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ÖZET 

Glioblastoma multiform (GBM) yetiĢkinlerde en sık görülen primer malign beyin 

tümörüdür. GBM’ler, heterojen olmaları, yüksek proliferasyon oranları, agresif 

özellikleri nedeniyle tedavilere büyük ölçüde dirençlidir. GBM tedavisinde cerrahi 

rezeksiyon, kemoterapi ve radyoterapötik tedavi yöntemleri kullanılsa da hastalarda 

sağkalım süresi çok düĢüktür.  

Günümüzde alkilleyici ilaç Temozolomid (TMZ), GBM için yaygın olarak tercih 

edilen bir tedavi seçeneğidir. Bu standart tedavi, hastanın hayatta kalma oranını 

artırsa da yüksek O6-Metilguanin-DNA Metil Transferaz (MGMT), yanlıĢ-eĢleĢme 

tamir mekanizması, baz eksizyon tamir mekanizması gibi DNA tamir 

mekanizmalarının GBM’de TMZ’nin toksik etkinliğini azaltarak TMZ direncine yol 

açtığı gösterilmiĢtir. Bu yüzden GBM için daha etkin tedavi stratejilerine ihtiyaç 

duyulmaktadır. 

miRNA’ların kanser hücrelerinde proliferasyon, invazyon, metastaz, apoptoz ve ilaç 

dirençliliği gibi birçok hücresel aktiviteyi düzenlediği bildirilmiĢtir. Kanser 

hücrelerinde bu yolakların düzenlenmesinde rol alan miRNA’lardan birisi de miR-

484 olarak gösterilmiĢtir. Ancak GBM ile miR-484’ün iliĢkisi bilinmemektedir.  

Sunulan tez çalıĢmasında GBM hücrelerinin TMZ’ye karĢı geliĢtirdiği ilaç 

direncinde miR-484’ün olası rolünün araĢtırılması amaçlandı. Bunun için iki farklı 

GBM hücreleri (IDH1-mutant olmayan U-87MG ve IDH1- mutant U-87 hücreleri) 

farklı konsantrasyonlarda TMZ, mimik-miR484 ve kombinasyonları ile muamele 

edildi ve muamele sonrası bu hücrelerin proliferasyon, klon oluĢum ve apoptoza 

direnç özelliklerindeki olası değiĢiklikler araĢtırıldı. 

Bulgularımıza göre; TMZ ve mimik-miR484’ün ayrı ayrı etkilerine kıyasla 

kombinasyonlarının hücrelerin kanserojenik özelliklerini daha etkili olarak azalttığı 

ve TMZ ve miR484 kombinasyonun TMZ’nin etkinliğini artırdığı bulundu.  

Sonuçlarımız, literatürde ilk kez temozolomid ve mimik-miR484 kombinasyonunun, 

TMZ'nin etkinliğini artırmak için yeni ve etkili bir alternatif tedavi stratejisi olarak 

kullanılabileceğini gösterdi. 

 
Anahtar Kelimeler: GBM; miR-484; Temozolomid; Izositrat 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 O6-

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 Isocitrate Dehydrogenase (IDH); U-87 MG; 

IDH mutant U-87 
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1.GĠRĠġ VE AMAÇ 

Gliomalar, glial hücrelerden kaynaklanan tümörlerdir ve Dünya Sağlık Örgütü 

(DSÖ) tarafından 4 alt evrede toplanmıĢtır (Sonoda Y, 2020). DSÖ tarafından 

yapılan sınıflandırmada, gliomalar, izositrat dehidrogenaz (IDH) geninde görülen 

mutasyona göre IDH geninde mutasyon taĢıyan ve taĢımayan olarak ikiye ayrılmıĢ ve 

IDH mutasyonu taĢıyan ve taĢımayan hastaların ölüm oranları arasında belirgin 

farkın olduğu dikkat çekmiĢtir (Louis ve ark., 2016). 

Glioblastoma Multiform (GBM)’lerin, heterojen olmaları, yüksek proliferasyon 

oranları, agresif özellikleri hastalarda tedaviyi zorlaĢtırmaktadır. GBM hastalarında 

uygulanan geleneksel tedavi stratejileri, tümör rezeksiyonu, temozolomide dayalı 

kemoterapi, radyoterapi veya bunların kombinasyonuna dayanmaktadır (Shergalis ve 

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

Günümüzde alkilleyici ilaç Temozolomid (TMZ), birincil GBM için yaygın olarak 

tercih edilen bir tedavi seçeneğidir. TMZ'nin aktif metaboliti, DNA'daki guanin 

kalıntılarını metile ederek çift zincir kırıklarına yol açmaktadır (Würstle ve ark., 

2017; Tomar ve Shrivastava 2021). Bu standart tedavi, hastanın hayatta kalma 

oranını artırsa da yüksek O6-Metilguanin-DNA Metil Transferaz (MGMT), yanlıĢ-

eĢleĢme tamir mekanizması, baz eksizyon tamir mekanizması gibi DNA tamir 

mekanizmaları GBM’de TMZ’nin toksik etkinliğini azaltarak TMZ direncinde rol 

oynadığı ve TMZ’nin etkinliğini azalttığı gösterilmiĢtir (Jiapaer ve ark., 2018; 

Karachi ve ark., 2018; Rabé ve ark., 2020).GBM’de geliĢen ilaç dirençliliğini 

üstesinden gelmek için yeni tedavi stratejilerine acilen ihtiyaç duyulmaktadır. 
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MikroRNA’lar (miRNA) kanser hücrelerinde proliferasyon, invazyon, metastaz ve 

apoptoz gibi birçok hücresel aktivitenin düzenlenmesinde görev alırlar. Kanser 

hücrelerinde bu yolakların düzenlenmesinde rol alan miRNA’lardan biri de miR-484 

olarak gösterilmiĢtir. miR-484’ün, bazı kanserlerde yüksek oranda eksprese edildiği 

ve onkogenik roller sergilediği (Li ve ark., 2017; Yang ve ark., 2016; Vecchione ve 

ark., 2013; Wang ve ark., 2019), buna karĢılık bazı kanserlerde ise ekspresyonunun 

düĢük olup tümör baskılayıcı olarak görev yaptığı gösterilmiĢtir (Zare ve ark., 2018; 

Hu ve ark., 2017; Lu & Lu, 2015). 

Bu yüzden sunulan tez çalıĢmasında, mir-484’ün ilaç dirençliliğinde rol alabileceği 

ve artmıĢ ekspresyonun TMZ’ye karĢı duyarlılığı artırabileceği hipotezlendi. Bu 

hipotezimiz test etmek için, TMZ, mimik-miR-484 ve TMZ+mimik-mir-484 

kombinasyonu iki farklı GBM hücrelerine uygulanarak, hücre canlılığı, klon 

oluĢumu ve apoptoz oranı ile miR-484’ün TMZ’ye karĢı geliĢtirilen dirençte 

etkisinin araĢtırılması amaçlandı. 
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2.GENEL BĠLGĠLER 

2.1. Kanser 

Mutasyona veya genetik değiĢikliğe uğramıĢ hücrelerin, kontrollü büyümeyi ve 

çoğalmayı sağlayan mekanizmalardan kaçarak hızlı ve kontrolsüz bir biçimde 

bölünmesidir (Roy ve ark., 2016; Hafaza ve ark., 2020). Kanser geliĢiminin baĢlıca 

nedenleri, hücre döngüsünü düzenleyen bir veya daha fazla proteindeki genetik 

bozukluk, çevresel kanserojenlerin mutasyonlara sebep olması ve genetik aktarılan 

mutasyonlu genlerin varlığıdır.  

Genellikle hem kalıtsal hem de çevresel faktörler bir arada bulunur ve kanserin 

geliĢmesi için mutasyonların birikmesi gerekir (Vaghari-Tabari ve ark., 2021). 

Kanserler köken aldıkları hücrelere, hücre heterojenitesine ve mutasyon durumuna 

göre sınıflandırılır (Hanahan ve Monje 2023). Proliferatif sinyallenmenin aktive 

edilmesi, büyüme baskılayıcılarının inaktive edilmesi, hücre ölüm 

mekanizmalarından kaçıĢ, invazyon ve metastaz gibi bir çok özellik kanser hücresini 

sağlıklı hücreden ayırmaktadır (ġekil 1) (Traba ve ark., 2021; Hanahan ve Monje 

2023).  
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ġekil 1. Kanser Hücrelerinin Temel Özellikleri (Hanahan ve ark., 2011) 

 

2.2. Glioma 

Gliomalar, glial hücreleri tarafından üretilen Merkezi Sinir Sistemi (MSS) tümörleri 

olarak tanımlanmaktadır (Uddin ve ark., 2022). Beyin ve omurilikte en sık görülen 

primer tümörlerdir. DSÖ glioma tümörlerini; tümör geniĢliği, mitotik aktivite, 

proliferatik aktivite, nekroz ve genetik değiĢiklik parametrelerine göre dört evreye 

ayırmıĢtır (Alifieris ve Trafalis 2015). Anaplastik astrositom, anaplastik 

oligodendroglioma, anaplastik oligoastrositom ve anaplastik ependimomlar gibi evre 

III glial tümörlerin yanı sıra glioblastoma multiforme ise evre IV  olarak 

tanımlanmıĢtır (ġekil 2) (Ostrom ve ark., 2015; Sonoda 2020). DüĢük dereceli 

gliomalar tipik olarak cerrahi rezeksiyonu mümkün kılarken , glioblastoma 

multiforme gibi daha yüksek dereceli gliomalar agresiftir ve tamamen yok edilmeleri  

neredeyse imkansızdır (Tilak ve ark., 2021). 
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ġekil 2. DSÖ Sınıflandırması ve Glioma Alt Tipleri (Tilak ve ark., 2021) 

 

2.3. Glioblastoma Multiforme (GBM) 

Glioblastoma Multiforme (GBM), yetiĢkinlerde en sık görülen yüksek insidansa 

sahip beyin tümörüdür. GBM diğer beyin tümörleri ile karĢılaĢtırıldığında en agresif 

olanıdır (Yasaswi ve ark., 2021). Tüm primer beyin tümörlerinin %50'sinden 

fazlasını, tüm intrakraniyal neoplazmaların ~%20'sini oluĢturan en yaygın beyin 

tümörüdür (Bryukhovetskiy ve ark., 2016). Dünya Sağlık Örgütü GBM'yi malign, 

mitotik olarak aktif ve nekroza yatkın olarak karakterize edilen dördüncü (IV) derece 

bir kanser olarak sınıflandırmaktadır (Carlsson ve ark., 2014). GBM’in ortalama 

baĢlangıç yaĢının yüksek olması, tümörün konumu ve tedavi stratejilerinin yetersiz 

olmasından dolayı teĢhis edildikten sonra ortalama sağkalım süresi 15 aydır 

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

 



6 
 

2.3.1. Glioblastoma Multiforma Epidemiyolojisi 

Merkezi sinir sistemi kanserlerinin görülme sıklığı yaklaĢık %1,7’dir. Bu yüzde diğer 

kanser türlerine göre daha az olmasına rağmen, GBM ölüm oranı en yüksek olan 

kanser türlerinden biridir (ortalama sağkalım 15 ay).  Günümüzde GBM, MSS'deki 

tüm kanser türlerinin %14,5'ini ve malign MSS tümörlerinin %48,6'sını 

oluĢturmaktadır (Kaynar ve ark., 2021). YaĢ ile birlikte GBM görülme oranı 

artmaktadır. Ortalama görülme yaĢı 64’tür ve erkeklerde daha sık izlenir (Truitt ve 

ark., 2019). GBM’in mortalite ve morbidite oranı yaĢ ve cinsiyete göre değiĢmekle 

birlikte oldukça yüksektir (Ostrom ve ark., 2019). 

