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OZET

Glioblastoma multiform (GBM) yetiskinlerde en sik goriilen primer malign beyin
timortidiir. GBM’ler, heterojen olmalari, yiiksek proliferasyon oranlari, agresif
Ozellikleri nedeniyle tedavilere biiylik Ol¢iide direnglidir. GBM tedavisinde cerrahi
rezeksiyon, kemoterapi ve radyoterapotik tedavi yontemleri kullanilsa da hastalarda
sagkalim stiresi ¢ok diisiiktiir.

Gilintimiizde alkilleyici ila¢ Temozolomid (TMZ), GBM i¢in yaygin olarak tercih
edilen bir tedavi secenegidir. Bu standart tedavi, hastanin hayatta kalma oranini
artirsa da yiiksek O6-Metilguanin-DNA Metil Transferaz (MGMT), yanlis-eslesme
tamir mekanizmasi, baz eksizyon tamir mekanizmasi gibi DNA tamir
mekanizmalarinin GBM’de TMZ’nin toksik etkinligini azaltarak TMZ direncine yol
actig1 gosterilmistir. Bu ylizden GBM i¢in daha etkin tedavi stratejilerine ihtiyag
duyulmaktadir.

miRNA’larin kanser hiicrelerinde proliferasyon, invazyon, metastaz, apoptoz ve ilag
direngliligi gibi bir¢cok hiicresel aktiviteyi diizenledigi bildirilmistir. Kanser
hiicrelerinde bu yolaklarin diizenlenmesinde rol alan miRNA’lardan birisi de miR-
484 olarak gosterilmistir. Ancak GBM ile miR-484’1in iliskisi bilinmemektedir.
Sunulan tez c¢aligmasinda GBM hiicrelerinin TMZ’ye kars1 gelistirdigi ilag
direncinde miR-484’iin olasi roliiniin arastirilmasi amaclandi. Bunun igin iki farkli
GBM hiicreleri (IDH1-mutant olmayan U-87MG ve IDH1- mutant U-87 hiicreleri)
farkli konsantrasyonlarda TMZ, mimik-miR484 ve kombinasyonlar1 ile muamele
edildi ve muamele sonrast bu hiicrelerin proliferasyon, klon olusum ve apoptoza
direng 6zelliklerindeki olas1 degisiklikler arastirildi.

Bulgularimiza gore; TMZ ve mimik-miR484’{in ayr1 ayri etkilerine kiyasla
kombinasyonlarinin hiicrelerin kanserojenik 6zelliklerini daha etkili olarak azalttig
ve TMZ ve miR484 kombinasyonun TMZ’nin etkinligini artirdigi bulundu.
Sonuglarimiz, literatiirde ilk kez temozolomid ve mimik-miR484 kombinasyonunun,
TMZ'nin etkinligini artirmak i¢in yeni ve etkili bir alternatif tedavi stratejisi olarak
kullanilabilecegini gosterdi.

Anahtar Kelimeler: GBM; miR-484; Temozolomid; lzositrat Dehidrogenaz (IDH); U-87
MG; IDH mutant U-87
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ABSTRACT

Glioblastoma multiforme (GBM) is the most common primary malignant brain
tumor in adults. GBMs are largely resistant to treatments due to their heterogeneity,
high proliferation rates and aggressive features. Although surgical resection,
chemotherapy and radiotherapeutic treatment methods are used in GBM treatment,
the survival time in patients is very low.

Today, the alkylating drug Temozolomide (TMZ) is a widely preferred treatment
option for GBM. Although this standard treatment increases the patient's survival
rate, it has been shown that DNA repair mechanisms such as high 0O6-
Methylguanine-DNA Methyl Transferase (MGMT), mismatch repair mechanism,
base excision repair mechanism lead to TMZ resistance by reducing the toxic
effectiveness of TMZ in GBM. Therefore, more effective treatment strategies for
GBM are needed.

It has been reported that miRNAs regulate many cellular activities such as
proliferation, invasion, metastasis, apoptosis and drug resistance in cancer cells. One
of the miRNAs involved in the regulation of these pathways in cancer cells has been
shown to be miR-484. However, the effect of miR-484 on GBM is unknown.

In the presented thesis study, it was aimed to investigate the possible role of miR-484
in the drug resistance developed by GBM cells against TMZ. For this, two different
GBM cells (IDH1-non-mutant U-87MG and IDH1-mutant U-87 cells) were treated
with different concentrations of TMZ, mimik-miR484 and their combinations, and
possible changes in the proliferation, clone formation and resistance to apoptosis
properties of these cells were investigated after treatment.

According to our findings; It was found that the combination of TMZ and mimik-
miR484 reduced the carcinogenic properties of cells more effectively compared to
their separate effects, and the combination of TMZ and miR484 increased the
effectiveness of TMZ.

Our results showed, for the first time in the literature, that the combination of
temozolomide and mimik-miR484 could be used as a new and effective alternative
treatment strategy to increase the effectiveness of TMZ.

Keywords; GBM; miR-484; Temozolomide lIsocitrate Dehydrogenase (IDH); U-87 MG;
IDH mutant U-87
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1.GIRIS VE AMAC

Gliomalar, glial hiicrelerden kaynaklanan tiimérlerdir ve Diinya Saghk Orgiitii
(DSO) tarafindan 4 alt evrede toplanmustir (Sonoda Y, 2020). DSO tarafindan
yapilan siniflandirmada, gliomalar, izositrat dehidrogenaz (IDH) geninde goriilen
mutasyona gore IDH geninde mutasyon tasiyan ve tasimayan olarak ikiye ayrilmis ve
IDH mutasyonu tasiyan ve tasimayan hastalarin 6liim oranlar arasinda belirgin

farkin oldugu dikkat ¢ekmistir (Louis ve ark., 2016).

Glioblastoma Multiform (GBM)’lerin, heterojen olmalari, yiiksek proliferasyon
oranlari, agresif 0zellikleri hastalarda tedaviyi zorlagtirmaktadir. GBM hastalarinda
uygulanan geleneksel tedavi stratejileri, tiimor rezeksiyonu, temozolomide dayali
kemoterapi, radyoterapi veya bunlarin kombinasyonuna dayanmaktadir (Shergalis ve

ark., 2018; Pearson ve ark., 2017; Fabian ve ark., 2019).

Gilintimiizde alkilleyici ilag Temozolomid (TMZ), birincil GBM i¢in yaygin olarak
tercth edilen bir tedavi segenegidir. TMZ'nin aktif metaboliti, DNA'daki guanin
kalintilarin1 metile ederek cift zincir kiriklarina yol agmaktadir (Wiirstle ve ark.,
2017; Tomar ve Shrivastava 2021). Bu standart tedavi, hastanin hayatta kalma
oranini artirsa da yiiksek O6-Metilguanin-DNA Metil Transferaz (MGMT), yanlis-
eslesme tamir mekanizmasi, baz eksizyon tamir mekanizmasi gibi DNA tamir
mekanizmalar1 GBM’de TMZ’nin toksik etkinligini azaltarak TMZ direncinde rol
oynadigr ve TMZ’nin etkinligini azaltti§1 gosterilmistir (Jiapaer ve ark., 2018;
Karachi ve ark., 2018; Rabé ve ark., 2020).GBM’de gelisen ila¢ direncliligini

iistesinden gelmek i¢in yeni tedavi stratejilerine acilen ihtiya¢ duyulmaktadir.



MikroRNA’lar (miRNA) kanser hiicrelerinde proliferasyon, invazyon, metastaz ve
apoptoz gibi birgok hiicresel aktivitenin diizenlenmesinde gorev alirlar. Kanser
hiicrelerinde bu yolaklarin diizenlenmesinde rol alan miRNA’lardan biri de miR-484
olarak gosterilmistir. miR-484’{in, baz1 kanserlerde yiiksek oranda eksprese edildigi
ve onkogenik roller sergiledigi (Li ve ark., 2017; Yang ve ark., 2016; Vecchione ve
ark., 2013; Wang ve ark., 2019), buna karsilik baz1 kanserlerde ise ekspresyonunun
diisiik olup tiimor baskilayici olarak gorev yaptigi gosterilmistir (Zare ve ark., 2018;
Hu ve ark., 2017; Lu & Lu, 2015).

Bu yiizden sunulan tez ¢alismasinda, mir-484°iin ilag direngliliginde rol alabilecegi
ve artmig ekspresyonun TMZ’ye kars1 duyarliligl artirabilecegi hipotezlendi. Bu
hipotezimiz test etmek i¢in, TMZ, mimik-miR-484 ve TMZ+mimik-mir-484
kombinasyonu iki farkli GBM hiicrelerine uygulanarak, hiicre canliligi, klon
olusumu ve apoptoz orani ile MiR-484’in TMZ’ye karsi gelistirilen direngte

etkisinin arastirilmasi amagland.



2.GENEL BIiLGILER

2.1. Kanser

Mutasyona veya genetik degisiklige ugramis hiicrelerin, kontrollii biiylimeyi ve
cogalmayr saglayan mekanizmalardan kacarak hizli ve kontrolsiiz bir bigimde
bolinmesidir (Roy ve ark., 2016; Hafaza ve ark., 2020). Kanser gelisiminin baslica
nedenleri, hiicre donglislinii diizenleyen bir veya daha fazla proteindeki genetik
bozukluk, cevresel kanserojenlerin mutasyonlara sebep olmasi ve genetik aktarilan

mutasyonlu genlerin varligidir.

Genellikle hem kalitsal hem de gevresel faktorler bir arada bulunur ve kanserin

gelismesi i¢in mutasyonlarin birikmesi gerekir (Vaghari-Tabari ve ark., 2021).

Kanserler koken aldiklar1 hiicrelere, hiicre heterojenitesine ve mutasyon durumuna
gore siniflandirilir (Hanahan ve Monje 2023). Proliferatif sinyallenmenin aktive
edilmesi, biliyime  baskilayicilarinin  inaktive  edilmesi,  hiicre  6lim
mekanizmalarindan kagis, invazyon ve metastaz gibi bir ¢ok 6zellik kanser hiicresini
saglikli hiicreden ayirmaktadir (Sekil 1) (Traba ve ark., 2021; Hanahan ve Monje
2023).
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Sekil 1. Kanser Hiicrelerinin Temel Ozellikleri (Hanahan ve ark., 2011)

2.2. Glioma

Gliomalar, glial hiicreleri tarafindan iiretilen Merkezi Sinir Sistemi (MSS) tiimérleri
olarak tanimlanmaktadir (Uddin ve ark., 2022). Beyin ve omurilikte en sik goriilen
primer tiimorlerdir. DSO glioma tiimorlerini; tiimdr genigligi, mitotik aktivite,
proliferatik aktivite, nekroz ve genetik degisiklik parametrelerine gore dort evreye
ayirmistir  (Alifieris ve Trafalis 2015). Anaplastik astrositom, anaplastik
oligodendroglioma, anaplastik oligoastrositom ve anaplastik ependimomlar gibi evre
III glial tiimoérlerin yan1 sira glioblastoma multiforme ise evre IV~ olarak
tanimlanmustir (Sekil 2) (Ostrom ve ark., 2015; Sonoda 2020). Diisiik dereceli
gliomalar tipik olarak cerrahi rezeksiyonu mimkiin kilarken , glioblastoma
multiforme gibi daha yliksek dereceli gliomalar agresiftir ve tamamen yok edilmeleri

neredeyse imkansizdir (Tilak ve ark., 2021).
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Sekil 2. DSO Smiflandirmasi ve Glioma Alt Tipleri (Tilak ve ark., 2021)

2.3. Glioblastoma Multiforme (GBM)

Glioblastoma Multiforme (GBM), yetiskinlerde en sik goriilen yiiksek insidansa
sahip beyin timoridiir. GBM diger beyin tiimorleri ile karsilagtirildiginda en agresif
olanidir (Yasaswi ve ark., 2021). Tim primer beyin tiimorlerinin %350'sinden
fazlasini, tiim intrakraniyal neoplazmalarin ~%20'sini olusturan en yaygimn beyin
tiimoriidiir (Bryukhovetskiy ve ark., 2016). Diinya Saglk Orgiiti GBM'yi malign,
mitotik olarak aktif ve nekroza yatkin olarak karakterize edilen dordiincii (1V) derece
bir kanser olarak smiflandirmaktadir (Carlsson ve ark., 2014). GBM’in ortalama
baglangi¢ yasinin yiiksek olmasi, tiimoriin konumu ve tedavi stratejilerinin yetersiz
olmasindan dolay1 teshis edildikten sonra ortalama sagkalim siiresi 15 aydir

(Vitovcova ve ark., 2020; Dymova ve ark., 2021).



