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OZET

Glioblastoma multiform (GBM) eriskinlerde en sik goriilen primer malign beyin
timOriidir. GBM’ler, heterojen olmalari, yiiksek proliferasyon oranlari, agresif
ozellikleri nedeniyle tedavilere bilyiik 6lciide direnclidir ve ortalama sagkalim siireleri

bir yi1ldan azdir. Bu yiizden yeni tedavi stratejilerine acilen ihtiya¢ duyulmaktadir.

Endoplazmik retikulum (ER), protein sentezi, kalsiyum homeostazi ve fosfolipid sentezi
gibi bircok hiicresel fonksiyonda yer almaktadir. Bozulmus ER islevi, ER stresine
(ERS) yol agar ve ERS cevap olarak hiicrelerde, katlanmamis protein cevabini olusturan

(UPR) sinyal yolag: aktiflesir.

GBM hiicrelerinde UPR sinyal yolaginin aktiflestigi ve aktiflesen UPR yolaginin, GBM
hiicreleri i¢in ¢ok énemli bir sagkalim mekanizmasi oldugu gosterilmistir. Flavopiridol,
bir Hindistan bitkisinden tiiretilen ve ilk siklin bagimli kinaz (CDK) inhibitorii olan yar1
sentetik bir flavonoiddir. Flavopiridoliin hiicre dongiisiiniin ilerlemesini belirgin bir
sekilde bloke ettigi ve boylece hiicre ¢ogalmasini baskiladig: bildirilmistir. Bu yilizden
sunulan tez ¢caliymasinda flavopiridoliin izositrat dehidrogenaz (IDH) mutant ve izositrat
dehidrogenaz (IDH) mutant olmayan GBM hiicrelerinde ERS ile aktiflesen UPR sinyal
yolagi tizerine etkisinin karsilastirilmali olarak arastirilmasi amaglandi. Bu amag i¢in iki
farkli GBM hiicrelerine farkli zaman ve konsantrasyonlarda flavopiridol uygulandi.
Flavopiridol uygulanan iki farkli GBM hiicrelerinde UPR sinyalini diizenleyen IREla,
PERK, GRP78 ve CHOP proteinlerinin, onkogenik transkripsiyon faktorii olan FOXM1

proteininin ve DNA tamirinde gorev alan PARP protein ekspresyonunun baskilandig:
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bulundu. Ayrica flavopiridol uygulanan iki farkli GBM hiicrelerinde proliferasyonun,
klon olusumun ve migrasyonun azaldigi bulunurken genomik kararsizligin arttigi
bulundu. Sonuclarmmiz, Flavopiridolin ERS’yle aktiflesen UPR sinyal yolagini

baskilayarak GBM’lerin tedavisi i¢in umut verici olabilecegini ortaya koymaktadir.

Anantar Kelimeler: Flavopiridol, IDH-mutant GBM, GBM, UPR, FOXM1, PARP
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INVESTIGATION OF THE EFFECT OF FLAVOPIRIDOL ON
ENDOPLASMIC RETICULUM STRESS IN GLIOBLASTOMA CELLS WITH
AND WITHOUT MUTATION IN THE ISOCITRATE DEHYDROGENASE
(IDH) GENE

AHSEN GULER
Erciyes University, Institute Of Health Sciences
Department of Medical Biology
Master Thesis, January 2021
Supervisor: Assoc.Prof. Zuhal HAMURCU
ABSTRACT

Glioblastoma multiform (GBM) is the most common primary malignant brain tumor in
adults. GBMs are highly resistant to treatments due to their heterogeneity, high
proliferation rates, and aggressive properties, and their average survival time is less than

one year. Therefore, new treatment strategies are urgently needed.

The endoplasmic reticulum (ER) is involved in many cellular functions such as protein
synthesis, calcium homeostasis, and phospholipid synthesis. Impaired ER function leads
to ER stress (ERS), and in response to ERS, the signaling pathway that creates the

unfolded protein response (UPR) is activated in cells.

