rolhion ve
ark.’nin (1999) 39 GBM hastasina ait dokuda yaptiklar1 ¢alismada, RT-PZR ile
MGMT ekspresyonu ve immiinositokoimya ile de yaban tip ve mutant p53
ekspresyonu aragtirilmistir. Rolhion ve ark. (1999), glial tlimoérlerin, p53 geninde
mutasyon olan drneklerinde MGMT ekspresyonunun azaldigini ve bu nedenle diisiik
MGMT ekspresyonunun p53 geninde mutasyonlarin olusmasini tetikleyebilecegini

belirtmektedir.

Osanai ve ark. (2005), 48 meme kanserli hastaya ait timor 6rneklerinde MGMT ve
pS53 ekspresyonunu immiinositokimya ile arastirmiglar. Osanai ve ark. (2005),
MGMT ekspresyonu diisiik veya olmayan tiimoér drneklerinde p53 ekspresyonunun

yiiksek saptadiklarini bildirmektedir.

Esteller ve ark. (2001) tarafindan yapilan ¢calismada, 314 kolorektal kanserli hastalara
ait tlimor Orneklerinde, MGMT metilasyonu ve tek zincir konformasyonel
polimorfizm analizi ile p53 transisyon mutasyonlar1 arastirilmis. Bu ¢alisma sonunda
arastirmacilar, MGMT metilasyonu tasiyan 126 hasta 6rnegin 43’tiniin (%34) p53
transisyon mutasyonlarini tasidigi, MGMT metilasyonu olmayan 188 &rnegin
37’sinde (%19) bu p53 transisyon mutasyonlarinin saptandigi bildirilmistir. Esteller
ve ark. (2000), her hangi bir olasi mekanizma 6nermeden, MGMT nin metilasyon
yoluyla inaktivasyonunun p53 geninde G:C—>A:T transisyon mutasyonlarinin

artmasiyla iligkili olabilecegini bildirmektedir.

Hermission ve ark. (2006) glioma hiicre dizilerinde yaptiklar1 ¢alismada, MGMT
ekspresyonunun ve p53 yapisinin hiicrelerin  TMZ’ye olan duyarhiliklarinin
tahmininde yardimei olabilecegini bildirmektedir. Bu ¢alisma, MGMT’nin p53 ile
dogrudan iliskili oldugunu ve TMZ yanitinin 6ngériilmesinde her ikisinin de énemli

oldugunu gostermistir.



105

Bocangel ve ark.’nin (2009), p53 ve MGMT arasindaki iliskiyi ortaya ¢ikarmak
cesitli kanser hiicre dizilerinde yaptiklar1 ¢alismalarda, yaban tip p53’tin MGMT
ekspresyonunu transkripsiyon faktorii Spl {izerinden azalttig1 sonucuna ulasilmistir.
MGMT geninin, housekeeping genler gibi TATA ve CAAT kutular1 icermedigi ve
pS3 i¢in baglanma bolgesi olmadigi ancak 10 adet Spl transkripsiyon faktorii
baglanma bolgesi tasimasi nedeniyle, p53’tin MGMT ekspresyonu {iizerindeki
etkisini Spl {izerinden gergeklestirdigi bildirilmistir. Hiicre igerisinde Spl proteinin
ekspresyonu artar ise yaban tip p53°tin bu inhibisyonunun yeterli olmayacagi
vurgulanmigtir. Yaban tip p53°tin MGMT promotor aktivitesini azatti§i mutant
p53’tin bu aktiviteye sahip olmadigi belirtilmektedir. Bocangel ve ark. (2009),
p53’tin MGMT inhibisyonunu transkripsiyon diizeyinde ger¢eklestirdigini, DNA
hasariyla p53 artisinin glioma hiicrelerinin TMZ’ye olan duyarliligi arttiracagini
bildirmistir. Yaban tip p53’tin MGMT ekspresyonunu azaltilmasina iligkin sunulan
veriler ¢alismalar arasinda uyum gostermektedir. Ancak mutant p53 icin farkh
gortigler ileri sitirilmektedir. Mutant p53°tn Spl tizerinden etki gostermedigi
bilinmektedir. Ancak p53 promotor baskilama aktivitesini farkli yolaklarla da
yapabilmektedir. Bu yolaklar a) transkripsiyonel aktivatorlerle etkilesime girerek, b)
bazal transkripsiyonel kompleksle etkilesime girerek, c) histon modifiye edici
enzimlerle etkilesime girerek promotor bolgelerinde kromatin yogunlagmasi yaparak
gerceklestirebilir. Mutant pS3, belirtilen ilk iki yolak ile olmaz ise {iglincii yolak
tizerinden promotor baskilamasi yapabilir. Dolayisiyla yalnizca yaban tip p53 degil
aynt zaman mutant p53’lerde bir sekilde MGMT  ekspresyonunu
baskilayabilmektedir. Grombacher ve ark. (1998), calismalarinda mutant p53°iin
(DNA baglanma aktivitesi olmayan p53) bazal MGMT promotor aktivitesini
baskiladigini ve bu sonucun Harris ve ark. (1996) yaptigi ¢alismayla uyumlu