2.3.1. Glioblastoma Multiforma Epidemiyolojisi

Merkezi sinir sistemi kanserlerinin goriilme siklig1 yaklasik %1,7°dir. Bu yiizde diger
kanser tiirlerine gore daha az olmasia ragmen, GBM 06liim oran1 en yiiksek olan
kanser tiirlerinden biridir (ortalama sagkalim 15 ay). Giinimiizde GBM, MSS'deki
tim kanser tiirlerinin %14,5'ini ve malign MSS tiimorlerinin  %48,6's1n1
olusturmaktadir (Kaynar ve ark., 2021). Yas ile birlikte GBM goriillme orani
artmaktadir. Ortalama goriilme yas1 64’°tiir ve erkeklerde daha sik izlenir (Truitt ve
ark., 2019). GBM’in mortalite ve morbidite oran1 yas ve cinsiyete gore degismekle
birlikte oldukga yiiksektir (Ostrom ve ark., 2019).

2.3.2. Glioblastoma Multiforme Siniflandirilmasi

Glioblastomalar tanim geregi yaygin astrositik gliomalardir ve IDHI1 veya IDH2
genlerinde mutasyon yoktur, ayn1 zamanda IDH-vahsi tip olarak da bilinirler. Diinya
Saghk Orgiitii 2021 yili siiflandirmasinda glioblastoma igin temel tani kriterleri
belirlemistir. Ayrica histolojik olarak nekroz veya mikrovaskiiler proliferasyon veya
asagidaki ti¢ molekiiler 6zellikten birinin olmasi1 gerekir: TERT promoter mutasyonu;
EGFR amplifikasyonu; ve kombine kromozom 7 ve kromozom 10 degisikligidir
(Park ve ark., 2023).

Bu nedenle, astrositom, IDH-mutant ve glioblastoma IDH-vahsi tip arasindaki
biyolojik olarak farkli davranis nedeniyle artik astrositom, IDH-mutant evre 4 olarak
yeniden smiflandirilmis ve IDH-mutant glioblastoma artik siniflandirmada yer

almamaktadir.

Nekroz veya mikrovaskiiler proliferasyonu olmayan histolojik evre 2-3 IDH-yabani
tip yaygin gliomalar i¢in, TERT promotdr mutasyonu tespiti ve EGFR mutasyon
tespiti yapilmalidir. Bu molekiiler belirteclerden bir veya daha fazlasinin varligi,
nekroz veya mikrovaskiiler proliferasyon olmasa bile evre 4 IDH yabani tip

glioblastoma tanisina yol agmaktadir (Singer ve ark., 2021; Park ve ark., 2023).
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Sekil 3. Gliomalarin Siniflandirilmasi ( Park ve ark., 2023)

2.3.3. Glioblastoma Multiformanin Genetik Ozellikleri

GBM genetik olarak olduk¢a karmasik bir yapiya sahiptir. Hastaligin “multiforme”
olarak adlandiriimasinin nedeni ayni hiicre dokusundaki genetik yapinin farkliligi ve
farkli hastalara ait timor 6rneklerinde genetik yapinin farkli olmasidir (Zhang ve

ark., 2020).

GBM’ler, birbirinden farkli genetik mutasyonlarin tiimorii tetiklemesi ile olusur.
Genetik parametrelerin degerlendirilmesi sonucu primer ve sekonder glioblastoma

olmak iizere iki gruba ayrilmistir (Silantyev ve ark., 2019).

Primer ve sekonder glioblastomalarda en ¢ok meydana gelen genetik degisiklikler;
timor baskilayict protein 53 (TP53), siklin bagimli kinaz 4/6 (CDK), pl6"™,
Fosfataz ve tensin homologu (PTEN), Epidermal biiyiime faktorii reseptorii (EGFR)
ve O6-metil-guanin—-DNA-metiltransferaz (MGMT) genlerindeki mutasyonlardir.
Bunlarin diginda kromozom 10 delesyonu, murin double minute 2 (MDM2)

amplifikasyonu da saptanmistir (Sekil 4) (Kalkan ve Atli, 2014).
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Sekil 4. Glioblastomalarda Molekiiler Degisim (Kalkan ve Atli, 2014)

2.4. izositrat Dehidrojenaz (IDH)

IDH enzimleri, alfa-ketoglutarat (a-KG) olusturmak iizere izositratin oksidatif
dekarboksilasyonunu katalize eder ve Nikotinamid Adenin Diniikleotit Fosfat
(NADP +)' 1 kofaktor olarak kullanir (Alshiekh ve Fuente, 2023).

Ug formu bulunan IDH enzimleri; Krebs dongiisii, glutamin metabolizmasi,
lipogenez ve redoks regiilasyonu gibi bir¢ok ana metabolik tepkimede gorev alan
enzimlerdir. IDH1 ve IDH2 proteinleri yiiksek derecede dizi benzerligine sahiptir ve
farkli genler tarafindan kodlanir. IDHI sitoplazma ve peroksizomlarda bulunurken,

IDH2 ve IDH3 mitokondriyal matriste bulunmaktadir (Han ve ark., 2020).

IDH1 ve IDH2; 2 aktif bolge igeren, 14 alfa sarmal ve 18 beta tabakadan olusan
homodimerik enzimlerdir. IDH alt birimleri biiyiik bir alan, kii¢lik alan ve bir toka
alanindan olusur ve IDH2 ek bir mitokondriyal hedefleme dizisi igerir (Sekil 5)
(Waitkus ve ark., 2016).
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Sekil 5. IDH1 ve IDH2 Proteni Yapis1 (Waiktus ve ark., 2016)

2.4.1. izositrat Dehidrojenaz Enziminin Rolii

IDH enzimi krebs dongiisii i¢erisinde izositratin a-KG oksidatif dekarboksilasyonunu
katalize eder ve NADP+' nin indirgenmis nikotinamid adenin diniikleotid fosfat
(NADPH)'ye indirgenmesinde 6nemli bir rol oynar (Huang ve ark., 2019). IDH3 ise
NADP+ yerine nikotinamid adenin diniikleotidi (NAD+)’1 kofaktor olarak kullanarak
izositratin a-KG'ye dontisiimii diizenler (Sekil 6) (Ohba ve Hirose, 2016).
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Sekil 6. IDH Enzimlerinin Rolii (Ohba ve Hirose, 2016)

IDH geninin aktif bolgesinde tek bir amino asit degisikligi ile olusan mutasyon
sentezlenen Uriiniin degismesine neden olmaktadir. Bu mutasyonlar cogunlukla
IDH1’de arjinin 132 (R132) ve IDH2 arjinin 172’de meydana gelmektedir. IDH geni
mutasyon sonucunda o-KG yerine yiiksek diizeyde 2-hidroksiglutarik asit (2-HG)
olusumuna sebep olacaktir (Sekil 7)(Clark ve ark., 2016).
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Sekil 7. IDH-mutant Enzimlerinin islevi (Huang ve ark., 2019)

2.4.2. Izositrat Dehidrojenaz Enziminin Kanser’deki Islevi

Kanser hiicrelerinde anormal metabolizma yaygindir. Bu anormallik metabolik
enzimleri kodlayan genlerdeki mutasyonlarla iligkilidir. Metabolik siireclerde etkili
genlerden bir tanesi de IDH genidir. IDH geni, kanserde en sik tanimlanan
mutasyona ugramis metabolik gendir; IDH1 ve IDH2 mutasyonlar1 aktif bolge
degisikliklerine neden olur. Bu mutasyonlar, onkogenleri aktive ederek veya tiimor
baskilayici genleri baskilayarak hiicreleri neoplaziye yatkin hale getirebilir.
Ozellikle metabolik genlerdeki genetik mutasyonlar nedeniyle, onkometabolitlerin
asir1 birikimi, kanserin gelismesine ve ilerlemesine katkida bulunur (Wu ve ark.,

2018).

IDH gen mutasyonlart ilk kez kolerektal kanser vakasinda tanimlanmistir. IDH
geninde aktif bolge mutasyonlarinin ortak islevi, a-KG'nin 2-HG’ye doniisiimiinii

katalize eden neomorfik bir enzim aktivitesidir (Waitkus ve ark., 2018).
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2-HG onkometaboliti, histon ve Deoksiriboz niikleik asit (DNA) demetilasyonu ve
hipoksiye adaptasyon gibi bircok hiicresel siirece katilan c¢esitli a-KG'ye bagiml
hidroksilazlarin  aktivitesini inhibe edebilir. Bunlarin inhibisyonu hiicre
metabolizmasinda, redoks homeostazisinde, hiicrelerin epigenetik durumunda
degisikliklere ve hiicresel farklilasmanin bozulmasina yol agar (Chen ve ark., 2016;
Ni ve ark., 2022).

Mutasyonlu IDH genleri, kanserli hiicrelerde 2-HG’nin birikmesine ve normal
farklilasma siireclerini baskilayarak maling transformasyona izin vermektedir
(Waitkus ve ark., 2016). Bu sayede kanser hiicrelerinin gelisimine ve invazivlik

kazanmasina katkida bulunmaktadir.
2.5. Glioblastoma Multiforme’nin Tedavi Stratejileri

GBM, tedavisi olduk¢a zor olan kanserlerden biridir. Giiniimiizde bir ¢ok terapotik
tedavi stratejileri gelistirilmis olsa da, GBM hastalarinin prognozu yiiksektir.
Cerrahi, radyoterapi ve adjuvan kemoterapi gibi etkin tedavilerin varligina ragmen

glioblastoma hastalarinin ortalama yasam siiresi 15 aydir.
2.5.1. Cerrahi

Cerrahi, norolojik fonksiyonu korurken miimkiin olan en fazla miktarda kanserli
dokunun ¢ikarilmasini amaglamaktadir. Cerrahi genel olarak briit total rezeksiyon ve
timoriin - tamamen ¢ikarilmast saglanamadiginda subtotal rezeksiyon olarak
siiflandirilir.  Rezeksiyon yapilan hastalarin  sagkalim siireleri rezeksiyon
yapilmayan hastalar ile kiyaslandiginda énemli dl¢lide artis gozlenmistir. Ancak tek
basina cerrahi tedavi yetersiz kalmakta ameliyat sonrasi radyoterapi ve kemoterapi

tedavisi gerceklestirilmelidir (Batash ve ark., 2017; Pour ve ark., 2023).
2.5.2. Radyoterapi

Radyasyon tedavisi, DNA ¢ift zinciri {izerinde hasar meydana getirerek hiicrelerin
apoptoza gitmesini saglayan bir tedavi yontemidir. Radyoterapi, uzun yillar boyunca
gbm igin standart bir tedavi yaklasimi olmustur ve hala cerrahi ile birlikte GBM
tedavisinde uygulanmaya devam edilmektedir (Batash ve ark., 2017). Geleneksel
radyoterapi, foton 1smnlart kullanilarak iletilen 180-200 cGy'lik standart doz
fraksiyonu boyutuna dayanmaktadir. GBM’in mevcut standart bakim tedavisi,
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ameliyat sonrast Temozolomid ve Radyoterapi'nin es zamanli kullanimini
icermektedir. Yasli ve durumu kotii olan hastalarda, modifiye edilmis radyoterapi
kullanilmis daha az yan etki ve daha az tedavi yiikii elde edilmistir (Pour ve ark.,
2023).

