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IDH MUTANT OLMAYAN GLIOBLASTOMA’DA LC3 GENIN INTEGRIN
B1/FAK/SRC YOLAGI UZERINDEN OTOFAJIYE VE U87 GBM HUCRE
HATTINDA HUCRE DAVRANISI UZERINE ETKISI

OZET

Glioblastoma (glioblastoma multiform, GBM) insanlarda en sik goriilen beyin
tiimoriidiir. Kot prognozlu tiimoér olmasinin yanisira molekiiler patojenezi hala

aydinlatilamamistir. GBM primer (%80) ve sekonder GBM (%20) olarak iki tipe ayrilir.

GBM morfolojik heterojenite iceren yiiksek seliilarite, niikleer atipi, artmis anjiogenez
ve mitotik aktiviteye sahip tiimordiir. GBM tedavisinde cerrahi rezeksiyon, kemoterapi
ve radyoteropatik tedavi yontemleri kullanilsa da hastalarda sag kalim siiresi ¢ok
diigiiktiir. Ortalama yagam omrii 12-15 aydir [1, 2]. Bu nedenle, tani, prognoz ve tedavi
acisindan GBM patogenezinin altinda yatan molekiiler mekanizmalarin arastirilmasi ve

bu mekanizmalar1 hedefleyen terapilerin uygulanmasi gerekmektedir.

Otofaji, uzun Omiirlii ve yanhis katlanmis proteinlerin yani sira fazla ve hasarl
organellerin, bir ¢ift membran vezikiill veya otofagosom kullanilarak ortamdan
uzaklastirildigi koruyucu bir hiicresel islemdir [3]. Kanserde ise, otofajinin, sistemik ve
asamal1 bir sekilde tiimor biiylimesini kolaylastirmada veya onlemede celiskili bir rol

oynadigi bilinmektedir [4].

Otofaji  siirecinde LC3 proteini, fagoforun uzatilmast ve kapanmasinin
gerceklesmesinde gorevlidir, bu yiizden en yaygin kullanilan otofagosom belirtecidir
[5]. LC3 otofajide kritik bir rol oynamasinin yani sira, otofajiden bagimsiz olarak bazi
kanser hiicrelerinin proliferasyonunda da rol aldigi gosterilmistir. Bu o6zelliginden
dolayr LC3’in terdpatik bir hedef olabilecegi diisliniilmektedir. Ancak glioma
hiicrelerinde LC3’nin rolii ile ilgili ¢ok az bilgi olup, bu proteinin kanser hiicrelerinde

roliiniin arastirilmasi gerektigi onerilmektedir.

Son zamanlarda, RNA miidahalesi (RNAi) GBM dahil bir¢ok kanserin tedavisi i¢in
kullanilan yeni bir strateji olarak ortaya ¢ikmistir. Sunulan tezde LC3 genini hedefleyen
LC3-siRNA kullanilarak, LC3 geninin GBM hiicrelerinin proliferasyon, klon

olusturma, apoptoza diren¢ ve migrasyon gibi agresif Ozellikler kazanmasinda ve bu



yolaklarda ana medyator olarak gorev yapan CyclinD1/Integrin B1/Src ve apoptozda rol
oynayan PARP proteinlerinin ekspresyonlarina etkisi arastirilarak, LC3’iin GBM’de
g6z Oniinde bulundurulmasi gereken terOpatik bir hedef olup olmayacaginin agiga
cikartilmas1 ve LC3’lin bu oOzelliklerde olast bir roliiniin oldugunun bulunmasi
durumunda LC3-siRNA’nin teropatik bir ajan olarak kullanilip kullanilmayacaginin
gosterilmesi amaglandi. Bu amag i¢in GBM hiicre hatt1 olan U-87 MG hiicreleri LC3
geninin hedefleyen iki farkli LC3 siRNA’lar1 ve hicbir geni hedeflemeyen kontrol
siRNA ile transfekte edildi. Transfeksiyon sonrasi hiicrelerin canliligt MTS analizi,
hiicrelerin klon olusturma o6zellikleri klonojenik analizi, hiicrelerin migrasyonu yara
tyilestirme analizi, CyclinD1/Integrin B1/Src ve PARP proteinlerinin ekspresyonlari
Western blot analizleri ile test edildi. Analiz sonuglarimiza goére, kontrol SiRNA ile
transfekte edilen hiicrelerle karsilagtirildiginda, iki farkli LC3 siRNA’larla transfekte
edilen hiicrelerde, hiicre canliliginin, klon olusumunun ve migrasyonun 6nemli oranda
baskilandigr bulundu (p < 0.001). Ayrica, LC3’lin siRNA aracili baskilanmasinin
CyclinD1/Integrin B1/Src ve PARP igeren bir¢ok proto-onkogenik sinyal yolaginin

inhibisyonuna yol actig1 bulundu.

Sonug olarak verilerimiz, in vitro ortamda LC3’tin GBM’de hiicre proliferasyonu,
canliligi ve migrasyonu i¢in gerekli oldugunu, yiiksek agresiflik gdsteren ve metastatik
GBM hiicrelerinde tiimor biliylimesi ve progresyonuna katki sagladigini gosterdi. Bu
sebeple otofaji geni olan LC3’in GBM tedavisi i¢in stratejik teropatik hedef olma
potansiyeline sahip oldugunu ve LC3-siRNA’nin terdpatik bir ajan olarak

kullanilabilirligini gosterdi.

Anahtar Kelimeler: Glioblastoma, GBM, U-87 MG, LC3B, LC3-siRNA,
Temozolomid, Proliferasyon, klon, migrasyon, CyclinD1/Integrin
B1/Src, PARP.



EFFECT OF LC3 GENE ON AUTOPHAGY THROUGH INTEGRIN
B1/FAK/SRC PATHWAY iN NON-IDH MUTANT GLiOBLASTOMA AND
CELL BEHAVIOR iN U87 GBM CELL LIiNE

ABSTRACT

Glioblastoma (glioblastoma multiform, GBM) is the most common brain tumor in
humans. Although it is a tumor with poor prognosis, its molecular pathogenesis is still

unclear. GBM is divided into two types as primary (80%) and secondary GBM (20%).

GBM is a tumor with morphological heterogeneity, high cellularity, nuclear atypia,
increased angiogenesis and mitotic activity. Although surgical resection, chemotherapy
and radiotherapy treatment methods are used in GBM treatment, the survival time of
patients is very low. Average life expectancy is 12-15 months [1, 2]. Therefore, it is
necessary to investigate the molecular mechanisms underlying the pathogenesis of
GBM in terms of diagnosis, prognosis and treatment and to apply therapies targeting

these mechanisms.

Autophagy is a protective cellular process in which long-lived and misfolded proteins as
well as excess and damaged organelles are removed using a pair of membrane vesicles
or autophagosomes [3]. In cancer, autophagy is known to play a contradictory role in
facilitating or preventing tumor growth in a systemic and gradual manner [4].

During the autophagy process, the LC3 protein is involved in the lengthening and
closing of the phagophore, so it is the most widely used autophagosome marker [5]. In
addition to playing a critical role in LC3 autophagy, it has also been shown to be
involved in the proliferation of some cancer cells independent of autophagy. Because of
this feature, LC3 is thought to be a therapeutic target. However, there is little
information about the role of LC3 in glioma cells, and it is suggested that the role of this

protein in cancer cells should be investigated.

Recently, RNA intervention (RNAIi) has emerged as a new strategy used for the
treatment of many cancers, including GBM. In the presented thesis, using LC3-siRNA
targeting the LC3 gene, LC3 gene in GBM cells gaining aggressive properties such as
proliferation, clone formation, resistance to apoptosis and migration, and the effects of

Xi



Cyclin D1 / Integrin B1 / Src, which act as the main mediator in these pathways, and
PARP proteins playing a role in apoptosis were investigated. Thus, it was aimed to
reveal whether LC3 would be a therapeutic target to be considered in GBM and to show
whether LC3-siRNA could be used as a therapeutic agent in case LC3 had a possible
role in these features. For this purpose, U-87 MG cells, the GBM cell line, were
transfected with two different LC3 siRNAs targeting the LC3 gene and control siRNA
targeting no gene. Cell viability after transfection was tested by MTS analysis, clone-
forming properties of cells, clonogenic analysis, migration of cells, wound healing
analysis, expression of CyclinD1/Integrin B1/Src and PARP proteins by Western blot
analysis. According to our analysis results, it was found that cell viability, clone
formation and migration were significantly suppressed in cells transfected with two
different LC3 siRNAs compared to cells transfected with control siRNA (p <0.001). It
was also found that sSiRNA mediated suppression of LC3 leads to inhibition of many

proto-oncogenic signaling pathways including CyclinD1/Integrin 31/Src and PARP.

In conclusion, our data show that LC3 is necessary for GBM cell proliferation, viability
and migration, contributes to tumor growth and progression in high aggressiveness and
metastatic GBM cells, that the autophagy gene LC3 has strategic therapeutic potency
for the treatment of GBM and Demonstrated the usability of LC3-siRNA as a
therapeutic agent.

Keywords: Glioblastoma, GBM, U-87 MG, LC3B, LC3-siRNA, Temozolomide,
Clone, Proliferation, Migration, Cyclin D1/Integrin B1/Src, PARP.
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1. GIRIS ve AMAC

Kanser son zamanlarda modern diinyada giderek yaygin goriilen bir saglik sorunudur.
Gerek tani gerekse de tedavinin komplike olmasi sebebiyle {izerine en ¢ok arastirma
yapilan konularin basinda gelmektedir. Santral sinir sistemi kanserleri ise, yerlesim yeri
itibariyle diger kanserlere gore daha ciddi mortalite ve morbiditeye neden

olabilmektedir.

Glioblastoma, santral sinir sistemi tiimorleri i¢inde en sik goriilen, en kotii prognoza
sahip ve molekiiler patogenezi hala gizemini koruyan bir tiimér olmasi yoniiyle oldukga
onem arz etmektedir. Primer (IDH mutant olmayan/wild type) ve sekonder (IDH
mutant) olmak iizere iki tipe ayrilir. Morfolojik olarak oldukg¢a heterojen olan bu
timoriin tedavisinde cerrahi, kemoterapi ve radyoterapi yontemleri kullanilmasina
ragmen, sagkalim siiresi oldukca kisadir. Bu sebeple altta yatan molekiiler diizeydeki
olaylarin agiga cikarilmast ve buna yonelik tedavilerin diizenlenmesi adeta bir

zorunluluk halini almistir.

Otofaji; yanlis katlanmis veya omriinii doldurmus proteinlerin ve hasarli organellerin
geri dontlisiimiin saglandig: bir hiicre fonksiyonudur. Kanserde ise tiimor biiylimesinde

hem 6nleyici, hem de kolaylastirici ¢elisik bir rol oynadig: bilinmektedir.

LC3 proteini, otofaji siirecinde fagofor olusum ve kapanmasinda rol alan ve en sik
kullanilan otofagosom belirtecidir. Bu sebeple LC3’ilin tedavide bir hedef olarak
kullanilabilecegi ongoriilmektedir. Ancak glial tiimorlerde LC3 ile alakali veri ¢ok az

olup, bu konuda ileri aragtirmalar yapilmas1 6nerilmektedir.



Yakin donemde, RNA’lar kullanilarak genleri susturmak, bu yolla da kanserleri tedavi
etmek temelinde yeni bir tedavi modalitesi ortaya c¢ikmistir. RNAI (RNA
interference/RNA miidahalesi) de denilen bu yontemde siRNA’lar kullanilarak
patogenezde rol aldigi disiiniilen genler susturularak, yontemin tedavi agisindan

kullanilabilirligi arastirilmaktadir.

Sunulan tez ¢alismamizda, IDH mutant GBM hiicre hatlarinda otofagozom olusumunun
ana belirteci olarak kabul edilen LC3’tn iki farkli LC3-siRNA kullanilarak
susturulmasiyla ortaya ¢ikan otofaji inhibisyonunun, Integrin f1/Fak/Src yolag: lizerine
etkisinin ve buna bagli olarak glioblastoma hiicrelerinin ¢ogalma ve migrasyon

ozelliklerindeki degisikliklerin arastirilmasi amaclanmistir.



2. GENEL BILGILER

Kanser, gderek yayginlasan bir saglik sorunudur. Teshis ve tedavinin karmasikligindan
dolay1 arastirmacilarin iizerinde en c¢ok c¢alistigi konulardan biridir. Hastali§in siireci,
mortalitesinin yiiksek olusu ve kansere bagli morbidite nedeniyle isgiicii kaybinin
goriilmesi sebebiyle, saglik sistemlerinin tedavi agisindan Oncelikleri arasinda yer

almaktadir.

Santral sinir sistemi ise, viicudun kontrol, koordinasyon ve regiilasyon gibi dnemli
fonksiyonlarin1 yoneten adeta bir yonetici konumdundadir. Santral sinir sistemi
timorleri ise, bulunduklar1 yer nedeniyle diger kanserlere gdére daha ciddi 6lim ve

fonksiyon kayiplarina neden olabilmesi yoniiyle ayri bir 6neme sahiptir.
2.1. Santral Sinir Sistemi Tiimorleri

Primer beyin tiimoérlerinin yillik insidansi yaklagik 10/100.000 oranindadir [6, 7].
Bunun da c¢ok biiylik bir oranmi glial tiimoérler olusturmaktadir. 2016°’da WHO
tarafindan gliomlar; diffliz astrositik-oligodendroglial tiimoérler, diger astrositik timdrler
ve ependimal tiimorler olarak ti¢ temel grupta simiflandirilmistir [8]. Klinik olarak glial
timorler pratikte timor derecesine gore siniflandirilir. Diisiik ve yiiksek dereceli olmak
tizere iki ana grupta incelenebilir. WHO grade I-II diisiik dereceli gliomlar olarak

adlandirilirken, grade III-1V ise yiiksek dereceli gliomlar olarak adlandirilir [9].



2.1.1. Pilositik Astrositomlar

Astrositik hiicre kokenli tlimdrler i¢indeki en bening lezyonu olup; tiim gliomlarin
yaklasik %10’unu teskil eder. Who grade I olarak smiflandirilir. Iyi smirli olup, cevre
dokuya invazyon orani oldukca diisiiktiir. Serebellar yerlesim de gosterebilir.

Cocuklarda goriilen serebellar astrositomlarin da biiyiik oranini olustururlar [10, 11].
2.1.2. Pleomorfik Ksantroastrositom

Daha c¢ok fokal yerlesimli, ndbete sebep olan astrositomlardir. Biiyilk oranda
supratentorial yerlesim gosterir. Bunun da yine ¢ogunlugu frontal ve temporal lobda yer
alir. Dural invazyon goriilme oram oldukga diisiiktiir. Iyi simirli kortikal kitle olarak
goriintliilemelerde karsimiza ¢ikar. Kistik ve solid komponentleri olabilir. Cocuk ve
geng eriskinlerde daha sik izlenip, genel seyri benigndir. Ancak anaplazi de goriilme

durumu olabilir.
2.1.3. Diffiiz Diisiik Dereceli Astrositomlar

DSO grade I, astrositik serinin yavas seyirli, diffiiz infiltratif olarak goriilen
gliomlaridir. Her ne kadar iyi seyirli olsa da malign transformasyon gosterme ihtimali
de vardir. Yaklasik 1/3’1 infratentorial yerlesimlidir. Uzun silire semptom vermeden
biiyiiyebilir. Frontal ve temporal yerlesimli olanlar1 ise genelde konviilziyon ile
prezente olur. 4-5 dekatlarda tan1 alirlar ve ortalama sag kalim siiresi 10 senedir. IDH

mutasyonu gosteren, ek mutasyonu olmayan olgularda hastalik seyri daha iyidir[12].
2.1.4. Anaplastik Astrositom

DSO grade 11, anaplazi, anlamli diizeyde proliferasyon indeksi ve IDH gen mutasyonu
olabilen yiiksek dereceli glial tiimorlerdir. Progrese olarak glioblastoma doniigsme
ihtimali mevcuttur. Siklikla frontal ve temporal lob yerlesimlidir. Proliferasyon indeksi

yiiksek olmasina ragmen, mikrovaskiiler proliferasyon ve nekroz goériilmez [11, 13]
2.1.5. Glioblastoma
Ileride detayl tartisilacaktir. (Bkz: 2.2 Glioblastoma)

2.1.6. Oligodendrogliom



Derin beyaz cevherde yerlesimli, myelin yapiminda goérevli olan oligodendroglial hiicre
kokenli, non-astrositik glial timdrlerdir. Glioblastom ve anaplastik astrositom’dan sonra
liciincii en ¢ok goriilen glial tiimérdiir. Iyi diferansiye (WHO grade 1I) ve anaplastik
(WHO grade III) olmak tizere ikiye ayilir. Oligodendrogliomlarin yaris1 iyi diferansiye

iken, diger yaris1 anaplastik olarak izlenir [8].