It has been shown that the UPR signaling pathway is activated in GBM cells and the
UPR pathway is a very important survival mechanism for GBM cells. Flavopiridol is a
semi-synthetic flavonoid derived from an Indian plant and was the first cyclin
dependent kinase (CDK) inhibitor. Flavopiridol has been reported to significantly block
the progression of the cell cycle and thus suppress cell proliferation. Therefore, in the
presented thesis study, it was aimed to comparatively investigate the effect of
flavopiridol on the ERS-activated UPR signaling pathway in 1socitrate dehydrogenase
(IDH) mutant and non-1socitrate dehydrogenase (IDH) mutant GBM cells. For this
purpose, flavopiridol was applied to two different GBM cells at different time and
concentrations. It was found that the expression of IREla, PERK, GRP78 and CHOP

proteins regulating UPR signal, FOXM1 protein which is an oncogenic transcription
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factor and PARP protein involved in DNA repair were suppressed in two different
GBM cells treated with flavopiridol. In addition, it was found that proliferation, clone
formation and migration decreased in two different GBM cells treated with flavopiridol,
while genomic instability increased. Our results suggest that Flavopiridol may be
promising for the treatment of GBMs by suppressing the UPR signaling pathway
activated by ERS.

Key words: Flavopiridol, IDH-mutant GBM, GBM, UPR, FOXM1, PARP
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1.GIRIS ve AMAC

Glioblastoma multiform (GBM)'lar Diinya Saglik Orgiitii (DSO) niin siniflandirmasinda
evre IV gliomalar olup tiim gliomalarin en yaygimidir ve 5 yillik sagkalimlar1 %5’den az
olan en yiiksek dereceli alt tipidir. Glioblastoma yiiksek proliferatif aktivitesi ile
karakterizedir. Ortalama sagkalim siireleri genellikle tani tarithinden itibaren bir yildan
azdir ve en elverisli durumlarda bile cogu hasta iki yil icinde yasamini kaybeder (Stupp
ve ark., 2005). Bu yiizden yeni tedavi stratejilerine acilen ihtiya¢ duyulmaktadir.
Endoplazmik retikulum (ER), protein sentezi, kalsiyum homeostazi ve fosfolipid sentezi
gibi bircok hiicresel fonksiyonda yer almaktadir. ER'nin uygun isleyisi hiicresel
aktiviteler ve sagkalim i¢cin ¢ok onemlidir, ancak bozulmus ER islevi, ER stresi (ERS)
olarak adlandirilan bir durum olan katlanmamis proteinlerin toplanmasina neden olur.
ERS durumunda, hiicrelerde, katlanmamis protein cevabini olusturan (UPR) sinyal
yolagi aktiflesir. Tiimor hiicrelerinde ERS ile aktif olan UPR’nin, tiimor biiylimesini ve
malign hiicre doniisiimiinii destekleyen bir mekanizma olarak davrandigr bildirilmistir
(Shi ve ark., 2020; Chen ve Cubillos-Ruiz, 2020). Tiimé6r hiicrelerinde ER stresi ile
aktiflesen UPR, homeostaziyi saglayarak hiicrelerin hayatta kalmasi ve biiylimesi icin
elverisli ortam olusturur (Gundamaraju ve ark., 2020; Chen ve Cubillos-Ruiz, 2020).
Bunun yani sira terapotik tedavi goren hiicrelerde de aktif UPR’nin kemoterdpiye karsi
dirence yol a¢tig1 gosterilmistir (Diaz-Bulnes ve ark., 2020).

Diger kanser hiicrelerinde oldugu gibi GBM hiicrelerinde de ERS durumunda, UPR’nin
aktiflestigi ve UPR’nin o6zellikle GBM'de biiylime, invazyon, terapotik direng ve
anjiyogenezde Onemli rol oynadig: bildirilmistir (Obacz ve ark., 2017). ERS’ne kars1
aktiflesen UPR, zorlu kosullarda GBM hiicrelerinin sagkalimi i¢cin ¢ok Onemli bir
mekanizma olarak gosterilmistir. Bu ytizden hem GBM hem de diger tiimorler i¢cin ERS
hedefleyen bir diizenlemenin, kanserlerin tedavisi i¢in yeni perspektif saglayacag: ileri

siiriilmektedir (Shi ve ark., 2020).