oldugunu bildirmistir.

Bu tez calismasinda da, Orneklerimizde genel olarak MGMT ekspresyonu
istatistiksel olarak anlamli diizeyde baskilanirken p53 ekspresyonunun arttig
saptanmigtir. Bu verilerle, p53’iin sadece ekspresyon diizeyine bakilarak MGMT

ekspresyonu tiizerinde yorum yapilabilecegini ve p53°tin MGMT ekspresyonunu
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azalttig1 sonucuna varilmaktadir. Bu sonug, p53’iin mutasyon tasiyip tasimamasindan

bagimsiz olarak onerilen teorilerle uyumluluk gostermektedir.

4.5. Lomeguatrib, MGMT ve pS3 Ekspresyonu

MGMT inhibitorlerinin MGMT ekpsresyonu {izerine etkisi ile ilgili bugiine kadar
yapilmis tek bir yaymn bulunmaktadir. Konduri ve ark. (2009) tarafindan yapilan
calismada digerbir MGMT inhibitorii olan 0%-BG pankreas kanseri hiicre serilerinde
ve 200 uM konsantrasyonda kullanilmistir. Bu c¢alismada pankreas kanseri
hiicrelerinde O°-BG’nin ortalama MGMT ekspresyonunu 1,25 kat azalttigi ve
gemsitabinle birlikte kullanildiginda ise 1,66 kat azalttigi belirtilmektedir. Bu
¢alisma, MGMT inhibitéric O®-BG’nin MGMT ekspresyonunu azalttigini gosteren
ilk calisma ancak bizim calismamiz arasinda bazi farklar bulunmaktadir. Oncelikle
biz ¢alismamizda O°-BG’den farkli olarak daha az toksik oldugu (Marchesi ve ark.,
2007) veya toksisitesinin olmadig1 (Ranson ve ark, 2007) belirtilen ve bir MGMT
inhibitorii olan Lomeguatrib kullandik. MGMT inhibitérleri, klinik uygulamalarda
kemoterapotik ajanin hastaya verilmesinden ortalama 2 saat once verilmektedir. Bu
calismada O°-BG’nin 48 saat uygulandigi ve sonrasinda gemsitabin verildigi
belirtilmistir. Ayrica O°-BG, bu ¢alismada 200 uM konsantrasyonda kullanilmustir.
Bu inhibitor konsantrasyonu MGMT inhibitorleri ile ilgili diger ¢alismalara goére
(Barvaux ve ark, 2004; Zhang ve ark., 2010) ¢ok yiiksektir. Bu konsatrasyonda ve
bekleme stiresinde MGMT ekspresyonundaki azalma klinikle uyumlu olmayabilir.
Bizim c¢alismamizda MGMT inhibitérii olarak kullandigimiz Lomeguatrib,
kemoterapotik ajandan 2 saat once hiicrelere uygulanmistir. Bu uygulama bigimi
MTT analizleri dahil olmak iizere yapilan tiim testlerde aynidir. Ayrica, Konduri ve
ark. (2009) arkadaslarindan farkli olarak bizim ¢alismamiz GBM hiicre dizilerinde ve
in vivoyu yansitmasi agisindan primer hiicre dizileri {izerinde yapilmistir. Bizim
calismamizda kullandigimiz MGMT inhibitér konsatrasyonu 50 uM’dir. Bu
konsantrasyon klinik kullanimla uyumlu bir konsantrasyondur (Ranson ve ark.,
2006). Konduri ve ark. (2009), kullandiklart MGMT inhibitérii O®-BG ile MGMT