Ekseriya 5. dekatta goriiliir, siklikla supratentorial yerlesim gosterip, frontal lobu tutar.
Spinal kord ve serebellar tutulum olduk¢a nadirdir. Pediatrik yas grubunda spinal kord
ve serebellar tutulum goriilebilir. Kalsifikasyon, kistik dejenerasyon tipik olmakla

birlikte zaman zaman hemoraji de goriilebilir.
2.1.7. Ependimomlar

Ventrikiiler sistem ile omurilikte bulunan santral kanali ¢cevreleyen ince bir ndroepitel
astar1 olusturan, BOS {iretimi ve ndrorejenerasyon i¢in rezervuar gorevi géren ependim
hiicrelerinden koken alir. Noral aks {izerinde her yerde yerlesim gosterebilir.
Supratentorial, posterior fossa ve spinal kord yerlesimi gosterir. Bu {i¢ tip yerlesim
yerindeki lezyonlar histolojik olarak birbirine benzemesine ragmen, genetik farkliliklar
oldugu bildirilmistir. WHO 2016 siniflamasina gore de ‘’Subependimom, miksopapiller
ependimom, RELA fiizyon (+) ependimom, klasik epandimom ve anaplastik

ependimom’’ olmak tizere 5 alt tipi belirtilmistir [8].
2.2. Glioblastoma (GBM)

Gliobastomalar insanda goriilen en malign ve en oliimcil seyirli santral sinir sistemi
tiimoriidiir [14]. Glial timérler icinde de en malign seyir gosteren tipi olup, DSO grade
IV olarak siniflandirilir. De novo olarak yahut diisiik dereceli glial tiimorlerden
sekonder olarak gelisebilir. DSO smiflamasina gére sekonder gelisenlere IDH mutant,
primer (de novo) goriilenlere ise IDH- wild tip denilir [15]. Tim GBM’lerin %95’

primer olarak gelisir.

Birka¢ ay icerisinde olusup semptom verirler. Beyaz cevher traktuslari {izerinden
yayildig1 icin yaklasik %20 oraninda multifokal yerlesimlidir. Korpus kallozum yoluyla
kars1 hemisfere yayilim gosterebilir (kelebek tarzi tutulum). Histopatolojik 6zellikleri
arasinda belirgin niikleer atipi ve mitotik aktivite ile birlikte mikrovaskiiler endotelyal

proliferasyon ve nekrotik aktivite mevcut olup, Diinya Saghk Orgiitii“niin (WHO)
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santral sinir sistemi tiimdrleri siiflandirmasinda en ileri olan evre 4 olarak
siniflandirilmistir. Biitlin malign primer merkezi sinir sistemi tlimorlerinin %19.3"linii
olusturmaktadir [16]. Tipik mikroskobik &zelligi mikrovaskiiler proliferasyon ve
nekrozdur. Patolojik preparatlarda pleomorfik fibriller astrositom, iki ¢ekirdekli
hiicreler, bliylik ¢ok cekirdekli dev hiicreler ve mikroglia goriilebilir. Bu nedenle,

"glioblastoma multiforme" olarak da adlandirilirlar [11, 13].

En sik 40-75 yaslan arasinda rastlanir. Ancak her yasta karsimiza c¢ikabilmektedir
primer GBM’ler genelde 60 yas iizerinde goriiliirken, sekonder GBM’ler ise 5.-6.
dekatlarda daha siktir. Olduk¢a malign seyirli olup, beklenen yasam siiresi bir yilin

altindadir. Sekonder GBM’lerde ise bu siire daha uzundur [11, 13].

Yaglilarda, erkeklerde ve sosyoekonomik olarak gelismis iilkelerde daha sik goriilen
glioblastomlarin rutin tedavisinde cerrahi rezeksiyon, kemoterapi ve radyoterapi kendi
icinde kombinasyonlar ile uygulanmaktadir. Tiimdr biyolojisi, yapilan calismalarla daha
iyl anlasilmasina ragmen, tedavide maalesef belirgin bir asama kaydedilememistir.
Genetik tedavi caligsmalar1 ise heniliz deneme asamasinda olup rutin tedavi semasina

girmis degildir.
2.2.1. Epidemiyoloji

GBM istatistiklere gore tiim diinyada en sik goriilen malign primer beyin timoriidiir.
Gortilme sikligr tilkeye ve iilkenin tan1 imkanlaria gore degismekle birlikte; Avrupa’da
Amerika’dan, beyaz irkta diger irklardan daha sik goriilir [17, 18]. Yasla birlikte
insidansi artar [19]. Ortanca goriilme yas1 64’tiir, erkeklerde daha sik izlenir. GBM’in
mortalite ve morbidite oran1 ¢ok yiiksektir. Yas ve cinsiyete gore degismekle birlikte

ortalama 5 yillik yasam beklentisi yalnizca %6.8’dir [20].

GBM i¢in bilinen tek risk faktorii bas ve boyun bdlgesinde iyonize radyasyona
maruziyet iken, koruyuculugu saptanan tek faktor ise atopik (allerji, astim, egzema,
alerjik rinit) yapiya sahip olmaktir [21-23].

Atopik yapiya sahip olmanin neden oldugu koruyuculuk hem diisiik, hem de yiiksek
gradeli gliomlar i¢cin gecerlidir. Bu iliskiden sorumlu olan mekanizma ise halen

bilinmemektedir.



Radyasyona maruziyet diisiik dozda da olsa GBM riskini artirdigini gostermistir [24].
Radyasyona maruz kalma ne kadar erken donemde olursa, gliom gelisme riski o kadar
yiiksektir. Inskip ve ark yaptiklari ¢calismada 5 yasindan 6nce 50 Gy kranial radyoterapi

alanlarin riskinin 30 kat arttigin1 gostermistir [25].

Cep telefonu kullanimi (radyasyon maruziyeti) beyin tiimorlerinde risk faktorii olmasi
acisindan kuvvetli sekilde calisilmasina ragmen, sonuclarda belirgin bir kanit elde
edilememistir [22, 26]. Buna ragmen hastaligin tanisindan sonraki radyasyona

maruziyetin sonuglart bilinmediginden, hastalarin bu anlamda gozlenmesi gerekir.

GBM hastalarinin ¢ok biiylik ¢ogunlugunda aile Sykiisii yoktur. Gliomlarin yalnizca
%51 aileseldir [27]. Gliom ve glioblastom Mendelian kalitilan bazi sendromlarda
nadiren de olsa goriilebilir (6rn: TP53 geni mutasyonuna bagli Li-Fraumeni Sendromu
gibi) [28] sendromik veya semptomatik olmayan glioma kalitimi, glioma vakalarinin
yalnizca kiiclik bir boliimiinii olusturur. Hastalik ailede bir¢ok kiside goriiliir ve
otozomal dominant kalitim ve otozomal resesif kalitim gibi kalittim kaliplarina uyar.
Hastada tek bir organ sistemi tutulumu da olabilir (6rnegin birgok insanda sadece
glioma) veya bir¢cok organ sistemini etkileyebilir, buna Mendelian kalitsal sendrom

denir.
2.2.2. Molekiiler Patogenez ve Genom

Merkezi sinir sistemi hiicreleri, farkli tipteki gliomalarin onciileridir ve bu hiicrelerin,
glioma tipini olusturabilecegini bildigimiz "kanser programina" nasil ve hangi sirada
doniistiigli agik degildir. Bu alandaki en 6nemli gelismelerden biri, 2004 yilinda varligi
iddia edilen kanser kok hiicrelesi kavrami olmustur [29]. Bu kavrama gore kanserin
devamliligindan sorumlu bir kok hiicresi mevcuttur. Bilindigi tizere kok hiicreler, doku
devamlilig1 ve tamirinden sorumlu hiicre grubudur. Yasamlar1 boyunca ¢ok az boliinme
gecirerek, genetik hatalardan arinmis olarak saf kalabilirler. Ayrica bu hiicreler yapilari
geregi c¢evresel ve zararli faktorlerin biiylik kismindan korunma mekanizmalarina
sahiptirler. GBM 6zelinde de varligi gosterilen bu hiicreler tiimoriin oldukga kiiclik bir
kismini olusturmasina ragmen, sayilar1 ¢ok ¢ok azalsa dahi GBM’in tiim 6zelliklerini
yeniden teskil edebilecek potansiyele sahiptirler [29]. Bu teori tedavi sonrasi hastaligin
nasil tekrarladigini, radyoterapi ve kemoterapiye karsi gelisen direnci, damar etrafindaki

dizilimi ve GBM’lerdeki hipervaskiilerizasyonu agiklayabilmektedir.



Bu teori de zaman icinde degisim ve gelisime ugrayarak; tek bir kok hiicresinden
bahsetmekten ziyade farkli yas gruplarinda farkli glial/néral progenitorler iizerine izah

edilen bir kanserlesme modeline evrilmistir [30].

Yapilan ¢aligmalar, ayni genetik hasar nedeniyle farkli progenitér hiicre
popiilasyonlarinin farkli fenotiplere sahip tiimorlere doniisebilecegini gostermistir [31].
Baz1 gliomalarda, Oncii hiicrenin hangi noral/glial progenitér hiicre oldugu
gosterilmistir. Deneyler, bu onciillerin oligodendroglioma ve diffiiz orta hat gliomadaki
oligodendrosit progenitdr hiicreleri oldugunu gostermistir[32, 33]. Ancak klinikte
karsilagtigimiz GBM'nin hangi hiicre kokenli oldugunu ve bunun klinik ve terapotik

acidan nasil bir etkisi olacagin1 gdsteren bir yontem heniiz mevcut degildir.

GBM’lerin klinik olarak goriilmesinde ¢ok genis bir heterojenite oldugu gibi, genetik
ozelliklerinde de ayn1 sey s6z konusudur. Ancak buna ragmen ortak belirtegler de yok
degildir. Cogu GBM'de ortak belirtecler tespit edilebilir. GBM olarak adlandirilan
tiimorlerin en yaygin molekiiler 6zellikleri PTEN delesyonu, EGFR amplifikasyonu ve
TERT promoter mutasyonlaridir. Bu degisikliklere hastalarin %70 ila %80'inde

rastlanir.
2.2.2.1. Glioblastoma’da Genetik Hedefler

Glioblastomalar tiimdr i¢inde de yliksek derecede heterojenite gosterdiginden genetik
olarak birden fazla hedef s6z konusudur. Tiimoriin genetik olarak daha i1yi anlasilmasi,
tedavi agisindan daha yol gosterici olmasi yoniiyle bu hedeflerin anlasilmasi ve buna

gore stratejiler gelistirilmesi oldukg¢a 6nem arz etmektedir.
Genetik hedeflerden kisaca bahsedilecektir.
2.2.2.1.1 Epidermal biiyiime faktorii reseptorii

Epidermal biiylime faktorii reseptorii (EGFR) geninin amplifikasyonu ve asiri
ekspresyonu, primer glioblastomdaki en yaygin genetik degisikliklerden biridir. EGFR
ve EGFR-iligkili hiicresel yolaklardaki degisiklikler, tiimor biiylimesini, migrasyonu ve

anjiyogenezi artirmistir [34].



EGFR over-ekspresyonu, GBM’ler i¢in kotii bir prognoz gostergesidir, sagkalim
stiresini kisalttigi bilinmektedir [35].

2.2.2.1.2. Tzositrat Dehidrogenaz

Izositrat dehidrogenaz 1 (IDH1) geni, izositratin alfa-ketogluterata déniisiimiinii
katalizleyen enzimin kodlanmasindan sorumludur. Burada goriillen mutasyonlar,
enzimin normal islevini bozarak, kanserojenik bir metabolit olan 2-hidroksigluteratin
(2-HG) overekspresyonuna sebep olur[36]. 2-HG, epitel-mezenkimal gegisi (EMT)
uyararak protoonkogenlerin ekspresyonunu arttirabilir; ek olarak, dioksigenazlari inhibe
ederek, DNA ve histon modifikasyonlarina ve hiicre mikrogevresinin degismesine
katkida bulunur [37]

IDH mutasyonlarinin glioblastom olusumunda rol aldigina dair (driver mutasyon)
kanitlar vardir. Koivunen ve arkadaslarinin retroviriisleri kullanarak insan astrositer seri
hiicrelerinde IDH1 R132H mutasyonunu gostermis ve bu mutasyonun oldugu hiicrelerin

boliinme hizinda artis oldugu, koloni olusturma yetenegi kazandigini géstermistir [38].

IDH mutasyonlari, glioblastomun proneural alt tipi ile alakalidir ve sekonder
glioblastomda bulunur [39]. Ek olarak, IDH1 mutasyonu, glioblastomlarda iyi prognozu
icin bagimsiz bir belirtectir [40, 41]

IDH inhibitorleri hakkinda ¢ok sayida calisma yapilmakta olup, IDH inhibitorlerinin

etkinligi ve tedaviye diren¢ hakkinda degerli bilgiler saglayacagi i¢cin ¢ok onemlidir.
2.2.2.1.3. Poli-ADP-riboz polimeraz 1 (PARP1)

PARP1, homolog rekombinasyon(HR) yoluyla tek zincir {izerindeki DNA kiriklarinin
tamirinde gorev alan 6nemli bir proteindir. Asir1 eksprese edilmesi, ndroblastom, meme
kanseri, kolon kanseri, endometrial kanser, yumurtalik kanseri gibi ¢esitli onkolojik
tiirlerde rastlanan bir durumdur. Bu sebeple PARP1 proteininin ifadesinin engellenmesi,

DNA hasar tamirinde bozulmaya, dolayisiyla hiicre 6liimiine neden olur.

PARP inhibisyonu yoluyla yapilan in vitro ve in vivo ¢aligmalarda glioblastom

hiicrelerinin radyoterapiye duyarli hale getirdigini géstermektedir [42, 43]



Karpel-Massler ve ark. iki farkli PARP inhibitorii kullanarak yaptiklari ¢alismada,
glioblastom hiicrelerinin TRAIL-iliskili apoptotik hiicre 6liimiine duyarli hale geldigini
gostermislerdir [44]. Ek olarak, PARP eckspresyonunu inhibe etmek icin RNA
miidahalesi kullanilmasi, glioblastoma hiicrelerinin TRAIL direncini tersine
cevirmektedir [44]. Sonug olarak, PARP inhibisyonu, glioblastoma’da i¢in alternatif bir

tedavi strateji olma potansiyeli tagimaktadir.
2.2.2.1.4. TERT-promoter mutasyonlari, ATRX mutasyonlari

Gliomlart gruplamak ve kokenlerini tahmin etmek i¢in en 6nemli kilavuzlardan biri,
telomeraz (TERT) enziminin aktivasyonudur. Boliinme 6zelliginin ehemmiyet arz ettigi
hiicrelerde (6rnegin, kok hiicreler) telomeraz olarak adlandirilan bir enzim kromozom
uclarimi, ters transkriptaz aktivitesi ile, yeniden yapar. Telomerlerin bu seckilde
yenilenmesi hiicreye sonsuz boliinme potansiyeli kazandirir. Daha Once malign
melanomlarda TERT diizenleyici bolgesinde bulunan spesifik bir mutasyonun enzim
yapimini  arttirdifi, bodylece hiicreye simirsiz c¢ogalma kabilyeti kazandirdigi
bulunmustur. Kisa siire igerisinde benzeri bir ¢alisma ile aymi siirecin gliomlarda da
(6zellikle glioblastom ve oligodendrogliom) goriildiigiinii gosteren caligsmalar

yayinlanmustir [45]

Bagka ¢aligsmalarda ise TERT mutasyonu izlenmeyen olgularda, bunun yerine ATRX ve
DAXX mutasyonlarmin goriilldiigiinii raporlanmistir [46]. Giinimiizde elomer
uzamasinin gliomlarda olmazsa olmaz bir mekanizma oldugu kabul edilmektedir. IDH
mutant ve 1p/19g kodelesyo- nu olan oligodendrogliomlarin tiimiinde ve primer

GBM’lerin %80 gibi bir kisminda TERT diizenleyici mutasyonlari izlenir [47]
2.2.2.1.5. Notch sinyal iletim yolag:

Notch sinyal iletim yolu aktive edildiginde, fizyolojik duruma ve/veya aktivasyonun
meydana geldigi hiicre tipine bagli olarak, iki olas1 etki gozlenir: tiimor biiylimesini

inhibe etmek veya timdr biiyiimesini uyarmak [48-50]

Notch sinyal yolu, diisiik dereceli astrositom ve sekonder glioblastomda etkisizdir,

ancak primer glioblastomda etkilidir [51].
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2.2.2.1.6. PTEN

10. kromozom iizerinde yer alan PTEN, iyi bilinen bir timér slipresér gen olup,
fosfatidilinositol-3,4,5-trifosfat  3-fosfataz’in  kodlanmasindan sorumludur. Hiicre
cekirdegi veya sitoplazmada yer almasina gore farkli aktivitede bulunur. Sitoplazmik
PTEN fosfatidilinositol 3-kinaz (PI3K) sinyal iletim yolunda diizenleyici olarak gorev
yapar. Cekirdekte yer alan PTEN ise kromozom stabilitesi diizenlenmesi, DNA tamiri

ve apoptotik hiicre 6liimiiniin diizenlenmesinde rol alir [52-55]
2.2.2.1.7. AXL

Reseptor tirozin kinaz AXL, hayatta kalma, hiicre proliferasyonu ve goc gibi farkli
fizyolojik siireglerin diizenlenmesinde rol oynar. Growth arrest-specific 6 (Gas6)
proteini  AXL’nin dogal ligandi olup, AXL-Gas6 sinyal iletiminin ¢ok fazla
ekspresyonu, akciger, meme kanseri, melanom, 16semi gibi degisik kanser tiiriinde
karsimiza ¢ikmaktadir [56]. AXL'min ¢ifte mutant olarak glioblastoma hiicreleri ile
yapilan in vitro ve in vivo ¢alismalar, AXL-Gas6 sinyal iletim yolunun yoklugunda,
glioblastoma hiicreleri arasindaki etkilesimin azaldigini, go¢ ve timdr biiylimesinin
engelledigi gozlenmistir [57]. Ayrica keating ve ark.’nin yaptig1 bir ¢calisma RNAI ile
AXL susturulmasinin apoptozu arttirdigini ve TMZ, karboplatin, vinkristin duyarliligini

arttirdigini gostermistir [58].
2.2.2.1.8. Retinoblastoma Gen Yolag:

Kanser hiicrelerinin ¢ogalmasinda 6nemli rol almasi nedeniyle retinoblastoma (RB) gen
yolagi arastirmacilarin ilgisini ¢eken bir konu olmustur. Bu yolakta Ink4 ailesi ve RB
protein ailesinin fonksiyonu tiimor baskilayici durumdayken; Siklin D, CDK4/6 ve E2F
protein aileleri tiimor hiicresinin proliferasyonu yoniinde etki etmektedirler. Primer
glioblastoma tiimorii iizerinde yapilmis kapsamli genom ve transkriptom analizi

PR

caligmasinda, RB yolagmin primer glioblastoma Orneklerinde degistigi goriilmiistiir
[59]

GBM ksenograftlarinda CDK4/6 inhibitorleri {izerine yapilan bir ¢alismada,
retinoblastoma tiimor baskilayici protein RB1 durumunu tiimor terapoétik etkinliginin bir

belirleyicisi olarak tanimlanmistir [60]
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CDKN2A / p16-CDK4 / 6-RB yolagindaki anormallikler GBM'de yaygindir [61-63] ve
bunlarin diisiik dereceli astrositomlardan gliomagenez veya tiimér progresyonunda
kritik oldugu gosterilmistir [64]. CDK4 ve CDK6 RB1’i fosforilize eder, bu da
transkripsiyon faktorii E2F'nin salinmasini indiikler, boylece hiicre dongiisiiniin G1'den
S fazina gegisini kolaylastirir. Normal hiicrelerde bu hiicre dongiisii gecisi, CDK4 / 6
fonksiyonunu baglayan ve inhibe eden p16 proteini tarafindan negatif olarak diizenlenir.
Bu nedenle, pl6, CDK4, CDK6 veya RBI ekspresyonundaki degisiklikler hiicre
dongiisiiniin diizensizligine neden olabilir [65]. Gergekten de, Kanser Genom Atlasi
(TCGA) projesi, bu yolun, birincil GBM'lerin yaklasik% 80'inde degistigini ve en sik
goriilen genetik degisikliklerin CDKN2A gen delesyonu veya mutasyonu, CDK4
amplifikasyonu ve RB1 mutasyonu veya delesyonu oldugunu gostermistir [59]. Yakin
tarihli bir preklinik ¢alismada, intrakraniyal GBM ksenogreft tiimorlerinde bir CDK4 /
6'ya 6zgili inhibitoriin (PD-0332991) etkinligini arastirdi ve bunun GBM biiylimesinin
gliclii bir inhibitérii oldugunu gosterildi [60]. Bununla birlikte, beklendigi gibi, bu
antitimor etkisi, RB1'den yoksun tiimorlerde gériilmemistir ¢iinkii son hiicre sinyalleme
degisikligi, ilag hedefinin asagi akisindadir. Bu nedenle, tiimdrlerinin RB1 durumuna

gore siniflandirilmasi 6nemli olabilir [66].
2.2.3. Patoloji

Gegtigimiz ylizyilda beyin tiimorleri histolojik o6zelliklerine gore smiflandirilmastir.
Timorler, koken aldig diisiiniilen hiicreler ile benzerlik ve farklilasma derecesine gore
Klasifiye edilir. Bu histolojik benzerligi karakterize etmek i¢in 151k mikroskobu altindaki
bulgular, immiinohistokimyasal ekspresyon profili ve elektron mikroskobu altindaki

bulgular kullanilmigtir [67].

Uluslararas1 Noropatoloji Dernegi tarafindan 2014’te diizenlenen bir toplantida, beyin
tiimorlerinin teshisine molekiiler bulgularin nasil dahil edilecegine dair kilavuzlar
gelistirilmistir. Bu durum, Diinya Saglik Orgiitii'niin (WHO) 2007'de Merkezi Sinir
Sistemi (CNS) siniflandirmasinin biiyiik bir revizyonuna sebep olmustur [68]. Mevcut
2016 WHO CNS simiflandirmasinda, tamamen mikroskobik bakiya dayanan eski tani

ilkesi kirilarak molekiiler parametreler de siniflandirmaya dahil edilmistir [8].

Kapsamli tan1 i¢in; histolojik tip, derece ve molekiiler degisiklikleri i¢ine alan standart

bir format kullanmalidir [68]. Histolojik ve molekiiler degisikliklerin tanisal kullanimu,
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bazen tutarsiz sonuclarin olasiligini artirabilmektedir. Histolojik ve molekiiler 6zellikler
arasinda uyumsuzluk olmasi durumunda molekiiler 6zellikler 6n plandadir ve tiimorler

molekiiler 6zelliklerine gore siniflandirtlir[67].

Glial tiimorlerin mikroskobik olarak derecelendirmesinde St Anne/Mayo sistemi
kullanilmaktadir. Bu sisteme gore tiimorler hiicresel atipi (derece II), mitoz varligi
(derece III), endotel proliferasyonu ve/veya nekroz goriilmesine(derece IV) gore
derecelendirilir [69]. Bu derecelendirme tiimoriin biyolojik davranisi ve hastanin
prognozu hakkinda bilgi saglar. Tedavi se¢iminde tlimoriin derecesi en Onemli

unsurdur. Glioblastom ve embriyonel tiimérler derece IV tiimorlerdir [8].
2.2.4. SSS tiimor siiflandirmasi

WHO SSS tiimorleri igin 1979, 1993, 200 ve 2007 olmak tizere 4 kere siiflama kitabi
yayinlamistir [70-73].

2007 smiflamasi sonrasinda tliimorlerin molekiiler 6zelliklerindeki ¢aligma sayisinin
giderek artmasi ile birlikte siniflamanin gereklilikleri karsilayamamasi iizerine 2014
yilinda  Uluslararasi  Noropatoloji  Toplulugu  (ISN-International  Society  of
Neuropathology) 4. Edisyon giincellemesi adiyla bir kitap yaymlamistir [70]. Bununla
birlikte morfolojik bulgulara ek olarak molekiiler bilesenler de degerlendirilmeye

alinarak entegre bir tan1 sistemi giindeme gelmistir [68].

2007°deki smiflamada sadece patolojik Ozelliklere gore tiimor siniflamasi yapilirken,
DSO 2016 simiflandirmasinda IDH mutasyonlar;, 1p/19q kodelesyonu, H3K27M
mutasyonlar1 ve RELA fiizyonlar1 gibi molekiiler/genetik 6zellikler dogrudan yeni

siniflandirmaya dahil edilmistir.

2016 yilinda giincellenen DSO SSS tiimér siniflandirmasinda 16 kategori
bulunmaktadir (Tablo 1). Onceki siniflandirmalarda oldugu gibi, ana kategorilerin ¢ogu,
timor hiicrelerinin histolojik kokenine ve bunlarin gozlendigi belirli belirli alanlara
dayanmaktadir. Hiicre kaynagina gore ana gruplar glial, ndronal, mikst ndronal-glial,
embriyonel, meningeal, mezenkimal, melanositik, lenfositik, germ hiicreli ve

histiyositik tiimorlerdir.
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Tablo 1. 2016 DSO SSS Glial Tiimoérler Siniflamasi

1. DIFFUZ ASTROSITIK VE OLGIODENDROGLIAL TUMORLER

Diffiiz Astrositom, IDH-Mutant
-Gemistositik Astrositom, IDH-Mutant
Diffliz Astrositom, IDH-Wild Tip
Diffiiz Astrositom, NOS
Oligodendrogliom, IDH-Mutant ve 1p/19q Kodelesyonu
Oligodendrogliom, NOS
Oligoastrositom, NOS
Anaplastik Astrositom, IDH Mutant
Anaplastik Astrositom, IDH-Wild Tip
Anaplastik Astrositom, NOS
Anaplastik Oligodendrogliom, IDH-Mutant ve 1p/19g Kodelesyonu
Anaplastik Oligodendrogliom, NOS
Anaplastik Oligoastrositom, NOS
Glioblastom, IDH-wild tip
e Dev hiicreli glioblastom
e Gliosarkom
e Epiteloid glioblastom
Glioblastom, IDH-mutant
Glioblastom, NOS
Diffiiz Orta Hat Gliomu, H3 K27M-mutant

2. DIGER ASTROSITIK TUMORLER

Pilositik Astrositom

-Pilomiksoid Astrositoma
Subependimal Dev Hiicreli Astrositom
Pleomorfik Ksantoastrositom
Anaplastik Pleomorfik Ksantoastrositom

3. EPENDIMAL TUMORLER

Subependimom
Miksopapiller Ependimom
Ependimom

e Papiller Ependimom

e Clear Cell Ependimom

e Tanisitik Ependimom
Ependimom, RELA Fiizyon Pozitif
Anaplasiton Ependimom

4. DIGER GLIOMLAR

Ucgiincii Ventrikiil Kordoid Gliomu
Angiosentrik Gliom
Astroblastom

14




Koroid pleksus, pineal bolge ve sellar bolgede goriilen tiimorler 6zel alan kategorisine
dahil edilir. Timorlerin farklilasmalarina gore siniflandirilmasi sagkalim, prognoz ve
tedavi yontemleri acisindan ¢ok énemli oldugu icin Diinya Saglik Orgiitii bu tiimérleri

ayrica derecelendirmektedir [74].

Buna ek olarak stirekli yeni bilgilerin ortaya ¢ikmasi lizerine ISN (International Society
of Neuropatologhy) WHO tarafindan yeni bir siniflama yayinlanana kadar bazi
yenilikleri, glincel ndropatoloji pratiginde kullanilmak iizere makale seklinde
yayinlamaya karar vererek cIMPACT-NOW (the Consortium to Inform Molecular and
Practical Approaches to CNS Tumor Taxonomy) duyurmustur. Bu sayede noropatolog,

noroonkolog ve norosiriirjiyenlere yol haritasi olmak hedeflenmistir [75, 76].

CIMPACT-now’un ilk giincellemesi 2018 Ocak [77], ikinci giincelleme ayni yil Mart
[78], tigiincii glincelleme yine ayni yil Eyliil [79] ve dordiincii giincelleme ise 2019 Mart
ayimnda [80] yaymlanmustir.

Ik giincelleme ile NOS(Not otherwise specified-tanimlanmamis) kavramma ek olarak
NEC(Not elsewhere classified) ifadesi kullanilmaya baslamistir [77]. NOS ifadesinin
2016’da molekiiler degisikliklere karar verilemedigi ve test sonu¢larinda uyumsuzluk
oldugunda kullanilmasi Onerilmistir [8]. Ancak zamanla tanida zorluk yasanan her
olguda bu ifadenin kullanilmas1 klinik karmasaya yol actigr goriilmiistiir. Bu
giincelleme ile bu ifadenin kullanimi molekiiler degisiklikler yoniiyle test yapilamadigi

durumlar ile simirlandirilmistir.

Onerilen yeni ifade olan NEC’in ise tiim gerekli molekiiler testlerin yapilmasina ragmen

sonuglarin uyumsuz oldugu durumlarda kullanilmasi 6nerilmistir.

Ikinci giincelleme ile 2016 smiflamasinda sadece orta hat gliomlarina spesifik oldugu
bildirilen H3K27M mutant tlimdrleri yeniden diizenleme getirilmistir. Bu mutasyonun
varlig1 timorli dogrudan grade 4 olarak evrelemenin dogru olmadigi, bu mutasyonun

tek bir antiteye spesifik olmadig1 vurgulanmaistir.

Ayrica yine bu ikinci giincelleme ile diffiiz glial tiimdrlerde oncelikle IDH mutasyonu
arastirilmasi, mutasyon varliginda ise ATRX mutasyonuna, 1p/19q kodelesyonuna

bakilmasi, bunun saptanmasi halinde de p53 mutasyonuna bakilmasi onerilmistir [81].
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Oncesinde es zamanl olarak yapilan bu testler, ikinci giincelleme ile sirali hale

getirilerek daha akilci hale getirilmistir.

Ugiincii giincelleme 2018 Eyliil ayinda yaymlanmustir [79]. Bu giincelleme ile IDH-
wild type hiicrelere agiklik getirmistir. Son 10 yil klinik pratiginde IDH wild-type diffiiz
gliomlarin evre ka¢ olursa olsun kotii prognoz seyrettigi anlasilmisti. 2016
siniflamasinda mitoz goriilmedigi durumlarida WHO grade 11, mitoz olup nekroz ve
vaskiiler/endotelyal proliferasyon olmamasi1 halinde WHO grade III olarak
degerlendiriliyordu [8]. Sadece nekroz ve vaskiiler/endotelyal proliferasyon goriilmesi

durumunda WHO grade IV olarak tan1 aliyorlard.

Bu ti¢iincii glincelleme ile, IDH-wt tiimor morfolojisi glioblastomayr desteklemese bile,
TERT mutasyonu, EGFR amplifikasyonu, Kromozom 7 kazanimi/ Kromozom 10
kaybma bakilmasi gerekliligini vurgulayarak, bunlarin herhangi birinin saptanmasi
halinde “Glioblastom molekiiler 6zellikleri gosteren difiiz glial timér, WHO Derece

IV” olarak smiflanmasi 6nerilmistir [82].

Dordiincii ve son gilincelleme ise ¢ocukluk ¢agi diisiik dereceli diffiiz glial tiimdrleri
tizerine olmustur. Eriskinlerde goriilen difliz glial tiimorlerde IDH mutant olanlar iyi
prognozlu, H3K27M mutant olanlar kétii prognozlu, H3-wt ve IDH-wt olanlarin ise
yine kotii prognozlu olduklart anlagilmisti. Cocukluk cagi diffiiz glial tiimdrlerde
farklilik s6z konusuydu. IDH mutasyonu 17 yas altinda daha nadir izlenmekteydi [83].

Bu durumda ¢ocukluk ¢aginda izlenen tiimorlerin cogu IDH wild type oluyordu.

Doérdiincii giincellemede; pediatrik tipte IDH-wt/H3-wt difliz glial tiimérlerde; MYB-
MYBI1, FGFR degisiklikleri ve BRAFV600E mutasyonunun arastirilmasi, degisiklik
saptanmamasi halinde KRAS mutasyonu, BRAF fiizyonu gibi diger MAPK yolagi
molekiiler degisikliklere bakilmasi, bunlarin hi¢birinin olmamasi veya arastirilmasinin
miimkiin olmadig1 durumlarda taninin “’Diffiiz Astrositom, IDH-wt’’ yerine; ‘’Diffiiz

astrositom NEC’’ olarak belirtilmesi onerilmistir.
2.2.5. Glioblastoma’da Klinik Bulgular

GBM, beyin anatomisinde ve intrakranial bolgedeki fizyolojik dinamiklerde farkli
sekillerde degisikliklere neden olarak, parenkim infiltrasyonu, beyin 6demi, beyin

omurilik sivisinin (BOS) drenajimnin tikanmasina bagli ortaya ¢ikan hidrosefali ve
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herniasyon gibi farkli nérolojik semptomlarla prezente olabilir [84]. En sik goriilen
semptom bas agrisidir. Diger bulgular arasinda ndbetler, biligsel ve psikolojik
degisiklikler, konugma ve anlama bozukluklari, bulanti ve kusma, sinir fonksiyonunun

kayb1 ve kraniyal ¢ift tutulumlar1 bulunur.

GBM yerlesim yeri ve invazyon alanina gore farkli fokal bulgular da goriilebilmektedir
[85]. Bas agrisi bazi vakalarda tek tarafli, bazi vakalarda ise bilateral oldugu
bildirilmigstir. Hastalarin yaklasik yarisinda bas agrisi 4 saatten uzun siirmekte ve uzun
stirenlere bulantt ve kusma daha sik eslik etmektedir [86]. GBM'in yer kaplayici
etkisine baghh kafa ici basing artisgina bagli gelisen agr1 genel olarak iki tarafli
hissedilirken, bdlgesel olarak meninkslerin irritasyonunu sonucu ortaya ¢ikan bas agrist

ise tek tarafli olarak hissedilir ve lezyonun lokalizasyonuyla agri yeri iliskilidir [87].

Nobet ise en sik temporal ve frontal lob yerlesimli tiimorlerde goriiliir [85]. Fokal
norolojik semptomlar tiimoriin lokalizasyonu hakkinda bilgi verir. Parietal lob
yerlesimlerinde motor kayip, yazma bozukluklari, konusma bozukluklari, agnozi;
temporal lob yerlesimlerinde amnezi, aurali ndbetler ve haliisinasyonlar; frontal lob
yerlesimlerinde anosmi, kisilik degisiklikleri, koku duyusu degisimleri, oksipital lob
yerlesimlerinde ise ipsilateral homonim hemianopsi seklinde gdérme alani kayiplari
goriilebilir [88]. Teshis sirasinda ortaya cikan belirti ve semptomlar; hastaligin
ilerlemesine bagli olarak ve tedaviye gore zamanla gerileyebilir, ilerleyebilir veya

zamanla sabit kalabilir [89].

2.2.6. Glioblastoma’da Radyolojik Bulgular

Bilgisayarli tomografi (BT) ve manyetik rezonans goriintileme (MR), beyin ve
omurilik lezyonlarmin teshisinde standart goriintileme yontemleri olarak olarak
kullanilmaktadir. BT / MR, non-invaziv olarak intrakranial tiimorler hakkinda bilgi
saglayabilir ve ayrica tedavi ve takipte dnemli bir rol oynar. Bununla birlikte timor
biyolojisi ve etkinligi hakkinda daha spesifik bilgileri degerlendirmek i¢in sinirl bilgi
saglarlar [90]. GBM; BT'de izo yogunluklu veya diisilk yogunluklu olarak izlenip,
kalsifiye alanlar icerebilir. Hipodens o6dem genellikle tiimor bolgesinde goriiliir.
Kontrast madde enjeksiyonundan sonra kontrast artis1 olan alan tiimoéral bolgeyi
gosterir. Bu tutulumun varligi, yeni kan damarlarinin olugmasina baghdir. Yani bu

bolgelerdeki goriintiiniin sebebi kan-beyin bariyerinin tahrip olmasmin sonucudur.
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Intratiiméral alanlar ve yetersiz kan beslemesine sahip nekrotik alanlar da diisiik
yogunluklu olarak kabul edilir. Ek olarak, BT cerrahi rezeksiyon sonrasi kontrol i¢in de

kullanilan bir goriintiileme yontemidir [91, 92].