Flavopiridol, bir Hindistan bitkisi Dysoxylum binectariferum'dan tiiretilen ve klinik
arastirmalarda test edilen ilk siklin bagimh kinaz (CDK) inhibitorii olarak tanimlanan
yar1 sentetik bir flavonoiddir (Tan ve ark., 2004; Saisomboon ve ark., 2019).
Flavopiridoliin antiinflamatuar, antioksidant ve antikanser etkileri oldugu bunun
sonucunda tiimor biiyiimesini ve hiicre go¢iinii geciktirdigi gosterilmistir (Mahoney ve
ark., 2012, 2013; Shao ve ark., 2016). GBM’de ise flavopiridoliin etkinligini arastiran
cok az sayida calisma mevcut olup, bu caligmalar GBM hiicre hatti olan US87
hiicrelerinde ve murin glioma hiicrelerinde flavopiridoliin antiproliferatif olarak
etkisinin oldugunu gostermistir (Newcomb ve ark., 2003; Cobanoglu ve ark., 2016).
Ancak flavopiridoliin antiproliferatif etkisini hangi sinyal yolag: iizerinden gosterdigi
heniiz tam olarak bilinmemektedir. Flavopiridoliin ER stresine etkisi sadece kronik
lenfositik 16semi hiicrelerinde arastirilmis olup flavopiridoliin ER stresini indiikleyerek
hiicrelerin 6liimiine yol a¢tig1 gosterilmistir (Mahoney ve ark., 2012, 2013).

Literatiirdeki bu verilerden yola ¢ikarak sunulan tez ¢aligmasinda flavopiridoliin IDH
mutant ve IDH mutant olmayan GBM hiicrelerinde ER stresi ile aktiflesen UPR sinyal

yolagi lizerine etkisinin karsilastirilmali olarak arastirilmasi amaglandi.



2.GENEL BILGILER

2.1. Kanser

Kanser kelimesi ‘“canker’” veya “carcinos’’ kelimelerinden tiiremistir ve Latincede
yengec anlamina gelmektedir. MO 3. yiizyilda ilk kez Hipokrat tarafindan kullanilmus;
timoriin etrafindaki damarlarin sismesi yengecin bacaklara benzetilmesi ile ortaya

cikmustir (Baykara, 2016).

Kanser, hiicrelerin biyolojik siireglerinde rol alan ve bunlar1 kontrol eden genlerde
olusan kalitsal ya da somatik degisikliklerin birikmesi ile meydana gelir. Boylece
degisen hiicre fonksiyonlar1 hiicrelerin kontrolsiiz béliinmesine ve cogalmasima yol agar.
(Van Meir ve Hadjipanayis, 2010; Baykara, 2016). Kanser, alt1 ayirt edici biyolojik
yetenegi ile bilinir; insan tiimoOrlerinin gelisimi sirasinda edinilen; proliferatif
sinyallemeyi siirdiirmeyi, hiicre 6liimiine direnmeyi, biiyiime baskilayicilarini atlatmayi,
Olimsiizligii saglamayi, istila ve metastaz1 aktive etmeyi, anjiyogenezi indiiklemeyi

icerir (Hanahan ve Weinberg, 2011).
2.2. Gliomalar

Santral sinir sistemi tiimorlerinin en biiyiik grubunu, glial hiicrelerden gelisen ve glioma
olarak adlandirilan malin tiimorler olusturur. DSO glioma tiimorlerini; tiimor
genisligine, genetik degisikliklere, mikrovaskiiler proliferasyona, nekroz ve cogalma
indeksine gore 4 evreye ayirmustir (Gargini ve ark., 2020; Sonoda, 2020): Evre-I
pilositik astrositom, Evre-1I diisiik evre astrositom, Evre-1II anaplastik astrositom ve
Evre-1V glioblastoma multiform (GBM) olarak tanimlanmistir. GBM, yetiskinlerde en
sik goriilen ve oldukga agresif glioma tiiriinii temsil eder. GBM’ler, farklilagsmis ve

farklilasmamais hiicrelerin belirteglerini eksprese eden hiicrelerden olustugu i¢in oldukca



farkli bir hiicre bilesimi sergiler ve fenotipik olarak heterojenite gosterir. Bu nedenle

“glioblastoma multiform” olarak adlandirilir (Gargini ve ark., 2020; Sonoda, 2020).
2.3.Glioblastoma multiform (GBM)