Foton radyasyonu ile kontrolii iyilestirmeye yonelik doz yiikseltme girisimleri, ek bir
sagkalim faydasi olmaksizin doku hasarinin artmasina neden olmustur. Sonug olarak
radyoterapi bir tedavi segenegi olarak devam etmektedir ancak klinik agidan

hiicreler radyasyon direnci gostermektedirler (Liu ve ark., 2020).
2.5.3. Kemoterapi

Cerrahi esnasinda timor hiicrelerinin tamaminin alinamamasi, primer GBM
vakalarinda cerrahi sonrasi kemoterapi tedavisi uygulanmaktadir. Kemoterapi
gliomalarda hayatta kalmay1 radyoterapiye gore %10 oraninda arttirdig1 gozlenmistir.
Bu nedenle kemoterapi GBM’in tedavi basarisinin artmasinda énemli bir stratejidir
(Shergalis ve ark., 2018).

Beyin tiimorlerinde, kemoterapatik tedavi stratejilerinde karsilasilan en 6nemli sorun
kan beyin bariyeridir (KBB). KBB, kemoterapotiklerin dokuya ulagmasini
engellediginden KBB’yi asan ajanlarin tercih edilmesi gerekmektedir (Alifieris ve
Trafalis, 2015).

GBM tedavisinde en sik kullanilan kemoterapdtikler alkilasyon ajanlaridir.
Alkilasyon ajanlarinin kanser tedavisinde kullanilmasinin yani sira, 6zellikle GBM
tedavisinde uygulandigi bilinmektedir. Son donemde gbm hastalarin biiyiik bir
kisminda alkilasyon ajani olarak temozolomid kullanilmaktadir (Alifieris ve Trafalis,
2015).

2.6. Temozolomid (TMZ)

DNA alkilleyici ajanlar, antikanser ilaglarin en eski sinifidir. Beyin tiimérleri dahil
bircok kanser tiirlinde aktif olarak kullanilmakta ve Onemini korumaktadir.
Alkilleyici ajanlar, niikleik asit tizerine eklemeler yaparak DNA'ya zarar verir. Beyin
timorleri tedavisinde kullanilan ve etkili olan terapotik madde TMZ'dir (Jiapaer ve
ark., 2018).

12



TMZ (ticari adi Temodar veya Temodal), 1980'li yillarda gelistirilen imidazotetrazin
smifinda yer alan, ikinci nesil alkilleyici kemoterapétik ajandir (Abbaszade ve ark.,
2021). Kigiik bir lipofilik molekiil olan TMZ, KBB’ye niifuz edebilir ve bu nedenle
MSS aktivitesine sahip birkag¢ ilagtan biridir (Ortiz ve ark., 2021). TMZ, G2/M'de
hiicre dongiisii durmasini indiikledigi ve sonunda apoptoza yol agtig1 bilinen bir

DNA alkilleyici ajandir (Lee S, 2016).
2.6.1. Temozolomid Etki Mekanizmasi

TMZ, 194.154 g/mol gibi diistik bir molekiiler agirliga, lipofilik bir karaktere sahiptir
ve gii¢lii bir alkilleyici ajan olarak gorev yapar. Kimyasal adi 3,4-dihidro-3-metil-4-
oksoimidazol olan TMZ, aktif metabolit 5-(3-metil-1-triazen-1-il)imidazol- {iretmek

icin kendiliginden hidrolize ugrar (Ortiz ve ark., 2021).

Asidik pH'da (< 5) stabildir, ancak notr ve alkalin pH (>7) degerlerinde hizla aktif 5-
(3-metiltriazen-1-il) imidazol-4-karboksamide (MTIC) ara {iriine hidrolize olur.
MTIC ayrica 5-amino-imidazol-4-karboksamide (AIC) ve metilhidrazine hidrolize
edilir. TMZ'nin sitotoksisitesine , genomik DNA'daki guaninler iizerindeki N7 ve O6
bolgelerine ve adeninler iizerindeki O3 bdlgesine metil gruplarinin eklenmesi aracilik
eder (Sekil 8). Guanin iizerindeki O6 bdlgesinin alkilasyonu, daha sonraki DNA
replikasyonu sirasinda metilguaninin  karsisindaki sitozin yerine bir timin

eklenmesine yol agar ve bu, hiicre 6liimiiyle sonuglanabilir (Lee S., 2016).

o ? MGMT/APNG/BER

Mz MMR

N3-methyladenine
N7-methylguanine
Of-methylguanine

Cell death
(TMZ sensitive)

Nucleic
acid

MGMT/APNG/BER

MMR

Non-cytotoxic (TMZ resistant)

Alkylpurine-DNA-N-glycosylase (APNG), Base excision repair (BER)
DNA mismatch repair (MMR), O°-methylguanine-DNA methyltransferase (MGMT)

Sekil 8. Temozolomid ve Temozolomid mekanizmas1 (Jiapaer ve ark., 2018)
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2.6.2. Temozolomid’in Sitotoksik Etkisine Diren¢

Mevcut standart TMZ tedavisi hastanin ameliyat sonrasi hayatta kalma siiresini
uzatabilir ancak ¢ogu vaka sonunda TMZ'ye direng gosterir. TMZ tarafindan iiretilen
O6-metilguanin ,  O6-metilguanin-DNA metiltransferaz (MGMT) tarafindan
onarilir. MGMT’nin yani sira Yyanlis eslesme tamiri (MMR) ve baz eksizyon
onarimida (BER) TMZ direncine katkida bulunur (Sekil 9) (Jiapaer ve ark., 2018).
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Sekil 9. Temozolomid Diren¢ Mekanizmalar1 (Jiapaer ve ark., 2018)

2.6.2.1. O6 -metilguanin-DNA metiltransferaz (MGMT)

MGMT, O6- metilguanin igindeki metil grubunu c¢ikararak TMZ tarafindan
olusturulan sitotoksik lezyonu dogrudan onaran ve TMZ'nin neden oldugu Sliimciil
DNA hasarmin gegersiz olmasina yol acan DNA onarim enzimidir. Bu nedenle, O6-
MeG'nin etkili onarimimi saglamak icin MGMT'nin siirekli olarak yenilenmesi

gerekir (Ortiz ve ark., 2021).

MGMT proteinini kodlayan gen, kromozom 10 iizerinde yer alir. MGMT
ekspresyon seviyeleri, sistein-fosfat-guanin (CpG) gen adasindaki promoter
bolgesinin metilasyon durumuyla dogrudan iligkilidir. Bu gen, promotdriinii

olusturan 25 CpG adasinin metilasyonuyla epigenetik olarak diizenlenir. MGMT
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promotoriiniin CpG bolgeleri metillenmediginde, polimeraz proteine baglanabilir ve

proteinin ekspresyonunu indiikleyebilir (Tomar ve ark., 2021).

MGMT proteini, TMZ kaynakli DNA hasarina kars1 koyan bir onarim mekanizmasi
olusturdugundan, MGMT ekspresyonunun seviyesi dogrudan kemoterapideki TMZ
direnciyle iligkilidir.

2.6.2.2. Yanhs Eslesme Tamiri (MMR)

DNA sentezi siirecinde olusan niikleotid baz uyumsuzluklarini diizelten bir sistemdir.
TMZ tedavisiyle indiiklenen 06-metilguanin (06-MeG), DNA replikasyonu sirasinda
timin ile yanlig eslesme yapar. MMR sistemi yanlis eslestirilmis O6-MeG/T'yi tanir
ve yeni sentezlenen ipligi keserek ana ipligi O6 - MeG'ye zarar vermeden birakir. Bu
anlamsiz dongiiler tekrarlanarak hiicre dongiisiiniin durmasina ve apoptoza yol acar

(Jiapaer ve ark., 2018).

MMR fonksiyonunun kaybi, TMZ'nin neden oldugu yanlis eslestirmeye yanit vermez
ve TMZ'nin sitotoksik etkilerine kars1 direncle iliskilendirilebilir. MMR yetenegi,
melanosit uyarict hormon 2 ( MSH2 ), mutL. homolog 1 ( MLH1 ) ve mayoz sonrasi
segregasyonla artan Saccharomyces cerevisiae 2 ( PMS2 ) gibi MMR genlerinin
mutasyonu nedeniyle bozulur. MMR genlerindeki mutasyonlarin birincil GBM'de
nadir oldugunu, bu genlerin ise TMZ kaynakli mutasyonlara karsi savunmasiz
oldugunu, boylece tiimor hiicrelerinin MMR yolunun bozulmasi nedeniyle TMZ'ye
direng gelistirdikleri belirlenmistir (Lee S., 2016; Jiapaer ve ark., 2018; Tomar ve
ark., 2021).

2.6.2.3. Baz Eksizyon Onarimi (BER)

Baz eksizyon onarimi oksitleyici bir madde, iyonlastirici radyasyon veya alkilleyici
maddeler tarafindan indiiklenen DNA hasarinin onariminda rol oynar. Bu sistem,
DNA glikosilaz, endoniikleaz, polimeraz ve DNA ligazinin ¢oklu kataliz
reaksiyonlarindan olusur. N7 -guanin ve N3 — adeninin gibi TMZ'nin neden oldugu
metilasyonu BER tarafindan hizla onarilir, bdylece GBM'in hayatta kalmasini
destekler (Tomar ve ark., 2021).
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BER'in bir veya daha fazla bileseni mutasyona ugradiginda, BER'in DNA hasarin
onarma yeteneginde eksiklik ortaya ¢ikar ve TMZ'nin GBM'ye kars1 sitotoksisitesine
katkida bulunur.

BER bilesenleri arasinda poli (ADP-riboz) polimeraz-1 (PARP-1) ¢ift etkili 6nemli
bir enzim olarak bilinmektedir. PARP-1'in inhibisyonu, hiicrelerde kirtk DNA'nin
birikmesine yol agarak hiicre Oliimiiyle sonuglanir. DNA hasariyla olusturulan
PARP-1 hiper-aktivasyonu, NAD+ ve adenozin trifosfatin (ATP) tilkenmesine ve
ardindan hiicre 6liimiine yol acar. Boylece BER aktivitesinin diizenlenmesi TMZ

direncli GBM'nin tedavisine katki saglamaktadir (Ortiz ve ark., 2021).
2.7. GBM’de Ila¢ Direncliligi

ATP baglama kaseti (ABC) tasiyicilari, birgok substrati aktif olarak tasiyan A-G
olarak adlandirilan yedi gen alt ailesine siniflandirilan 49 proteinden olusan bir
ailedir. P-glikoprotein (ABCB1), ¢oklu ilaca direngli protein 1 (ABCC1), meme
kanserine direngli protein (ABCG2) ve ¢oklu ilaca direngli protein 10 (ABCC10)

gibi 6nemli tasiyicilart igermektedir (Vasan ve ark., 2020).