MR, normal serebral anatomi ve parenkimal patolojiyi BT'den daha iyi gosterir.
Heterojen bir goriiniime sahip GBM'de; T1 agirlikli goriintiide, tiimoriin orta kismindaki
kistik veya nekrotik alan hipodens olarak izlenirken, diizensiz sinirlar1 olan distal kati
nodiiller izodens veya hiperdens olarak izlenir. T2 agirlikli goriintiilerde, genellikle
merkez hipodens izlenirken, ¢evredeki heterojen yapilar hiperdens olarak goriiliir. T2
agirlikli goriintiilemede tiimor ¢evresindeki 6demli parenkimal dokunun goriiniimii de
yine hiperdens olarak izlenir. Kontrast verilerek elde edilen goriintiilerde kan-beyin
bariyerinin tahrip olmasit nedeniyle, tiimoriin solid alanlarinda da kontrast artisi

gozlemlenecektir [92-95].
2.2.7. Glioblastoma Tedavisi

Gilinlimiizde GBM tedavisinde cerrahi, radyoterapi ve kemoterapi ve bunlarin
kombinasyonundan olusan multidisipliner bir tedavi yaklasimi s6z konusudur. Hedefe
yonelik tedaviler ise heniliz deneme asamasinda olup, rutin tedavi semasinda yerin almig
degildir. Ancak farkl kanser tiirleri tizerinde yapilan gen tedavisi ¢aligsmalari, GBM’in tedavisi

icin de umut 15181 olusturmaktadir.
2.2.7.1. Cerrahi Tedavi

GBM cerrahisinin 4 temel amaci vardir:

1-Histolojik tani,

2-Artan kafa ici basing ve kompresyon bulgularini ortadan kaldirmak,

3-Yasam kalitesini iyilestirmek ve

4-Sagkalimi uzatmak.

Histolojik tani; cerrahi rezeksiyon, stereotaktik biyopsi veya agik biyopsi ile de
yapilabilir. Ancak cerrahi kararlar verirken ¢ok dikkatli olunmalidir. Cerrahin temel

amaci genislemis tiimor hacminin tam bir cerrahi rezeksiyonunu yapmaktir. Bununla

birlikte, glioblastoma fonksiyonel dokulara sizma egiliminde oldugundan, etrafindaki
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dokularin fonksiyonel durumu kapsamli cerrahi rezeksiyondan once ayrintili olarak
degerlendirilmelidir. Baz1 durumlarda, kitle etkisini ortadan kaldirmak ic¢in planli bir

sekilde subtotal cerrahi gerceklestirilebilir.

Ancak analizler, "glioma yaralanma sendromu" olarak tanimlanan, subtotal bir
rezeksiyondan sonra kalan tiimorlerde 6dem ve sistemik koagiilopatinin varligini
gostermistir(39). Giiniimiizde birinci diizey kanit olmamakla birlikte gros-total
rezeksiyonun sagkalima pozitif yonde katkisi oldugunu gosteren calismalar mevcuttur.
Dahasi, nispeten "sessiz", dominant olmayan taraftaki temporal veya frontal loblarda
lobektominin sagkalimi daha da iyilestirebilecegine dair artan kanitlar vardir [96].
Gilinlimiizde diinyada GBM cerrahisine yonelik ortak tutum, olasi tiim teknik

yontemlerin destegi ile en giivenli rezeksiyondur [97].
2.2.7.2. Medikal Tedavi (Kemoterapi)

Kemoterapi, GBM’lerde alkilleyici ajanlar(temozolomid, prokarbazin, karmustin,
lomustin, fotemustin, nimustin) ile temellendirilmistir[98]. Temozolamid(TMZ) ve
prokarbazin temel olarak DNA bazlarina metil gruplar1 baglarak etki eder. Buna karsin,
daha toksik o6zelliklere sahip olan lomustin ve karmustin gibi ajanlar ise DNA sarmallari
arasinda capraz baglar da olusturur. 2005 yilinda Stupp ve ark.nin gosterdikleri
temozolomidli radyoterapinin sagkalimi uzatabilecegine yonelik kanit, bu semanin

standart tedavi olarak uygulanmasini saglamistir [1].

Bunun yani sira randomize faz II ¢aligmalardan goriilen 6nemli yanit oranina ve klinik
faydalara dayanarak bevacizumab rekiirren glioblastomalarm kullanimi i¢in 2009

yilinda FDA onayr almistir. Ancak heniiz genis ¢aplt faz Il verileri mevcut degildir
[99].

Vaskiiler endotelyal biliyiime faktoriine (VEGF) baglanan bir monoklonal antikor olan
bevacizumab, yeni teshis edilmis glioblastoma hastalarinda rutin kullanim igin
onerilmemektedir. Bevacizumab’m klinik fonksiyonlar1 gelistirdigi ve bazi hastalarda
antiodem estki gostererek glukokortikoid gereksinimini azalttigi bilinmesine ragmen,
baslangi¢ tedavisinde verildigi takdirde sagkalim iizerine belirgin bir katki saglamaz ve

yiiksek toksisiteye neden olabilir [100].
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Bu yiizden bevacizumabi, radyasyon tedavisi sirasinda veya tamamlandiktan kisa bir
siire sonra ortaya cikabilecek refrakter 6demi ve kitle etkisini kontrol etmek amaciyla,
biiyiik, rezeke edilemeyen tiimorleri olan se¢ilmis hastalarda destekleyici bir ilag olarak

kabul edilmektedir.
2.2.7.2.1. Temozolamid

Kiiclik (194 Da) bir lipofilik molekiil olan TMZ, imidazotetrazin sinifinin agizdan
kullanilabilen tek islevli bir DNA alkilleyici ajandir [101]. TMZ, oral kullanima izin
veren bir 6zellik olan asidik pH degerlerinde stabil bir 6n ilag gorevi goriir [102]. Ancak,
pH 7’in {lizerinde labil hale gecer, 7.4 lizerindeki pH’da ise yarilanma omrii yaklasik 1.8
saattir [103]. Beyin tiimorleri, ¢evreleyen saglikli doku ile karsilastirildiginda daha
alkali bir pH'a sahiptir; bu, tercihen timér dokusu i¢inde On ilag aktivasyonunu

destekleyen bir durumdur [104]

Bu nedenle TMZ, beyin tiimorlerini tedavi etmek ig¢in kullanilir (ancak glioblastoma

mahsus degildir) ve GBM hastalara 6nemli terapotik fayda saglar [105]

Alkilleyici bir ajan olarak fonksiyon gésteren TMZ, DNA’da guanin’in O6 pozisyonuna
metil grubu eklemek yoluyla sitotoksik etkisini gosterir. Bu sitotoksik etki, tiimoral
hiicrelerinde, hiicre siklusunun G2/M fazinda durmasimi saglayarak, hiicrenin

apopitozis’e dogru gitmesine neden olur [106]

Temozolomid sitotoksisitesine esas olarak kanserojen, mutajenik ve toksik bir lezyon
olan O6-MeG aracilik eder [107-110]

06-MeG'nin intihar enzimi metilguanin-DNA metiltransferaz (MGMT) tarafindan

dogrudan onarimi, metil eklentisini kaldirarak guanini geri kazandirir

Onarilmamis O6-MeG, DNA replikasyonu sirasinda timinle (sitozin degil) yanlis
esleserek DNA mismatch repair (MMR) mekanizmasini uyarir [111, 112]

MMR, yalnizca yavru iplik¢ikteki yanlis eslestirilmis timini tanir ve keser, ancak O6-

MeG sablon iplikg¢ikte kalir.

Bu nedenle, timin reinsersiyonunun ve eksizyonunun bos dongiileri kalict DNA ipligi

kirtlmalarina neden olarak replikasyon ¢atali ¢gokmesine neden olur [113]
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A TR / CHK1'e bagl sinyallesme yolagiyla tedaviyi takiben ikinci hiicre dongiisiinde,
G2/M evresinde duraklatilmasi tetiklenir; sonug olarak apoptoz gerceklesir [114-118]

Bu nedenle TMZ'ye iyi bir yanit, islevsel MMR ve diisiik MGMT seviyeleri gerektirir.

Kantitatif olarak daha bol olan N7-MeG ve N3-MeA lezyonlari, DNA bazli eksizyon
onarimi  (BER) ile hizla onarilir. 7-MeG, belirgin bir sekilde sitotoksik

gorinmemektedir: aksine, N3-MeA lezyonlar1 durdurulmadiklar1 takdirde oliimctldiir

[119].

Bu nedenle, TMZ'nin etki mekanizmasini ve sitotoksisitesini etkileyen en 6nemli DNA

onarim sistemleri MGMT (dogrudan onarim), MMR ve BER'dir.

Temozolamid direncinde de en fazla sorumlu tutulan mekanizmalar da yukarida

bahsedilen MGMT, MMR ve BER dir [120].

PARP-1 temel olarak eksprese edilir, DNA hasarina yanit olarak aktive olur. Bu yiizden
basarili bir DNA hasar sinyali ve BER i¢in anahtar rol oynayan bir proteindir. Tiim bu
bilgiler 1s18inda daha 6nce yapilan ¢alismalarda PARP inhibisyonunun TMZ aktivitesini
gliclendirebilecegine yonelik bulgular mevcuttur [121-124].

Sunulan ¢aligmada, LC3 genin susturulmasi ile PARP ekspresyonunun da baskilanmasi

Ongoriilmiis, bu sayede TMZ direncinin de azaltilmasi hedeflenmistir.

Simdiye kadar yapilan arastirmalarda glioblastomun ana tedavisinde alkilleyici ajanlar
disinda etkinligi gosterilmis baska herhangi bir kemoterdpotik, hedefli ilag, biyolojik

ajan (immiinoterdpotik, gen tedavisi, onkolitik viriis vs) olmamistir [125].
2.2.7.3. Radyoterapi

Radyoterapi, kullanima baglandigi 1950°li yillardan itibaren gliomlarin tedavisinde
gozle goriiliir bir sekilde sagkalima katkida bulunmustur. Cok farkli teknik teknolojik
yontemler denenmis olsa da giiniimiizdeki standart tedavi eksternal bam 1sinlamadir
[126]. GBM’de radyoterapi ekseriya 6 haftalik bir siirece yayilacak sekilde toplam 60
Gy olarak uygulanir. Yasl popiilasyonda ise 40 Gy/20 giin seklinde de uygulanimi

vardir. Rekiirren tiimorlerde ise en onemli silahlardandir. Farkli uygulamalar olmakla
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birlikte reklirrens durumunda en sik kullanilan yontem; ikinci seri fraksiyonu

radyoterapi ve radyocerrahidir.
2.2.7.4. sSiRNA Temelli Gen Susturma Tedavisi

Kromozomlar iizerinde bulunan genler, hiicreler i¢in hayati 6nem tasiyan proteinleri
etkili bir sekilde iireten en kiiciik kalittm birimleridir. Genlerdeki olasi en ufak bir
mutasyon, protein fonksiyonundaki degisiklikler nedeniyle hastaliga neden olacaktir
[127]. Gen terapisi, temel olarak terapotik genetik materyalin, genetik ve bulasici
hastaliklarin tedavisinde klinik yararlar elde etmek i¢in en az toksisiteye yol agacak

sekilde spesifik hiicrelere veya dokulara aktarilmasi olarak tanimlanabilir [128-130]

Gen transfer stratejileri sayesinde gen fonksiyonlar: engellenebilir, geri yiiklenebilir ve

restore edilebilir veya yeni fonksiyonlar yeniden verilebilir [129]

Gen ekspresyonunu inhibe etmek icin siRNA bazli RNAi mekanizmalarinin
kullanilmas: ise, sadece spesifik gen fonksiyonlarini incelemek amacli olmayip, ayn
zamanda viral enfeksiyonlar, genetik ve kardiyovaskiiler hastaliklar ve kanser gibi

hastaliklarda da umut verici bir gen terapisi teknolojisidir.

Kanser tedavisinde tek bir genin bloke edilmesi genellikle hastaligi ortadan kaldirmak
icin yeterli degildir, bu nedenle birden fazla yolu ayni anda engellemek veya gen
susturma stratejilerini diger tedavi yontemleriyle birlestirmek gerekir. Kemoterapi
geleneksel kanser tedavi yontemlerinden biridir olup, saglikli hiicrelere verdigi zarar
nedeniyle bu etkiyi ortadan kaldiracak sekilde yerini yeni nesil tedavi yontemlerinin

birakmaktadir.

Son yillarda geleneksel kemoterapi ile yeni gelistirilen siRNA temelli tedavilerin
kombinasyonu yeni bir tedavi yolu olabilmesi agisindan dikkat ¢ekmistir. Bu sekilde,
kemoterapi ilaglar1 ve siRNA tedavisinin kombinasyonu, kemoterapinin yan etkilerini,

olasi tedavi direncini azaltmak i¢in umut vericidir.
2.2.7.4.1. Kiiciik interferans RNA’lar (siRNA)
RNA interferans (RNAI), RNA aracili dogal bir gen diizenleme siirecidir [131]. RNAI

siireci, uzun c¢ift iplikli RNA’nin Dicer enzimi ile parcalanmasi ile baslamaktadir.
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Niikleaz aktivitesine sahip olan Dicer enziminin etkisi ile dsSRNA 21-23 niikleotid
uzunlugunda RNA’lara pargalanir, olusan yapiya RNA indiikleyici baskilama
kompleksi (RISC) adi verilen bir multiprotein kompleksi baglanir ve hedef mRNA
parcalanir [132].

Kiigiik interferans RNA (siRNA)’lar, 21-25 niikleotid uzunlugunda ¢ift iplikten olusan
kodlanmayan RNA’lardir [133]. Interferans RNA (RNAi) yolaginda yer alan
siRNA’larin hedef dizileriyle olduk¢a iyi, milkemmele yakin eslesme gosterirler.
Bundan sebepten, hedef genlerin fonksiyonlarini saptamak amagli iiretilen sentetik

siRNA’lar son yillarda yaygin olarak kullanilmaktadir.

siRNA’lar, lipozom ve buna benzer sistemler kullanan basit transfeksiyon islemi
yoluyla  kiiltiirdeki hiicrelere aktarilabilecekleri gibi, direkt olarak gelismis canli
sistemlere de uygulanabilir [134, 135]. Tedavi amag¢li RNAi mekanizmasi, ilk kez
kronik miyeloid 16semi’de kullanilmistir. 22. kromozomda ortaya ¢ikan bir
translokasyon sonucu normalin ¢ok ftzerinde aktive olan Bcr-Abl proteini sSiRNA
kullanimiyla baskilanarak tedavi yoluna gidilmistir [136]. siRNA’lar, yiiksek
spesifisitesi, etkinligi, daha az yan etkisi ve hazirlanma kolayligi nedeniyle gen
susturulmas1 ve herhangi bir ilag ile tedavi edilemeyen kanserlerin tedavisi i¢in oldukca
umut vericidir. Ancak, birgok basarili klinik oncesi ¢alisma olmasina ragmen, klinik
kullanim i¢in hedefe spesifik nanotasiyicit ile beraber sadece birkag siRNA onay
alabilmistir [137]. Bunun yani sira hala faz ¢alismasi devam eden siRNA’lar vardir2.3

(Tablo 2).

Tablo 2. Faz asamasinda olan siRNA temelli ilaglar

siRNA temelli ila¢ | Hedefi Uygulanan Kanserler
CALAA 01 Riboniikleotid rediktazin | o -4 Tiimerler (Davis ve ark., 2)
M2 alt tinitesi
. Metastatik Pankreatik Cancer
The Atu — 027 Protein Kinaz N3 (Aleku ve ark., 2008)
o Solid Tiimorler (Cervantes ve
ALN-VSP02 Kinezin ark., 2011)
Gastrointestinal, Noroendokrin
TKM-PLK1 Polo-like kinaz Tiimorler ve Adrenokortikal
karsinoma (Xu ve ark., 2015)
. Solid Tiimorler ve Multiple
DCR-MYC c-Myc geni Myeloma (Tolcher ve ark., 2015)
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siRNA terapoétiklerinin uygulamasinda siRNA’lar1 hizli yikimi ya da hedef organa veya
hiicre igine tasinim gibi birgok zorlukta beraberinde gelir. Ancak siRNA yontemi, baska
ilaglarin uygulanamadig: birtakim kanser ve diger hastalik gruplari i¢in umut 15181 olan
molekiiller olarak karsimiza ¢ikmaktadir [138]. Farkli kanser tiirleri iizerinde yapilan

gen tedavisi ¢alismalari, GBM’in tedavisi i¢in de umut 15181 olusturmaktadir.
2.3. Otofaji

Kelime anlami kendi kendini (auto) yeme (phagy) olan otofaji, aglikta hiicrenin hayatta
kalmasini1 saglayan bir mekanizmadir. Otofaji, hiicrenin kendi igerigi olan sitozolik
proteinlerin veya organellerin otofagozomlar tarafindan alinmasi ve yikim i¢in lizozoma
taginmasi, sonra da lizozomlarda yikilan kii¢iik molekiillerin tekrar kullanilmak iizere

sitoplazmaya aktarilmasi olayidir [139-142].