Glioblastoma multiform (GBM)’ler, yiiksek invazyon potansiyeli, apoptoza karsi
direng, yiiksek anjiogenez kapasitesi ve hiicre gocii yetenegiyle diger beyin
tiimorlerinden ve malign neoplazmalardan ayrilmaktadir. Ozellikle GBM kétii prognoz
ve yiiksek niiks oranlar1 ile karakterize agresif beyin tiimorleri olup, tanidan 14 ay sonra
kotii prognozu olan primer beyin tiimorlerinin en Oliimciil tipidir (Kanderi ve Gupta,

2020).

GBM, 5 yillik sag kalimlar1 % 5°den az olup, heterojen 6zellik gostermeleri, yiiksek
proliferasyon oranlari, agresif davranislari, hiicre gocii ve istilasi ile karakterizedir.
GBM tedavisinde ilerlemeler kaydedilmis olmasina ragmen, GBM’nin kotii prognozu,
GBM hastalarinda tedaviyi zorlastirmaktadir; tedavi direnci ve yiiksek infiltratif
ozelliginden dolayr tam rezeksiyon imkansiz hale gelmektedir ve GBM hastalar1 icin
ortalama sagkalim siiresi 12-15 aydan daha az siirmekle birlikte en elverisli durumlarda
bile ¢cogu hasta iki yil icinde yasamini kaybetmektedir. Bunun nedeni hastalarin
konvansiyonel kemoterapi ve radyasyona zayif bir sekilde yanit vermesidir. Bunun
sonucunda yapilan standart tedaviden sonra hastaligin yeniden niiks gecirmesi izlenir.
Bu nedenle tani, prognoz ve tedavi acisindan GBM patogenezinin altinda yatan
molekiiler mekanizmalarm arastirilmasina ve bu mekanizmalar1 hedefleyen daha etkili
tedavi stratejilerine ihtiya¢ duyulmaktadir (Stupp ve ark., 2005; Pearson ve Regad,
2017; Shergalis ve ark., 2018; Fabian ve ark., 2019; Pefiaranda-Fajardo ve ark., 2019)

GBM’de goriilen semptomlar kisiden kisiye degismekle birlikte baslica semptomlar;
kusma, istahsizlik, konusma giicliigii, bas agrisi, hafiza kaybi, nobetler, bulanik gérme,
mide bulantisi, kas zayifligi, ruh hali degisiklikleri, diisiinme ve 6grenme yetenegindeki

degisiklikler olarak siralanabilir (Shah ve Kochar, 2018).

Farkli sonuglara yol acan farkli yaslardaki primer GBM'ler, GBM'lerin % 80'ini
olusturur ve yaslar1 ortalama 62 olan yasli hastalarda goriilirken, diisiik dereceli
astrositomdan veya oligodendrogliomdan kaynaklanan sekonder GBM'ler ise yaslari
ortalama 45 olan gen¢ hastalarda goriilir. Sekonder GBM'ler genellikle frontal lobda

bulunur, daha az nekroz derecesine sahiptir ve primer GBM'lerden daha 1yi bir prognoz



sergilerler (Ostrom ve ark., 2016; Gargini ve ark., 2020; Sonoda, 2020; Kanderi ve
Gupta, 2020).

2.3.1.Glioblastoma multiform (GBM) Histolojisi

GBM’nin yaklasik %95’nin serebral hemisferlerde goriildiigii ve malignite derecesi
mitotik aktivite, niikleer atipik hiicreler, endotel hiperplazi, mikrovaskiiler proliferasyon
ve nekroz alanlar1 gibi 6zelliklerin varlig: ile bilinmektedir (Sekil 1) (Nakada ve ark.
2007; Tea ve ark., 2020).

Sekil 1. Glioblastomanin histolojisi A. Glioma hiicreleri ve mikrovaskiiler proliferasyonlu
tiimor nekrozu gosterir. B. Pleomorfik ve niikleer atipik hiicreleri gosterir. C. Tiimor kiitlesi ile
tiimor olmayan beyin arasindaki sinir bolgesini gosterir. D. Atipik cekirdege sahip ve uzantili
istilac1 glioma hiicrelerini ve hiicrelerin reaktif astrositlerle ¢evrili oldugunu gosterir (Nakada ve
ark., 2007).