2.3.2. Glioblastoma Multiforme Sınıflandırılması 

Glioblastomalar tanım gereği yaygın astrositik gliomalardır ve IDH1 veya IDH2 

genlerinde mutasyon yoktur, aynı zamanda IDH-vahĢi tip olarak da bilinirler. Dünya 

Sağlık Örgütü 2021 yılı sınıflandırmasında glioblastoma için temel tanı kriterleri 

belirlemiĢtir. Ayrıca histolojik olarak nekroz veya mikrovasküler proliferasyon veya 

aĢağıdaki üç moleküler özellikten birinin olması gerekir: TERT promoter mutasyonu; 

EGFR amplifikasyonu; ve kombine kromozom 7 ve kromozom 10 değiĢikliğidir 

(Park ve ark., 2023).  

Bu nedenle, astrositom, IDH-mutant ve glioblastoma IDH-vahĢi tip arasındaki 

biyolojik olarak farklı davranıĢ nedeniyle artık astrositom, IDH-mutant evre 4 olarak 

yeniden sınıflandırılmıĢ ve IDH-mutant glioblastoma artık sınıflandırmada yer 

almamaktadır.  

Nekroz veya mikrovasküler proliferasyonu olmayan histolojik evre 2-3 IDH-yabani 

tip yaygın gliomalar için, TERT promotör mutasyonu tespiti ve EGFR mutasyon 

tespiti yapılmalıdır. Bu moleküler belirteçlerden bir veya daha fazlasının varlığı, 

nekroz veya mikrovasküler proliferasyon olmasa bile evre 4 IDH yabani tip 

glioblastoma tanısına yol açmaktadır (Singer ve ark., 2021; Park ve ark., 2023). 
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ġekil 3. Gliomaların Sınıflandırılması ( Park ve ark., 2023) 

 

2.3.3. Glioblastoma Multiformanin Genetik Özellikleri 

GBM genetik olarak oldukça karmaĢık bir yapıya sahiptir. Hastalığın “multiforme” 

olarak adlandırılmasının nedeni aynı hücre dokusundaki genetik yapının farklılığı ve 

farklı hastalara ait tümör örneklerinde genetik yapının farklı olmasıdır (Zhang ve 

ark., 2020).  

GBM’ler, birbirinden farklı genetik mutasyonların tümörü tetiklemesi ile oluĢur. 

Genetik parametrelerin değerlendirilmesi sonucu primer ve sekonder glioblastoma 

olmak üzere iki gruba ayrılmıĢtır (Silantyev ve ark., 2019). 

Primer ve sekonder glioblastomalarda en çok meydana gelen genetik değiĢiklikler; 

tümör baskılayıcı protein 53 (TP53), siklin bağımlı kinaz 4/6 (CDK), p16
lnk4

, 

Fosfataz ve tensin homologu (PTEN), Epidermal büyüme faktörü reseptörü (EGFR) 

ve O6-metil-guanin–DNA-metiltransferaz (MGMT) genlerindeki mutasyonlardır. 

Bunların dıĢında kromozom 10 delesyonu, murin double minute 2 (MDM2) 

amplifikasyonu da saptanmıĢtır (ġekil 4) (Kalkan ve Atlı, 2014). 
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ġekil 4. Glioblastomalarda Moleküler DeğiĢim (Kalkan ve Atlı, 2014) 

 

2.4. Ġzositrat Dehidrojenaz (IDH)  

IDH enzimleri, alfa-ketoglutarat (α-KG) oluĢturmak üzere izositratın oksidatif 

dekarboksilasyonunu katalize eder ve Nikotinamid Adenin Dinükleotit Fosfat 

(NADP +)' ı kofaktör olarak kullanır (Alshiekh ve Fuente, 2023). 

Üç formu bulunan IDH enzimleri; Krebs döngüsü, glutamin metabolizması, 

lipogenez ve redoks regülasyonu gibi birçok ana metabolik tepkimede görev alan 

enzimlerdir. IDH1 ve IDH2 proteinleri yüksek derecede dizi benzerliğine sahiptir ve 

farklı genler tarafından kodlanır.  IDH1 sitoplazma ve peroksizomlarda bulunurken, 

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

IDH1 ve IDH2; 2 aktif bölge içeren, 14 alfa sarmal ve 18 beta tabakadan oluĢan 

homodimerik enzimlerdir. IDH alt birimleri büyük bir alan, küçük alan ve bir toka 

alanından oluĢur ve IDH2 ek bir mitokondriyal hedefleme dizisi içerir (ġekil 5) 

(Waitkus ve ark., 2016). 
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ġekil 5. IDH1 ve IDH2 Proteni Yapısı (Waiktus ve ark., 2016) 

 

2.4.1. Ġzositrat Dehidrojenaz Enziminin Rolü 

IDH enzimi krebs döngüsü içerisinde izositratın α-KG oksidatif dekarboksilasyonunu 

katalize eder ve NADP+' nın indirgenmiĢ nikotinamid adenin dinükleotid fosfat 

(NADPH)'ye indirgenmesinde önemli bir rol oynar (Huang ve ark., 2019). IDH3 ise 

NADP+ yerine nikotinamid adenin dinükleotidi (NAD+)’ı kofaktör olarak kullanarak 

izositratın α-KG'ye dönüĢümü düzenler (ġekil 6) (Ohba ve Hirose, 2016). 

 

ġekil 6. IDH Enzimlerinin Rolü (Ohba ve Hirose, 2016) 

 

IDH geninin aktif bölgesinde tek bir amino asit değiĢikliği ile oluĢan mutasyon 

sentezlenen ürünün değiĢmesine neden olmaktadır. Bu mutasyonlar çoğunlukla 

IDH1’de arjinin 132 (R132) ve IDH2 arjinin 172’de meydana gelmektedir. IDH geni 

mutasyon sonucunda α-KG yerine yüksek düzeyde 2-hidroksiglutarik asit (2-HG) 

oluĢumuna sebep olacaktır (ġekil 7)(Clark ve ark., 2016). 
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ġekil 7. IDH-mutant Enzimlerinin iĢlevi (Huang ve ark., 2019) 

 

2.4.2. Ġzositrat Dehidrojenaz Enziminin Kanser’deki ĠĢlevi 

Kanser hücrelerinde anormal metabolizma yaygındır. Bu anormallik metabolik 

enzimleri kodlayan genlerdeki mutasyonlarla iliĢkilidir. Metabolik süreçlerde etkili 

genlerden bir tanesi de IDH genidir. IDH geni, kanserde en sık tanımlanan 

mutasyona uğramıĢ metabolik gendir; IDH1 ve IDH2 mutasyonları aktif bölge 

değiĢikliklerine neden olur. Bu mutasyonlar, onkogenleri aktive ederek veya tümör 

baskılayıcı genleri baskılayarak hücreleri neoplaziye yatkın hale getirebilir.  

Özellikle metabolik genlerdeki genetik mutasyonlar nedeniyle, onkometabolitlerin 

aĢırı birikimi, kanserin geliĢmesine ve ilerlemesine katkıda bulunur (Wu ve ark., 

2018). 

IDH gen mutasyonları ilk kez kolerektal kanser vakasında tanımlanmıĢtır. IDH 

geninde aktif bölge mutasyonlarının ortak iĢlevi, α-KG'nin 2-HG’ye dönüĢümünü 

katalize eden neomorfik bir enzim aktivitesidir (Waitkus ve ark., 2018).    
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2-HG onkometaboliti, histon ve Deoksiriboz nükleik asit (DNA) demetilasyonu ve 

hipoksiye adaptasyon gibi birçok hücresel sürece katılan çeĢitli α-KG'ye bağımlı 

hidroksilazların aktivitesini inhibe edebilir. Bunların inhibisyonu hücre 

metabolizmasında, redoks homeostazisinde, hücrelerin epigenetik durumunda 

değiĢikliklere ve hücresel farklılaĢmanın bozulmasına yol açar (Chen ve ark., 2016; 

Ni ve ark., 2022). 

Mutasyonlu IDH genleri, kanserli hücrelerde 2-HG’nin birikmesine ve normal 

farklılaĢma süreçlerini baskılayarak maling transformasyona izin vermektedir 

(Waitkus ve ark., 2016). Bu sayede kanser hücrelerinin geliĢimine ve invazivlik 

kazanmasına katkıda bulunmaktadır.  

2.5. Glioblastoma Multiforme’nin Tedavi Stratejileri 

GBM, tedavisi oldukça zor olan kanserlerden biridir. Günümüzde bir çok terapötik 

tedavi stratejileri geliĢtirilmiĢ olsa da, GBM hastalarının prognozu yüksektir. 

Cerrahi, radyoterapi ve adjuvan kemoterapi gibi etkin tedavilerin varlığına rağmen 

glioblastoma hastalarının ortalama yaĢam süresi 15 aydır. 

2.5.1. Cerrahi 

Cerrahi, nörolojik fonksiyonu korurken mümkün olan en fazla miktarda kanserli 

dokunun çıkarılmasını amaçlamaktadır. Cerrahi genel olarak brüt total rezeksiyon ve 

tümörün tamamen çıkarılması sağlanamadığında subtotal rezeksiyon olarak 

sınıflandırılır. Rezeksiyon yapılan hastaların sağkalım süreleri rezeksiyon 

yapılmayan hastalar ile kıyaslandığında önemli ölçüde artıĢ gözlenmiĢtir. Ancak tek 

baĢına cerrahi tedavi yetersiz kalmakta ameliyat sonrası radyoterapi ve kemoterapi 

tedavisi gerçekleĢtirilmelidir (Batash ve ark., 2017; Pour ve ark., 2023). 

2.5.2. Radyoterapi 

Radyasyon tedavisi, DNA çift zinciri üzerinde hasar meydana getirerek hücrelerin 

apoptoza gitmesini sağlayan bir tedavi yöntemidir. Radyoterapi, uzun yıllar boyunca  

gbm için standart bir tedavi yaklaĢımı olmuĢtur ve hala cerrahi ile birlikte GBM 

tedavisinde uygulanmaya devam edilmektedir (Batash ve ark., 2017). Geleneksel 

radyoterapi, foton ıĢınları kullanılarak iletilen 180-200 cGy'lik standart doz 

fraksiyonu boyutuna dayanmaktadır. GBM’in mevcut standart bakım tedavisi, 
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ameliyat sonrası Temozolomid ve Radyoterapi'nin eĢ zamanlı kullanımını 

içermektedir. YaĢlı ve durumu kötü olan hastalarda, modifiye edilmiĢ radyoterapi 

kullanılmıĢ daha az yan etki ve  daha az tedavi yükü elde edilmiĢtir (Pour ve ark., 

2023). 

Foton radyasyonu ile kontrolü iyileĢtirmeye yönelik doz yükseltme giriĢimleri, ek bir 

sağkalım faydası olmaksızın doku hasarının artmasına neden olmuĢtur. Sonuç olarak 

radyoterapi bir tedavi  seçeneği olarak devam etmektedir ancak klinik açıdan 

hücreler radyasyon direnci göstermektedirler (Liu ve ark., 2020). 