Otofajinin saperon-aracili otofaji, mikro-otofaji, makro-otofaji olmak tiizere ii¢ tipi

bulunmaktadir [140, 143, 144]:

1. Saperon_aracili otofaji; yiiksek yapili okaryotlarda goriilen otofaji tipidir. Saperon

protein Once hedefi olan sitozoliikk proteine baglanir ve daha sonra da lizozom
membraninda bulunan reseptoriine baglanir. Sitozoliik protein yikim i¢in lizozom igine

alinir.

2. Mikro-otofaji; lizozom membranin i¢e dogru g¢ikinti olusturmasiyla sitoplazmik

materyalin lizozomda dogrudan yikilmasidir.

3. Makro-otofaji; c¢ift membranli vezikiil olan otofagozom olugsmasiyla tanimlanir.

Makro-otofaji sirasinda, sitoplazmik proteinler, organeller ve diger bilesenler fagoforla
cevrelenir. Fagofor genigler ve otofagozoma doniislir. Otofagozom lizozom
membraniyla birlesir ve otolizozoma doniisiir ve asit hidrolazlar tarafindan sitoplazmik
bilesenlerin yikim gerceklesir. Yikim sonucu olusan iiriinler yeniden kullanilmak iizere

lizozom membraninda bulunan permeazlar tarafindan tekrar sitozole taginir.

Bu ii¢ otofaji tipinden makro-otofaji en ¢ok caligilan otofaji tipidir [140, 143]; ve

literatiirde “makro-otofaji” otofaji olarak ifade edilmektedir.

Sunulan ¢alismada da makro-otofaji sinyal yolagi calisilmistir.
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Mayalarda yapilan ¢alismalarda otofaji ile ilgili (autophgy-related(Atg)) en az 37 potein
tamimlanmustir [82, 141, 144]. Otofaji igin esas olan Atg proteinleri, integral membran
proteinlerini, Atg9 ve en az dort biiyiik multiprotein kompleksini icerir. Bu proteinlerin
herbirinin tam olarak gorevi tanimlanmamakla birlikte otofajinin farkli basamaklarinda

gorev yaparlar (Sekil 1).
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Sekil 1. Otofaji islevinde gorev alan proteinler. ULK kompleksi (Unc-51-like Kinase) fagofor
olusumunu tetikler. PI3K (Fosfotidilinozitol-111-Kinaz) kompleksi fagoforun uzamasi
ve otofagozomun tamamlanmasi igin gerekli olan konjugasyon sistemi ile etkilesime
girer ve uyarir. Konjugasyon sistemi; LC3’ii aktive eder. Aktiflesen LC3 konjugasyon
sistemi aracilig1 ile PE (fosfotidiletanolamin)’ye baglanir. Atg4 ve diger Atg proteinleri
LC3’iin islenmesini saglar. Son basamak olan otofagozomun lizozomla birlesmesi i¢in
otofagozom membranindan Atg proteinleri uzaklagtirilir, otofagolizozom olusur ve
yikim gergeklesir (Autophagy- Covalab Biotechnologywww.covalab.com).

Otofaji (makro-otofaji), uyarilma, vezikiil olusumu, vezikiill uzamasi, vezikiiliin
tamamlanmasi ve vezikiiliin lizozomla birlesmesi olmak tizere birgok basamagi igeren

bir siirectir (Sekil 2).
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Sekil 2.  Otofaji basamaklarimin sematik diyagrami. Otofaji membran izolasyonu ve vezikiil
¢ekirdeklenmesi ile baslar, bu basamag vezikiil uzamasi ve olgunlasmasi takip eder.
Olgunlagmasini tamamlamis olan otofagozom lizozomla birlesir, otolizozom olusur.
Lizozomda bulunan hidrolaz enzimleri tarafindan otofagozom igerigi otolizozomda
pargalanir (Autophagy in C. eleganswww.wormbook.org).

1. Otofajinin uyarilmasi ve fagofor olusumu: Otofajinin olusumunu baglatan en 6nemli

faktor agliktir, yani temel besin maddelerinden herhangi birinin bulunmamasi otofajiyi
baglatabilir. Otofajinin temel inhibitérii,, mTOR (target of rapamycin) proteini olup,
serin/treonin kinaz aktivitesine sahiptir. Bu kinaz besin varliginda, protein kinaz olan
Atgl1’1 negatif olarak diizenler. A¢likla mTOR’un inhibisyonu, Atgl’in aktivasyonuna
sebep olur. Aktiflesen Atgl, diger Atg proteinlerini fosoforilleyerek otofagozom
olusumunu baglatir. Otofagozom olusumundaki ilk basamak fagofor olusmasidir.
Atgl’in memelilerdeki homologu ULK (Unc-51-Like Kinase) kompleksi olup,
otofagozom olusumunu baslatir. ULK kompleksi ULK1, ULK2, Atgl3, fokal adezyon
kinaz proteini olan FIP200 ve AtglO1 proteinlerini igerir. A¢likta mTOR inhibisyonu
ULK kinaz1 aktive eder. Aktiflesen ULK, Atgl3 ve FIP2000 proteinlerini fosforiller ve
boylece fagofor olusumu tetiklenir [142, 145-148] (Sekil 1, 2).

2. Fagofor uzamasi ve olgun vezikiil olusumu: Fagofor olusumunun baslangi¢

asamasinda, fagofor membranin yapilanmasi i¢in fosfotidilinozitol-3- kinaz (P13-K)
kompleksi gereklidir. Bu kompleks membran i¢in gerekli olan protein ve lipidlerin
toplanmasin1  saglar. IP3-K kompleksi, fagoforun uzamasi ve otofagozomun
tamamlanmas1 i¢in gerekli olan ubikutin-benzeri konjugasyon sistemiyle etkilesime
girer (Sekil 1). Bu konjugasyon sisteminde gorev alan Atg proteinleri LC3’1 aktive eder

(Sekil 1). Aktiflesen LC3, Atg4’iin de rol aldig1 Atg proteinleri tarafindan islendikten
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sonra, hedefi olan lipid fosfotidil etanolamin (PE)’e baglanir. Lipid bagli forma
transforme olan LC3, fagofor membranina yerleserek otofaji igin fagoforun

genislemesine ve tamamlanmasina sebep olur. (Sekil 1, 2) [5, 142, 145-147].

3. Olgunlasmis fagozomun (vezikiiliin) lizozomla birlesmesi: Otofajide son evre,

matiire olan otofagozomlarin, endolizozom membrani ile konjugasyonudur (Sekil 2).
Bu basamak matiir otofagozom membraninindan Atg proteinlerinin ayrilmasini
gerektirir. Bu islem de basta Atg4 olmak lizere yine bazi Atg proteinleri tarafindan
diizenlenir [5, 145-147, 149] (Sekil 1). Otofagozomun lizozomla konjugasyonu sonras,
vezikiil igeriginin yikimi lizozomda yer alan asit-hidrolaz enzimlerince gergeklestirilir.
Yikim sonrasi ortaya cikan kiiciik molekiiller, 6zellikle amino asitler, a¢lik doneminde
hiicresel islevlerin korunabilmesi igin tekrar sitoplazmaya transfer edilir [5, 143, 145,

147].
2.3.1. Otofaji ve kanser iliskisi
2.3.1.1. Otofajinin Fonksiyonu

Otofaji, hiicre gelisiminde ve homeostazisinde 6nemli bir role sahiptir. Otofajinin
primer gorevi, aclik gibi stres sartlarina karsi hiicreleri korumaktir. Aghk siiresince
otofaji sitoplazmik bilesenlerin yikimini saglar. Boylece yeni proteinlerin sentezi ya da
ATP firetimi i¢in ihtiya¢ duyulan amino asit ve yag asiti ihtiyaci karsilanir. Bununla
birlikte otofaji asir1 uyarildigi zaman, hiicre 6liimiine yol acabilir ve bu 6liim tipi, tip-11

programlanmis hiicre 6liim tipi olarak adlandirilir [5, 140, 147, 150].

Normal sartlar altinda ve kisa siireli aclik siiresince amino asit konsantrasyonunun
korunmasi i¢in otofajiden daha ¢ok ubikutin proteozom sistemi kullanilir. Ancak, birkag
saat devam eden aclik sirasinda gerekli olan amino asitler otofaji ile iiretilir. Besin
kithgma ilaveten, hipoksik sartlar, metabolik stres de otofajiyi uyarir. Metabolik stres
tipik olarak apopitozu indiikler ama, apopitoz mekanizmasinin bozuldugu hiicreler
hipoksik sartlar altinda yasamaya devam eder. Bu hiicrelerin canli kalmas1 otofajiye
baglidir. Hem apopitozis hem de otofaji baskilandigi zaman hiicre canliligini

stirdiirmede basarisiz olur ve oliir [5].

Otofaji ya da fonksiyonundaki bozukluklar, kanser, kalp hastaliklari, nérodejenerasyon,

gastrointestinal hastaliklar gibi patolojik durumlara yol agar [151, 152]. Bir¢ok durumda
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otofajinin ¢ok ya da az olmasi hem pozitif hem de negatif etkiye sebep olur. Otofaji ile
ilgili yapilan arastirmalardan elde edilen sonuglara gore, hiicrelerde otofajik aktivitenin
bozulmasi patolojik sonuglar dogurabileceginden, otofaji ¢ok siki bir sekilde
diizenlenmek zorundadir. Dolayisiyla, otofajinin terapotik amagla kullanilabilmesi igin,

otofajiyi diizenleyen mekanizmalarin ¢ok iyi anlasilmasi gerekmektedir [143, 147].
2.3.1.2. Otofaji ve Kanser Arasidaki iliski

Katabolik roliinden dolayr otofaji, kanser gelisiminin baslangi¢ basamaklarinda
hiicrelerin hayatta kalmasin1 saglayan koruyucu bir mekanizma olarak gosterilmektedir.
Hipoksi, metabolik stres, kemoterapik ya da radyoterapik tedaviler otofajiyi tetikler.
Timor baslangicinda meydana gelen hipoksi ve metabolik stres sartlarinda, pre-kanser
ve kanser hiicrelerinin enerji ihtiyaglarimin karsilanmasi, ATP seviyesinin korunmasi
icin, bu hiicrelerde otofaji aktive edilir. Ayn1 zamanda otofaji, hiicre oliirken 6zellikle
apopitozun baglamasi, apopitozom olusumu ve kaspaz aktivasyonu i¢in ihtiya¢ duyulan
ATP gibi enerji kaynaklarinin saglanmasina da destek verir. Diger taraftan da,
otofajinin, tamoksifen gibi hormonal terapiler ve DNA hasarlayic1 ajanlarin yol actig1
apopitotik hiicre 6liimiinii baskiladig1 gosterilmistir [145] Dolayisiyla, otofaji ve kanser
arasindaki iliski ile ilgili literatiir oldukca karmasik olup elde edilen sonuglar

birbirleriyle uyumluluk géstermemektedir [140, 153, 154].

Ozpolat ve ekibi meme kanser hiicrelerinde siRNA kullanarak otofaji ile iliskili hedef
genleri susturduklarinda, otofajik hiicre 6liimiiniin uyarildigini ve baskilanmig otofajinin
su anda kullanilan tedavilerin etkisini artirabilecegini gostermislerdir [155]. Yine,
Ozpolat ve ekibi, pankreatik kanser hiicrelerinde otofajide anahtar rol oynayan
proteinlerin ekspresyonlarini baskiladiklarinda otofajik hiicre 6liimiiniin tetiklendigini
gostermisler ve baskilanmis otofajinin tedaviye yanit vermeyen kanser hiicrelerinde
alternatif bir mekanizma olabilecegini 6nermislerdir [156]. Yine bazi arastirmacilar,
otofajide rol alan Atg6, Beclin-1, Atg10 ve Atgl2 genlerini SiRNA ile ya da bafilomisin
gibi farmakolojik inhibitorlerle susturarak otofajiyi baskiladiklarinda, baskilanmig
otofajinin kanserlerde kullanilan terapdtik ajanlarin etkisini artirdigini gdstermislerdir
[157, 158]. Ancak baz1 ¢alismalar, otofajinin diisiik ekspresyonun kanserin ilerleyisine
katk1 sagladigini, ayrica otofajinin asir1 ekspresyonunun kanser hiicrelerinin daha az

agresif bir davranis sergileyerek kemoterapiye daha duyarli hale gelmesine yol agtigim
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gostermislerdir [159, 160] Hamurcu ve ark, otofajinin agresif meme kanser hiicrelerinde
bir onkogenik mekanizma olarak davrandigini ve LC3-siRNA aracili otofajinin
baskilanmasmin agresif meme kanser hiicrlerinde proliferasyonu, migrasyonu ve

invazyonu 6nemli oranda baskiladigini gostermistir [161].

Sonug olarak, bazi ¢aligmalar otofajinin hiicre 6liimiine yol agarak tiimor siipressor bir
rolii oldugunu, bazi ¢alismalar ise otofajinin timor hiicrelerini yagsamaya ve ¢cogalmaya
tesvik ederek onkogen olarak davrandigimi ortaya koymuslardir [145, 146, 162]
Bununla birlikte, terapotik hedef olarak otofaji modiilasyonu, timor biiyiimesini inhibe
etmek ve geleneksel tedavilerin etkinligini arttirmak i¢in kullanilabilir. Kanser
tedavilerinde FDA onayli temsirolimus ve everolimus gibi otofaji modiilatorleri olan
baz1 farmakolojik ajanlar kullanilmaktadir [163]. Su anda, ULK kinaz inhibitérleri,
Vps34 inhibitorleri, ATG4 inhibitorleri, klorokin, hidroksil gibi otofajinin inhibisyonu
icin veya Temozolomide, Rapamisin ve Metformin gibi otofaji indiikleyici olarak bir

dizi kiigtik molekiil klinik 6ncesi ve klinik ¢alismalarda kullanilmaktadir [163, 164].
2.4. Sunulan Tez Calismasinda Hedef Alinan LC3 Geni

1. Atg8 (LC3): Mikrotiibiille iliskili protein 1A/1B-hafif zincir 3 (LC3), Mayalarda

tanimlanan 37 Atg proteinden, goérevi en iyi sekilde agiklanan Atg8 (memelilerde
homologu LC3) proteinidir [165]. LC3B geni otofajide anahtar role sahip bir
regiilatordiir ve memeli hiicrelerinde otofagozomlarin formasyonu i¢in temel olusturur.
LC3, ubikitin benzeri bir protein olup, sitoplazmada LC3-1 formunda serbest halde
bulunur. Otofaji uyarildigi zaman, LC3-I fosfotidiletanolamin baglanir ve LC3-I
formudan LC3-1l formuna doniisiir. LC3-11 (fosfotidiletanolamin bagli formda iken)
otofajik membranin ylizeyine yerlesir, otofagozomun uzamasinda, olgunlasmasinda
gorev yapar [141] (Sekil 1). Bu nedenle, LC3-ll otofajiye 6zgii bir belirteg olarak
kullanilmaktadir [166].
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3. YONTEM VE GERECLER

3.1. Gerecler
Cahismada Kullanilan Demirbas Malzemeler
- Laminar Akim Kabini (Clean Air, Esco Airstream®, Class II)
- CO0,’li Inkiibatdr (Panasonic, MCO-19 A/C (UV))
- Sogutmali Santrifiij (Beckman Counter)
- Hassas Terazi (Sonyo)
- Su banyosu (Sanyo)
- Calkalayici (Heidolph)
- Derin Dondurucu -20°C (Ugur)
- Buzdolab1 +4°C (Siemens)
- Invert Mikroskop (Leica)
- Otoklav (Alp, CL-40M)
- Pipet Tabancasi1 (Gilson)
- Mikropipet seti (Gilson)
- Vorteks (Heidolph)
- Manyetik Karistirici (Heidolph)
- Biorad Western Goriintiileme Cihazi (ChemiDoc MP)
- Floresan Mikroskop (Nicon TI)
- SDS PAGE Sistemi (BioRad)
- ELISA Algilama Sistemi (Promega)

- Thoma Lami1 (Neubauer)
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Calismada Kullamlan Sarf Malzemeler

- DMEM/F-12 (Dulbecco's Modified Eagle Medium: Nutrient Mixture F-12)

- Fetal Bovine Serum (FBS; Gibco Invitrogen, Grand Island, USA)

- L-Glutamine (Gibco)

- Penisilin-Streptomisin (Gibco)

- Tripsin-EDTA (%0,05) (Gibco)

- Serolojik Pipet 5 ml, 10 ml, 25ml (Greiner Bio-one)

- Steril 6, 24, 96 Kuyucuklu Plaklar (Greiner)

- Pipet uglar1 (0,5-10, 10-100, 200-1000 pl) (Greiner)

- 25cm? ve 75cm? ‘lik Hiicre Kiiltiir Plaklar1 (Greiner)

- Steril Cryo Tiip (Isolab)

- Fosfat Buffer Saline (PBS) (Biochrom)

- Metanol (Merck)

- Dimetilsiilfoksit (DMSO) (Merck)

- Blotting Grade Blocker (BioRad)

- Tween 20 (BioRad)

- Glycine (Sigma)

- Tris (Merck-Millipore)

- Immun Blot PVDF Membran (BioRad)

- Jel (Mini-Protean TGX, Precast Gel)

- Filtre Kagid1 (BioRad Thick Blot Paper)

- Dulbecco's Phosphate-Buffered Saline (DPBS) (Gibco Invitrogen)

- Mutlak etanol ve 70% etanol

- LC3#1-siRNA (SASI_Hs02 00356118_AS)

- LC3#2-siRNA (SASI_Hs01 00212378_AS)