ekspresyonunu azaltirken p53 ekspresyonunu da arttirdigini belirtmistir. Bizim



107

calismamizda da Lomeguatrib’in  MGMT ekspresyonunu azatirken p53
ekspresyonunda artis oldugu ancak bunun hastalara gore degistigi saptanmigtir.
Konduri ve ark. (2009), MGMT ekspresyonundaki azalmanin ve p53
ekspresyonundaki artisin siklinlerin (siklin B1, B2, A) ekspresyonlarinin azalmasi ve
p21 ekspresyonundaki artigla birliktelik gosterdigini ve O°-BG’nin hiicrede apoptoza
tetikledigi belirtmektedir. Bizim ¢alismamizda yapilan akim sitometri ve tek hiicre
jel eletroforezi ¢alismalar1  hiicrelerin  apoptoza siiriiklendigi ve DNA
fragmantasyonunun arttig1 tespit edilmistir. Bu noktadan ele alindiginda O°-BG’nin
pankreas kanser hiicrelerinde yaptigi etkinin Lomeguatrib’in GBM hiicrelerinde
yaptigr etkiyle uyumlu oldugu goriilmektedir. Ayrica, bu tez ¢alismasinda

Lomeguatrib TMZ kombinasyonunun hiicre dongiisii tizerine her hangi bir etkisinin

olmadigi da gosterilmistir.

MGMT inhibitérlerinin alkilasyon ajanlariyla kullaniminda ortaya ¢ikan en biiyiik
yan etki myeloid seri hiicrelerinin baskilanmasidir. Bu sorun, MGMT inhibitorlerine
diren¢li mutant MGMT geni transdiiksiyonu yapilmis hematopoietik progenitor
hiicreleri olusturularak asilabilir (Konduri ve ark., 2009). Boylece MGMT
inhibitorlerinin olabilecek toksik etkilerinde hematopoietik kok hiicreler segici olarak
korunmus olur. Woolford ve ark. (2006), K562 insan hematopoietik hiicrelerine
P140K mutant MGMT geni transfer ederek, in vifro ve in vivo modellerde bu
hiicrelerin Lomeguatrib-TMZ ve O°-BG-TMZ kombinasyonuna diren¢ gosterdigini
belirtmektedirler.

Bu tez calismasi kurgusu ve sonuglariyla literatiirdeki ilk c¢alismadir. Lomeguatrib
GBM primer hiicre kiiltiirlerinde ve GBM hiicre dizilerinde ilk kez kullanilmistir.
Lomeguatrib’in MGMT ekspresyonunu istatistiksel olarak anlamli derede azalttig1 ve
p53 ekspresyonunu arttirdigi saptanmistir. Her hastanin kendine 6zgii ICsy degerinde
kullanilan dozlarla elde edilen sonu¢lar GBM’in genetik ac¢idan heterojen bir
yapisinin oldugu bilgisini desteklerken, Lomeguatrib TMZ kombinasyonunun GBM
tedavisinde kullanilabilecegini gostermis ve her hastaya gore farkli doz ayarlamasi

gerekliligini agikca ortaya koyan dnemli sonuglara ulagilmastir.
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5. SONUC ve ONERILER

Bu tez ¢alismasinda,

GBM hastalarina ait primer kiiltiir basariyla elde edilmistir.

MGMT inhibitérii olan Lomeguatrib GBM primer kiiltiir hiicrelerinde ve
GBM hiicre dizilerinde ilk kez kullanilmistir.

Lomeguatrib ve TMZ kombinasyonu GBM primer kiiltlir hiicrelerinde ve
GBM hiicre dizilerinde ilk defa kullanilmistir.

GBM hastalarinin Lomeguatrib ve TMZ’ye olan duyarliliklarinin farkl
oldugu gosterilmistir.

GBM hastalarinin genomik heterojeniteye sahip oldugu goriisii bu ¢aligmayla
desteklemistir.

Her hastanin TMZ ve Lomeguatrib kombinasyonuna olan duyarliliklarinin
farklilik gosterdigi ilk kez bu ¢alismayla gosterildi.