Insanda tanimlanan ilk ABC tasiyicist ABCB1°dir. ABCB1'in asir1 ekspresyonu, ¢ok
cesitli kemoterapdtik ilaglara karsi dirence katkida bulunur. ABCCI1 ayrica ¢ok
cesitli antikanser ilaclarina kars1 da dirence yol agar ve kapsamli kanitlar, kanser
hiicrelerinin  mitoksantron, sakinavir, epipodofilotoksinler ve antrasiklinlere
direncinin ABCCI1 tarafindan aracilik ettigini gostermektedir. ABCG2 tastyicisi
oncelikle meme kanseri, kolon kanseri, mide kanseri, kiigiik hiicreli akciger kanseri

ve yumurtalik kanserinde eksprese edilir (Li ve ark., 2017).

Bu proteinler, hiicreleri hiicre i¢i ilag konsantrasyonunun neden oldugu oliimden
koruduklarindan, ayn1 zamanda ilacin biyoyararlanimini, hiicre i¢i konsantrasyonunu
ve kan-beyin bariyerinden gegisini azaltarak ilacin etkinligini azaltarak etki
gostermektedirler (Bukowski ve ark., 2020).

GBM’de ise ABCB1, ABCC1 ve ABCG2 gibi birgok tasiyici proteinin ekspresyonun
yiikksek oldugu ve bu proteinlerin ila¢ direncliligi ile iligskili oldugu yapilan
calismalarla gosterilmistir (Roy ve ark., 2022). Fakat etki mekanizmalari tam

anlamiyla anlagilamamustir.
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ABC tastyicilari, ¢oklu ilag direnci'nin gelistirilmesindeki en 6nemli faktor olarak
kabul edilmektedir. Hiicrelerdeki antikanser ilaglarinin konsantrasyonunu arttirmak
icin ABC tasiyicilarini bloke etmek veya etkisiz hale getirmek amaciyla tedaviler

gelistirilmeye devam etmektedir.

Bu diren¢ mekanizmalarindan dolayt GBM hiicreleri TMZ'ye kars1 direng
olusturmaktadir ve tmz'nin etkinligini kisitlanmaktadir. TMZ'nin glioblastomlarin
tedavisinde etkinligini arttirmak ve glioblastom hiicrelerini t'ye duyarl hale getirmek
icin farkli tedavi stratejilerine ve yeni terapotiklerin gelistirilmesine ihtiyag

duyulmaktadir.
2.8. MikroRNA (miRNA)

miRNA’lar, transkripsiyon sonrast hedef mRNA’larin gen ekspresyonunu
diizenleyen, 18-24 niikleotid uzunlugunda, kodlamayan kiiciik tek iplik¢ikli RNA
molekiilleridir (Lin ve Gregory, 2015; Correia ve ark., 2019). 1993 yilinda
C.elegans’da yapilan ¢aligmalar neticesinde gen ekspresyonun etkin transkripsiyonel
diizenleyicisi olarak lin4 ve let7 miRNA’lar1 kesfedilmistir (Budakoti ve ark., 2021).

Transkripsiyon sonrast gen ekspresyonunun diizenlenmesinde rol alirlar. Hedefi olan
mRNA’larin 3’-kodlanmayan boélgelerine (3’-UTR) komplementer olarak baglanan
miRNA’lar translasyonu baskilarlar (Yao ve ark., 2019). miRNA’larin gelisim,
farklilagsma, hiicre dongiisli, cogalma ve apoptoz gibi farkli biyolojik siireclerde
gorev aldigr bilinmektedir. miRNA’lar bu stireclerde homeostazisi saglama agisindan

son derece dnemlidir (Conti ve ark., 2020).

Hedefledikleri genler kendi baz dizileriyle eslesen genlerdir. Baz eslesme 6zelligi
sayesinde miRNA hedef mRNA’ya baglanir. Bu da ya mRNA’nin yikilmasina ya da
protein translasyonunun engellenmesine neden olur (Loh ve ark., 2019).

Ayrica, miRNA’lar bir cok mMRNA’ya baglanir veya tek bir mRNA birden fazla
miRNA tarafindan diizenlenebilir (Stavast ve Erkeland, 2019). Yapilan ¢alismalara
gore, miRNA'lar insan genlerinin biiyik bir kismin1 diizenledigi ve anjiyogenez
(Hamam ve ark., 2017), metastaz gibi siireglerde de temel diizenleyici olarak gorev

yaptig1 bildirilmistir (Goradel ve ark., 2019).
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2.8.1. miRNA Biyogenezi

miRNA'lar, spesifik etkilesimleri sayesinde farkli dokularda ve gelisim asamalarinda
gen ekspresyonunun anahtar transkripsiyon diizenleyicileri olarak rol oynamaktadir

(Conti ve ark., 2020).

Giliniimiize kadar tanimlanmis miRNA’lar ya intragenik ya da intergeniktir.
Intragenik kisim intron ya da ekzon tarafindan diizenlenirken, intragenik kisim kendi
promotorleri tarafindan diizenlenir ve konak¢i genden bagimsiz olarak kopyalanir

(Westholm ve Lai, 2011).

Cekirdekte baslayan miRNA biyogenezi, ilk olarak RNA polimeraz II veya RNA
polimeraz III miRNA'nin pri-miRNA’ya transkripsiyonunu gerceklestirir (Ha ve
Kim, 2014). Drosha ve onun yardimci faktorii bir RNA baglayict protein olan
DGCR8 (DiGeorge Sendromu Kritik Bolge 8)'den olusan kompleks pri-miRNA’y1
tanir ve pri-miRNA'y1 parcalayarak yaklasik 70-100 niikleotid uzunulugunda sag
tokas1 benzeeri bir yap1 olan pre-miRNA'ya doniistiirtir. Olusturulan pre-miRNA’nin
3’ uucunda bulunan 2 niikleotitlik ¢cikinti Exportin-5 tarafindan taninir. Exportin-5,
pre-miRNA’nin stabilitesini saglayarak ¢ekirdekten sitoplazmaya ¢ikmasini saglar.
Exportin-5, Ran-GTP ve pre-miRNA ile {iglii bir kompleks yap1 olusturur. Bu olusan
ticlii kompleksin konformasyonu Ran-GTP'nin Ran-GDP'ye hidrolizi ile degisir.
Degisen konformasyon sonucu pre-miRNA sitoplazma igine serbest hale gelir.
Sitoplazmaya taginan pre-miRNA’nin olgunlagsmasi DICER olarak bilinen RNaz III
enzimi tarafindan gergeklesir. Cift iplik halinde bulunan 18-24 niikleotid
uzunulugunda miRNA dupleksi olusturulur. Olusturulan bir  iplik degrede
olmaktadir. Diger iplik ise argonaut (Ago 1-4) proteinleriyle birleserek RNA
iduced-silencing complex (RISC) ile kompleks olusturmaktadir. RISC miRNA ve
mRNA’nin eslesmesini saglayarak mRNA"nin ya translasyonunun engellenmesine

ya da yikilmasina sebep olur (Sekil 10) (Rani ve Sengar 2022; Salim ve ark., 2022).
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Sekil 10. miRNA Biyogenezi (Séonmez C., 2020)

2.8.2. miRNA ve Kanser

Kanserle iligkili miRNA’lar hedef aldiklar1t mRNA’lara bagli olarak onkogenik

miRNA’lar veya tiimor slipressor miRNA’lar olarak 2 gruba ayrilmaktadir.

Onkogenik mMIiRNAmin kanser hiicrelerinde yiiksek seviyede ekspresyonu,
miRNA’lar hedefindeki mRNA'lara dogrudan baglanip tiimor baskilayicit genlerin
ekspresyonunu baskilamasi1 ve kanser hiicrelerinin biiylimesine, hareketliligine ve

metastazina yol agar. Bu da tiimériin ilerlemesine katkida bulunur (Inoue ve Inazawa,
2021).

Tiimor stipressor miRNA’larin yiiksek ekspresyonu ise hiicre biiylimesini, apoptozu,
immiin sistemi ve diger kanserlerle iliskili olaylari diizenleyerek tiimor olusumunu

engellemektedir.

Kanserle iligkili miRNA’lar, dokularda farkli bir yanmit olusturabilir, bdylece
miRNA’lar kanserlerde onkogenik veya tiimor baskilayict rollerde etki
olusturabilmektedir. Onkogenik ve tiimor baskilayict miRNA’larin susturulmasi veya
aktiflestirilmesi, kanser hiicresinin ¢ogalmasini, timor biliylimesini, metastaz
olusumunu ve hiicrenin hayatta kalmasi gibi olaylarin diizenlenmesinde rol

oynamaktadir (Oliveto ve ark., 2017; Fridrichova ve ark., 2019).
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2.8.3. miR-484

Kanser hiicrelerinde bir¢ok farkli miRNA tanimlanmistir. Bu miRNA’larin kanserde
proliferasyon, invazyon, metastaz, apoptoz ve ila¢ direngliligi gibi bir¢ok biyolojik
stireci  diizenledigi bilinmektedir. Bazi kanser hiicrelerinde bu yolaklarin

diizenlenmesinde rol alan miRNA’lardan bir tanesi de miR-484’tur.

22 niikleotidden olusan miR-484 insanlarda 6.kromozom iizerinde lokalizedir ve

bir¢cok kanserde rol oynadigi bilinmektedir (Jia ve ark., 2022).

Bazi kanserlerde miR-484 yliksek oranda eksprese edilerek onkogenik rol oynadigi,
buna karsilik bazi kanserlerde ise diisiik eksprese edilerek tiimor baskilayici olarak

gorev yaptig1 gosterilmistir (Li ve ark., 2017; Zare ve ark., 2018).

Ornegin, meme kanser hiicrelerinde miR-484’iin asir1 eksprese edildigi, hiicre
proliferasyonu arttirdigir ve onkogenik miRNA olarak etki gosterdigib belirlenmistir
(Zearo ve ark., 2014). Benzer bir ¢alismada akciger kanserinin ilerlemesinde miR-
484’lin ekspresyonunun artmasi apoptozu engelleyerek tiimor proliferasyona katki
sagladig1 ve onkogenik miRNA olarak gorev yaptigi belirlenmistir (Li ve ark., 2017).
Hepatoseliiler karsinom, renal karsinom, yumurtalik kanseri ve kolon kanseri gibi bir
cok kanser tiirlinde miR-484“lin onkogenik olarak davrandigi ve hasta prognozuyla
korelasyon gosterdigi literatiirde bildirilmistir (Merhautova ve ark., 2015; Wang ve
ark., 2019).

Bu calismalarin tam tersi olarak gastrik ve kolerektal kanserlerde miR-484’{in
ifadesinin diisik seviyede oldugu ve timor baskilayici olarak davrandigi
gosterilmistir (Zare ve ark., 2018). Farkli bir ¢alismada ise servikal kanser
hiicrelerinde miR-484’{in asir1 ekspresyonunun, hiicre proliferasyonunu, metastazi,
istilasin1 ve epitelyal-mezenkimal gecis (EMT)'1 6nemli 6lgiide inhibe ettigi ve timor

supressor olarak gorev yaptigi rapor edilmistir (Hu ve ark., 2021).