- Kontrol siRNA (' mission siRNA Universal negatif Control#2)

- Hyperfect transfeksyon ajan1 (Qiagen)

- 3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-5-(3-carboxymethoxyphenyl)-2-(4-sulfophenyl)-2H-
tetrazoliumve (MTS Reagent powder)

- Phenazine methosulfate (PMS)

- Kiristal Viyole (violet) Cozeltisi (%10)

- Acridine Orange Boyasi

- Temizolomid (TM2Z) (Sigma-Aldrich)
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Cahismada Kullanilan Kullanilan Soliisyonlar
Lizis Buffer

- 1 ml Cell lizis buffer

- 10 pl proteaz inhibitdr kokteyl

- 10 pl fosfataz inhibitor kokteyl

- 4 ul NaF

Yiiriitme ve Transfer Soliisvonu 1L (10X)

- 30 gr Tris-Base
- 144 gr Glisin

Yiiriitme Soliisyonu 1L (1X)

- 100 ml 10X Yiiriitme Soliisyonu
- 890 ml dH20
- 10 ml %10 SDS

Transfer Soliisvonu 1L (1X)

- 100 ml 10X Transfer Soliisyonu
- 200 ml Metanol
- 700 ml dH20

Tris Buffered Saline 1L (TBS) (10X)

- 31.59r Tris-HCI
- 80gr NaCl

TBS-Tween 20 (TBS-T) Calisma Soliisyonu 1L

- 100 ml 10X TBS Buffer
- 898 ml dH20

- 2ml Tween-20

Non- Fat Dry Milk Soliisyonu

- 350 mg non-fat dry milk
- 7mlTBS-T

Kristal Vivole Boya Soliisyonu
- 0,2 gr Kristal Viole
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- 40 ml Metanol

Acridine Orange (AO) Boya Stok Soliisyonu

- 5mg Acridine Orange
- 1ml Etanol

Temizolomid Stok Solusyonu
- 2mgTMZ
- 1 ml DMSO

3.2. Yontem
Kullanilan hiicre hatlar

Calismamizda agresif GBM hiicre hatti olarak insan kokenli U-87 (mutant olmayan)
hatti kullanildi. Hiicre hatlari ticari olarak ATCC (American Type Culture Collection)

firmasindan satin alinda.
Hiicre kiiltiirii

Calismamizda kullanilan hiicreler, steril sartlar altinda uygun biiyiime besiyeri (medya)
kullanilarak 6nce %5 CO; iceren 37°C inkiibatorde inkiibasyona birakilarak ¢ogalmasi
saglandi, sonra pasajlama islemleri yapildi. Hiicre kiiltiirii ¢caligmalarinin tamami ve
kiiltiir islemleri i¢in gerekli olan malzemelerin hazirlanmasi steril laminar hava akimlh

kabinlerde gerceklestirildi.
Besiyeri Hazirlanmasi

DMEM/F12 medyum ortamina, inaktive edilmis FBS (%5), L-glutamin (%1) ve
Penisilin/Streptomisin (%]1) ilave edilerek hiicrelerin ¢ogalmasi i¢in uygun besiyeri
hazirlandi. Hazirlanan medyum kullanincaya kadar +4°C’de muhafaza edildi,
kullanmadan O©nce ¢ikartilarak su banyosunda 37°C ’ye getirildi, daha sonra

calismalarda kullanildi.
Hiicrelerin ¢cogaltilmasi ve pasajlanmasi

Deney siiresince tiim hiicre kiiltiiri asamalari, ¢alisma Oncesinde ultraviyole 151k ve

%70 etanol ile sterilize edilen laminar hava akimli ¢alisma kabininde yapildi. Onceden
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dondurulmus ve kriyo vial igerisinde -196°C’de sivi azot tankinda muhafaza edilen
hiicre hatlari, sterilize edilmis kabin igerisine alinarak buz {istiinde erimeye birakildi.
Coziinen hiicreler 15 ml’lik steril falkon tlipe alind1 ve iizerine 9 ml FBS (+) besiyeri
eklendi ve 1500 rpm +4°C’de 5 dk santrifiij edildi. Santrifiij sonrasinda supernatant
kismu atildi ve pellet lizerine Iml FBS (+) besiyeri eklenerek, pipetaj yapildi. Hiicre
kiiltiirii icin pelletin biiyiikliigiine gore 25 cm? ya da 75 cm®lik flask tercih edildi.
Tercihe gore, 25 cm?lik flask icerisine 4 ml, 75 cm?lik flask igerisine 10 ml FBS (+)
besiyeri eklendi. Besiyeri {lizerine hiicreler eklendi ve flask 37°C %5 CO3’li inkabatorde

inkiibe edilerek hiicrelerin ¢ogalmasi saglandi.

Bu siire¢ igerisinde hiicreler inverted mikroskopta incelendi. Hiicrelerin flasklardaki
yogunlugu %80-90’lara ulastigi zaman (konfluense) flask icerisindeki 6lii hiicreleri ve
artiklar1 uzaklastirmak i¢in besiyeri atildi ve flask tabanina tutunan hiicreleri kaldirmak
amactyla 75 cm*lik flask’a 3 ml, 25 cm*lik flask’a 2 ml %0.05°lik Tripsin-EDTA
sollisyonu eklendi ve 37°C %5 CO2’li inkiibatérde 2-3 dakika bekletildi. Hiicrelerin
tamaminin kalktiindan emin olmak ic¢in mikroskop altinda incelendi. Tripsin
aktivitesini sonlandirmak i¢in flasklara ekledigimiz tripsin miktarmin iki kati kadar
besiyeri eklendi ve flask tabani iyice yikandiktan sonra hiicreler 15 ml’lik falkon tiiplere
aktarildi ve 1500 rpm +4°C’de 5 dk santrifiij edildi. Santrifiij sonrasi, supernatant kismi1
atildi, kalan pellet medyumla ¢ozdiiriildii ve medyum igeren yeni T-45°lik flasklara
transfer edildi ve hiicrelerin bu sekilde pasajlanmasi ile hiicrelerin siirekli gogaltilmasi

saglandi.
Hiicrelerin dondurulmasi

Calisma disinda kullanilmayan hiicreler depolanmak iizere %95 tam kiiltiir medyum ve
%5 DMSO (9:1 orani1) olacak sekilde dondurularak muhafaza edildi. Bunun icin
hiicreler kademeli sekilde once -80°C’de bekletildi, daha sonra 196°C’lik sivi azot

tankinda ileride kullanilmak tizere saklanda.
Hiicrelerin sayimi

Toplam hiicre siispansiyonun mililitresindeki hiicre sayisin1 hesaplamak icin, Thoma
lam1 kullanildi. Santrifiij edilerek toplanmis hiicre pelleti taze medyum igerisinde

cozdiiriilerek siispanse edildi. Sonra bu hiicre siispansiyonundan 10ul alinarak Thoma

34



lamina konuldu ve tizeri lamelle kapatildi. Daha sonra invert mikroskop kullanilarak
40x biiylitmede uygun karelerde yer alan canli hiicreler sayildi ve ortalamasi alindi
(Sekil 3). Falkondaki hiicre siispansiyonu i¢indeki hiicre sayis1 asagidaki formiile gore

hesaplandi:

Iml’deki hiicre sayis1 = sayilan béolgelerin ortalama sayis1 X 1 0*

Sekil 3. Thoma laminin sayim yapilan kareleri (Toplam goriis sahasi) [167].

Hiicrelerin siRNA ile Transfeksiyonu

U87 mutant olmayan(wild type) GBM hiicrelerinde LC3 genini baskilamak amaciyla bu
genleri hedefleyen iki farkli LC3-siRNA (LC3#1 ve LC3#2 siRNA)’lar1 ve negatif
kontrol olarak herhangi bir geni hedeflemeyen kontrol siRNA kullanildi. siRNA’lar,
Sigma-Aldrich firmasindan temin edildi. Son konsantrasyonu 50 nM olacak sekilde
nukleaz-free su ile laminar hava akimli kabinde hazirlandi. Hiicrelerin siRNA ile
transfeksiyonu i¢in transfeksiyon ajani olarak hiperfekt kullanildi. Tiim deneylerimizde
hiicrelerin ¢ogaltildig1 kiiltiir ortamima son konsantrasyonu 50 nM olacak seklide
siRNA’lar eklendi ve tiim deneylerimizde hiicrelerin 72 saat siRNA’larla transfekte

edilmesi saglandi. Bunun i¢in, deneyin amacina uygun seklide hiicreler kiiltiir kaplarin
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ekildi ve 37°C’de CO-’li etiivde inkiibe edildi. Inkiibasyondan 24 saat sonra hiicrelerin
cogaldiklar1 kiltiir ortamina siRNA’lar eklendi ve 72 saat boyunca 37°C’de CO;’li
etlivde tranfeksiyonu saglandi. 72 saat dolunca kiiltiir sonlandirildi ve deneyin amacina

uygun testler yapildi.
Hiicrelerin Temozolomid (TMZ) ile muamelesi

Temozolamid (Sigma, CAS: 85622-93-1) DMSQ’da ¢oziilerek stok soliisyon hazirlandi
ve hiicrelerin farkli konsantrasyonlarda TMZ ile muamele edilmesi icin; stok olarak
hazirlanmis TMZ medyum ile diliie edildi ve hiicreler farkli konsantrasyonlarda (10, 20,
40, 80, 100, 200, 400, 500 ve 600 uM) TMZ ile 72 saat boyunca muamele edildi.

Hiicre Proliferasyon/Canhihik (MTS) Analizi

Hiicrelerin  proliferasyon/canlilik  oranini  analiz etmek i¢in MTS ([3-(4,5-
dimethylthiazol-2-yl)-5-(3-carboxymethoxyphenyl)-2-(4-sulfophenyl)-2H-tetrazolium)

analizi kullanildi. Bu analiz igin, ¢alismamizda kullanilan hiicreler uygun sayida (1000
hiicre/100 ml) 96’lik kaplara ekildi ve 37°C’de CO3’li etiivde inkiibe edildi. Bir kisim
hiicreler inkiibasyonlarinin 24.saatinde iki farkli LC3-siRNA (LC3#1, LC3#2) ve
kontrol siRNA’lar ile transfekte edildi. TMZ’nin %50 ve %25 6ldiirme oranini (IC:50)
belirlemek i¢in bir kisim hiicreler farkli konsantrasyonlarda (10, 20, 40, 80, 100, 200,
400, 500 ve 600 uM) TMZ ile 24., 48. ve 72 saat muamele edildi. Bir kismi hiicrelere
ise hicbir uygulama yapilmadi bir kisim hiicreler ise DMSO ile muamele edildi. Kiiltiir
stireleri dolunca Kkiiltiir sonlandirilarak hiicreler MTS/PMS soliisyonu ile muamele
edildi. Bunun i¢in; MTS/PMS (phenazine methosulfate) soliisyonundan (1000:50) her
kuyucuga 20 ul eklenerek yaklasik 2-3 saat etiivde inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon

sonrast ELISA okuyucuda 450 nm’de hiicrelerin canlilik oranlari 6l¢iildii.
Western Blot Analizi
Hiicrelerin lizis edilmesi ve protein izolasyonu

Western blot analizi hiicrede hedefe yonelik spesifik protein seviyelerini belirlemek i¢in
kullanilan bir yontemdir. ki farkli LC3-siRNA (LC3#1 ve LC3#2 siRNA), TMZ ve
TMZ+LC3 siRNA’lart uygulanan IDH-mutant ve IDH-mutant olmayan GBM

hiicrelerinde hedef proteinlerin (hiicre ¢ogalmasi, migrasyonda ve invazyonda rol alan,
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Siklin-D1, Integrin P1, p-Src, Src, PARP ve otofajide gérev alan LC3ekspresyon
seviyelerini belirlemek i¢in Western blot analizi yapildi. Bunun i¢in, uygun sayida
hiicreler énce T-25’lik flasklara ekildi. inkiibasyonlarinin 24. saatinde bir kisim hiicreler
iki farkli LC3-siRNA (LC3#1 ve LC3#2 siRNA)’lar1 ve negatif kontrol olarak herhangi
bir geni hedeflemeyen kontrol siRNA ile, bir kisim hiicreler TMZ (20 ve 40 uM) ile ve
bir kisim hiicreler de TMZ (20 ve 40 uM)+LC3-siRNA (LC3#1 ve LC3#2 siRNA)’lar1
ve TMZ (20 ve 40 uM)+Kontrol siRNA ile 72 saat boyunca maruz birakildi. Bu siirenin
sonunda kiiltiir sonlandirild1 ve hiicreler toplandi. Hiicrelerin toplanmasi i¢in; hiicrelerin
bulundugu ortamdaki medya uzaklastirildi ve {izerine 2 ml tripsin ilave edilip, 3 dakika
etlivde bekletilerek hiicrelerin yapistiklar1 flaskin tabanindan kalkmasi saglandi.
Sonrasinda ortama tripsin miktarinin 2 kat1 kadar medya eklendi ve sonrasinda elde
edilen hiicre slispansiyonu falkon tiipe alinarak 1500 rpm’de 5 dakika santrifiij edildi.
Stipernatant kismi atilarak pellet {izerine 1 ml PBS eklenip siispanse edildi. Ependorf
tiipe alinan siispansiyon 5000 rpm’de 3 dakika santrifiij edildi ve dipte kalan hiicreler
lizis edildi. Hiicrelerin lizisi ve protein izolasyonu i¢in; pellet miktarina bagli olarak
tizerine lizis buffer ilave edildi ve sonrasinda buz iizerinde 10 dakika inkiibe edildi.
Ardindan hiicreler seri bir sekilde 30 saniye vortekslenerek 15 dakika yine buz iizerinde
inkiibe edildi ve bu islem 3 kez tekrarlandi. Vorteks basamaklar1 sonrasinda hiicreler
13000 rpm’de 20 dakika santrifiij edildi. Sonrasinda, igerisinde protein bulunan
stipernatant temiz ependorf tiipe alindi. Daha sonra izole edilen proteinleri
konsantrasyonlar1 hesaplandi. Protein konsantrasyonlarinin hesaplanmasi igin; yeni
ependorflara izole edilen proteinlerden 2 pl alinarak tizerine 12 pl distile su (dH20)
ilave edildi. Sonra, 96 kuyucuklu plakalara hazirlanan protein standartlarindan ve
seyreltilen protein karisimindan 5’er pl eklendi. Her standart ve protein 6rnekleri ikili
calisildi.  Protein Orneklerinin ve standartlarin iizerine Reagent A + Reagent S
karigimindan 20 pl ilave edildi. Ardindan herbirine 175 pl Reagent B eklendi ve 3
dakika calkalayicida inkiibe edildi. Daha sonra Eliza okuyuca 750 nm dalga boyunda
olgiim yapildi. Olgiim sonrasi protein standartlarinin degerleri kullanilarak bir standart
egri elde edildi. Stipernatantlarin ortalamalar1 hesaplandi ve western blot analizinde jele

yiiklenecek protein miktarlart belirlendi.
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Proteinlerin Jele yiiklenmesi

750 nm dalga boyunda elde edilen absorbans sonuglarina gore protein konsantrasyonu
40 pg olacak sekilde orneklerden alinacak miktar hesaplandi ve ependorflara
hesaplanan miktarlarda protein ve 17 pl loading buffer eklendi. Son hacim 52 pl olacak
sekilde dH20 eklendi. Isiticida 5 dk 99°C’de inkiibe edildi. Western tankinin igerisine
running buffer eklendi ve uygun bolmeye jel yerlestirildi. Jeldeki kuyucuklara protein
markerdan 10 pl, 6rneklerden 40 ul yiiklendi. Gii¢ kaynagi 50 volt’a ayarlanarak

yaklasik 2-3 saat proteinlerin jelde agirliklarina gore ayrilmasi saglandi.
Proteinlerin Jelden Membrana Transferi

Jelin biiylikligline gore membran ve filtre kagitlar1 kesildi. Membranin sag iist kdsesi
etiketlendi. Membran 6nce methanol, sonra dH,O’da bir siire bekletildi. Filtre kagitlart
ve siinger transfer buffer icerisinde 1slatildi. Yiirtitiilen jel ¢ikartildi ve sandvi¢c modeline
gore transfer aparatina yerlestirildi. Bu modele gore sirayla; Siinger, filtre kagidi,
membran, jel, filtre kagidi, siinger seklinde yerlestirildi. Sonrasinda transfer aparati,
transfer solusyonu igeren transfer tankina yerlestirildi. Daha sonra, +4 °C’de buz
akiileri ile desteklenen transfer soliisyonu icerisinde 24 mA akimda biitiin gece
bekletilip proteinlerin jelden polivinilidin membran (PVDF) membrana aktarilmasi
saglandi. Transferin sonunda membran, 1X TBS-T igerisinde hazirlanmis %5°lik siit
tozu igeren sollisyonu ile bloklandi ve sonrasinda membran 3 kez 5’er dakika
periyotlarla calkalayict iizerinde TBS-T soliisyonunda yikandi. Daha sonra
hedefledigimiz proteinlerin ekspresyonunu belirlemek igin (Siklin-D1 (tiim antikorlarin
markasi), Integrin B1, p-Src, Src, PARP ve LC3) membran biitiin gece membran +4
°C’de ¢alkalayici lizerinde antikorla inkiibe edildi. Daha sonra, Horseradish Peroxidase
(HRP) ile isaretlenmis sekonder antikor ile muamele edildi. Sonrasinda yikamalar
yapildi ve hedef protein eskpresyonlarmmi belirlemek icin standart Enhanced
chemiluminescence (ECL) metodu kullanilarak membran BioRad kemoliimiinesan
cihaz1 kullanilarak goriintiileme yapildi. Yiikleme kontrolii olarak B-aktin (Proteintech,
60008-1-1g) kullanildi. Image] programi kullanilarak hedef proteinlerin ekspresyon

seviyeleri belirlendi.
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Klonojenik Tespit