2.5.3. Kemoterapi 

Cerrahi esnasında tümör hücrelerinin tamamının alınamaması, primer GBM 

vakalarında cerrahi sonrası kemoterapi tedavisi uygulanmaktadır. Kemoterapi 

gliomalarda hayatta kalmayı radyoterapiye göre %10 oranında arttırdığı gözlenmiĢtir. 

Bu nedenle kemoterapi GBM’in tedavi baĢarısının artmasında önemli bir stratejidir 

(Shergalis ve ark., 2018). 

Beyin tümörlerinde, kemoterapötik tedavi stratejilerinde karĢılaĢılan en önemli sorun 

kan beyin bariyeridir (KBB). KBB, kemoterapötiklerin dokuya ulaĢmasını 

engellediğinden KBB’yi aĢan ajanların tercih edilmesi gerekmektedir (Alifieris ve 

Trafalis, 2015). 

GBM tedavisinde en sık kullanılan kemoterapötikler alkilasyon ajanlarıdır. 

Alkilasyon ajanlarının kanser tedavisinde kullanılmasının yanı sıra, özellikle GBM 

tedavisinde uygulandığı bilinmektedir. Son dönemde gbm hastaların büyük bir 

kısmında alkilasyon ajanı olarak temozolomid kullanılmaktadır (Alifieris ve Trafalis, 

2015). 

2.6. Temozolomid (TMZ) 

DNA alkilleyici ajanlar, antikanser ilaçların en eski sınıfıdır. Beyin tümörleri dahil 

birçok kanser türünde aktif olarak kullanılmakta ve önemini korumaktadır. 

Alkilleyici ajanlar, nükleik asit üzerine eklemeler yaparak DNA'ya zarar verir. Beyin 

tümörleri tedavisinde kullanılan ve etkili olan terapötik madde TMZ'dir (Jiapaer ve 

ark., 2018). 
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TMZ (ticari adı Temodar veya Temodal), 1980'li yıllarda geliĢtirilen imidazotetrazin 

sınıfında yer alan, ikinci nesil alkilleyici kemoterapötik ajandır (Abbaszade ve ark., 

2021). Küçük bir lipofilik molekül olan TMZ, KBB’ye nüfuz edebilir ve bu nedenle 

MSS aktivitesine sahip birkaç ilaçtan biridir (Ortiz ve ark., 2021). TMZ, G2/M'de 

hücre döngüsü durmasını indüklediği ve sonunda apoptoza yol açtığı bilinen bir 

DNA alkilleyici ajandır (Lee S, 2016). 

2.6.1. Temozolomid Etki Mekanizması 

TMZ, 194.154 g/mol gibi düĢük bir moleküler ağırlığa, lipofilik bir karaktere sahiptir 

ve güçlü bir alkilleyici ajan olarak görev yapar. Kimyasal adı 3,4-dihidro-3-metil-4-

oksoimidazol olan TMZ, aktif metabolit 5-(3-metil-1-triazen-1-il)imidazol- üretmek 

için kendiliğinden hidrolize uğrar (Ortiz ve ark., 2021). 

Asidik pH'da (< 5) stabildir, ancak nötr ve alkalin pH (>7) değerlerinde hızla aktif 5-

(3-metiltriazen-1-il) imidazol-4-karboksamide (MTIC) ara ürüne hidrolize olur. 

MTIC ayrıca 5-amino-imidazol-4-karboksamide (AIC) ve metilhidrazine hidrolize 

edilir. TMZ'nin sitotoksisitesine , genomik DNA'daki guaninler üzerindeki N7 ve O6 

bölgelerine ve adeninler üzerindeki O3 bölgesine metil gruplarının eklenmesi aracılık 

eder (ġekil 8). Guanin üzerindeki O6 bölgesinin alkilasyonu, daha sonraki DNA 

replikasyonu sırasında metilguaninin karĢısındaki sitozin yerine bir timin 

eklenmesine yol açar ve bu, hücre ölümüyle sonuçlanabilir (Lee S., 2016). 

 

ġekil 8. Temozolomid ve Temozolomid mekanizması (Jiapaer ve ark., 2018) 
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2.6.2. Temozolomid’in Sitotoksik Etkisine Direnç 

Mevcut standart TMZ tedavisi hastanın ameliyat sonrası hayatta kalma süresini 

uzatabilir ancak çoğu vaka sonunda TMZ'ye direnç gösterir. TMZ tarafından üretilen 

O6-metilguanin ,  O6-metilguanin-DNA metiltransferaz (MGMT) tarafından  

onarılır. MGMT’nin yanı sıra yanlıĢ eĢleĢme tamiri (MMR) ve baz eksizyon 

onarımıda (BER) TMZ direncine katkıda bulunur (ġekil 9) (Jiapaer ve ark., 2018). 

 

ġekil 9. Temozolomid Direnç Mekanizmaları (Jiapaer ve ark., 2018) 

2.6.2.1. O6 -metilguanin-DNA metiltransferaz (MGMT) 

MGMT, O6- metilguanin içindeki metil grubunu çıkararak TMZ tarafından 

oluĢturulan sitotoksik lezyonu doğrudan onaran ve TMZ'nin neden olduğu ölümcül 

DNA hasarının geçersiz olmasına yol açan DNA onarım enzimidir. Bu nedenle, O6-

MeG'nin etkili onarımını sağlamak için MGMT'nin sürekli olarak yenilenmesi 

gerekir (Ortiz ve ark., 2021). 

MGMT proteinini kodlayan gen, kromozom 10 üzerinde yer alır.  MGMT 

ekspresyon seviyeleri, sistein-fosfat-guanin (CpG) gen adasındaki promoter 

bölgesinin metilasyon durumuyla doğrudan iliĢkilidir. Bu gen, promotörünü 

oluĢturan 25 CpG adasının metilasyonuyla epigenetik olarak düzenlenir. MGMT 
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promotörünün CpG bölgeleri metillenmediğinde, polimeraz proteine bağlanabilir ve 

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

MGMT proteini, TMZ kaynaklı DNA hasarına karĢı koyan bir onarım mekanizması 

oluĢturduğundan, MGMT ekspresyonunun seviyesi doğrudan kemoterapideki TMZ 

direnciyle iliĢkilidir. 

2.6.2.2. YanlıĢ EĢleĢme Tamiri (MMR) 

DNA sentezi sürecinde oluĢan nükleotid baz uyumsuzluklarını düzelten bir sistemdir. 

TMZ tedavisiyle indüklenen 06-metilguanin (06-MeG), DNA replikasyonu sırasında 

timin ile yanlıĢ eĢleĢme yapar. MMR sistemi yanlıĢ eĢleĢtirilmiĢ O6-MeG/T'yi tanır 

ve yeni sentezlenen ipliği keserek ana ipliği O6 - MeG'ye zarar vermeden bırakır. Bu 

anlamsız döngüler tekrarlanarak hücre döngüsünün durmasına ve apoptoza yol açar 

(Jiapaer ve ark., 2018). 

MMR fonksiyonunun kaybı, TMZ'nin neden olduğu yanlıĢ eĢleĢtirmeye yanıt vermez 

ve TMZ'nin sitotoksik etkilerine karĢı dirençle iliĢkilendirilebilir. MMR yeteneği, 

melanosit uyarıcı hormon 2 ( MSH2 ), mutL homolog 1 ( MLH1 ) ve mayoz sonrası 

segregasyonla artan Saccharomyces cerevisiae 2 ( PMS2 ) gibi MMR genlerinin 

mutasyonu nedeniyle bozulur. MMR genlerindeki mutasyonların birincil GBM'de 

nadir olduğunu, bu genlerin ise TMZ kaynaklı mutasyonlara karĢı savunmasız 

olduğunu, böylece tümör hücrelerinin MMR yolunun bozulması nedeniyle TMZ'ye 

direnç geliĢtirdikleri belirlenmiĢtir (Lee S., 2016; Jiapaer ve ark., 2018; Tomar ve 

ark., 2021). 

2.6.2.3. Baz Eksizyon Onarımı (BER)  

Baz eksizyon onarımı oksitleyici bir madde, iyonlaĢtırıcı radyasyon veya alkilleyici 

maddeler tarafından indüklenen DNA hasarının onarımında rol oynar. Bu sistem, 

DNA glikosilaz, endonükleaz, polimeraz ve DNA ligazının çoklu kataliz 

reaksiyonlarından oluĢur. N7 -guanin ve N3 – adeninin gibi TMZ'nin neden olduğu 

metilasyonu BER tarafından hızla onarılır, böylece GBM'nin hayatta kalmasını 

destekler (Tomar ve ark., 2021). 
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BER'in bir veya daha fazla bileĢeni mutasyona uğradığında, BER'in DNA hasarını 

onarma yeteneğinde eksiklik ortaya çıkar ve TMZ'nin GBM'ye karĢı sitotoksisitesine 

katkıda bulunur.  

BER bileĢenleri arasında poli (ADP-riboz) polimeraz-1 (PARP-1) çift etkili önemli 

bir enzim olarak bilinmektedir. PARP-1'in inhibisyonu, hücrelerde kırık DNA'nın 

birikmesine yol açarak hücre ölümüyle sonuçlanır. DNA hasarıyla oluĢturulan 

PARP-1 hiper-aktivasyonu, NAD+ ve adenozin trifosfatın (ATP) tükenmesine ve 

ardından hücre ölümüne yol açar. Böylece BER aktivitesinin düzenlenmesi TMZ 

dirençli GBM'nin tedavisine katkı sağlamaktadır (Ortiz ve ark., 2021). 

2.7. GBM’de Ġlaç Dirençliliği 

ATP bağlama kaseti (ABC) taĢıyıcıları, birçok substratı aktif olarak taĢıyan A-G 

olarak adlandırılan yedi gen alt ailesine sınıflandırılan 49 proteinden oluĢan bir 

ailedir. P-glikoprotein (ABCB1), çoklu ilaca dirençli protein 1 (ABCC1), meme 

kanserine dirençli protein (ABCG2) ve çoklu ilaca dirençli protein 10 (ABCC10) 

gibi önemli taĢıyıcıları içermektedir (Vasan ve ark., 2020). 

Ġnsanda tanımlanan ilk ABC taĢıyıcısı ABCB1’dir. ABCB1'in aĢırı ekspresyonu, çok 

çeĢitli kemoterapötik ilaçlara karĢı dirence katkıda bulunur. ABCC1 ayrıca çok 

çeĢitli antikanser ilaçlarına karĢı da dirence yol açar ve kapsamlı kanıtlar, kanser 

hücrelerinin mitoksantron, sakinavir, epipodofilotoksinler ve antrasiklinlere 

direncinin ABCC1 tarafından aracılık ettiğini göstermektedir. ABCG2 taĢıyıcısı 

öncelikle meme kanseri, kolon kanseri, mide kanseri, küçük hücreli akciğer kanseri 

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

Bu proteinler, hücreleri hücre içi ilaç konsantrasyonunun neden olduğu ölümden 

koruduklarından, aynı zamanda ilacın biyoyararlanımını, hücre içi konsantrasyonunu 

ve kan-beyin bariyerinden geçiĢini azaltarak ilacın etkinliğini azaltarak etki 

göstermektedirler (Bukowski ve ark., 2020).  