Ameliyat olan GBM hastalarinin alkilasyon ajanlariyla tedavisinde, hastalarin
farkli alkilasyon ajanlarina duyarliliklarinin, hastalarin tiimér dokularindan
yapilacak primer kiiltiirlerinde saptanmasinin tedavi baglangicinda dogru bir
yaklasim olacagi onerilmistir.

GBM hastalarinin TMZ duyarliliklarinda MGMT gen metilasyonunun 6nemli
oldugu gosterilmistir.

Lomeguatrib’in GBM tedavisinde direng gelisiminde en énemli rolii oynayan
MGMT geninin ekspresyonunu azalttigi ilk defa gosterilmistir ve etkinin
metilasyon tizerinden yapmadigi belirlenmistir.

Lomeguatrib’in p53 ekspresyonunu arttirdigi ilk defa gosterilmistir.
Lomeguatrib ve TMZ’nin yalniz veya birlikte kullanimlarinin GBM primer
hiicre kiiltiirlerinde ve GBM hiicre dizilerinde MGMT metilasyon yapisini
degistirmeden etki gosterdigi ilk kez bu calismayla gosterilmistir.
Lomeguatrib ve TMZ kombinasyonunun her hastaya farkli dozlarda olmak
tizere GBM hastalarinda kullanildiginda tiimérde apoptozun tetiklenmesinde

rol oynayabilecegi gosterilmistir.
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+ Lomeguatrib ve TMZ kombinasyonunun GBM tedavisinde etkin olarak

kullanilabilecegi ilk kez gosterilmistir.

Bu tez ¢alismasinda, GBM hastalarindan elde edilen primer kiiltiirlerinde ve GBM
hiicre dizilerinde Lomeguatrib ve TMZ molekiillerinin MGMT metilasyonu ve
ekspreyonu {izerindeki etkisi arastirilmistir. Yapilan primer kiiltiir yonteminin
etkinligi ayni tiimor dokusunda 3 boyutlu kiiltiir gibi kiiltiir yontemleri de denenerek

arastirilabilir.

Elde edilen ve iireme potansiyeli olan hiicrelerin tiimdérijenik olup olmadigi immiin

sistemi baskilanmisg farelere aktarilarak arastirilacaktir.

Daha fazla sayida primer kiiltiirler ve bu primer kiiltiirlerden 3 boyutlu kiiltiirler elde
edilerek bunlar tizerinde Lomeguatrib veya diger MGMT inhibitorlerinin ve
alkilasyon ajanlarinin etkileri arastirilabilir. Yine bu kiiltiirlerde tedavide yeni aday

molekiiller kullanilabilir.

Avyrica elde edilecek ¢ok sayidaki primer kiiltiirlerde ve 3 boyutlu kiiltiirlerde genis
epigenomik arastirmalar yapilarak tedavide etkin rol oynayabilecek aday genler

ortaya ¢ikarilabilir.

Yalnizca MGMT degil, alkilasyon ajanlarina karsi direng olusturabilecegi diisiintilen
diger genlerde (MLH, MSH, PMS, MDR, v.b) yapisal, transkripsiyonel ve
epigenomik acidan arastirilabilir. Bu sayede gercek ve ortak bir direng mekanizmasi

ortaya konabilir.

Primer kiiltirler c¢ogaltilarak ve karakterize edilerek yeni hiicre dizileri

olusturulabilir.
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OZET

Primer Glioblastoma Multiforme Tiimoér Hiicrelerinde Lomeguatrib
Temozolomid Kombinasyonunun MGMT Metilasyonu ve Ekspresyonuna Etkisi

Glioblastoma Multiforme (GBM) en malin astrositik beyin tiimoriidiir. GBM’in alkilasyon
ajanlartyla tedavisinde, yaygin olarak Temozolomid (TMZ) kullanilmaktadir. Ancak,
hastalarda, TMZ tedavisi sirasinda kemoterapétik direng gelisebilmektedir. Kemoterapotik
direncin nedenlerinin basinda MGMT (O°-Metilguanin- DNA-Metiltransferaz) tamir enzimi
gelmektedir. MGMT, DNA’da TMZ’nin alkil eklentilerini kaldirarak bunlarin toksik
etkilerinin olusumunu engeller. MGMT inhibit6rleriyle MGMT inhibisyonunun yapilmasi
TMZ direncinin ortadan kaldirilmasinda énemli bir anti kanser tedavi yaklagimidir. Bugiine
kadar, GBM tedavisinde, MGMT inhibit6rii Lomeguatrib’in TMZ ile kombinasyonunun,
MGMT ekspresyonuna ve metilasyonuna etkisine iliskin literatiir bulunmamaktadir. Bu
calismanin amaci, GBM primer hiicre kiiltiirlerinde ve GBM hiicre dizilerinde Lomeguatrib
TMZ kombinasyonunun MGMT metilasyonuna ve ekspresyonuna etkisini aragtirmaktir.