Kanserli hiicrelerin ¢ogalma ve koloni olusturma diizeylerini belirlemek i¢in kullanilan
bir yontemdir. Bunun ig¢in hiicre tipine uygun medya bulunan 6’lik kaplara uygun
miktarlarda U87 mutant olmayan hiicrelerin ekimi yapildi. Inkiibasyonlarinin 48.
saatinde bir kisim hiicreler iki farklit LC3-siRNA (LC3#1, LC3#2) ve kontrol siRNA’lar
ile transfekte edildi. Bir kisim hiicreler TMZ (20 ve 40 uM) ile muamele edildi. Bir
kisim hiicreler ise TMZ (20 ve 40 uM)+LC3 siRNA (LC3#1, LC3#2) ve TMZ (20 ve
40 uM)+Kontrol siRNA ile muamele edilidi. Kontrol olarak kullandigimiz bir kisim
hiicrelere de higbir uygulama yapilmadi. Uygulama yapilmayan bu hiicrelerde yeteri
kadar klon olusumu tespit edildiginde (kabin tabani tamamen doldugunda) kiiltiir
sonlandirildi. Hiicrelerin bulundugu ortamdan medya uzaklastirildi ve metanolle
hazirlanmis %10’luk kristal-viyole ile kap tabaninda olusan klonlarin boyanmasi

saglandi. Daha sonra kaplar oda 1sisinda kurutulunca klonlar sayilarak analiz edildi.
Migrasyon tespiti (Wound healing assay)

Kanser hiicrelerinin migrasyon diizeyini belirlemek icin kullanilan bir yontemdir.
siRNA, TMZ ve TMZ+siRNA kombin uygulamasinin GBM hiicre hatlarinin migrasyon
kapasitesi tizerindeki etkilerini gérmek i¢in migrasyon (yara iyilesme) deneyi yapildi.
Bunun i¢in hiicre tipine uygun medya bulunan 6’lik kaplara uygun miktarlarda hiicreler
ekildi. Inkiibasyonlarmin 24.saatinde bir kisim hiicreler iki farkli LC3-siRNA (LC3#1,
LC3#2) ve kontrol siRNA’lar ile transfekte edildi. Bir kisim hiicreler TMZ (20 ve 40
uM) ile muamele edildi. Bir kisim hiicreler ise TMZ (20 ve 40 uM)+LC3 siRNA
(LC3#1, LC3#2) ve TMZ + Kontrol siRNA ile 72. saat boyunca muamele edildi.
Kontrol olarak kullandigimiz bir kisim hiicrelere de higbir uygulama yapilmadi.
Inkiibasyonun 72. saatinde hiicreler inkiibatérden cikartildi ve laminar air flow kabinde
hiicrelerde steril pipet ucu kullanilarak yara olusturuldu. Daha sonra her kuyunun
goriintii koordinatlart her ¢cekim giiniinde ayn1 olacak sekilde yara olusumunun 0., 24.
ve 48. saat mesafelerinin gorilintiilenmesi kamera atagmanli mikroskop kullanilarak
yapild1 ve bu hiicreler tekrar inkiibatore konuldu. Yara olusumunun tiim saat ayarinda
yine kaplar inkiibatérden alinip ortamdan medyas1 uzaklastirildi ve hiicrelerin PBS ile
yikamas1 yapildi. Yara kapanmasi negatif kontrol siRNA ile transfekte edilmis

hiicrelerde takip edildi, bu hiicrelerde 48. saatinde yara tamamen kapandig igin kiiltiir
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sonlandirildi. Goriintiilenme sonrasi yara kapanma oranmi1 ImageJ programi kullanilarak

hesaplandi.
Asidik Vezikiillerin (Otofajik Vezikiillerin) Tespiti

Acridine orange, asidik vezikiiler olusumlari1 (otofajik vezikiiller, lizozom, endozom,
otofagozom vb.) belirlemek igin kullanilan floresan bir boyadir. Acridine orange, asidik
vezikiiler yapilarin etrafinda birikerek sari-turuncu goriintii olustururken, sitoplazmayi
da yesile boyar. Calismamizda asidik vezikiiler olusumlart belirlemek igin, U87 mutant
olmayan hiicreleri medyum igeren 6 kuyucuklu kaplara ekildi ve 37°C de inkiibe edildi.
Inkiibasyonlarmin 24.saatinde bir kisim hiicreler iki farkli LC3-SiRNA (LC3#1, LC3#2)
ve kontrol siRNA’lar ile transfekte edildi. Bir kisim hiicreler TMZ (20 ve 40 uM) ile
muamele edildi. Bir kisim hiicreler ise TMZ (20 ve 40 uM)+LC3 siRNA (LC3#1,
LC3#2) ve TMZ+Kontrol siRNA ile muamele edildi. Kontrol olarak kullandigimiz bir
kisim hiicrelere de higbir uygulama yapilmadi. Transfeksiyonun 72. saatinde
inkiibasyon sonlandirildi. Daha sonra tiim hiicrelerin bulundugu ortamdan medyum
uzaklastirildi ve hiicrelerin acridine orange ile boyanmasi i¢in 30 dakika inkiibasyon
yapildi. Sonra boyanmis hiicreler, farkli farkli filitreler (Texas-Red ve FITC)
kullanilarak floresan mikroskop goriintiileri alindi. Alinan bu goriintiilerinden otofajik

vezikiiler olusumlari sayilarak analiz edildi.
3.3. Istatistiksel Degerlendirme

Tiim deneyler en az ii¢ kopya halinde gergeklestirildi ve sonuglar standart sapmalarla
ortalama degerler olarak ozetlendi. Istatistiksel anlamlilik Student-t testi kullanilarak
degerlendirildi ve P degerinin 0.05'ten kiigiik oldugu veriler istatistiksel olarak anlaml
kabul edildi. Tim istatistiksel analizler ve grafikler GraphPad Prism 8.2.1 ile

olusturuldu.
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4. BULGULAR

4.1. LC3-siRNA aracih baskilanmis LC3 geninin U-87 MG hiicrelerinin

cogalmasina/canhihigina etkisi

Bu analize baslamadan 6nce LC3 genini baskilamak i¢in seg¢tigimiz iki farkli LC3-
siRNA’nin LC3 hedefleyip hedeflemedigini (ekpresyonunu baskilayip baskilamadigini)
analiz etmek i¢in LC3 siRNA’lar ve kontrol siRNA ile transfekte edilen hiicrelerde
western blot analizi ile LC3 protein ekspresyonu test edildi. Analiz sonuglarina gore,
LC3 siRNA ile transfekte edilen hiicrelerde, kontrol siRNA ve herhangi bir siRNA ile
transfekte edilmeyen hiicrelere gore LC3 ekspresyonunun onemli 6l¢iide baskilandigi
bulundu (Sekil 4). Bu sonug bize LC3 geninin baskilamak i¢in sectigimiz siRNA’larin
LC3 genini hedefledigini ve LC3 ekspresyonunu baskiladigini gosterdi ve bundan
sonraki deneylerimizde bu LC3-siRNA’lar kullanildi.

siRNAs
Kontrol LC3 #1 LC3 #2
LC3-1 -
LC3-II

Sekil 4. ki farkli siRNA ile transfekte edilen hiicrelerde LC3 proteinin ekspresyon
seviyesi. U-87 MG hiicrelerinde LC3 genini hedef alan iki farkli LC3 siRNA
LC3’iin ekspresyonunu baskiladi. Beta aktin yilikleme kontrolii olarak
kullanilda.



LC3 geninin hedef alan iki farkli siRNA ile transfekte edilen hiicrelerde, siRNA aracili
baskilanmis LC3’lin hiicre canliligina etkisini belirlemek i¢cin MTS analizi yapildi.
Analiz sonuglarimiza gore, herhangi bir siRNA ile transfekte edilmeyen (Nontretament:
NT) ve kontrol siRNA ile transfekte edilen hiicrelere gore, iki farkli LC3-siRNA’larla
transfekte edilen hiicrelerde, dolayisiyla bu siRNA’lar araciligiyla otofajinin
baskilandigr hiicrelerde, hiicre canliligininin/proliferasyonunun istatistiksel olarak

Oonemli oranda azaldigi bulundu (Sekil 5, p<0.0001).
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Sekil 5. 72 saat LC3 siRNA ile transfekte edilmis U-87MG hiicrelerinde proliferasyon
orant. MTS analiz sonucuna goére herhangi bir siRNA ile transfekte
edilmemis ve kontrol siRNA ile transfekte edilmis U-87 MG hiicrelerine
gore, isaret edilen siRNA’larla transfekte edilmis hiicrelerde hiicre

canliligi/proliferasyonu 6nemli seviyede azaldi (sirasiyla; *** p<0.0002; ***
p<0.0001).
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4.2. LC3-siRNA aracii baskilanmis LC3 geninin U-87 MG GBM hiicrelerinin
klon olusuturma iizerine etikleri
Klonojenik tespit, kanser hiicrelerinin ¢ogalma ve klon olusturma diizeylerini
belirlemek i¢in kullanilan bir yontemdir. Calismamizda, LC3’lin agressif U-87 MG
GBM hiicrelerinin klon olusturmasinda nasil bir role sahip oldugunu arastirmak
amactyla bu analiz yapildi. Hiicrelerin siRNA’larla transfeksiyonu sonrasinda, iki farkli
LC3-siRNA’larla transfekte edilen hiicrelerde, herhangi bir siRNA ile transfekte
edilmeyen (NT, Non-treatment) ve kontrol siRNA ile transfekte edilen hiicrelere gore,
klon olusumunun belirgin bir sekilde baskilandigi bulundu (Sekil 6, sirasiyla; p<0.0039,
p<0.0001). Bu sonuclarimiz LC3’iin U-87 MG hiicrelerinin klon olusturmasinda énemli

bir fonksiyona sahip oldugunu gosterdi.
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Sekil 6.  Kontrol siRNA ve iki farkli LC3 siRNA’larla transfekte edilen U-87MG
hiicrelerinde koloni olusum orani. Herhangi bir siRNA ile transfekte edilmemis ve
kontol-siRNA ile trasnfekte edilen U-87 MG hiicrelerinde klon olusumu artarken,

diger isaret edilen siRNA’larla transfekte edilen hiicrelerde klon olugumu 6nemli
seviyede baskilandi (sirastyla; **p<0.0039, **** p<(0.0001).
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4.3. LC3-siRNA aracih baskilanmms LC3 geninin U-87MG hiicrelerinin

migrasyon ozelligine etkisi

Yara olusturma kanser hiicrelerinin migrasyon oranini belirlemek i¢in kullanilan bir
tekniktir [161, 166]. LC3’tiin U-87 MG hiicrelerinin migrasyonunda olas1 bir roliinii
arastirmak icin hiicreler kontrol-siRNA ile hem de iki farkli LC3 siRNA’larla transfekte
edildi ve transfeksiyon sonrasi hiicrelerin migrasyon oranini belirlemek icin yara
iyilesme analizi yapildi. Analiz sonucuna gore, iki farklt LC3 siRNA’larla transfekte
edilen hiicrelerde, olusturulan yaraya dogru goc¢ eden hiicre sayisinin 24. saatinde,
herhangi bir siRNA ile transfekte edilmeyen (NT, non-treatment) ve kontrol siRNA ile
transfekte edilen hiicrelere gore ©nemli Ol¢lide az oldugu dolayisiyla yaranin
kapanmadig bulundu (Sekil 7, p<0,001). Elde ettigimiz veriler, LC3’iin agresif GBM

hiicrelerinin migrasyonunda etkin bir role sahip oldugunu ortaya koydu.
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Sekil 7. 72 saat siRNA ile transfekte edilmis U-87MG hiicrelerinde migrasyon orani.
Kontrol siRNA ile transfekte edilen hiicrelerde yara olusumundan 24. saat
sonra olusturulan bosluga (yaraya) hiicreler go¢ eden hiicre sayis1 yiiksekken
(yara kapanirken) diger siRNA’lar ile transfekte edilen hiicrelerde olusturulan
bosluga gb¢ eden hiicre sayist Onemli seviyede diisiiktiir (yara
kapanmamaigtir) (****p<0,0001).
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44. LC3 gen ekspresyonunun U-87MG hiicrelerinde onkogenik sinyal

yolaklarinda medyator olarak gorev yapan proteinlerin ekspresyonuna etkisi

LC3’lin agressif U-87 MG GBM hiicrelerinin agresiflik kazanmasinda etkin rol
oynayan sinyal yolaklarinda medyator olarak yer CyclinD1/Integrin f1/Src ve PARP
proteinlerinin ekspresyonlarinda olasi bir roliiniin varhigini test etmek igin Western blot
analizi yapildi. Analiz sonuglarimiza gore herhangi bir SiRNA ile transfekte edilmeyen
(NT, Non-treatment) ve kontrol siRNA ile transfekte edilen hiicrelere gore, iki farkli
siRNA ile transfekte edilen hiicrelerde CyclinD1/Integrin B1/Src ve PARP
ekspresyonlarinin anlamli oranda azaldigi bulundu (Sekil 8). Bu sonuglarimiz LC3’{in

GBM hiicrelerinde birgok onkogenik sinyal yolaginin diizenlenmesine katki sagladigini

gosterdi.
siRNAs
Control LC3 #1 LC3 #2
Lo —
LC3-lI _—
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Sekil 8. Kontrol siRNA ve iki farkli LC3 siRNA’larla transfekte edilen U-87MG
hiicrelerinde hiicre ¢ogalmasi ve migrasyonda gorev alan proteinlerin
ekspresyon seviyeleri. Kontrol siRNA ve Iki farkli LC3 siRNA’larla
transfekte edilen hiicrelerde hiicre ¢ogalmasi, migrasyonda gorev alan
proteinlerin ekspresyon seviyeleri karsilastirildiginda, LC3-sIRNA’larla
transfekte edilen hiicrelerde isaret edilen proteinlerin ekspresyonlart
baskilandi. Beta aktin yiikleme kontrolii olarak kullanildi.
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45. siRNA aracih baskilanmis LC3 geninin U-87MG hiicrelerinde otofajik

vezikiil olusumuna etkisi

Iki farkli LC3-siRNA’larla transfekte edielen hiicrelerde otofajinin (asidik vezikiiler
olusumlarin) baskilanip baskilanmadigint kontrol etmek amaciyla, bu siRNA’larla
transfekte edilen hiicrelerde, transfeksiyon sonrasi akridin oranjla boyama yapildi ve
floresan mikroskopta otofajik vezikiiller analiz edildi. Analiz sonuglarina gore, kontrol
siRNA ile transfekte edilen hiicrelerde yogun bir bicimde otofajik vezikiiler olusumlar
tespit edilirken, iki farkli LC3-siRNA ile transfekte edilen hiicrelerde otofajik
vezikiilerin olusumunda belirgin bir sekilde azalma bulundu (Sekil 9). Sonuglarimiz
kullandigimiz siRNA’larin hiicrelerde otofajiyi baskilamak i¢in uygun oldugunu

gosterdi.

SiRNAs

Non Treatment Control siRNA LC3B #1 LC3B #2

Sekil 9. Kontrol siRNA ve iki farkli LC3 siRNA’larla transfekte edilen U-87MG
hiicrelerinde asidik vezikiiler olusumlari. Herhangi bir siRNA ile transfekte
edilmemis ve kontrol siRNA ile transfekte edilen hiicrelerle
karsilastirildiginda, isaret edilen diger siRNA’larla transfekte edilen
hiicrelerde olusan otofajik vezikiiller azaldi.

4.6. LC3-siRNA, Temozolomid ve LC3-siRNA ve Temizolamid uygulamasinin

U-87 MG hiicrelerinin canlihgina etkisi

Otofaji TMZ kars1 gelistirilen direngte etkin molekiiler mekanizmalardan biri olarak
gosterilmektedir [168-170]. Bu yilizden iki farkli LC3 siRNA aracili ile otofajinin
baskilandig1 hiicrelerde TMZ’nin etkinligini belirlemek i¢cin LC3-siRNA’larla birlikte
farkli konsanratrasyonlarda TMZ uygulanan hiicrelerde hiicre canlilik oranlar1 analiz
edildi. Oncelikle U-87 MG hiicreleri farkli konsatrasyonlarda TMZ ile 72 saat muamele
edildi ve sonrasinda MTS analizi ile hiicre canlilik oranlar1 belirlendi. Analiz
sonuclarimiza gore, artan TMZ konsantrasyonuna bagli olarak (Sekil 10, p<0,001)

hiicre canliliginin azaldig1 bulundu.
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Sekil 10. Artan TMZ  konsantrasyonun hiicre canliligina  etkisi.  Farkli
konsantrasyonlarda TMZ ile muamele edilen hiicrelerde DMSO (kontrol) ile
muamele edilen hiicreler gore hiicre canlilik orani1 TMZ’in artan
konsantrasyonuna bagli olarak azaldi. (Sirasiyla, *p<0.05, **p<0.001).