Dolayisiyla miR-484’iin kanserlerdeki rolii tam olarak belirlenmemis ve yapilan

caligmalarin bulgular roliiniin belirlenmesi i¢in yeterli degildir.

GBM’lerde farkli miRNA’larin invazyon, metastaz ve ilag direngliligi gibi hiicresel
aktivitelerin diizenlenmesinde gorev yaptig1 tanimlanmistir. Ancak miR-484’{in rolii

GBM’lerde heniiz belirlenmemistir.
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3. GEREC VE YONTEM

Sunulan tez calismasi; ERU Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi (BAP) TYL-2022-
11870 nolu proje tarafindan desteklenmis olup, tiim deneyler Betiil Ziya Eren Genom
ve Kok Hiicre Merkezi (GENKOK) Genom Laboratuvarinda gergeklestirildi.

3.1. GERECLER

3.1.1. Calismada Kullanilan Cihazlar

Tablo 1.Calismada Kullanilan Cihazlar

KULLANILAN CiHAZ MARKASI
Laminar Akim Kabini Clean Air, Esco Airstream, Class Il
CO,’li Inkiibator Panasonic, MCO-19 A/C (UV)
Sogutmali Santrifiij Beckman Counter
Hassas Terazi Sonyo
Su Banyosu Sonyo
Calkalayici Heidolph
Derin Dondurucu Ugur
Buzdolab1 +4°C Siemens
Invert Mikroskop Leica
Otoklav Alp, CL-40M
Pipet Tabancasi Gilson
Mikropipet Seti Gilson
Vorteks Heidolph
Invert Mikroskop Nicon TlI
Elisa-Reader Algilama Sistemi Promega
Thoma Lami Neubauer




3.1.2. Cahismada Kullanilan Sarf Malzemeler

Tablo 2. Calismada Kullanilan Sarf Malzemeler

SARF MALZEME

KULLANIM AMACI

DMEM/F-12 Besiyeri, Bl

Besiyeri Hazirlanmasi

Fetal Bovine Serum(FBS), Gibco

Besiyeri Hazirlanmasi

L-Glutamine, Bl

Besiyeri Hazirlanmasi

Penisilin-Streptomisin, Bl

Besiyeri Hazirlanmasi

Tripsin-EDTA(%0,05), Bl

Hiicre Pasajlanmasi

Serolojik Piper 5, 10, 20 ml Greiner Bio-one

Hiicre Kiiltiir Caligmalari

Steril 6, 24, 96 Kuyucuklu Plaklar, Greiner

Deneysel Caligsmalar

Pipet Uglar1 (0,5-10, 10-100, 200-1000ul),
Greiner

Hiicre Kiiltiir Caligmalari

25cm2 ve 75cm2 Hiicre Kiiltiir Kaplari,
Greiner

Hiicre Cogaltilmasi

Steril Cryo Tiip, Isolab

Hiicrelerin Dondurulmasi

Fosfat Buffer Saline (PBS), Biochrom

Hiicre Kiiltiir Caligmalari

Dimetilsiilfoksit (DMSO), Merck

Hiicre Dondurulmasi

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

Hiicre Kiiltiir Caligmalart

Mutlak Etanol ve %70 Etanol

Hiicre Kiiltiir Calismalari

mMiRNA mimik (hsa-miR-484 cat: 4464066),
ThermoFisher

U87-mutant ve mutant olmayan
GBM hiicrelerinde miR-484’{in
ekspresyonunu indiiklemek i¢in

Hyperfect Transfeksiyon Ajani, Qiagen

miRNA"in hiicre igine
transfeksiyonu

MTS Reagent Powder, Promega

Hiicre Canlilik Testi

Phenazine Methosulfate (PMS), Sigma-
Aldrich

Hiicre Canlilik Testi

Kristal Viyole (violet) Cozeltisi (%10), Sigma

Hiicre Boyamasi

Temozolomid, Sigma-Aldrich

Hiicre Kiltiri

Annexin V Apoptoz Kiti

Apoptoz Analizi i¢in

3.2. YONTEM

3.2.1.Kullanilan Hiicre Hatlar

Calismamizda agresif GBM hiicre hatt1 olan insan kokenli U-87(mutant olmayan)
(ATCC® HTB-14™) ve U87 IDH1-mutant (ATCC® HTB-141G) hiicre hatlari
kullanildi. Hiicre hatlari ticari olarak ATCC (American Type Culture Collection)

firmasindan satin alind.
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3.2.2. Hiicre Kiiltiirii

Calismamizda kullanilan hiicreler steril sartlar altinda uygun biiylime besiyeri
(medya) kullanilarak %5 CO; igeren 37°C inkiibatorde inkiibasyona birakilarak
cogalmast saglandi, sonra pasajlama islemleri yapildi. Hiicre kiiltiirii ¢aligmalarinin
tamami ve kiiltiir islemleri i¢in gerekli olan malzemelerin hazirlanmas steril laminar

hava akimli kabinlerde ger¢eklestirildi.
Besiyeri Hazirlanmasi

Dulbecco’s Modified Minimal Essential Medium/F-12 (DMEM/F12) medyum
ortamina; inaktive edilmis Fetal Bowine Serum (FBS) (%5), L-glutamin (%1) ve
Penisilin/Streptomisin (%1) ilave edilerek hiicrelerin ¢ogalmasi i¢in uygun besiyeri
hazirlandi. Hazirlanan medyum kullanilincaya kadar +4°C’de muhafaza edildsi,

kullanilmadan once ¢ikartilarak su banyosunda 37°C’ye getirildi ve ¢aligmalarda

kullanildi.
Hiicrelerin Cogaltilmasi ve Pasajlanmasi

Deney siiresince tiim hiicre kiiltiir asamalari, ¢alisma ve dncesinde ultraviyole 151k ve
%70 etanol ile sterilize edilen laminar hava akimli ¢alisma kabininde yapildi.
Onceden dondurulmus ve kriyo vial icerisinde -196°C’de sivi azot tankinda
muhafaza edilen hiicre hatlari, sterilize edilmis kabin igerisine alinarak buz tizerinde
erimeye birakildi. Cozilinen hiicreler 15 ml’lik steril falkon tiipe alind1 ve {izerine 9
ml FBS(+) besiyeri eklendi.1500 rpm +4°C’de 5 dk santrifiij edildi. Santrifii
sonrasinda stipernatant kismi atildi ve pellet {izerine 1 ml FBS (+) besiyeri eklenerek
pipetaj yapildi. Hiicre kiiltiirii i¢in pelletin biiyiikliigline gore 25 cm? yada75 cm®lik
flask tercih edildi. Tercihe gore 25 cm?lik flask igerisine 4 ml, 75 cm®lik flask
icerisine 10 ml FBS(+) besiyeri eklendi. Besiyeri lizerine hiicreler eklendi ve flask

37°C %S5 CO2’li inkiibatorde inkiibe edilerek hiicrelerin ¢ogalmasi saglandi.

Bu siire¢ icerisinde hiicreler inverted mikroskopta incelendi. Hiicrelerin flasklardaki
yogunlugu %80-90’lara ulastigt zaman (konfluense) besi yeri atilarak flask
igerisindeki Oli hiicreler ve artiklari uzaklastirildi. Flask tabanina tutunan aderent
hiicreleri kaldirmak amaciyla 75 cm®lik flaska 3 ml, 25 cm®lik flaska 2 ml

9%0,05’lik Tripsin-EDTA soliisyonu eklendi ve 37°C %5 CO>’li inkiibatorde 2-3
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dakika bekletildi. Hiicrelerin tamaminin kalktigindan emin olmak i¢in mikroskop
altinda incelendi. Tripsin aktivitesini sonlandirmak i¢in flasklara ekledigimiz tripsin
miktariin iki kati kadar besiyeri eklendi ve flask tabani iyice yikandiktan sonra
hiicreler 15 ml’lik falkon tiiplere aktarildiktan sonra 1500 rpm +4°C’de 5 dk santrifiij
edildi. Santriflij sonrasi, siipernatant kismi atildi kalan pellet medyumla ¢ozdiiriildii
ve medyum igeren yeni flasklara transfer edildi. Bu sekilde hiicrelerin pasajlanmasi

ile hiicrelerin siirekli ¢ogaltilmasi saglandi.
Hiicrelerin Dondurulmasi

Calisma disinda kullanilmayan hiicreler depolanmak tizere %90 tam kiiltiir medyum
ve %10 Dimetil siilfoksit (DMSOQ) ( 9:1 orani) olacak sekilde dondurularak muhafaza
edildi. Bunun igin hiicreler kademeli olacak sekilde once -80°C’de bekletildi daha

sonra -196°C’lik s1vi azot tankinda ileride kullanilmak tizere saklandi.
Hiicrelerin Sayimi

Toplam hiicre siispansiyonunun mililitresindeki hiicre sayisin1 hesaplama igin,
Thoma Lami kullanildi. Santrifiij edilerek toplanmis hiicre pelleti taze medyum
icerisinde ¢ozdiiriilerek siispanse edildi. Sonra bu hiicre siispansiyonundan 10ul
almarak Thoma lamina konuldu ve iizeri lamel ile kapatildi. Daha sonra invert
mikroskop kullanilarak 40x biiylitmede uygun karelerde yer alan hiicreler sayildi ve
ortalamasi alindi. Falkondaki hiicre slispansiyonu igindeki hiicre sayisi asagidaki

formiile gore hesaplandi;
1 ml’deki hiicre sayis1 = sayilan bolgedeki ortalama hiicre sayisi X 10*
Kullanilan mikroRNA (miRNA)’lar ve Hazirlanmasi

Calismamizda GBM hiicrelerinde miR-484’iin ekspresyonunu artiracak mimik-miR-
484 kullanildi. Bu miRNA son konsantrasyonu 50 nM olacak sekilde niikleaz free su
ile laminar hava akimli kabinde hazirlandi. Amacimiza uygun miRNA
“UCAGGCUCAGUCCCCUCCCGAU” dizisine uygun olarak Thermo Fisher (hsa-
miR-484 cat: 4464066) firmasindan temin edildi.
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Hiicrelerin miRNA ile Transfeksiyonu

Hiicrelerin miRNA ile transfeksiyonu igin transfeksiyon ajani olarak Hiperfekt
kullanildi. Tiim deneylerimizde hiicrelerin ¢ogaltildig1 kiiltiir ortamina son
konsantrasyonu 50 nM olacak sekilde mimik-miR-484 ile transfekte edildi ve tim
deneylerimizde hiicrelerin 72 saat miRNA’larla transfekte edilmesi saglandi. Bunun
icin, deneyin amacina uygun sekilde hiicreler kiiltiir kaplarina ekildi ve 37°C %5
CO.’li etiivde inkiibe edildi. inkiibasyondan 24 saat sonra hiicrelerin ¢ogaldiklar:
kiiltiir ortamina mimik-miR-484 eklendi ve 72 saat boyunca etiivde transfeksiyonu
saglandi. 72 saat sonunda kiiltiir sonlandirildi ve deneyin amacina uygun testler

yapildi. Tiim islemler steril sartlarda laminar hava akimli kabinde yapildi.
Hiicrelerin Temozolomid ile Muamelesi

TMZ (CAS: 85622-93-1) Sigma-Aldrich firmasindan temin edildi. TMZ DMSO ile
cozdiiriilerek stok olarak hazirlandi. Hiicrelerin farkli konsantrasyonlarda TMZ ile
muamele edilmesi i¢in stok olarak hazirlanmig TMZ medyum ile diliie edildi ve
hiicreler farkli konsantrasyonlarda (1, 3, 5, 10, 20, 25, 50, 100 uM) 72 saat boyunca