2.3.2.Glioblastoma multiform (GBM) Etiyolojisi

GBM’de bircok genetik ve cevresel faktorler incelenmistir ancak hastalarda GBM’e
neden olan hicbir risk faktorii tanimlanmamistir. Bircok kanser gibi GBM de sporadik
gelisimlidir (Kanderi ve Gupta, 2020). Bazi caligmalarda cevresel faktorlerden
iyonlastirict radyasyona maruz kalmanin GBM riskini artirdigi  gosterilmistir.
Radyasyonun hem diisiik hem de yiiksek dozu etkili olup DNA hasar1 olusturmakta ve
GBM gelisimine neden olmaktadir. Alerji (astim, solunum yolu alerjileri ve egzamalar)
ve atopik hastalik hikayesi olanlarda daha diisiik oranda GBM riski oldugu yapilan
calismalarda bildirilmistir (Ozduman ve ark., 2019). Ayrica, 10 yildan az kullanimda

anti-inflamatuar ilaglarm GBM iizerinde koruyucu bir etkisi bildirilmistir (Scheurer ve



ark., 2011). Ailesel yatkinlikta GBM gelismesinin genetik kod bozukluklarinin
aktarilmasmdan kaynaklandig: diisiilmekle birlikte vakalarin sadece %1'1 ailesel formda
tanimlanmistir (Schwartzbaum ve ark., 2006). Sadece ¢ok az sayida GBM'li hastada (%
1-2) Li-Fraumeni Sendromu, Turcot Sendromu gibi kalitsal sendromlarla GBM gelistigi
bildirilmistir (Liitgendorf-Caucig ve ark., 2020). GBM'nin yasam tarz1 faktorlerinden;
sigara, alkol tiikketimi, ila¢ kullanim1 ya da N-Nitroz bilesiklere maruz kalma ile iligkisi
olduguna dair kanitlar bulunmamaktadir (Hochberg ve ark., 1990). GBM gelismesinde
cep telefonu kullaniminin GBM riskini artirmadig yapilan caliymalarda gosterilmistir
ancak uzun siireli kullanimiyla ilgili daha fazla arastirmaya ihtiya¢ vardir (Urbanska ve

ark., 2014).
2.3.3.Glioblastoma multiform (GBM) Epidemiyolojisi

Diinya istatistiklerine gore GBM en cok goriillen malin primer beyin tiimoriidiir.
Istatistiklere goére GBM’nin yillik ortalama insidans orani 5-8/100.000 olarak
bilinmektedir. GBM’nin goriilme sikliginin, calisma yapilan iilkenin tibbr imkanlarina
ya da saglik politikalarma gore degisimler gosterecegi bildirilmistir. (Ozduman ve ark.,
2019; Escamilla-Ramirez ve ark., 2020). GBM’nin insidansi1 yasla birlikte artmaktadir
ve ortalama yas 64’tiir. GBM’nin erkeklerde daha fazla oldugu rapor edilmistir ve
erkeklerdeki goriilme orani kadinlara gore %1.57 daha fazladir (Ozduman ve ark., 2019;
Kanderi ve Gupta, 2020). Primer GBM’nin erkeklerde, sekonder GBM’nin de
kadinlarda daha sik goriildiigii bildirilmistir (Thakkar ve ark., 2014). GBM insidansinin
gelismis {iilkeler ile yiiksek sosyo-ekonomik diizeydeki toplumlarda daha yiiksek
oldugu, ayrica beyaz wrkta diger wklardan daha fazla goriildigii de rapor edilmistir
(Porter ve ark., 2015). TC Saglik Bakanlig: istatistiklerine gore Tiirkiye’de santral sinir
sistemi  kanserlerinin  goriilme  siklifi  bu  sonucglar1  desteklemektedir

(https://hsgm.saglik.gov.tr/tr/kanser-istatistikleri Erisim tarihi: 20.11.2020).
2.3.4.Glioblastoma Multiform (GBM) Smiflandirilmasi

2016 yilinda DSO, Merkezi Sinir Sistemi (MSS)’ni histolojik ve molekiiler 6zelliklerine
gore smiflandirmis ve glioblastomalar Izositrat Dehidrogenaz (IDH) genindeki
mutasyon durumuna gore; IDH geninde mutasyon tasimayan-yabanil tip glioblastoma
(IDH (-) GBM) ve IDH geninde mutasyon tasiyan-IDH-mutant glioblastoma (IDH (+)
GBM) olarak iki smifa ayrilmistir. (Tablo 1) (Louis ve ark., 2016; Gargini ve ark.,
2020).