20 uM TMZ uygulanan hiicrelerde hiicre canliligimin yaklasik %25, 40 uM TMZ
uygulanan hiicrelerde hiicre canlilifinin yaklasik %40 oraninda azaldig1 bulundu (Sekil
10). LC3 siRNA ve TMZ’in birlikte uygulandig hiicrelerde ise hiicre canliliginin %75
oraninda azaldig1 bulundu (Sekil 11, p<0.001).
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Sekil 11. TMZ ve siRNA kombinasyonunun hiicre canliligina etkisi. Farkl
konsantarsyonlarda TMZ ve siRNA’nin uygulandigi hiicrelerde hiicre
canlilig1 6nemli oranda azald1 (sirastyla, *p<0.05, **p<0.001).
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TMZ otofajiye kars1 gelistirilen direngte etkin molekiiler mekanizmalardan biri olarak
gosterildigi i¢in tez ¢alismasinda TMZ, TMZ ile LC3-siRNA’nin birlikte kullaniminin

U87-MG hiicrelerinde otofajik vezikiillerin olusumu tizerine etkisi analiz edildi.

Analiz sonuclarina goére TMZ ile muamele edilmeyen hiicrelerde otofajik vezikiillerin

olusumu gozlenirken, LC3 ve TMZ’in birlikte uygulandig: hiicrelerde otofajik vezikiil

™Z SiRNAs SIRNAs + TMZ

olusumunun belirgin bir sekilde azaldigi bulundu (Sekil 12).
DMSO 20 pM 40 uM Control Lc32  LC3#2 +40 UM LC3#2 +40 p.M

NT

Sekil 12. TMZ ve siRNA kombinasyonunun otofajik vezikiil olusumuna etkisi. Farkl
konsantarsyonlarda TMZ ve siRNA’nin uygulandigi hiicrelerde otofajik
vezikiiler olusumlar azaldi.

4.7. LC3-siRNA, Temozolomid ve LC3-siRNA ve Temizolamid uygulamasinin

U-87 MG hiicrelerinin klon olusturma ozelligine etkisi

Iki farkli LC3 siRNA aracili ile otofajinin baskilandig1 hiicrelerde TMZ’nin etkinligini
belirlemek igin LC3-siRNA’larla birlikte farkli konsanratrasyonlarda TMZ uygulanan
hiicrelerde klon olusumu analiz edildi. Analiz sonuglarimiza gére TMZ ve LC3-
siRNA’nin birlikte uygulandigi hiicrelerde yalniz TMZ uygulanan hiicrelere ve higbir
uygulamanin yapilmadigi hiicrelere gore klon olusumun 6nemli oranda baskilandigi

bulundu (Sekil 13, p<0,001).
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Sekil 13. TMZ ve siRNA kombinasyonunun hiicrlerde klon olusumuna etkisi. Farkl
konsantrasyonlarda TMZ ve siRNA’nin uygulandigi hiicrelerde hiicrelerde
klon olusumu 6nemli oranda azaldi ( ****p<0.001).

4.8. LC3-siRNA, Temozolomid ve LC3-siRNA ve Temizolamid uygulamasinin U-

87 MG hiicrelerinin klon olusturma ozelligine etkisi

Iki farkli LC3 siRNA aracili ile otofajinin baskilandig1 hiicrelerde TMZ nin etkinligini
belirlemek i¢in LC3-siRNA’larla birlikte farkli konsanratrasyonlarda TMZ uygulanan
hiicrelerde hiicre hareketliligine/mobilitesine etkisi analiz edildi. Analiz sonuglarimiza
gore TMZ ve LC3-siRNA’nin birlikte uygulandigi hiicrelerde, yalniz TMZ uygulanan
hiicrelere ve hicbir uygulamanin yapilmadigi hiicrelere gore hiicre hareketliliginin

onemli oranda azaldig1 bulundu (Sekil 14, p<0,001).
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Sekil 14. TMZ ve siRNA kombinasyonunun hiicrlerde klon olusumuna etkisi. Farkli
konsantarsyonlarda TMZ ve siRNA’nin uygulandigi hiicrelerde hiicrelerin
migrasyonu dnemli oranda azaldi (****p<0.001).
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5. TARTISMA

GBM kétii prognoz ve yiiksek niiks oranlari ile karakterize agresif beyin timéri olup,
kotli prognozlu primer beyin tiimoérlerinin en oliimciil seyreden tipidir. GBM’lerin,
heterojen Ozellik gostermeleri, yiiksek proliferasyon oranlari ve agresif davraniglari
GBM hastalarinda tedaviyi zorlastirmaktadir. Bu yiizden, GBM tedavisinde ¢ok biiytlik
ilerlemeler kaydedilmis olmasina ragmen, halen hastalarin yasam siireleri ¢ok diistiktiir
[171, 172]. GBM hastalari i¢in uygulanan geleneksel tedavi stratejileri, timoriin cerrahi
rezeksiyonu, TMZ dayali kemoterapi, radyoterapi veya bu segeneklerin birbiri ile
kombinasyonuna dayanmaktadir [171, 173]. Ancak hastalar konvansiyonel kemoterapi

ve radyasyona zayif sekilde yanit verirler.

GBM tedavisinde oOzellikle etkin kemoteropotik olarak temozolomide (TMZ)
kullanilmaktadir [105, 174]. Bununla birlikte, GBM hiicreleri, TMZ'nin neden oldugu
sitotoksisiteye karsi direngli hale gelir ve gelisen diren¢ TMZ'nin etkinligini kisitlar
[170, 175, 176]. TMZ sitotoksitesinden korunmak igin, GBM hiicrelerinin otofajiyi
indiikleyerek TMZ’ye kars1 kendilerini savunduklar disiiniilmektedir [170, 177]. Bu
nedenle, GBM’de otofaji-hedefli tedavilerin geleneksel terapilerin etkinligini artiracagi

ileri siiriilmektedir [170, 178-180].

Otofaji kanser hiicrelerinde olduk¢a kompleks bir rol oynar. Hem onkogenik aktiviteye
sahip olup, hiicre canliligini/proliferasyonunu koruyucu, invazyonu destekleyici; hem
de hiicre Oliimiine yol agarak tiimor siipressor olarak gorev yapar. Ancak, yapilan
calismalar sonucu elde edilen ve sayica artan delillere gore otofajinin kanser

hiicrelerinin yasamasina olanak sagladigini, radyoterapi ve kemoterapiye direng
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kazandiran bir mekanizma olarak faaliyette bulundugu gosterilmistir. Otofajinin kanser
hiicrelerindeki roliinden dolayi, otofajinin baskilanmasinin anti-kanser terapéotik etkiyi

artiracagi ileri stirilmektedir [2, 181, 182].

Hamurcu Z. ve ark tarafindan yapilan ¢alismada agresif meme kanser hiicrelerinde
otofajinin meme kanser hiicrelerinin ¢ogalmasinda, canliliginda, migrasyonunda,
invazyonunda rol oynadigi ve tiimoriin biiylimesi ve progresyonuna Onemli katki
sagladigi gosterilmistir. Bununla birlikte, diger kanserlerde oldugu gibi GBM’lerde de

otofajinin tam olarak rolii anlagilamamigtir [183-186].

GBM hastalarindan alinan tiimor hiicreleri lizerinde yapilan genomik ¢aligmalar, birden
fazla sinyal yolaginda meydna gelen mutasyonlarin otofajiyi regiile etmede etkisi
oldugunu gostermistir [187] Ayrica, GBM hiicre Kkiiltiirlerinde, otofaji, terapotik
ajanlarla tedavi lizerine stres yaniti olarak siklikla aktive edildigi gozlenmistir [188].
Hiicresel ve ksenograft deneyleri, otofajinin GBM'de 6nemli bir rol oynadigini
diistindiirmektedir [179, 189]. Yine yapilan fare caligmalarinda otofajinin GBM
biiylimesi igin gerekli oldugu gosterilmistir [190].

Glioblastoma natiirii geregi kolonizasyon ve migrasyon gosteren bir kanser tiirtidiir.
Etraf dokulara yayilimin1 da biiylik oranda yine bu migrasyon ve koloni olusturma
ozelligi tizerinden saglamaktadir. Daha Once yapilan bazi caligmalarda otofaji
indiiksiyonunun, GBM hiicrelerinde migrasyon ve invazyonu diizenledigi gosterilmistir
[191].

Sunulan calisma, otofaji mekanizmasinin ana elemani olan LC3’lin iki farkli siRNA
aracilifiyla baskilanmasinin, hiicre ¢ogalmasi, canliligim1i ve migrasyonunu Onemli

oranda inhibe ettigini géstermistir.

Mevcut caligma, LC3’lin agresif U-87 MG GBM hiicrelerinde klon olusturmada etkin
bir role sahip oldugunu gosterdi. Hiicrelerin siRNA’larla transfeksiyonu sonrasinda, iki
farkli LC3-siRNA’larla transfekte edilen hiicrelerde, herhangi bir siRNA ile transfekte
edilmeyen (NT, Non-treatment) ve kontrol siRNA ile transfekte edilen hiicrelere gore,
klon olusumunun belirgin bir sekilde baskilandigi bulundu. Bu sonuglar LC3’lin U-87

MG hiicrelerinin klon olusturmasinda 6nemli bir fonksiyona sahip oldugunu gosterdi.

52



Sunulan ¢alismada; yara olusturma teknigi kullanilarak LC3’iin U-87 MG hiicrelerinin

migrasyonunda olas1 bir roliinii arastirmak i¢in hiicreler kontrol-siRNA ile hem de iki

farkli LC3 siRNA’larla transfekte edilip, transfeksiyon sonrasi hiicrelerin migrasyon
oranini belirlemek igin yara iyilesme analizi yapilmstir. Elde edilen veriler, LC3’iin
agresift GBM hiicrelerinin migrasyonunda etkin bir role sahip oldugunu ortaya
koymustur. Boylelikle LC3 iizerinden otofaji inhibisyonunun GBM hiicrelerinde

migrasyonu engelledigi gosterilmistir.

Elde ettigimiz sonuglar, GBM hiicrelerinde LC3’{in ekspresyonunun iki farkli LC3-
siRNA araciligiyla baskilanmasinin; hiicre ¢ogalmasinda, canliliginda, adezyonunda ve
migrasyonunda yer alan CyclinD1/Integrin 31/Src [161, 192] ekspresyonunu baskiladigi

ve Src-fosforilasyonun inhibisyonuna yol agtigini gostermistir.

Iki farklh LC2-siRNA ile transfekte edilen hiicrelerde otofajinin baskilandig
gosterilmistir. Asidik vezikiiller kontrol siRNA ile transfekte edilen hiicrelerde yogun
bir bigimde otofajik vezikiiler olusumlar tespit edilirken, iki farkli LC3-siRNA ile
transfekte edilen hiicrelerde otofajik vezikiilerin olusumunda belirgin bir sekilde azalma
bulunmustur. Bu sonuglar kullanilan siRNA’larin hiicrelerde otofajiyi baskilamak igin

uygun oldugunu gostermistir.

Daha once bahsedildigi tizere TMZ GBM’in kemoterapisinde ilk sirada kullanilan
alkilleyici bir ajandir [1]. Bununla birlikte TMZ, glioma hastalar1 igin birinci basamak
kemoterapi olmasina ragmen, birden fazla mekanizma tarafindan saglanan dogal ve
edinilmis direng, tedavi basarisizlifina neden olur. Yapilan c¢alismalarda TMZ’in
otofajiyi indiikledigi gosterilmistir [177]. Ayrica, farkli asamalarda otofajinin
farmakolojik inhibisyonunun, TMZ ile indiiklenen otofaji iizerinde farkli sonuclara
sahip oldugunu da gosterilmistir. Tim bu sebeplerden dolayr otofaji, TMZ ile
indiiklenen sitotoksisitenin temel bir pargasidir ve otofajik siirecin inhibisyonu,

TMZ'nin antitlimor etkisini 6nemli dlgiide etkiler [177].

Bu sebepten dolayr biz de yaptigimiz ¢alismada, iki farkli LC3-siRNA’larla birlikte
farkli konsantrasyonlarda TMZ uygulanan hiicrelerde hiicre canlilik oranlarini analiz
edilerek, farkli konsantrasyonlarda TMZ ile 72 saat muamele edilen ve sonrasinda MTS
analizi ile hiicre canlilik oranlari belirlenen hiicrelerde artan TMZ konsantrasyonuna

bagli olarak (Sekil 10, p<0,001) hiicre canliliginin azaldig1 bulunmustur.
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20 uM TMZ uygulanan hiicrelerde hiicre canliliginin yaklasik %25, 40 uM TMZ
uygulanan hiicrelerde hiicre canliliginin yaklasik %40 oraninda azaldigi bulundu (Sekil
7). LC3 siRNA ve TMZ’in birlikte uygulandig: hiicrelerde ise hiicre canliliginin %75

oraninda azaldig1 bulunmustur.

Ayrica bu calismada ilk kez, iki farkli LC3 siRNA ile LC3’tin ekspresyonu
baskilandiginda, PARP proteinin ekspresyonunun da onemli oranda baskilandigini
gosterilmistir. Poli (ADP-riboz) polimeraz 1 (PARP), DNA tamirinde ve hiicre
6limiinde gorev alan ve genellikle kanserlerde yiiksek oranda ekpresyonu yapilan bir
proteindir [193, 194]. Bu sonuglara gére otofajinin GBM hiicrelerinde apoptotik hiicre

6limiinii 6nleyerek hiicreleri sag kalima tesvik ettigini gostermistir.

Yine sunulan g¢alismadan LC3-siRNA ve TMZ’in birlikte kullanildigi durumlarda
otofajik asidik vezikiil olusumu arastiritlmis olup, TMZ ile muamele edilmeyen
hiicrelerde otofajik vezikiillerin olusumu goézlenirken, LC3 ve TMZ’in birlikte
uygulandig1 hiicrelerde otofajik vezikiil olusumunun belirgin bir sekilde azaldig

bulunmustur.

Sunulan ¢alismada LC3-siRNA, Temozolomid ve LC3-siRNA ve Temizolamid
uygulamasinin U-87 MG hiicrelerinin klon olusturma 06zelligine etkisinin oldugu
goriilmiis, TMZ ve LC3-siRNA’nin birlikte uygulandigi hiicrelerde, yalniz TMZ
uygulanan hiicrelere ve hi¢bir uygulamanin yapilmadig: hiicrelere gore hiicre

hareketliliginin 6nemli oranda azaldig1 bulunmustur.

SiRNA aracili RNA miidahale mekanizmasi(RNAI), biyolojik arastirmalar igin gelismis
cok islevli bir aragtir ve cesitli hastaliklar (viral enfeksiyonlar, genetik hastaliklar,
kardiyovaskiiler hastaliklar ve kanser gibi) i¢in umut verici bir tedavi stratejisidir [195].
Gen transfer stratejileriyle, genlerin islevi engellenebilir, restore edilerek iyilestirilmesi
saglanabilir veya gene yeni bir fonksiyon kazandirilabilir [128]. Biz de yaptigimiz
calismada otofaji iizerinde daha once etkisi tanimlanan ve otofaji belirteci olarak
kullanilan LC3 geni, siRNA yoluyla susturarak otofajiyi, boylelikle de otofaji {izerinden

tiimdral davranisi etkilemeyi amaglamistik.

Sunulan ¢aligsmadaki sonuglar, LC3’iin, dolayisiyla otofajinin GBM hiicrelerinin hayatta

kalmasi, proliferasyonu, migrasyonu ve apoptoza karsi direnci gibi énemli onkogenik
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biyolojik siiregleri destekledigini ve LC3-siRNA aracili otofajinin baskilanmasinin bu
mekanizmalar1 6nemli Ol¢lide bloke ettigini ve otofajinin GBM’in progresyonunda
kritik bir faktor olabilecegini, GBM’lerin tedavisinde LC3’{in, dolayisiyla otofajinin
potansiyel bir terapdtik hedefi temsil ettigini ve LC3-siRNA’nin terdpatik bir ajan

olarak kullanilabilirligini gostermistir.

Bu c¢alismada geleneksel tedaviye ek olarak, gen susturucu tedavi kullanilarak hem
mevcut tedavinin etkinligini arttirmayr hem de alternatif genetik tedavilere zemin

hazirlanmas1 amaglanmustir.
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6. SONUCLAR

U-87 MG GBM hiicrelerinde LC3 geninin iki farkli LC3-siRNA ile susturulmasinin, bu
hiicrelerde canlilik, migrasyon, koloni olusturma, otofajik vezikiil olusturma etkileri
tizerine etkisi oldugu bulunmustur. Yine bu sonuglar ¢calismamizin TMZ duyarlhiligini

arttigini géstermistir.

Elde edilen sonuglara gére GBM tedavisinde LC3 geni iizerinden otofajinin
hedeflenmesi bir potansiyel arz etmekte olup, ileri arastirmalara ihtiya¢ vardir. In vitro
ortamda saglanan bu sonuclarin in vivo ortamda da caligilarak, canli viicudundaki

etkilerinin ortaya konulmasi gerekmektedir.

Bu yiizden her ne kadar in vitro ortamda yapilan bu ¢alismanin sonuglar1 miispet yonde
olsa da, arastirmalarin ilerleme kaydedebilmesi ve calisilan yontemin terdpotik hedef
olarak ortaya konabilmesi i¢in in-vivo ortam c¢alismalart da mutlak surette

gerekmektedir.

si-RNA’lar dolasima verildikleri takdirde, hedef dokuya ulasamadan dolagimda hizlica
yikilmaktadir. Bu sorun in-vivo ortam g¢aligmalarinin 6niinde biiyiik bir engel teskil
etmektedir. TerOpotik si-RNA’larin dolasimdaki yikimi engellenerek, hedef dokuya
ulagsmas1 gerekmektedir. Bu handikapin ¢oziimii icin alternatif yollar iizerine ileri

caligmalarin yapilmasi gerekir.

Bunun alt yapisi da tarafimizca ‘’Hedef dokuya ulagimi saglamak amacli nanopartikiiler
ajanlarin kullanim1’’ yoluyla kurgulanmistir. Calismanin ileri asamalar1 da buna yonelik

yapilacaktir.
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