TMZ ile muamele edildi.
3.2.3. Hiicre Proliferasyon / Canlhiik (MTS) Analizi

Hiicrelerin proliferasyon/canlilik oranini analiz etmek igin [3-(4,5- dimethylthiazol-
2-yl)-5-(3-carboxymethoxyphenyl)-2-(4-sulfophenyl)-2H-tetrazolium (MTS) analizi
kullanildi. Bu analiz i¢in ¢alismamizda kullanilan IDH-mutant U87 ve IDH-mutant
olmayan U87 hiicreleri uygun sayida (1500 hiicre/ 100ul) 96 kuyucuklu plakalara
ekildi ve 37°C’de CO’li etiivde inkiibe edildi. inkiibasyonlarinin 24.saatinde bir
kisim hiicreler TMZ hiicrelerin %50 sini 6ldiirdiigii dozu bulmak i¢in (IC:50 oranini
belirlemek i¢in) hiicreler farkli konsantrasyonlarda TMZ (10, 20, 40, 80, 100 uM)
ile muamele edilirken bir kisim hiicreler 50 nM mimik-miR484 ile transfekte edildi.
Daha sonra belirlenen %50 TMZ dozu (80, 100 uM) ile 50 nM mimik-miR484
kombine olarak hiicrelere uygulandi. Kontrol olarak bir kisin hiicrelere higbir
uygulama yapilmadi, bir kisim hiicreler DMSO ile muamele edildi ve bir kisim
hiicreler ise kontrol miRNA ile muamele edildi. Kiiltiir siireleri dolunca kiiltiir

sonlandirilarak hiicreler MTS/PMS (Phenazine Methosulfate) soliisyonu ile muamele
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edildi. Bunun igin; MTS/PMS soliisyonundan (1000:50) her kuyucuga 20ul
eklenerek yaklasik 1-2 saat etiivde inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonrast ELISA

okuyucuda 450 nm’de hiicrelerin canlilik oran 6lgiildii.
3.2.4. Klonojenik Tespiti

Kanserli hiicrelerin ¢ogalma ve koloni olusturma diizeylerini belirlemek i¢in
kullanilan bir yontemdir. Bunun i¢in hiicre tipine uygun medya bulunan 6’lik kaplara
IDH-mutant U87 ve IDH-mutant olmayan U87 hiicreleri uygun miktarda ekimi
yapildi. inkiibasyonlarlnln 48 .saatinde bir kisim hiicreler TMZ (1, 3, 5, 10, 25, 50,
100 uM ) ile muamele edilirken bir kisim hiicrelere 50 nM mimik-miR484 ile
transfekte edildi. Daha sonra belirlenen %50 TMZ dozu (10 uM) ile 50 nM mimik-
miR484 kombine olarak hiicrelere uygulandi. Kontrol olarak bir kisim hiicrelere
hicbir uygulama yapilmadi, bir kisim hiicreler DMSO ile muamele edildi ve bir kisim
hiicreler ise kontrol-miRNA ile muamele edildi. Sonrasinda 10-12 giin boyunca
37°C’de inkiibasyona tabi tutuldu ve giinliik olarak hiicreler inver mikroskopta takip
edildi. Hiicrelerin klon olusumu tespit edildiginde (kontrol hiicreleri kabi tamamen
doldurdugunda) kiiltiir sonlandirildi. Hiicrelerin bulundugu ortamdan medya
uzaklastirildi ve metanolle hazirlanmis %10’luk kristal-viyole ile hiicreler boyand:.

Daha sonra olusan hiicre kolonileri sayildi.
3.2.5. Apoptoz Analizi

Anneksin-V analizi hiicrelerde apoptoz tayini i¢in kullanilan bir yontemdir. Bu analiz
icin c¢alismamizda kullanilan IDH-U87 mutant ve IDH-mutant olmayan U87
hiicreleri uygun sayida (1500 hiicre/ 100ul) 96 kuyucuklu plakalara ekildi ve
37°C’de CO;’li etiivde inkiibe edildi. Inkiibasyonlarinin 24.saatinde bir kisim
hiicreler TMZ (10 uM) ile muamele edilirken bir kisim hiicreler 50 nM mimik-
miR484 ile transfekte edildi. Bir kisim hiicreler ise TMZ ve mimik-miR484 kombini
ile muamele edildi. Kontrol olarak bir kisin hiicrelere hi¢bir uygulama yapilmadi, bir
kisim hiicreler DMSO ile muamele edildi ve bir kisim hiicreler ise kontrol-miRNA
ile muamele edildi. Inkiibasyon siiresi sonunda hiicreler PBS ile yikandiktan sonra
tripsinasyon yontemi ile toplandi. Ornekler, BioLegend'in 7-AAD ile FITC Annexin
V Apoptoz Tespit Kit (Cat No: #640922) protokoline gore boyandi ve
FACSARIAIII ile analiz edildi.
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3.2.6. Istatiksel Degerlendirme

Tiim deneyler en az {i¢ tekrar edildi. Sonuglar standart sapmalarla ortalama deger
olarak ozetlendi. Istatiksel anlamlilik Student-t testi kullanilarak degerlendirildi p
degerinin 0.05’ten kiiciik oldugu veriler istatiksel olarak anlamli kabul edildi. Tiim
istatiksel analizler ve grafikler i¢cin GraphPad Prism 8.2.1 programi kullanilarak

yapildi.
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4 BULGULAR

4.1. Temozolomid, mimik-miR484 ve kombinasyonunun U87 ve IDH1-mutant

U87 kanseri hiicrelerinin canlihigina/cogalmasina etkisi

U87-MG ve IDH1 mutant U87 hiicreleri 72 saat 10-100 pM arasinda artan
konsantrasyonlarda TMZ ile muamale edildi. Kontrol olarak kullanilan hiicrelerin bir
kismma hi¢cbir uygulama yapilmazken, bir kismi ise DMSO ile muamele edildi.
Hiicrelerin inkiibasyon siireleri doldugunda farkli konsantrasyonlarda hiicrelere

uygulanan TMZ’nin hiicre canliligina olan etkisi MTS analizi ile belirlendi.

Yapilan analiz sonuglarimiza gére TMZ uygulanan; U87 ve IDH1 mutant-U87
hiicrelerinde, hiicre canliliginin  kontrol hiicrelerine kiyasla artan TMZ
konsantrasyonuna bagli olarak dnemli oranda azaldigi bulundu (Sekil 11). 72 saat
10-100 uM  TMZ ile muamele edilen U87-MG hiicrelerinde kontrol grubu
hiicrelerine gore 80 ve 100 uM konsantrasyonlarinda anlamli bir azalma bulundu
(p<0,0001) (Sekil 11A). 72 saat 10-100 uM TMZ ile muamele edilen IDH1 mutant
U87 hiicrelerinde kontrol grubu hiicrelerine gore artan TMZ konsantrasyonlarina
bagl olarak hiicre canliliginda istatistiksel olarak anlamli oranda azalma bulunurken
80 ve 100 pM konsantrasyonlarinda hiicrelerin yaklasik %50’sinin 6ldiigii bulundu
(p <0,0001) (Sekil 11B).
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Sekil 11.Temozolomid ile muamele edilen U87-MG ve IDH1 mutant US87 hiicrelerinde
proliferasyon orani. A) 72 saat 10-100 uM temozolomid ile muamele edilen U87-MG hiicrelerinde
kontrol grubu hiicrelerine gore 80-100 uM konsantrasyonlarinda anlamli bir azalma bulundu. B) 72
saat 10-100 pM temozolomid ile muamele edilen IDH1 mutant U87 hiicrelerinde kontrol grubu
hiicrelerine gore 10-100 pM konsantrasyonlarinda anlamli bir azalma goriildi (ns: p>0.05;
*p<0.05;**p<0.001;****p<0.0001) (NT: uygulama yapilmayan)

U87-MG hiicreleri, 50 nM mimik-miR-484 ile 72 saat transfekte edildi. Kontrol
olarak kullanilan hiicrelerin bir kismina hi¢bir uygulama yapilmazken, bir kismi ise
kontrol miRNA ile muamele edildi. 72 saatte hiicrelerin %50’sini 6ldirdiigii 80 ve
100 uM temozolomid dozu ve mimik-miR-484 ile birlikte U87-MG hiicreleri
kombine olarak muamele edildi. Kontrol (muamelesiz) olarak kullanilan hiicrelere
hicbir =~ uygulama  yapilmada. Muamele sonras, GBM  hiicrelerin

proliferasyon/canliligindaki roliinii analiz etmek igin MTS analizi yapildi.

Yapilan analiz sonuglarimiza gére, mimik-mir484 ile transfekte edilen U87 hiicreleri
kontrol hiicreleri ile kiyaslandiginda canlilik oranin istatiksel olarak 6nemli oranda
azaldigi oldugu bulundu (p<0,0001) (Sekil 12). TMZ ve mimik-miR484
kombinasyonu uygulanan hiicreler ile kontrol hiicreleri kiyaslandiginda

kombinasyonun hiicre canliligini 6nemli oranla azalttigi bulunmustur (Sekil 12 ).

Tim MTS sonuglarimiz birlikte ele alindiginda; TMZ ve mimik-miR484
kombinasyonu ile muamele edilen U87-MG hiicrelerinde hem kontrol hiicrelerine
kiyasla hem de TMZ ve mimik-miR484’lin ayr1 ayr1 uygulandigi hiicrelere kiyasla,
hiicre proliferasyonun/canliliginin 6nemli oranda baskilandig1 ve tek bagina TMZ ile

muamele edilen hiicrelerde gelisen direncin kombin ile kirildig1 bulundu (Sekil 12).
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Sekil 12. U87-MG  hiicrelerinde proliferasyon/canliik orami. Tmz ve mimik-miR484
kombinasyonu ile muamele edilen U87-MG hiicrelerinde hem kontrol hiicrelerine kiyasla hem de
TMZ ve mimik-miR484’iin ayr1 ayri uygulandigi hiicrelere kiyasla, hiicrelerde proliferasyonun
o6nemli oranda baskilandigi bulundu (ns: p>0.05; *p<0.05;**p<0.001;****p<0.0001) (NT: uygulama
yapilmayan).

IDH1 mutant U87 hiicreleri, 50 nM mimik-miR-484 ile 72 saat transfekte edildi.
Kontrol olarak kullanilan hiicrelerin bir kismina higbir uygulama yapilmazken, bir
kismi ise kontrol miRNA ile muamele edildi. 72 saatte hiicrelerin %50’sini
oldirdigi 80 ve 100 uM temozolomid dozu ve mimik-miR-484 ile birlikte IDH1
mutant U87 hiicreleri kombine olarak muamele edildi. Kontrol (muamelesiz) olarak
kullanilan hiicrelere higbir uygulama yapilmadi. Muamele sonrasi, GBM hiicrelerin

proliferasyon/canliligindaki roliinii analiz etmek i¢in MTS analizi yapildi.

Yapilan analiz sonuglarimiza gore, mimik-mir484 ile transfekte edilen IDH1 mutant
U87 hiicreleri kontrol hiicreleri ile kiyaslandiginda canlilik oranin istatiksel olarak
Oonemli oranda azaldigi oldugu bulundu (p<0,0001) (Sekil 13). TMZ ve mimik-
miR484 kombinasyonu uygulanan hiicreler ile kontrol hiicreleri kiyaslandiginda

kombinasyonun hiicre canliligini nemli oranla azalttigi bulunmustur (Sekil 13).