Bu kapsamda, GBM tiimor dokularindan primer kiiltiir elde edilmistir. Primer hiicre
kiiltiirlerinin ve GBM hiicre dizilerinin TMZ’ye ve TMZ ve Lomeguatrib kombinasyonuna
olan duyarliliklart MTT ile belirlenmistir. Hiicre Kkiiltiiriinde, her hiicreye TMZ ve
Lomeguatrib kombinasyonunda saptanan ICs, degerinde ilag verildikten sonra MGMT ve
p53 ekspresyonlart ve MGMT metilasyonu arastirilmistir. Ayrica, hiicrelerde ilag sonrasi
apoptoz orant ve DNA fragmantasyonu incelenmistir.

Bu calismada, tiimoriin in vivo 6zelliklerini en fazla yansitan primer hiicre kiiltiirlerinde
aragtirmalar yapilmistir. GBM hastalarinin TMZ’ye ve TMZ Lomeguatrib kombinasyonuna
olan duyarliliklarmin farkli oldugu ve TMZ duyarliliginda MGMT metilasyonunun etkili
oldugu belirlenmistir. Ik kez, bu tez calismastyla, GBM primer kiiltiirlerinde ve GBM hiicre
dizilerinde Lomeguatrib TMZ kombinasyonunun MGMT ekspresyonunu diisiirdiigii, genel
olarak p53 ekspresyonunun arttirdigi ve MGMT metilasyonunu degistirmedigi saptanmistir.
GBM’in heterojen genetik yapisi nedeniyle, her hastaya standart bir doz kullanmak yerine,
hastalarn TMZ ile tedavi oncesinde, TMZ’ye olan duyarliliklarinin, tedavide direng
olusturabilen genlerin epigenomik yapilarinin ve ekspresyon miktarlarinin arastirilmasiyla
belirlenmesi gerektigi 6nerilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Glioblastoma Multiforme, Lomeguatrib, MGMT, Primer Hiicre
Kiiltiirii, Temozolomid.
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SUMMARY

The Effect of Lomeguatrib-Temozolomide Combination upon MGMT Promoter
Methylation and its Expression on Primary Glioblastoma Multiforme Tumour
Cells

Glioblastoma Multiforme (GBM) is the most malignant astrocytic brain tumor. TMZ is
commonly used in the treatment of GBM with alkylation agents. But, chemotherapeutic
resistance may develop during TMZ therapy in patients. MGMT (O°-Methylguanine- DNA-
Methyltransferase) repair enzyme is foremost of factors causing to chemotherapeutic
resistance. MGMT prevents the formation of toxic effects of alkyl adducts by removing alkyl
adducts in DNA. The MGMT inhibition with MGMT inhibitors is an important anticancer
therapeutic approach in removing TMZ resistance. So far, there is no literature that
concerning the effect of the combination of Lomeguatrib with TMZ onto MGMT expression
and its methylation. The aim of the study is to investigate the effect of the combination of
Lomeguatrib with TMZ onto MGMT expression and its methylation.

In this context, primary cultures have been obtained from GBM tumor tissues. The
sensitivity of primary cell cultures and GBM cell lines to TMZ and also to the combination
of TMZ and Lomeguatrib has been determined by MTT. MGMT and p53 expressions,
MGMT methylation have been investigated after drug application to each cells at the specific
ICsy value which was determined on the combination of TMZ and Lomeguatrib. Also, the
proportion of apoptotic cells and DNA fragmentation after drug application has been

analyzed.