GBM’de ise ABCB1, ABCC1 ve ABCG2 gibi birçok taĢıyıcı proteinin ekspresyonun 

yüksek olduğu ve bu proteinlerin ilaç dirençliliği ile iliĢkili olduğu yapılan 

çalıĢmalarla gösterilmiĢtir (Roy ve ark., 2022). Fakat etki mekanizmaları tam 

anlamıyla anlaĢılamamıĢtır. 
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ABC taĢıyıcıları, çoklu ilaç direnci'nin geliĢtirilmesindeki en önemli faktör olarak 

kabul edilmektedir. Hücrelerdeki antikanser ilaçlarının konsantrasyonunu arttırmak 

için ABC taĢıyıcılarını bloke etmek veya etkisiz hale getirmek amacıyla tedaviler 

geliĢtirilmeye devam etmektedir. 

Bu direnç mekanizmalarından dolayı GBM hücreleri TMZ'ye karĢı direnç 

oluĢturmaktadır ve tmz'nin etkinliğini kısıtlanmaktadır. TMZ'nin glioblastomların 

tedavisinde etkinliğini arttırmak ve glioblastom hücrelerini t'ye duyarlı hale getirmek 

için farklı tedavi stratejilerine ve yeni terapotiklerin geliĢtirilmesine ihtiyaç 

duyulmaktadır. 

2.8. MikroRNA (miRNA) 

miRNA’lar, transkripsiyon sonrası hedef mRNA’ların gen ekspresyonunu 

düzenleyen, 18-24 nükleotid uzunluğunda,  kodlamayan küçük tek iplikçikli RNA 

molekülleridir (Lin ve Gregory, 2015; Correia ve ark., 2019). 1993 yılında 

C.elegans’da yapılan çalıĢmalar neticesinde gen ekspresyonun etkin transkripsiyonel 

düzenleyicisi olarak lin4 ve let7 miRNA’ları keĢfedilmiĢtir (Budakoti ve ark., 2021). 

Transkripsiyon sonrası gen ekspresyonunun düzenlenmesinde rol alırlar. Hedefi olan 

mRNA’ların 3’-kodlanmayan bölgelerine (3’-UTR) komplementer olarak bağlanan 

miRNA’lar translasyonu baskılarlar (Yao ve ark., 2019). miRNA’ların geliĢim, 

farklılaĢma, hücre döngüsü, çoğalma ve apoptoz gibi farklı biyolojik süreçlerde 

görev aldığı bilinmektedir. miRNA’lar bu süreçlerde homeostazisi sağlama açısından 

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

Hedefledikleri genler kendi baz dizileriyle eĢleĢen genlerdir. Baz eĢleĢme özelliği 

sayesinde miRNA hedef mRNA’ya bağlanır. Bu da ya mRNA’nın yıkılmasına ya da 

protein translasyonunun engellenmesine neden olur (Loh ve ark., 2019).  

Ayrıca, miRNA’lar bir çok mRNA’ya bağlanır veya tek bir mRNA birden fazla 

miRNA tarafından düzenlenebilir (Stavast ve Erkeland, 2019). Yapılan çalıĢmalara 

göre, miRNA'lar insan genlerinin büyük bir kısmını düzenlediği ve anjiyogenez 

(Hamam ve ark., 2017), metastaz gibi süreçlerde de temel düzenleyici olarak görev 

yaptığı bildirilmiĢtir (Goradel ve ark., 2019). 
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2.8.1. miRNA Biyogenezi 

miRNA'lar, spesifik etkileĢimleri sayesinde farklı dokularda ve geliĢim aĢamalarında 

gen ekspresyonunun anahtar transkripsiyon düzenleyicileri olarak rol oynamaktadır 

(Conti ve ark., 2020). 

Günümüze kadar tanımlanmıĢ miRNA’lar ya intragenik ya da intergeniktir. 

Ġntragenik kısım intron ya da ekzon tarafından düzenlenirken, intragenik kısım kendi 

promotörleri tarafından düzenlenir ve konakçı genden bağımsız olarak kopyalanır 

(Westholm ve Lai, 2011). 

Çekirdekte baĢlayan miRNA biyogenezi, ilk olarak RNA polimeraz II veya RNA 

polimeraz III miRNA'nın pri-miRNA’ya transkripsiyonunu gerçekleĢtirir (Ha ve 

Kim, 2014). Drosha ve onun yardımcı faktörü bir RNA bağlayıcı protein olan 

DGCR8 (DiGeorge Sendromu Kritik Bölge 8)'den oluĢan kompleks pri-miRNA’yı 

tanır ve pri-miRNA'yı parçalayarak yaklaĢık 70-100 nükleotid uzunuluğunda saç 

tokası benzeeri bir yapı olan pre-miRNA'ya dönüĢtürür. OluĢturulan pre-miRNA’nın 

3’ uucunda bulunan 2 nükleotitlik çıkıntı Exportin-5 tarafından tanınır. Exportin-5, 

pre-miRNA’nın stabilitesini sağlayarak çekirdekten sitoplazmaya çıkmasını sağlar. 

Exportin-5, Ran-GTP ve pre-miRNA ile üçlü bir kompleks yapı oluĢturur. Bu oluĢan 

üçlü kompleksin konformasyonu Ran-GTP'nin Ran-GDP'ye hidrolizi ile değiĢir. 

DeğiĢen konformasyon sonucu pre-miRNA sitoplazma içine serbest hale gelir. 

Sitoplazmaya taĢınan pre-miRNA’nın olgunlaĢması DICER olarak bilinen RNaz III 

enzimi tarafından gerçekleĢir. Çift iplik halinde bulunan 18-24 nükleotid 

uzunuluğunda miRNA dupleksi oluĢturulur. OluĢturulan bir  iplik degrede 

olmaktadır. Diğer iplik ise argonaut (Ago 1-4) proteinleriyle birleĢerek RNA 

ınduced-silencing complex (RISC) ile kompleks oluĢturmaktadır. RISC miRNA ve 

mRNA’nın eĢleĢmesini sağlayarak mRNA‟nın ya translasyonunun engellenmesine 

ya da yıkılmasına sebep olur (ġekil 10) (Rani ve Sengar 2022; Salim ve ark., 2022). 
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ġekil 10. miRNA Biyogenezi (Sönmez C., 2020) 

2.8.2. miRNA ve Kanser 

Kanserle iliĢkili miRNA’lar hedef aldıkları mRNA’lara bağlı olarak onkogenik 

miRNA’lar veya tümör süpressör miRNA’lar olarak 2 gruba ayrılmaktadır. 

Onkogenik miRNA'nın kanser hücrelerinde yüksek seviyede ekspresyonu, 

miRNA’lar hedefindeki mRNA'lara doğrudan bağlanıp tümör baskılayıcı genlerin 

ekspresyonunu baskılaması ve  kanser hücrelerinin büyümesine, hareketliliğine ve 

metastazına yol açar. Bu da tümörün ilerlemesine katkıda bulunur (Inoue ve Inazawa, 

2021).  

Tümör süpressör miRNA’ların yüksek ekspresyonu ise hücre büyümesini, apoptozu, 

immün sistemi ve diğer kanserlerle iliĢkili olayları düzenleyerek tümör oluĢumunu 

engellemektedir.  

Kanserle iliĢkili miRNA’lar, dokularda farklı bir yanıt oluĢturabilir, böylece  

miRNA’lar kanserlerde onkogenik veya tümör baskılayıcı rollerde etki 

oluĢturabilmektedir. Onkogenik ve tümör baskılayıcı miRNA’ların susturulması veya 

aktifleĢtirilmesi, kanser hücresinin çoğalmasını, tümör büyümesini, metastaz 

oluĢumunu ve hücrenin hayatta kalması gibi olayların düzenlenmesinde rol 

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

Kanser hücrelerinde birçok farklı miRNA tanımlanmıĢtır. Bu miRNA’ların kanserde 

proliferasyon, invazyon, metastaz, apoptoz ve ilaç dirençliliği gibi birçok biyolojik 

süreci düzenlediği bilinmektedir. Bazı kanser hücrelerinde bu yolakların 

düzenlenmesinde rol alan miRNA’lardan bir tanesi de miR-484’tür.  

22 nükleotidden oluĢan miR-484 insanlarda 6.kromozom üzerinde lokalizedir ve 

birçok kanserde rol oynadığı bilinmektedir (Jia ve ark., 2022).   

Bazı kanserlerde miR-484 yüksek oranda eksprese edilerek onkogenik rol oynadığı, 

buna karĢılık bazı kanserlerde ise düĢük eksprese edilerek tümör baskılayıcı olarak 

görev yaptığı gösterilmiĢtir (Li ve ark., 2017; Zare ve ark., 2018). 

Örneğin, meme kanser hücrelerinde miR-484’ün aĢırı eksprese edildiği, hücre 

proliferasyonu arttırdığı ve onkogenik miRNA olarak etki gösterdiğib belirlenmiĢtir 

(Zearo ve ark., 2014). Benzer bir çalıĢmada akciğer kanserinin ilerlemesinde miR-

484’ün ekspresyonunun artması apoptozu engelleyerek tümör proliferasyona katkı 

sağladığı ve onkogenik miRNA olarak görev yaptığı belirlenmiĢtir (Li ve ark., 2017). 

Hepatoselüler karsinom, renal karsinom, yumurtalık kanseri ve kolon kanseri gibi bir 

çok kanser türünde miR-484‟ün onkogenik olarak davrandığı ve hasta prognozuyla 

korelasyon gösterdiği literatürde bildirilmiĢtir (Merhautova ve ark., 2015; Wang ve 

ark., 2019). 

Bu çalıĢmaların tam tersi olarak gastrik ve kolerektal kanserlerde miR-484’ün 

ifadesinin düĢük seviyede olduğu ve tümör baskılayıcı olarak davrandığı 

gösterilmiĢtir (Zare ve ark., 2018). Farklı bir çalıĢmada ise  servikal kanser 

hücrelerinde miR-484’ün aĢırı ekspresyonunun, hücre proliferasyonunu, metastazı, 

istilasını ve epitelyal-mezenkimal geçiĢ (EMT)'i önemli ölçüde inhibe ettiği ve tümör 

supressör olarak görev yaptığı rapor edilmiĢtir (Hu ve ark., 2021).  

Dolayısıyla miR-484’ün kanserlerdeki rolü tam olarak belirlenmemiĢ ve yapılan 

çalıĢmaların bulguları rolünün belirlenmesi için yeterli değildir. 

GBM’lerde farklı miRNA’ların invazyon, metastaz ve ilaç dirençliliği gibi hücresel 

aktivitelerin düzenlenmesinde görev yaptığı tanımlanmıĢtır. Ancak miR-484’ün rolü 

GBM’lerde henüz belirlenmemiĢtir. 



21 
 

 

 

 

 

 

3. GEREÇ VE YÖNTEM  

Sunulan tez çalıĢması; ERÜ Bilimsel AraĢtırma Projeleri Birimi (BAP) TYL-2022-

11870 nolu proje tarafından desteklenmiĢ olup, tüm deneyler Betül Ziya Eren Genom 

ve Kök Hücre Merkezi (GENKÖK) Genom Laboratuvarında gerçekleĢtirildi. 