Tim MTS sonuglarimiz birlikte ele alindiginda;, TMZ ve mimik-miR484
kombinasyonu ile muamele edilen IDH1 mutant U87 hiicrelerinde hem kontrol
hiicrelerine kiyasla hem de TMZ ve mimik-miR484’iin ayr1 ayr1 uygulandigi

hiicrelere kiyasla, hiicre proliferasyonun/canliliginin 6nemli oranda baskilandigi ve
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tek bagina TMZ ile muamele edilen hiicrelerde gelisen direncin kombin ile kirildig1

bulundu (Sekil 13).
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Sekil 13. IDH1 mutant U87 hiicrelerinde proliferasyon/canlihik orani. Tmz ve mimik-miR484
kombinasyonu ile muamele edilen IDHI mutant U87 hiicrelerinde hem kontrol hiicrelerine kiyasla
hem de TMZ ve mimik-miR484’in ayr1 ayr1 uygulandigi hiicrelere kiyasla, hiicrelerde
proliferasyonun 6nemli oranda baskilandigi bulundu (ns: p>0.05; *p<0.05;**p<0.001;****p<0.0001)
(NT: uygulama yapilmayan).

4.2. Temozolomid, mimik-miR484 ve kombinasyonunun U87 ve IDH1-mutant

U87 kanseri hiicrelerinin koloni olusumuna etkisi

6 kuyucuklu plakalarda inkiibe edilen U87-MG ve IDH1 mutant U87 hiicreleri
inkiibasyonlarinin 48. saatinde 1-100 uM arasinda TMZ, 50 nM mimik-miR484 ve
bunlarin kombinasyonu ile muamale edildi. Kontrol (muamelesiz) olarak kullanilan
hiicrelere hicbir uygulama yapilmadi. Hiicrelerin inkiibasyon siireleri dolunca farkli
konsantrasyonlarda  hiicrelere =~ uygulanan = TMZ, mimik-miR484  ve
kombinasyonlarimin hiicrelerin koloni olusturma iizerine etkisini analiz etmek i¢in

klonojenik test yapildi.
Yapilan analiz sonuglarimiza gore;

1-100 uM arasinda TMZ uygulanan; U87-MG ve IDH1 mutant U87 hiicrelerinde,
koloni olusumunun kontrol hiicrelerine kiyasla TMZ konsantrasyonuna bagli olarak
Oonemli oranda azaldigi bulundu. 10-100 uM TMZ ile muamele edilen U87-MG
hiicrelerinde kontrol grubu hiicrelerine gore koloni sayisinda 10, 25 ve 50 uM

konsantrasyonlarinda anlamli bir azalma bulunurken, 100 puM TMZ koloni
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olusumuna tamamen baskiladi (p<0,0001) (Sekil 14A). 1-100 uM TMZ ile muamele
edilen IDHI mutant U87 hiicrelerinde kontrol grubu hiicrelerine gore koloni
sayisinda 1-100 uM konsantrasyonlarinda artan konasantrasyona bagli olarak koloni

olusumunda anlamli1 bir azalma bulunurken, 25 uM’dan itibaren koloni olusumunun

tamamen baskilandigi bulundu (p<0,0001) (Sekil 14B).
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Sekil 14. Temozolomid ile muamele edilen U87-MG ve IDH1 mutant U87 hiicrelerinde koloni
olusum orani. A)U87-MG hiicrelerinin kristal viyole ile boyanmis goriintiileri. A1)10-100 pM
temozolomid ile muamele edilen U87-MG hiicrelerinde kontrol grubuna kiyasla artan doz miktarinda
koloni olusumu O6nemli oranda azalmigtir. B) IDH1 mutant U87 hiicrelerinin kristal viyole ile
boyanmig goriintiileri. B1) 1-100 uM temozolomid ile muamele edilen IDH mutant U87 hiicrelerinde
kontrol grubuna kiyasla artan doz miktarinda koloni olusumu dnemli oranda azalmistir (ns: p>0.05;
*p<0.05;**p<0.001;****p<0.0001) (NT: uygulama yapilmayan).

U87-MG hiicreleri, 50 nM mimik-miR-484 ile 72 saat transfekte edildi. Kontrol
olarak kullanilan hiicrelerin bir kismina higbir uygulama yapilmazken, bir kismi ise
kontrol miRNA ile muamele edildi. 72 saatte hiicrelerin %50’sini 6ldiirdiigii 10 uM
temozolomid dozu ve mimik-miR-484 ile birlikte U87-MG hiicreleri kombine olarak
muamele edildi. Kontrol (muamelesiz) olarak kullanilan hiicrelere hi¢bir uygulama
yaptlmadi. Muamele sonrasi, GBM hiicrelerin proliferasyon/canliligindaki roliinii

analiz etmek icin klonojenik test yapildi.
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Yapilan analiz sonuglarimiza gore, mimik-mir484 ile transfekte edilen U87-MG
hiicreleri kontrol hiicreleri ile kiyaslandiginda klon olusum oranin istatiksel olarak
Oonemli oranda azaldigi oldugu bulundu (p<0,0001) (Sekil 15). TMZ ve mimik-
miR484 kombinasyonu uygulanan hiicreler ile kontrol hiicreleri kiyaslandiginda

kombinasyonun klon olusumunu énemli oranda azalttig1 bulunmustur (Sekil 15).

Tim sonuglarimiz birlikte ele alindiginda; TMZ ve mimik-miR484 kombinasyonu
ile muamele edilen U87-MG hiicrelerinde hem kontrol hiicrelerine kiyasla hem de
TMZ ve mimik-miR484’{in ayr1 ayr1 uygulandig: hiicrelere kiyasla, hiicrelerin klon

olusumunu 6nemli oranda baskilandig1 bulundu (Sekil 15).
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Sekil 15. U87-MG hiicrelerinde klon olusum orani. Tmz ve mimik-miR484 kombinasyonu ile
muamele edilen U87-MG hiicrelerinde hem kontrol hiicrelerine kiyasla hem de TMZ ve mimik-
miR484’lin ayr1 ayr1 uygulandigi hiicrelere kiyasla, hiicrelerde proliferasyonun &nemli oranda
baskilandig1 bulundu (ns: p>0.05; *p<0.05;**p<0.001;****p<0.0001) (NT: uygulama yapilmayan).

IDH1 mutant U87 hiicreleri, 50 nM mimik-miR-484 ile 72 saat transfekte edildi.
Kontrol olarak kullanilan hiicrelerin bir kismina higbir uygulama yapilmazken, bir
kismi ise kontrol miRNA ile muamele edildi. 72 saatte hiicrelerin %350’sini
oldiirdiigii 10 pM temozolomid dozu ve mimik-miR-484 ile birlikte IDH1 mutant
U87 hiicreleri kombine olarak muamele edildi. Kontrol (muamelesiz) olarak
kullanilan hiicrelere higbir uygulama yapilmadi. Muamele sonrasi, GBM hiicrelerin

proliferasyon/canliligindaki roliinii analiz etmek i¢in Klonojenik test yapildi.
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Yapilan analiz sonuglarimiza gore, mimik-mir484 ile transfekte edilen IDH1 mutant
U87 hiicreleri kontrol hiicreleri ile kiyaslandiginda klon olusum oranin istatiksel
olarak onemli oranda azaldigi oldugu bulundu (p<0,0001) (Sekil 16). TMZ ve
mimik-miR484 kombinasyonu uygulanan hiicreler ile kontrol hiicreleri
kiyaslandiginda kombinasyonun klon olusumunu Onemli oranda azalttigi

bulunmustur (Sekil 16).

Tim sonuglarimiz birlikte ele alindiginda; TMZ ve mimik-miR484 kombinasyonu
ile muamele edilen IDH1 mutant U87 hiicrelerinde hem kontrol hiicrelerine kiyasla
hem de TMZ ve mimik-miR484’tin ayr1 ayri uygulandigi hiicrelere kiyasla,

hiicrelerin klon olusumunu 6nemli oranda baskilandigi bulundu (Sekil 16).
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Sekil 16. IDH1 mutant US87 hiicrelerinde klon olusum orani. Tmz ve mimik-miR484
kombinasyonu ile muamele edilen IDH1 mutant U87 hiicrelerinde hem kontrol hiicrelerine kiyasla
hem de TMZ ve mimik-miR484’iin ayr1 ayr1 uygulandigi hiicrelere kiyasla, hiicrelerde
proliferasyonun 6nemli oranda baskilandig1 bulundu (ns: p>0.05; *p<0.05;**p<0.001;****p<0.0001)

(NT: uygulama yapilmayan).
4.3. Temozolomid, mimik-miR484 ve kombinasyonunun U87 ve IDH1-mutant

U87 kanseri hiicrelerinde apoptoza etkisi

U87-MG ve IDH1 mutant U87 hiicreleri, 10 uM TMZ, 50 nM mimik-miR484 ve
bunlarin kombinasyonu ile muamale edildi. Kontrol olarak kullanilan hiicrelerin bir
kismina higbir uygulama yapilmazken, bir kismi ise kontrol-miRNA ile muamele
edildi. Hiicrelerin inkiibasyon siireleri dolunca hiicrelere uygulanan TMZ, mimik-

miR484 ve kombinasyonunun hiicrelerde apoptoz (erken ve geg) lizerindeki Sl¢iildii
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(Sekil 17). Apoptoz analizi i¢in Annexin V kiti kullanilarak flow sitometride 6l¢iim

yapildi.
Temozolomid
i Kontrol Temozolomid Mimik-miR484 +
(DMSO0) (10 uM) imikemi Mimik-miR484
{4,72 | 11,0 |
o 1
§ {
~
779 6.38
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U87-MG
B Temozolomid
NT Kontrol Temozolomid Mimik-miRd8a +
(DMSO) (10 uM) Ll Mimik-miR484
1
3585
IDH1-mutant U87-MG

Sekil 17. U87-MG ve IDH1 mutant U87 hiicrelerinin apoptoz orani. A) U87-MG hiicrelerinin
apoptoz analizi sonucu apoptoz degisimi. B) IDH1 mutant U87 hiicrelerinin apoptoz analizi sonucu

apoptoz degisimi. (NT: uygulama yapilmayan)

U87-MGQG hiicrelerinde kontrol hiicrelere kiyasla 10 uM TMZ, mimik-mir484 ve aym
kombinasyonlarinin uygulamas: sonucu apoptoz oraninda artig bulundu. TMZ
uygulanan hiicrelerde kontrol hiicrelerine gore anlamli bir atis gdzlenmistir. Tek
basimna TMZ ile muamele edilen hiicrelere kiyasla mimk-miR484 ve kombinasyonun
uygulandigi hiicrelerde apoptozun 6nemli oranda arttigir bulundu. (p<0,0001) (Sekil
18)
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Sekil 18. U87-MG hiicrelerinin total apoptoz orani. U87-MG hiicreleri 10 pM TMZ, mimik-
miR484 ve ayni konsantrasyonlarda kombinasyonlari ile muamelesi sonucu muamelesiz hiicrelere
kiyasla total apoptoz oraninda artig bulundu . mimik-miR484 ve kombinasyon uygulanan hiicreler ile
sadece tmz ile muamele edilen hiicreler kiyaslandiginda ise apoptozun énemli oranda arttig1 bulundu
(ns: p>0.05; *p<0.05;**p<0.001;****p<0.0001) (NT: uygulama yapilmayan).