In this study, the researches have been done on the primary cell cultures which reflect the in
vivo charecteristics of tumors mostly. It has been determined that the sensitivity of GBM
patients to TMZ and the combination of TMZ and Lomeguatrib are different and the MGMT
methylation is efficient on TMZ sensitivity. This the first study which shows the
combination of TMZ and Lomeguatrib in GBM primary cell culture and GBM cell lines
decreases the MGMT expression, increases pS3 expression and does not change the MGMT
methylation. Because of the heterogenic of GBM genetic structure, the sensitivity of TMZ
should be determined by investigating the epigenomic structures of genes which can cause
resistance in the treatment of patients and the amount of expressions before the treatment of
patients with TMZ instead of using standard dose for each patient.

Key Words: Glioblastoma Multiforme, Lomeguatrib, MGMT, Primary Cell Culture,
Temozolomide
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EKLER

EK-1

BILGILENDIRILMIiS OLUR FORMU

Hastaligimizin gelisimi ile ilgili genetik nedenleri bulmak i¢in yeni bir bilimsel
arastirma yapmaktayiz. Bu form, katilmaniz 6nerilen arastirma ile ilgili olarak sizi
bilgilendirmek tizere hazirlanmistir. Hemen soyleyelim ki arastirmaya katilip
katilmamakta serbestsiniz. Calismaya katilim goniilliilik esasina dayalidir. Formun
diizenlenmesinde, arastirmaya katilip katilmama konusunda karar vermenizin
kolaylastirilmast hedeflenmistir. Yeterli gérmediginiz ac¢iklamalar ya da sorulariniz
varsa, bu formu okuduktan sonra arastirmaciya sorabilirsiniz. Asagida yer alan

bilgileri okuyup anladiktan sonra arastirmaya katilmak isterseniz formu imzalayiniz.

Arastirmanin  ismi, “Primer Glioblastoma Multiforme Timdér Hiicrelerinde
Lomeguatrib Temozolomid Kombinasyonunun MGMT Promotor Metilasyonu ve
Ekspresyonu Uzerine Etkisi”dir. Arastirma Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi
Biyoloji Anabilim Dali, Beyin Cerrahisi Anabilim Dal1 ve Patoloji Anabilim Dallar

tarafindan ytriitiilmektedir.

Arastirmaya davet edilmenizin nedeni hastaliginiz gelisimini etkileyen ve
kullanacaginiz ilaglarin etkinliginin degismesine neden olan genetik nedenleri
arastirmak. Genetik bazi unsurlar hastaligimzin gelisimini etkiler. Insanin genetik
materyalinde (DNA’sinda) var olan sifre viicudumuzda meydana gelen tiim olaylar
ve olaylarla ilgili bilgiyi icermektedir. Degisik nedenlerle bu bilgide meydana gelen
degisiklikler kisinin hastalanmasina neden olabilir. Ayrica, hastaligimizin tedavisi
icin doktorunuzun Onerecegi ilaglarin etkisi her insanda ayni olmayabilir. Bunun
temel nedenlerinden biri yine bu DNA’da meydana gelen degisikliklerdir. DNA’da
normalde var olmayan bu genetik degisiklikleri bilmek hastaliginizin tedavisinin

belirlenmesinde doktorunuza yardimci olabilir.

Bu c¢alismanin amaci, hastaliinizin gelismesine ve kullanacaginiz ilaglarin

etkinliginin belirlenmesinde rol alan baz1 genetik nedenleri arastirmaktir.
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Hastaliginiz nedeniyle ameliyat olacaginizi biliyorsunuz. Ameliyat sirasinda
hastaliginmizin  tanisi i¢in sizden hastaliginiz ile ilgili oldugu disiiniilen kisimdan
doku pargasi cikarilarak Patoloji Anabilim Dali’na verilecek. Biz, Patoloji’ye tani
amagli giden parcadan arta kalanlar olursa bunlardan nohut biiyiikligiinde ki bir
kismi almak istiyoruz. Ayrica, doktorunuz ameliyat sirasinda hastaliginiz ile ilgili
kisimdan doku ¢ikarmak i¢in ayni organinizdan hastaliginiz ile ilgili olmayan
dokulardan da almak zorunda kaldigini belirtmektedir. Ancak bunun hayati énem
tasimadigini ve zorunlu olarak yaptiklarini belirttiler. Eger ameliyat sirasinda
ortalama bir nohut biiyiikliigiinde hastaliginiz ile ilgili olmayan kisimdan da parca
cikarilirsa bu pargay1 da almak istiyoruz. Boylece her iki parga tizerinde yapacagimiz
testlerle bunlar arasindaki genetik farkliliklar1 arastirmis olacagiz. Dokularinizdan
hiicreler elde edecegiz ve bunlara laboratuarda ilaclar verecegiz. Ilaglarin hiicreler
tizerindeki etkisinin nasil olacagini belirledigini distindiigiimiiz MGMT isimli
proteinin miktarini ve miktarinin degismesine neden olan faktoérleri aragtiracagiz. Bu
testlerde sizin dokularinizdan ve hiicrelerinizden DNA (genetik materyal), RNA

(diger genetik materyal) ve protein elde edecegiz.