3.1. GEREÇLER 

3.1.1. ÇalıĢmada Kullanılan Cihazlar   

Tablo 1.ÇalıĢmada Kullanılan Cihazlar 

KULLANILAN CĠHAZ  MARKASI 

Laminar Akım Kabini  Clean Air, Esco Airstream, Class II 

CO2’li Ġnkübatör  Panasonic, MCO-19 A/C (UV) 

Soğutmalı Santrifüj  Beckman Counter 

Hassas Terazi  Sonyo 

Su Banyosu  Sonyo 

Çalkalayıcı Heidolph 

Derin Dondurucu  Uğur 

Buzdolabı +4°C  Siemens 

Ġnvert Mikroskop  Leica 

Otoklav Alp, CL-40M 

Pipet Tabancası  Gilson 

Mikropipet Seti  Gilson 

Vorteks Heidolph 

Ġnvert Mikroskop Nicon TI 

Elisa-Reader Algılama Sistemi Promega 

Thoma Lamı Neubauer 
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3.1.2. ÇalıĢmada Kullanılan Sarf Malzemeler 

Tablo 2. ÇalıĢmada Kullanılan Sarf Malzemeler 

SARF MALZEME  KULLANIM AMACI 

DMEM/F-12 Besiyeri, BI Besiyeri Hazırlanması 

Fetal Bovine Serum(FBS), Gibco Besiyeri Hazırlanması 

L-Glutamine, BI Besiyeri Hazırlanması 

Penisilin-Streptomisin, BI Besiyeri Hazırlanması 

Tripsin-EDTA(%0,05), BI Hücre Pasajlanması 

Serolojik Piper 5, 10, 20 ml Greiner Bio-one  Hücre Kültür ÇalıĢmaları 

Steril 6, 24, 96 Kuyucuklu Plaklar, Greiner Deneysel ÇalıĢmalar 

Pipet Uçları (0,5-10, 10-100, 200-1000µl), 

Greiner Hücre Kültür ÇalıĢmaları 

25cm2 ve 75cm2 Hücre Kültür Kapları, 

Greiner Hücre Çoğaltılması 

Steril Cryo Tüp, Isolab Hücrelerin Dondurulması  

Fosfat Buffer Saline (PBS), Biochrom Hücre Kültür ÇalıĢmaları 

Dimetilsülfoksit (DMSO), Merck Hücre Dondurulması 

Dulbecco's Phosphate-Buffered Saline 

(DPBS), Gibco Hücre Kültür ÇalıĢmaları 

Mutlak Etanol ve %70 Etanol Hücre Kültür ÇalıĢmaları 

miRNA mimik (hsa-miR-484 cat: 4464066), 

ThermoFisher 

U87-mutant ve mutant olmayan  

GBM hücrelerinde miR-484’ün  

ekspresyonunu indüklemek için 

Hyperfect Transfeksiyon Ajanı, Qiagen 

miRNA'nın hücre içine 

transfeksiyonu  

MTS Reagent Powder, Promega Hücre Canlılık Testi 

Phenazine Methosulfate (PMS), Sigma-

Aldrich Hücre Canlılık Testi 

Kristal Viyole (violet) Çözeltisi (%10), Sigma Hücre Boyaması 

Temozolomid, Sigma-Aldrich Hücre Kültürü  

Annexin V Apoptoz Kiti Apoptoz Analizi için 

 

3.2. YÖNTEM 

3.2.1.Kullanılan Hücre Hatları 

ÇalıĢmamızda agresif GBM hücre hattı olan insan kökenli U-87(mutant olmayan) 

(ATCC® HTB-14™) ve U87 IDH1-mutant (ATCC® HTB-14IG) hücre hatları 

kullanıldı. Hücre hatları ticari olarak ATCC (American Type Culture Collection) 

firmasından satın alındı. 
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3.2.2. Hücre Kültürü 

ÇalıĢmamızda kullanılan hücreler steril Ģartlar altında uygun büyüme besiyeri 

(medya) kullanılarak %5 CO2 içeren 37°C inkübatörde inkübasyona bırakılarak 

çoğalması sağlandı, sonra pasajlama iĢlemleri yapıldı. Hücre kültürü çalıĢmalarının 

tamamı ve kültür iĢlemleri için gerekli olan malzemelerin hazırlanması steril laminar 

hava akımlı kabinlerde gerçekleĢtirildi. 

Besiyeri Hazırlanması 

Dulbecco’s Modified Minimal Essential Medium/F-12 (DMEM/F12) medyum 

ortamına; inaktive edilmiĢ Fetal Bowine Serum (FBS) (%5), L-glutamin (%1) ve 

Penisilin/Streptomisin (%1) ilave edilerek hücrelerin çoğalması için uygun besiyeri 

hazırlandı. Hazırlanan medyum kullanılıncaya kadar +4°C’de muhafaza edildi, 

kullanılmadan önce çıkartılarak su banyosunda 37°C’ye getirildi ve çalıĢmalarda 

kullanıldı. 

Hücrelerin Çoğaltılması ve Pasajlanması 

Deney süresince tüm hücre kültür aĢamaları, çalıĢma ve öncesinde ultraviyole ıĢık ve 

%70 etanol ile sterilize edilen laminar hava akımlı çalıĢma kabininde yapıldı. 

Önceden dondurulmuĢ ve kriyo vial içerisinde -196°C’de sıvı azot tankında 

muhafaza edilen hücre hatları, sterilize edilmiĢ kabin içerisine alınarak buz üzerinde 

erimeye bırakıldı. Çözünen hücreler 15 ml’lik steril falkon tüpe alındı ve üzerine 9 

ml FBS(+) besiyeri eklendi.1500 rpm +4°C’de 5 dk santrifüj edildi. Santrifüj 

sonrasında süpernatant kısmı atıldı ve pellet üzerine 1 ml FBS (+) besiyeri eklenerek 

pipetaj yapıldı. Hücre kültürü için pelletin büyüklüğüne göre 25 cm
2
 ya da 75 cm

2
’lik 

flask tercih edildi. Tercihe göre 25 cm
2
’lik flask içerisine 4 ml, 75 cm

2
’lik flask 

içerisine 10 ml FBS(+) besiyeri eklendi. Besiyeri üzerine hücreler eklendi ve flask 

37°C %5 CO2’li inkübatörde inkübe edilerek hücrelerin çoğalması sağlandı. 

Bu süreç içerisinde hücreler inverted mikroskopta incelendi. Hücrelerin flasklardaki 

yoğunluğu %80-90’lara ulaĢtığı zaman (konfluense) besi yeri atılarak flask 

içerisindeki ölü hücreler ve artıkları uzaklaĢtırıldı. Flask tabanına tutunan aderent 

hücreleri kaldırmak amacıyla 75 cm
2
’lik flaska 3 ml, 25 cm

2
’lik flaska 2 ml 

%0,05’lik Tripsin-EDTA solüsyonu eklendi ve 37°C %5 CO2’li inkübatörde 2-3 
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dakika bekletildi. Hücrelerin tamamının kalktığından emin olmak için mikroskop 

altında incelendi. Tripsin aktivitesini sonlandırmak için flasklara eklediğimiz tripsin 

miktarının iki katı kadar besiyeri eklendi ve flask tabanı iyice yıkandıktan sonra 

hücreler 15 ml’lik falkon tüplere aktarıldıktan sonra 1500 rpm +4°C’de 5 dk santrifüj 

edildi. Santrifüj sonrası, süpernatant kısmı atıldı kalan pellet medyumla çözdürüldü 

ve medyum içeren yeni flasklara transfer edildi. Bu Ģekilde hücrelerin pasajlanması 

ile hücrelerin sürekli çoğaltılması sağlandı. 

Hücrelerin Dondurulması 

ÇalıĢma dıĢında kullanılmayan hücreler depolanmak üzere %90 tam kültür medyum 

ve %10 Dimetil sülfoksit (DMSO) ( 9:1 oranı) olacak Ģekilde dondurularak muhafaza 

edildi. Bunun için hücreler kademeli olacak Ģekilde önce -80°C’de bekletildi daha 

sonra -196°C’lik sıvı azot tankında ileride kullanılmak üzere saklandı. 

Hücrelerin Sayımı 

Toplam hücre süspansiyonunun mililitresindeki hücre sayısını hesaplama için, 

Thoma Lamı kullanıldı. Santrifüj edilerek toplanmıĢ hücre pelleti taze medyum 

içerisinde çözdürülerek süspanse edildi. Sonra bu hücre süspansiyonundan 10µl 

alınarak Thoma lamına konuldu ve üzeri lamel ile kapatıldı. Daha sonra invert 

mikroskop kullanılarak 40x büyütmede uygun karelerde yer alan hücreler sayıldı ve 

ortalaması alındı. Falkondaki hücre süspansiyonu içindeki hücre sayısı aĢağıdaki 

formüle göre hesaplandı; 

 1 ml’deki hücre sayısı = sayılan bölgedeki ortalama hücre sayısı x 10
4 

Kullanılan mikroRNA (miRNA)’lar ve Hazırlanması 

ÇalıĢmamızda GBM hücrelerinde miR-484’ün ekspresyonunu artıracak mimik-miR-

484 kullanıldı. Bu miRNA son konsantrasyonu 50 nM olacak Ģekilde nükleaz free su 

ile laminar hava akımlı kabinde hazırlandı. Amacımıza uygun miRNA 

“UCAGGCUCAGUCCCCUCCCGAU” dizisine uygun olarak Thermo Fisher (hsa-

miR-484 cat: 4464066) firmasından temin edildi.  
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Hücrelerin miRNA ile Transfeksiyonu 

Hücrelerin miRNA ile transfeksiyonu için transfeksiyon ajanı olarak Hiperfekt 

kullanıldı. Tüm deneylerimizde hücrelerin çoğaltıldığı kültür ortamına son 

konsantrasyonu 50 nM olacak Ģekilde mimik-miR-484 ile transfekte edildi ve tüm 

deneylerimizde hücrelerin 72 saat miRNA’larla transfekte edilmesi sağlandı. Bunun 

için, deneyin amacına uygun Ģekilde hücreler kültür kaplarına ekildi ve 37°C %5 

CO2’li etüvde inkübe edildi. Ġnkübasyondan 24 saat sonra hücrelerin çoğaldıkları 

kültür ortamına mimik-miR-484 eklendi ve 72 saat boyunca etüvde transfeksiyonu 

sağlandı. 72 saat sonunda kültür sonlandırıldı ve deneyin amacına uygun testler 

yapıldı. Tüm iĢlemler steril Ģartlarda laminar hava akımlı kabinde yapıldı. 

Hücrelerin Temozolomid ile Muamelesi 

TMZ (CAS: 85622-93-1) Sigma-Aldrich firmasından temin edildi. TMZ DMSO ile 

çözdürülerek stok olarak hazırlandı. Hücrelerin farklı konsantrasyonlarda TMZ ile 

muamele edilmesi için stok olarak hazırlanmıĢ TMZ medyum ile dilüe edildi ve 

hücreler farklı konsantrasyonlarda (1, 3, 5, 10, 20, 25, 50, 100 µM) 72 saat boyunca 

TMZ ile muamele edildi. 