IDH1 mutant U87 hiicrelerinde tek bagina TMZ ve mimik-miR484 ile muamele
edilen hiicreler kontrol hiicreleri ile kiyaslandiginda anlamli bir artig gézlenmistir.
Ancak kombinasyon uygulanan hiicreler sadece TMZ ve mimik-miR484 uygulanan

hiicreler ile kiyaslandiginda anlaml bir farklilik gézlenmemistir (p=0,0027) (Sekil
19).
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Sekil 19. IDH1 mutant U87 hiicrelerinin total apoptoz orani. Idhl mutant U87 hiicreleri 10 uM
TMZ, mimik-miR484 ve ayni konsantrasyonlarda kombinasyonlari ile muamelesi sonucu muamelesiz
hiicrelere kiyasla total apoptoz oraninda artig bulundu ancak kombinasyon uygulanan hiicreler ile tek
doz uygulanan hiicreler kiyaslandiginda ise apoptoz oraninda anlaml bir farklilik gézlenmedi (ns:
p>0.05; *p<0.05;**p<0.001;****p<0.0001) (NT: uygulama yapilmayan).
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5.TARTISMA VE SONUC

Gliomalar, beyin ve omurilikteki sinir hiicrelerini ¢evreleyen ve onlarin islev
gérmesine yardimeci olan glial hiicrelerde ortaya ¢ikan merkezi sinir sisteminin kotii
huylu tiimorleridir. GBM ise, kotlii prognoz, hizli proliferasyon, yiiksek niiks
oranlari, gii¢lii bir infiltrasyon egilimi ve kemoterapilere direng gibi Ozellikleri ile
beyin timoériinin en oSlimciil (evre IV) tipini temsil eder. Histolojik olarak
birbirleriyle benzerlik gostermelerine ragmen, IDH1 (+) timoérlerin, IDH1 (-)
timorlere kiyasla prognozunun daha iyi oldugu ve daha uzun genel sagkalima sahip

oldugu gosterilmistir.

GBM hastalar i¢in uygulanan geleneksel tedavi stratejileri, timor rezeksiyonu,
temozolomide dayali kemoterapi, radyoterapi veya bu seceneklerin bir
kombinasyonuna dayanmaktadir. Son yillarda ise, GBM’lerin tedavisi igin, cerrahi
rezeksiyon sonrasi radyoterapi ve kemoterapi de dahil olmak {izere multimodal
agresif terapiler, hedefe yonelik tedaviler, gen terapisi ve immiinoterapiler olmak
lizere gilincel tedavi yontemleri klinikte veya pre-klinik calismalarda kullanilmaya
baslansa da, halen hastalarin ortalama sagkalim siiresinde bir iyilesme goriilmemistir

(Shergalis ve ark., 2018; Pearson ve Regad, 2017; Fabian ve ark., 2019).

Bu nedenle, GBM’ler i¢in yeni hedeflerin ve etkili terapdtik yaklagimlarin

gelistirilmesi zorunlu hale gelmistir.

miRNA’lar 19-25 niikleotit biiyiikliiglinde kiigiik, kodlamayan RNA’lardir.
miRNA’lar translasyonu inhibe ederek veya mRNA’larin susturulmasini tetikleyerek
gen ekspresyonunun diizenlenmesinde Onemli rol oynarlar. mMiIRNA’lar kii¢iik

kodlanmayan RNA molekiilleri olarak post-transkripsiyonel gen regiilasyonunda



ozellikle normal ve patolojik durumlarda cesitli hiicresel ve biyolojik olaylarda
gorevlidir. miRNA ekspresyonundaki bozulmalar kanser dahil bir¢ok insan hastaligi
icin ortak Ozelliktir. Degisen MIRNA ekspresyonlar1 birgok insan malignitesinin
patogenezi ile korelasyon gostermektedirler (Elango ve ark., 2019). GBM rol
oynayan birgok miRNA tanimlanmistir (Yi ve ark., 2018). Bu miRNA’lardan biri de
miR-484 tiir.

Son yillarda miR-484 ile ilgili bir¢ok alanda c¢alisma yapilmistir. Kanserle ilgili
calismalarin da yogunlukta oldugu goriilmektedir. miR-484 ile yapilan ¢alismalarda
sonuglar birbirleriyle uyumlu degildir. Kanser tiiriine gére miR-484’tin fonksiyonu
degisiklik gostermektedir. Bazi kanser tiirlerinde miR-484 onkogen rol oynarken
(Zearo ve ark., 2014; Ye ve ark., 2015; Li ve ark., 2017) baz1 kanser tiirlerinde timoér
supressor (Lu ve Lu, 2015; Hu ve ark.,, 2017; Zare ve ark., 2018) olarak

davranmaktadir.

Mide kanserinde yapilan hem doku hemde hiicre kiiltiirii ¢caligmalarinda miR-484’{in
ekspresyonun azaldigi ve mide kanserinin olusumunda anti-kanser rol oynadigi
belirlenmistir. Artan miR-484 ekspresyonun, mide kanseri hiicrelerini G1 fazinda
durdurarak proliferasyonu baskiladigi ve apoptozu tesvik ettigi gosterilmistir (Jia ve
ark., 2022).

Chai ve arkadaslar tarafindan yapilan bir ¢aligmada kolorektal kanser dokularinda
miR-484 ekspresyonun anlamli diizeyde azaldig1 ve diisiik miR-484 ekspresyonun

kolorektal kanser gelisiminde rol oynadigi gosterilmistir (Chai ve ark., 2015).

Bagka bir ¢alismada ise kolon kanserli hastalardan alinan serum orneklerinde ise evre
1-2’de miR-484’tin ekspresyon diizeyi belirgin sekilde azalmigken; evre 3-4’de
miR-484’lin ifadesinde anormal bir artiy oldugu goriilmistir. Bu da Lu ve
arkadaglarina kolon kanseri progresyonunun erken teshisine ve izlenmesine yardimei

olabilecegini diistindiirmiistiir (Lu ve ark., 2015).

Servikal kanserde de benzer sekilde Hu ve arkadaslari, miR-484'lin ZEBI1 ve
SMAD?2'yi hedefleyerek hiicre proliferasyonu ve epitelyal-mezenkimal gecisi
baskiladigin1 gosterdi (Hu ve ark., 2017). Gastrik ve kolorektal kanserlerde miR-
484°1Un ekspresyonunun diisiik oldugu ve tiimor supressor olarak davrandigi

belirlenmistir (Hu ve ark., 2017; Zare ve ark., 2018; Lu ve Lu, 2015). Pankreas
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kanserinde ise miR-484’{in tiimor baskilayict olarak rol oynadigr kanitlanmistir. Bu

da pankreas kanserinin erken teshisi i¢in umut verici arasindadir (Yin-Zhao ve ark.,

2022).

Meme kanserli hastalarin serum 6rneklerinde miR-484’{in ekspresyonunun yiiksek
oldugu, hiicrelerde proliferasyonu, kemorezistansi arttirdigi bildirilmis ve onkogenik
miRNA olarak davrandigi belirlenmistir (Ye ve ark., 2015; Zearo ve ark., 2014). Bir
baska ¢alismada erken evre meme kanseri hastasinin serum Orneklerinde yapilan
analizler miR-484 ekspresyon seviyesinin saglikli goniilliilere gore yiiksek oldugunu

gostermistir (Halubekova ve ark., 2020).

Benzer sekilde hepatoseliiler karsinomada, yumurtalik kanserlerinde, prostat
kanserinde ve renal karsinomlarda da miR-484“{in ekspresyonunun yiiksek oldugu ve
hastaligin progresyonu ile iliskili oldugu gosterilmistir (Lee ve ark., 2020; Li ve ark.,
2017; Merhautova ve ark., 2015; Yang ve ark., 2016; Vecchione ve ark., 2013).

Ayrica kiiciik hiicre dist akciger kanserlerinde komsu saglikli dokulara gore tiimdrlii
dokularda ve NSCLC hiicre hatlarinda ve akciger normal hiicrelerinde de miR-484
ekspresyonunun arttigr, NSCLC“nin ilerlemesini tesvik etmek i¢in onkogen olarak

islev gordiigii calismada gosterilmistir (Li ve ark., 2017).
GBM’de ise miR-484’iin rolii tam belirlenememistir ve yapilan ¢alismalar kisithdir.

Yapilan bir calismada miR-484 ekspresyonu, diisiikk dereceli gliomaya kiyasla
yiiksek dereceli gliomada belirgin sekilde yukar1 dogru diizenlenmistir (Yi ve ark.,
2018). Benzer bir ¢aligmada ise Renhui ve ark., yiiksek miR-484 ekspresyonunun
glioma hastalar1 igin kotii prognozla iliskili oldugunu gdstermistir (Renhui ve
ark.,2018).

miR-484'in yukar1 regiilasyonu, glioma hiicrelerinin go¢linii, istilasint ve
anjiyogenezini artirabildigi belirlenmis ve etki mekanizmast tam olarak
anlagilamamistir (Gu ve ark., 2023). Yapilan literatiir incelemesine gére, GBM’de
miR-484’lin rolii ve ilag direncine karsi etkisini arastiran herhangi bir ¢alisma
bulunmamaktadir. Bizim daha once yaptigimiz bir c¢alismada (TDK-2019-9172)
IDH-mutant ve IDH mutant olmayan GBM hiicrelerinde miR-484’iin rolii

arastirtlmig ve her iki GBM hiicrelerinde mir-484°iin timor siipressor olarak rol
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oynadigi bulunmustur. Daha oOnceki c¢alismamizdan yola c¢ikarak sunulan tez
calismasinda da hiicrelerde artirilan miR-484 ekspresyonun TMZ karsi gelistirlen
directe etkisi olup olmadigr arastirildi. Bu yilizden hiicreler de miR-484
ekspresyonunu artirma ig¢in hiicreler mimik-miR484 ile transfekte edildi ve
miR484’lin ekspresyonun arttig1 hiicrelere TMZ uygulandi. Calisma sonuglarimiz
literetiirde ilk kez, miR484 ve TMZ kombinasyonun hiicre proliferasyonunu azalttigi,
kolon olumunu baskiladigin1 gosterirken, apoptoz oranimi degistirmedigini gosterdi.
Bu sonug, GBM hiicrelerinde tiimor stipressor rol oynayan miR484 ekspresyonun
TMZ’nin etkinligini artirdigin1 ortaya c¢ikartti. Hiicrelerin apoptoza gitmesinde
mimik-miR-484’tin  uygulandigt  hiicrelerle , mimik-miR484 ve TMZ
kombnasyonunun uygulandigi hiicreler benzer apoptotik 6zellik gostermis olmasi,
mimi-miR484’in bagska hiicre Olim yolagi flzerinden hiicreleri &liime

gotiirebilecegini ya da hiicreleri boliinme asamasinda durdurabilecegini diislindiirdii.

Sonug olarak, TMZ ve mir-484 kombinasyonun GBM hiicrelerinin proliferasyonunu,
klon olusumunu o6nemli oranda baskilandigini, miR-484’tin TMZ’nin etkinligini
artirarak ¢ogalmasini baskiladigini gostermistir. Ancak miR-484’tin hangi molekiiler
mekanizma  araciligt  ile TMZ’nin  etkinligini  artirdigi =~ c¢alismamizda
arastirilamamistir.  Bu ylizden iki farkli GBM hiicresinde tiimor siipressor olarak
fonksiyon yapan miR-484’tin TMZ etkinligindeki roliinii ortaya c¢ikartmak igin
molekiiler mekanizmalarin arastirilmasi ve daha ileri diizeyde in vivo calismalarin

yapilmas1 onerilmektedir.
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