Tablo 1. DSO’ye gore IDH (-) ve IDH (+) glioblastoma multiformlarinin 6zellikleri (Louis ve
ark.,2016).

Primer Glioblastoma, IDH Sekonder Glioblastoma, IDH
De novo Diffiiz astrositom
_ Anaplastik astrositom
Glioblastomlari oram %90 %10
[Ortalama tamyast | 62yl 44 y1l
'Erkek/Kadmoram | 142:1 1,05: 1
- 9,9 ay 24 ay
15 ay 3lay
[Lokalizasyon " Supratentorial Genelde frontal
‘Nekroz | Yaygn Snirls
| TP53 mutasyonlann %27 %81
'ATRX mutasyonlari | Nadiren %71
'EGFR amplifikasyonu %35 Nadiren
 PTEN mutasyonlar1 %24 Nadiren

2.3.4.1. Izositrat Dehidrogenaz (IDH)-Yabaml Tip GBM

IDH-yabanil tip GBM “de novo glioblastoma” veya “primer glioblastoma” olarak
bilinmektedir. Primer GBM'ler hizli gelisir ve klinik olarak diisiik dereceli onciileri
olmamakla birlikte molekiiler acidan da sekonder GBM'den farklidir. IDH-yabanil tip
GBM vakalarmin yaklasik %9011 olusturmakla birlikte 55 yasin lizerindeki hastalarda
goriilir (Louis ve ark., 2016; Pisapia, 2017; Wang ve ark., 2018; Wu ve ark., 2019;
Sonoda, 2020). Primer GBM’de goriilen genetik degisiklikler, 10q kromozomunda
heterozigotluk kaybi (LOH 10q) (% 69), epidermal biiylime faktorii reseptOriiniin
(EGFR) asir1 ekspresyonu (% 34), TP53 mutasyonlar1 (% 31), p16INK4a homozigot
delesyon (% 31), fosfat ve tensin homologu olan PTEN geninde mutasyonlar (% 24)
olarak tespit edilmistir (Sekil 2) (Ohgaki ve Kleihues, 2005; Davis, 2016).



2.3.4.2. Izositrat Dehidrogenaz (IDH)-Mutant GBM

IDH-mutant GBM’ler, vakalarin yaklasik %10'unu olusturmakta ve IDH-yabanil tip
GBM’e gore daha geng yaslarda ortaya ¢ikmaktadir (Louis ve ark., 2016). IDH (+) ve
IDH (-) GBM’ler histolojik olarak birbirleriyle benzerlik gostermelerine ragmen,
prognozu daha iyi olan IDH (+) GBM’ler tipik olarak geng¢ hastalar: etkiler ve diisiik
dereceli yaygimn astrositom veya oligodendrogliomdan gelisirler. Dolayisiyla, IDH (+)
GBM’ler, diisiik dereceli diffiiz glioma Oykiilerinden gelisen sekonder glioblastoma ile
yakindan iligkilidir ve daha cok gen¢ hastalarda ortaya ¢ikmaktadir. Bu yiizden IDH-
mutant GBM, klinik olarak diisiik dereceli bir gliomdan ilerleyerek ortaya ¢ikmakta ve
“sekonder glioblastoma” olarak adlandirilmaktadir (Pisapia, 2017). Ilging bir sekilde,
yapilan Kklinik arastirmalara gore, IDH mutasyonu tasiyan hastalarin, mutasyon
tastmayan glioblastomali hastalara gore nispeten olumlu bir sagkalim gosterdikleri
ortaya ¢ikmustir (Louis ve ark., 2016; Sonoda, 2020; Mirchia ve Richardson, 2020)
Giiniimiizde IDH mutasyonu sekonder GBM'in (ikincil GBM'nin ~% 70'i, birincil
GBM'de %5-20'si) ayirt edici bir molekiiler 0zelligi olarak yaygin bir sekilde
kullanilmaktadir. Ilaveten, sekonder GBM'de izositrat dehidrogenaz 1 (IDHI1)
mutasyonlari, TP53 mutasyonlar1 ve kromozom 19q kaybi siklikla goriilir (Davis,
2016). Ozellikle IDH-mutant GBM’de TP53 (% 65) ve LOH 10q (% 63) mutasyonlar1
daha cok goriilmektedir (Sekil 2) (Ohgaki ve Kleihues, 2005). IDH mutant GBM’lerin,
CpG adalarinda DNA hipermetilasyonu ile karakterize oldugu bilinmektedir. Yapilan
caligmalar IDH mutasyonunun, epigenetik degisiklikler, metabolik yolaklar ve tiimor
gelismesine bagl transkripsiyonel programlar da dahil bircok biyolojik siirecleri
etkiledigini gostermektedir (Hersh ve ark., 2018).
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Sekil 2. Primer ve sekonder glioblastoma multiformda goriilen mutasyonlar (Pawlowska ve