3.2.3. Hücre Proliferasyon / Canlılık (MTS) Analizi 

Hücrelerin proliferasyon/canlılık oranını analiz etmek için [3-(4,5- dimethylthiazol-

2-yl)-5-(3-carboxymethoxyphenyl)-2-(4-sulfophenyl)-2H-tetrazolium (MTS) analizi 

kullanıldı. Bu analiz için çalıĢmamızda kullanılan IDH-mutant U87 ve IDH-mutant 

olmayan U87 hücreleri uygun sayıda (1500 hücre/ 100µl) 96 kuyucuklu plakalara 

ekildi ve 37°C’de CO2’li etüvde inkübe edildi. Ġnkübasyonlarının 24.saatinde bir 

kısım hücreler TMZ hücrelerin %50 sini öldürdüğü dozu bulmak için (IC:50 oranını 

belirlemek için)  hücreler farklı konsantrasyonlarda TMZ (10, 20, 40, 80, 100 µM) 

ile muamele edilirken bir kısım hücreler 50 nM mimik-miR484 ile transfekte edildi. 

Daha sonra belirlenen %50 TMZ dozu (80, 100 µM)  ile 50 nM mimik-miR484 

kombine olarak hücrelere uygulandı. Kontrol olarak bir kısın hücrelere hiçbir 

uygulama yapılmadı, bir kısım hücreler DMSO ile muamele edildi ve bir kısım 

hücreler ise kontrol miRNA ile muamele edildi. Kültür süreleri dolunca kültür 

sonlandırılarak hücreler MTS/PMS (Phenazine Methosulfate) solüsyonu ile muamele 
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edildi. Bunun için; MTS/PMS solüsyonundan (1000:50) her kuyucuğa 20µl 

eklenerek yaklaĢık 1-2 saat etüvde inkübasyona bırakıldı. Ġnkübasyon sonrası ELĠSA 

okuyucuda 450 nm’de hücrelerin canlılık oranı ölçüldü. 

3.2.4. Klonojenik Tespiti 

 Kanserli hücrelerin çoğalma ve koloni oluĢturma düzeylerini belirlemek için 

kullanılan bir yöntemdir. Bunun için hücre tipine uygun medya bulunan 6’lık kaplara 

IDH-mutant U87 ve IDH-mutant olmayan U87 hücreleri uygun miktarda ekimi 

yapıldı. Ġnkübasyonlarının 48.saatinde bir kısım hücreler TMZ (1, 3, 5, 10, 25, 50, 

100 µM ) ile muamele edilirken bir kısım hücrelere 50 nM mimik-miR484 ile 

transfekte edildi. Daha sonra belirlenen %50 TMZ dozu (10 µM)  ile 50 nM mimik-

miR484 kombine olarak hücrelere uygulandı. Kontrol olarak bir kısım hücrelere 

hiçbir uygulama yapılmadı, bir kısım hücreler DMSO ile muamele edildi ve bir kısım 

hücreler ise kontrol-miRNA ile muamele edildi. Sonrasında 10-12 gün boyunca 

37°C’de inkübasyona tabi tutuldu ve günlük olarak hücreler inver mikroskopta takip 

edildi. Hücrelerin klon oluĢumu tespit edildiğinde (kontrol hücreleri  kabı tamamen 

doldurduğunda) kültür sonlandırıldı. Hücrelerin bulunduğu ortamdan medya 

uzaklaĢtırıldı ve metanolle hazırlanmıĢ %10’luk kristal-viyole ile hücreler  boyandı. 

Daha sonra oluĢan hücre kolonileri sayıldı. 

3.2.5. Apoptoz Analizi 

Anneksin-V analizi hücrelerde apoptoz tayini için kullanılan bir yöntemdir. Bu analiz 

için çalıĢmamızda kullanılan IDH-U87 mutant ve IDH-mutant olmayan U87 

hücreleri uygun sayıda (1500 hücre/ 100µl) 96 kuyucuklu plakalara ekildi ve 

37°C’de CO2’li etüvde inkübe edildi. Ġnkübasyonlarının 24.saatinde bir kısım 

hücreler TMZ (10 µM)  ile muamele edilirken bir kısım hücreler 50 nM mimik-

miR484 ile transfekte edildi. Bir kısım hücreler ise TMZ ve mimik-miR484 kombini 

ile muamele edildi. Kontrol olarak bir kısın hücrelere hiçbir uygulama yapılmadı, bir 

kısım hücreler DMSO ile muamele edildi ve bir kısım hücreler ise kontrol-miRNA 

ile muamele edildi. Ġnkübasyon süresi sonunda hücreler PBS ile yıkandıktan sonra 

tripsinasyon yöntemi ile toplandı. Örnekler, BioLegend'in 7-AAD ile FITC Annexin 

V Apoptoz Tespit Kit (Cat No: #640922) protokolüne göre boyandı ve 

FACSARIAIII ile analiz edildi. 
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3.2.6. Ġstatiksel Değerlendirme 

Tüm deneyler en az üç tekrar edildi. Sonuçlar standart sapmalarla ortalama değer 

olarak özetlendi. Ġstatiksel anlamlılık Student-t testi kullanılarak değerlendirildi p 

değerinin 0.05’ten küçük olduğu veriler istatiksel olarak anlamlı kabul edildi. Tüm 

istatiksel analizler ve grafikler için GraphPad Prism 8.2.1 programı kullanılarak 

yapıldı. 
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4.BULGULAR 

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

U87 kanseri hücrelerinin canlılığına/çoğalmasına etkisi 

U87-MG ve IDH1 mutant U87 hücreleri 72 saat 10-100 µM arasında artan 

konsantrasyonlarda TMZ ile muamale edildi. Kontrol olarak kullanılan hücrelerin bir 

kısmına hiçbir uygulama yapılmazken, bir kısmı ise DMSO ile muamele edildi. 

Hücrelerin inkübasyon süreleri dolduğunda farklı konsantrasyonlarda hücrelere 

uygulanan TMZ’nin hücre  canlılığına olan etkisi MTS analizi ile belirlendi. 

Yapılan analiz sonuçlarımıza göre TMZ uygulanan; U87 ve IDH1 mutant-U87 

hücrelerinde, hücre canlılığının kontrol hücrelerine kıyasla artan TMZ 

konsantrasyonuna bağlı olarak önemli oranda azaldığı bulundu (ġekil 11). 72 saat 

10-100 µM  TMZ ile muamele edilen U87-MG hücrelerinde kontrol grubu 

hücrelerine göre 80 ve 100 µM konsantrasyonlarında anlamlı bir azalma bulundu 

(p<0,0001) (ġekil 11A). 72 saat 10-100 µM TMZ ile muamele edilen IDH1 mutant 

U87 hücrelerinde kontrol grubu hücrelerine göre artan TMZ konsantrasyonlarına 

bağlı olarak hücre canlılığında istatistiksel olarak anlamlı oranda azalma bulunurken 

80 ve 100 µM konsantrasyonlarında hücrelerin yaklaĢık %50’sinin öldüğü bulundu 

(p <0,0001) (ġekil 11B).  
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ġekil 11.Temozolomid ile muamele edilen U87-MG ve IDH1 mutant U87 hücrelerinde 

proliferasyon oranı. A) 72 saat 10-100 µM temozolomid ile muamele edilen U87-MG hücrelerinde 

kontrol grubu hücrelerine göre 80-100 µM konsantrasyonlarında anlamlı bir azalma bulundu. B) 72 

saat 10-100 µM temozolomid ile muamele edilen IDH1 mutant U87 hücrelerinde kontrol grubu 

hücrelerine göre 10-100 µM konsantrasyonlarında anlamlı bir azalma görüldü (ns: p>0.05; 

*p<0.05;**p<0.001;****p<0.0001) (NT: uygulama yapılmayan) 

U87-MG hücreleri, 50 nM mimik-miR-484 ile 72 saat transfekte edildi. Kontrol 

olarak kullanılan hücrelerin bir kısmına hiçbir uygulama yapılmazken, bir kısmı ise 

kontrol miRNA ile muamele edildi. 72 saatte hücrelerin %50’sini öldürdüğü 80 ve 

100 µM temozolomid dozu  ve  mimik-miR-484 ile birlikte U87-MG hücreleri 

kombine olarak muamele edildi. Kontrol (muamelesiz) olarak kullanılan hücrelere 

hiçbir uygulama yapılmadı. Muamele sonrası, GBM hücrelerin 

proliferasyon/canlılığındaki rolünü analiz etmek için MTS analizi yapıldı. 

Yapılan analiz sonuçlarımıza göre, mimik-mir484 ile transfekte edilen U87 hücreleri 

kontrol hücreleri ile kıyaslandığında canlılık oranın istatiksel olarak önemli oranda 

azaldığı olduğu bulundu (p<0,0001) (ġekil 12). TMZ ve mimik-miR484 

kombinasyonu uygulanan hücreler ile kontrol hücreleri kıyaslandığında 

kombinasyonun hücre canlılığını önemli oranla azalttığı bulunmuĢtur (ġekil 12 ). 

Tüm MTS sonuçlarımız birlikte ele alındığında; TMZ ve mimik-miR484 

kombinasyonu ile muamele edilen U87-MG hücrelerinde hem kontrol hücrelerine 

kıyasla hem de TMZ ve mimik-miR484’ün ayrı ayrı uygulandığı hücrelere kıyasla, 

hücre proliferasyonun/canlılığının önemli oranda baskılandığı ve tek baĢına TMZ ile 

muamele edilen hücrelerde geliĢen direncin kombin ile kırıldığı bulundu (ġekil 12).  
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ġekil 12. U87-MG hücrelerinde proliferasyon/canlılık oranı. Tmz ve mimik-miR484 

kombinasyonu ile muamele edilen U87-MG hücrelerinde hem kontrol hücrelerine kıyasla hem de 

TMZ ve mimik-miR484’ün ayrı ayrı uygulandığı hücrelere kıyasla, hücrelerde  proliferasyonun 

önemli oranda baskılandığı bulundu (ns: p>0.05; *p<0.05;**p<0.001;****p<0.0001) (NT: uygulama 

yapılmayan). 

IDH1 mutant U87 hücreleri, 50 nM mimik-miR-484 ile 72 saat transfekte edildi. 

Kontrol olarak kullanılan hücrelerin bir kısmına hiçbir uygulama yapılmazken, bir 

kısmı ise kontrol miRNA ile muamele edildi. 72 saatte hücrelerin %50’sini 

öldürdüğü 80 ve 100 µM temozolomid dozu  ve  mimik-miR-484 ile birlikte IDH1 

mutant U87 hücreleri kombine olarak muamele edildi. Kontrol (muamelesiz) olarak 

kullanılan hücrelere hiçbir uygulama yapılmadı. Muamele sonrası, GBM hücrelerin 

proliferasyon/canlılığındaki rolünü analiz etmek için MTS analizi yapıldı. 

Yapılan analiz sonuçlarımıza göre, mimik-mir484 ile transfekte edilen IDH1 mutant 

U87 hücreleri kontrol hücreleri ile kıyaslandığında canlılık oranın istatiksel olarak 

önemli oranda azaldığı olduğu bulundu (p<0,0001) (ġekil 13). TMZ ve mimik-

miR484 kombinasyonu uygulanan hücreler ile kontrol hücreleri kıyaslandığında 

kombinasyonun hücre canlılığını önemli oranla azalttığı bulunmuĢtur (ġekil 13). 