Patoloji i¢in gonderilecek doku kismindan nohut biiytikliigiinde bir kisim artmazsa
ve hastaligimizi ilgilendirmeyen parca ortalama bir nohut biiyiikliigiinden kiiclik
olursa biz bunlar1 almayacagiz. Dolayisiyla ¢alismaya katilmamis olacaksiniz. Eger
bu ¢alismaya katilmay1 kabul ederseniz ve yukarida anlatilan dokular1 alirsak bu
pargalar tizerinde bir takim laboratuar ¢alismasi yaparak hastaliginiz1 etkileyebilecek
genetik nedenleri ortaya ¢ikarmaya calisacagiz. Ancak, izniniz olmadan asla

dokulariniz alinmayacaktir.

Calismaya katilip katilmamakta serbestsiniz ve katildiktan sonra da istediginiz zaman
vazgecebilirsiniz.  Katildiktan ~ sonra  vazge¢meniz  halinde  c¢alismadan
cikarilacaksiniz. Bu durum herhangi bir cezaya ya da sizin yararlariniza engel
duruma yol agmayacaktir. Ayrica, arastirict olarak ta isteginiz disinda sizi
arastirmadan c¢ikarabiliriz. Eger dokularinizdan hiicrelerinizi elde edemezsek (bu
durumun hastaligmiz ile ilgisi yok) ve dolayisiyla istedigimiz laboratuar
calismalarint  yapamazsak  arastirmadan  ¢ikarilirsimiz.  Bu  durum @ size

bildirilmeyecektir.
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Bu ¢alisma sizin hastaliginizin tedavi seklini kesinlikle degistirmeyecektir. Ayrica,
tedavi seklinizin belirlenmesinde bu arastirmanin hicbir etkisi olmayacaktir.
Arastirma kapsaminda size her herhangi bir ilag¢ verilmeyecektir. Bu arastirma sizin
icin hi¢bir risk tasimamaktadir ve size arastirmaya bagl bir zarar gelmeyecektir. Bu
aragtirma sizin zamaninizi almayacaktir. Hastaliginiz ile ilgili zaten ameliyat olmay1
kabul ettiyseniz bizim i¢in fazladan bir zaman harcamayacaksiniz. Arastirma
sirasinda sizi ilgilendirebilecek her hangi bir gelisme olursa bu size bildirilecektir.

Bu arastirmada yer alacak toplam goniillii sayis1 20 olarak belirlenmistir.

Size bu arastirmaya katilmaniz konusunda hi¢bir 6deme yapilmayacaktir ve para
talep edilmemektedir. Hastaliginiz ile ilgili rutin tetiklerinizin iicreti bu arastirma
kapsaminda karsilanmayacaktir. Rutin tetkikler bagli bulundugunuz sosyal giivelik
kurulusu tarafindan karsilanacaktir ve bu arastirma sizin sosyal giivenlik

kurulusunuza hi¢bir mali yiik getirmeyecektir.

Calismadan ¢ikacak sonuglar tip egitiminde veya bilimsel nitelikteki yayinlarda
kullanilabilir. Bu amaglarin disinda bu kayitlar kullanilmayacak ve baskalarina asla
verilmeyecektir. Size ait tim tibbi ve kimlik bilgileriniz gizli tutulacaktir ve

aragtirma yayinlansa bile kimlik bilgileriniz verilmeyecektir.

Bu arastirma ile ilgili olarak her tiirlii karariniza saygi duyuyoruz. Bu arastirma
kapsaminda sormak istediginiz her tiirlii sorular i¢in giiniin 24 saati Prof. Dr.
Asuman SUNGUROGLU’na 312 3103010-400 ve Aras. Gor. Mehmet
TASPINAR’a 505 485 08 11°nolu telefonlardan ulasabilirsiniz.
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