Tüm MTS sonuçlarımız birlikte ele alındığında; TMZ ve mimik-miR484 

kombinasyonu ile muamele edilen IDH1 mutant U87 hücrelerinde hem kontrol 

hücrelerine kıyasla hem de TMZ ve mimik-miR484’ün ayrı ayrı uygulandığı 

hücrelere kıyasla, hücre proliferasyonun/canlılığının önemli oranda baskılandığı ve 
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tek baĢına TMZ ile muamele edilen hücrelerde geliĢen direncin kombin ile kırıldığı 

bulundu (ġekil 13).  

 

ġekil 13. IDH1 mutant U87 hücrelerinde proliferasyon/canlılık oranı. Tmz ve mimik-miR484 

kombinasyonu ile muamele edilen IDH1 mutant U87 hücrelerinde hem kontrol hücrelerine kıyasla 

hem de TMZ ve mimik-miR484’ün ayrı ayrı uygulandığı hücrelere kıyasla, hücrelerde  

proliferasyonun önemli oranda baskılandığı bulundu (ns: p>0.05; *p<0.05;**p<0.001;****p<0.0001) 

(NT: uygulama yapılmayan). 

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

U87 kanseri hücrelerinin koloni oluĢumuna etkisi 

6 kuyucuklu plakalarda inkübe edilen U87-MG ve IDH1 mutant U87 hücreleri 

inkübasyonlarının 48. saatinde 1-100 µM arasında TMZ, 50 nM mimik-miR484 ve 

bunların kombinasyonu ile muamale edildi. Kontrol (muamelesiz) olarak kullanılan 

hücrelere hiçbir uygulama yapılmadı. Hücrelerin inkübasyon süreleri dolunca farklı 

konsantrasyonlarda hücrelere uygulanan TMZ, mimik-miR484 ve 

kombinasyonlarının hücrelerin koloni oluĢturma üzerine etkisini analiz etmek için 

klonojenik test yapıldı.  

Yapılan analiz sonuçlarımıza göre;  

1-100 µM arasında TMZ uygulanan; U87-MG ve IDH1 mutant U87 hücrelerinde, 

koloni oluĢumunun kontrol hücrelerine kıyasla TMZ konsantrasyonuna bağlı olarak 

önemli oranda azaldığı bulundu. 10-100 µM TMZ ile muamele edilen U87-MG 

hücrelerinde kontrol grubu hücrelerine göre koloni sayısında 10, 25 ve 50 µM 

konsantrasyonlarında anlamlı bir azalma bulunurken, 100 µM TMZ koloni 
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oluĢumuna tamamen baskıladı (p<0,0001) (ġekil 14A). 1-100 µM TMZ ile muamele 

edilen IDH1 mutant U87 hücrelerinde kontrol grubu hücrelerine göre koloni 

sayısında 1-100 µM konsantrasyonlarında artan konasantrasyona bağlı olarak koloni 

oluĢumunda anlamlı bir azalma bulunurken, 25  µM’dan itibaren koloni oluĢumunun 

tamamen baskılandığı bulundu (p<0,0001) (ġekil 14B). 

 

ġekil 14.  Temozolomid ile muamele edilen U87-MG ve IDH1 mutant U87 hücrelerinde koloni 

oluĢum oranı. A)U87-MG hücrelerinin kristal viyole ile boyanmıĢ görüntüleri. A1)10-100 µM 

temozolomid ile muamele edilen U87-MG hücrelerinde kontrol grubuna kıyasla artan doz miktarında 

koloni oluĢumu önemli oranda azalmıĢtır. B) IDH1 mutant U87 hücrelerinin kristal viyole ile 

boyanmıĢ görüntüleri. B1) 1-100 µM temozolomid ile muamele edilen IDH mutant U87 hücrelerinde 

kontrol grubuna kıyasla artan doz miktarında koloni oluĢumu önemli oranda azalmıĢtır (ns: p>0.05; 

*p<0.05;**p<0.001;****p<0.0001) (NT: uygulama yapılmayan). 

U87-MG hücreleri, 50 nM mimik-miR-484 ile 72 saat transfekte edildi. Kontrol 

olarak kullanılan hücrelerin bir kısmına hiçbir uygulama yapılmazken, bir kısmı ise 

kontrol miRNA ile muamele edildi. 72 saatte hücrelerin %50’sini öldürdüğü 10 µM 

temozolomid dozu ve mimik-miR-484 ile birlikte U87-MG hücreleri kombine olarak 

muamele edildi. Kontrol (muamelesiz) olarak kullanılan hücrelere hiçbir uygulama 

yapılmadı. Muamele sonrası, GBM hücrelerin proliferasyon/canlılığındaki rolünü 

analiz etmek için klonojenik test yapıldı. 
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Yapılan analiz sonuçlarımıza göre, mimik-mir484 ile transfekte edilen U87-MG 

hücreleri kontrol hücreleri ile kıyaslandığında klon oluĢum oranın istatiksel olarak 

önemli oranda azaldığı olduğu bulundu (p<0,0001) (ġekil 15). TMZ ve mimik-

miR484 kombinasyonu uygulanan hücreler ile kontrol hücreleri kıyaslandığında 

kombinasyonun klon oluĢumunu önemli oranda azalttığı bulunmuĢtur (ġekil 15). 

Tüm  sonuçlarımız birlikte ele alındığında; TMZ ve mimik-miR484 kombinasyonu 

ile muamele edilen U87-MG hücrelerinde hem kontrol hücrelerine kıyasla hem de 

TMZ ve mimik-miR484’ün ayrı ayrı uygulandığı hücrelere kıyasla, hücrelerin klon 

oluĢumunu önemli oranda baskılandığı bulundu (ġekil 15).  

 

ġekil 15. U87-MG hücrelerinde klon oluĢum oranı. Tmz ve mimik-miR484 kombinasyonu ile 

muamele edilen U87-MG hücrelerinde hem kontrol hücrelerine kıyasla hem de TMZ ve mimik-

miR484’ün ayrı ayrı uygulandığı hücrelere kıyasla, hücrelerde  proliferasyonun önemli oranda 

baskılandığı bulundu (ns: p>0.05; *p<0.05;**p<0.001;****p<0.0001) (NT: uygulama yapılmayan). 

IDH1 mutant U87 hücreleri, 50 nM mimik-miR-484 ile 72 saat transfekte edildi. 

Kontrol olarak kullanılan hücrelerin bir kısmına hiçbir uygulama yapılmazken, bir 

kısmı ise kontrol miRNA ile muamele edildi. 72 saatte hücrelerin %50’sini 

öldürdüğü 10 µM temozolomid dozu ve mimik-miR-484 ile birlikte IDH1 mutant 

U87 hücreleri kombine olarak muamele edildi. Kontrol (muamelesiz) olarak 

kullanılan hücrelere hiçbir uygulama yapılmadı. Muamele sonrası, GBM hücrelerin 

proliferasyon/canlılığındaki rolünü analiz etmek için klonojenik test yapıldı. 
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Yapılan analiz sonuçlarımıza göre, mimik-mir484 ile transfekte edilen IDH1 mutant 

U87 hücreleri kontrol hücreleri ile kıyaslandığında klon oluĢum oranın istatiksel 

olarak önemli oranda azaldığı olduğu bulundu (p<0,0001) (ġekil 16). TMZ ve 

mimik-miR484 kombinasyonu uygulanan hücreler ile kontrol hücreleri 

kıyaslandığında kombinasyonun klon oluĢumunu önemli oranda azalttığı 

bulunmuĢtur (ġekil 16). 

Tüm  sonuçlarımız birlikte ele alındığında; TMZ ve mimik-miR484 kombinasyonu 

ile muamele edilen IDH1 mutant U87 hücrelerinde hem kontrol hücrelerine kıyasla 

hem de TMZ ve mimik-miR484’ün ayrı ayrı uygulandığı hücrelere kıyasla, 

hücrelerin klon oluĢumunu önemli oranda baskılandığı bulundu (ġekil 16).  

 

ġekil 16. IDH1 mutant U87 hücrelerinde klon oluĢum oranı. Tmz ve mimik-miR484 

kombinasyonu ile muamele edilen IDH1 mutant U87 hücrelerinde hem kontrol hücrelerine kıyasla 

hem de TMZ ve mimik-miR484’ün ayrı ayrı uygulandığı hücrelere kıyasla, hücrelerde  

proliferasyonun önemli oranda baskılandığı bulundu (ns: p>0.05; *p<0.05;**p<0.001;****p<0.0001) 

(NT: uygulama yapılmayan). 

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

U87 kanseri hücrelerinde apoptoza etkisi 

U87-MG ve IDH1 mutant U87 hücreleri, 10 µM TMZ, 50 nM mimik-miR484 ve 

bunların kombinasyonu ile muamale edildi. Kontrol olarak kullanılan hücrelerin bir 

kısmına hiçbir uygulama yapılmazken, bir kısmı ise kontrol-miRNA ile muamele 

edildi. Hücrelerin inkübasyon süreleri dolunca hücrelere uygulanan TMZ, mimik-

miR484 ve kombinasyonunun  hücrelerde apoptoz (erken ve geç) üzerindeki ölçüldü 
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(ġekil 17).  Apoptoz analizi  için Annexin V kiti kullanılarak flow sitometride ölçüm 

yapıldı. 

 

ġekil 17. U87-MG ve IDH1 mutant U87 hücrelerinin apoptoz oranı. A) U87-MG hücrelerinin 

apoptoz analizi sonucu apoptoz değiĢimi. B) IDH1 mutant U87 hücrelerinin apoptoz analizi sonucu 

apoptoz değiĢimi. (NT: uygulama yapılmayan)  

U87-MG hücrelerinde kontrol hücrelere kıyasla 10 µM TMZ, mimik-mir484 ve aynı 

kombinasyonlarının uygulaması sonucu apoptoz oranında artıĢ bulundu. TMZ 

uygulanan hücrelerde kontrol hücrelerine göre anlamlı bir atıĢ gözlenmiĢtir. Tek 

baĢına TMZ ile muamele edilen hücrelere kıyasla mimk-miR484 ve kombinasyonun 

uygulandığı hücrelerde apoptozun önemli oranda arttığı bulundu. (p<0,0001) (ġekil 

18) 
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ġekil 18. U87-MG hücrelerinin total apoptoz oranı. U87-MG hücreleri 10 µM TMZ, mimik-

miR484 ve aynı konsantrasyonlarda kombinasyonları ile muamelesi sonucu muamelesiz hücrelere 

kıyasla total apoptoz oranında artıĢ bulundu . mimik-miR484 ve kombinasyon uygulanan hücreler ile 

sadece tmz ile muamele edilen hücreler kıyaslandığında ise apoptozun önemli oranda arttığı bulundu 

(ns: p>0.05; *p<0.05;**p<0.001;****p<0.0001) (NT: uygulama yapılmayan). 

IDH1 mutant U87 hücrelerinde tek baĢına TMZ ve mimik-miR484 ile muamele 

edilen hücreler kontrol hücreleri ile kıyaslandığında anlamlı bir artıĢ gözlenmiĢtir. 

Ancak kombinasyon uygulanan hücreler sadece TMZ ve mimik-miR484 uygulanan 

hücreler ile kıyaslandığında anlamlı bir farklılık gözlenmemiĢtir (p=0,0027) (ġekil 

19).  
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ġekil 19. IDH1 mutant U87 hücrelerinin total apoptoz oranı. Idh1 mutant U87 hücreleri 10 µM 

TMZ, mimik-miR484 ve aynı konsantrasyonlarda kombinasyonları ile muamelesi sonucu muamelesiz 

hücrelere kıyasla total apoptoz oranında artıĢ bulundu ancak kombinasyon uygulanan hücreler ile tek 

doz uygulanan hücreler kıyaslandığında ise apoptoz oranında anlamlı bir farklılık gözlenmedi (ns: 

p>0.05; *p<0.05;**p<0.001;****p<0.0001) (NT: uygulama yapılmayan). 
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5.TARTIġMA VE SONUÇ 

Gliomalar, beyin ve omurilikteki sinir hücrelerini çevreleyen ve onların iĢlev 

görmesine  yardımcı olan glial hücrelerde ortaya çıkan merkezi sinir sisteminin kötü 

huylu tümörleridir. GBM ise, kötü prognoz, hızlı proliferasyon,  yüksek nüks 

oranları, güçlü bir infiltrasyon eğilimi ve kemoterapilere direnç gibi  özellikleri ile 

beyin tümörünün en ölümcül (evre IV) tipini temsil eder. Histolojik olarak 

birbirleriyle benzerlik göstermelerine rağmen, IDH1 (+) tümörlerin, IDH1 (-) 

tümörlere  kıyasla prognozunun daha iyi olduğu ve daha uzun genel sağkalıma sahip 

olduğu gösterilmiĢtir.  

GBM hastaları için uygulanan geleneksel tedavi stratejileri, tümör rezeksiyonu, 

temozolomide dayalı kemoterapi, radyoterapi veya bu seçeneklerin bir 

kombinasyonuna dayanmaktadır. Son yıllarda ise, GBM’lerin tedavisi için, cerrahi 

rezeksiyon sonrası radyoterapi ve kemoterapi de dahil olmak üzere multimodal 

agresif terapiler, hedefe yönelik tedaviler, gen terapisi ve immünoterapiler olmak 

üzere güncel tedavi yöntemleri klinikte veya pre-klinik çalıĢmalarda kullanılmaya 

baĢlansa da, halen hastaların ortalama sağkalım süresinde bir iyileĢme görülmemiĢtir 

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

Bu nedenle, GBM’ler için yeni hedeflerin ve etkili terapötik yaklaĢımların 

geliĢtirilmesi zorunlu hale gelmiĢtir.  

miRNA’lar 19-25 nükleotit büyüklüğünde küçük, kodlamayan RNA’lardır. 

miRNA’lar translasyonu inhibe ederek veya mRNA’ların susturulmasını tetikleyerek  

gen ekspresyonunun düzenlenmesinde önemli rol oynarlar. miRNA’lar küçük  

kodlanmayan RNA molekülleri olarak post-transkripsiyonel gen regülasyonunda  
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özellikle normal ve patolojik durumlarda çeĢitli hücresel ve biyolojik olaylarda  

görevlidir. miRNA ekspresyonundaki bozulmalar kanser dahil birçok insan hastalığı 

için ortak özelliktir. DeğiĢen miRNA ekspresyonları birçok insan malignitesinin 

patogenezi ile korelasyon göstermektedirler (Elango ve ark., 2019). GBM rol 

oynayan birçok miRNA tanımlanmıĢtır (Yi ve ark., 2018). Bu miRNA’lardan biri de 

miR-484’tür. 

Son yıllarda miR-484 ile ilgili birçok alanda çalıĢma yapılmıĢtır. Kanserle ilgili 

çalıĢmaların da yoğunlukta olduğu görülmektedir. miR-484 ile yapılan çalıĢmalarda 

sonuçlar birbirleriyle uyumlu değildir. Kanser türüne göre miR-484’ün fonksiyonu 

değiĢiklik göstermektedir. Bazı kanser türlerinde miR-484 onkogen rol oynarken 

(Zearo ve ark., 2014; Ye ve ark., 2015; Li ve ark., 2017) bazı kanser türlerinde tümör 

supressör (Lu ve Lu, 2015; Hu ve ark., 2017; Zare ve ark., 2018) olarak 

davranmaktadır. 

Mide kanserinde yapılan hem doku hemde hücre kültürü çalıĢmalarında miR-484’ün 

ekspresyonun azaldığı ve mide kanserinin oluĢumunda anti-kanser rol oynadığı 

belirlenmiĢtir. Artan miR-484 ekspresyonun, mide kanseri hücrelerini G1 fazında 

durdurarak proliferasyonu baskıladığı ve apoptozu teĢvik ettiği gösterilmiĢtir (Jia ve 

ark., 2022). 

Chai ve arkadaĢları tarafından yapılan bir çalıĢmada kolorektal kanser dokularında 

miR-484 ekspresyonun anlamlı düzeyde azaldığı ve düĢük miR-484 ekspresyonun 

kolorektal kanser geliĢiminde rol oynadığı gösterilmiĢtir (Chai ve ark., 2015).  

BaĢka bir çalıĢmada ise kolon kanserli hastalardan alınan serum örneklerinde ise evre 

1-2’de miR-484’ün  ekspresyon düzeyi belirgin Ģekilde azalmıĢken; evre 3-4’de 

miR-484’ün ifadesinde anormal bir artıĢ olduğu görülmüĢtür. Bu da Lu ve 

arkadaĢlarına kolon kanseri progresyonunun erken teĢhisine ve izlenmesine yardımcı 

olabileceğini düĢündürmüĢtür (Lu ve ark., 2015). 

Servikal kanserde de benzer Ģekilde Hu ve arkadaĢları, miR-484'ün ZEB1 ve 

SMAD2'yi hedefleyerek hücre proliferasyonu ve epitelyal-mezenkimal geçiĢi 

baskıladığını gösterdi (Hu ve ark., 2017). Gastrik ve kolorektal kanserlerde miR-

484’ün ekspresyonunun düĢük olduğu ve tümör supressör olarak davrandığı 

belirlenmiĢtir (Hu ve ark., 2017; Zare ve ark., 2018; Lu ve Lu, 2015). Pankreas 
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kanserinde ise miR-484’ün tümör baskılayıcı olarak rol oynadığı kanıtlanmıĢtır. Bu 

da pankreas kanserinin erken teĢhisi için umut verici arasındadır (Yin-Zhao ve ark., 

2022). 

Meme kanserli hastaların serum örneklerinde miR-484’ün ekspresyonunun yüksek 

olduğu, hücrelerde proliferasyonu, kemorezistansı arttırdığı bildirilmiĢ ve onkogenik 

miRNA olarak davrandığı belirlenmiĢtir (Ye ve ark., 2015; Zearo ve ark., 2014). Bir 

baĢka çalıĢmada erken evre meme kanseri hastasının serum örneklerinde yapılan 

analizler miR-484 ekspresyon seviyesinin sağlıklı gönüllülere göre yüksek olduğunu 

göstermiĢtir (Halubekova ve ark., 2020). 

Benzer Ģekilde hepatoselüler karsinomada, yumurtalık kanserlerinde, prostat 

kanserinde ve renal karsinomlarda da miR-484‟ün ekspresyonunun yüksek olduğu ve 

hastalığın progresyonu ile iliĢkili olduğu gösterilmiĢtir (Lee ve ark., 2020; Li ve ark., 

2017; Merhautova ve ark., 2015; Yang ve ark., 2016; Vecchione ve ark., 2013). 

Ayrıca küçük hücre dıĢı akciğer kanserlerinde komĢu sağlıklı dokulara göre tümörlü 

dokularda ve NSCLC hücre hatlarında ve akciğer normal hücrelerinde de miR-484 

ekspresyonunun arttığı, NSCLC‟nin ilerlemesini teĢvik etmek için onkogen olarak 

iĢlev gördüğü çalıĢmada gösterilmiĢtir (Li ve ark., 2017).  

GBM’de ise miR-484’ün rolü tam belirlenememiĢtir ve yapılan çalıĢmalar kısıtlıdır.  

Yapılan bir çalıĢmada miR-484 ekspresyonu, düĢük dereceli gliomaya kıyasla 

yüksek dereceli gliomada belirgin Ģekilde yukarı doğru düzenlenmiĢtir (Yi ve ark., 

2018). Benzer bir çalıĢmada ise Renhui ve ark., yüksek miR-484 ekspresyonunun 

glioma hastaları için kötü prognozla iliĢkili olduğunu  göstermiĢtir (Renhui ve 

ark.,2018).  

miR-484'ün yukarı regülasyonu, glioma hücrelerinin göçünü, istilasını ve 

anjiyogenezini artırabildiği belirlenmiĢ ve etki mekanizması tam olarak 

anlaĢılamamıĢtır (Gu ve ark., 2023). Yapılan literatür incelemesine göre, GBM’de 

miR-484’ün rolü ve ilaç direncine karĢı etkisini araĢtıran herhangi bir çalıĢma 

bulunmamaktadır. Bizim daha önce yaptığımız bir çalıĢmada (TDK-2019-9172) 

IDH-mutant ve IDH mutant olmayan GBM hücrelerinde miR-484’ün rolü 

araĢtırılmıĢ ve her iki GBM hücrelerinde mir-484’ün tümör süpressör olarak rol 
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oynadığı bulunmuĢtur. Daha önceki çalıĢmamızdan yola çıkarak sunulan tez 

çalıĢmasında da hücrelerde artırılan miR-484 ekspresyonun TMZ karĢı geliĢtirlen 

direçte etkisi olup olmadığı araĢtırıldı. Bu yüzden hücreler de miR-484 

ekspresyonunu artırma için hücreler mimik-miR484 ile transfekte edildi ve 

miR484’ün ekspresyonun arttığı hücrelere TMZ uygulandı. ÇalıĢma sonuçlarımız 

literetürde ilk kez, miR484 ve TMZ kombinasyonun hücre proliferasyonunu azalttığı, 

kolon olumunu baskıladığını gösterirken, apoptoz oranını değiĢtirmediğini gösterdi. 

Bu sonuç, GBM hücrelerinde tümör süpressör rol oynayan miR484 ekspresyonun 

TMZ’nin etkinliğini artırdığını ortaya çıkarttı. Hücrelerin apoptoza gitmesinde 

mimik-miR-484’ün uygulandığı hücrelerle , mimik-miR484 ve TMZ 

kombnasyonunun uygulandığı hücreler benzer apoptotik özellik göstermiĢ olması, 

mimi-miR484’ün baĢka hücre ölüm yolağı üzerinden hücreleri ölüme 

götürebileceğini ya da hücreleri bölünme aĢamasında durdurabileceğini düĢündürdü. 

Sonuç olarak, TMZ ve mir-484 kombinasyonun GBM hücrelerinin proliferasyonunu, 

klon oluĢumunu önemli oranda baskılandığını, miR-484’ün TMZ’nin etkinliğini 

artırarak çoğalmasını baskıladığını göstermiĢtir. Ancak miR-484’ün hangi moleküler 

mekanizma aracılığı ile TMZ’nin etkinliğini artırdığı çalıĢmamızda 

araĢtırılamamıĢtır.  Bu yüzden iki farklı GBM hücresinde tümör süpressör olarak 

fonksiyon yapan miR-484’ün TMZ etkinliğindeki rolünü ortaya çıkartmak için 

moleküler mekanizmaların araĢtırılması ve daha ileri düzeyde in vivo çalıĢmaların 

yapılması önerilmektedir. 
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