ark., 2018).

2.3.5.1zositrat Dehidrogenaz (IDH) Enzimi

IDH enzimleri, IDH1 ve IDH2 genleri tarafindan kodlanan metabolik enzimlerdir. Ug
izoformu bulunan IDH enzimleri Krebs dongiisii, glutamin metabolizmasi, lipogenez ve
redoks regiilasyonu gibi bircok metabolik siirece katilan enzimlerdir. IDH1 sitoplazma
ve peroksizomlarda bulunurken, IDH2 ve IDH3 mitokondri matriksinde bulunur

(Waitkus ve ark., 2016; Han ve ark., 2020).

Normal hiicrelerde, IDH enzimleri, enerji liretimi sirasinda NADPH olusturmak i¢in bir
nikotinamid adenin diniikleotid fosfat (NADP+)’1 kofaktor olarak kullanarak krebs
dongiisii icinde Alfa-ketoglutarat (a-KG) olusturmak igin substrati olan izositratin
oksidatif dekarboksilasyonunu katalize eder. IDH3, kofaktorii olarak nikotinamid
adenin diniikleotidi (NAD+) kullanarak izositrattan o-KG'ye doniisiimiinii katalize eder

(Reitman ve Yan, 2010; Waitkus ve ark., 2016; Han ve ark., 2020).
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a-KG’a doniisimiinii IDH1’in aktif bolgesinde meydana gelen tek bir amino asit
degisikligi ile 132. kodonunun argininden histidine doniisiimii sonucunda, a-KG'nin
yeni bir iirline, 2-hidroksigluterata (2-HG) doniistiiriilmesini saglayarak enzimin

katalitik 6zelliklerini degistirir (Sekil 3) (Van Meir ve ark., 2010; Pisapia, 2017).

IDH enzimleri normalde izositratin a-KG'ye doniistiiriilmesini saglarken, NADP+’dan
da NADPH'ye doniistiiriilmesini saglayan homodimerik enzimlerdir. Ancak IDH
mutasyonu sonucunda NADP +/NADPH oraninda dengesizlik meydana gelir ve gen
diizenlenmesinde, doku homeostazinda Onemli rolleri olan a-KG’deki azalma ve
onkometabolit 2-HG iiretimindeki artma sonucundaki bu fonksiyonel kazanim ile hem
DNA demetilasyonunda hem de histonda rol oynayan enzimler inhibe edilerek
epigenetik degisikliklere yol agcmakta ve onkogenezi desteklemektedir (Clark ve ark.,
2016; Fujii ve ark., 2016; Ferris ve ark., 2017; Pisapia, 2017).

Ayrica hiicre i¢inde IDH enzimlerinin, insiilin salgilanmasini pozitif bir sekilde
diizenleyerek glikoza hiicresel yaniti diizenledigi, son zamanlarda, IDH1'in cesitli
hiicresel baglamlarda lipid metabolizmasinda kritik bir rol oynadigr gosterilmistir.
Hipoksi swrasinda IDHI, lipid sentezi i¢in asetil-CoA iiretmek amaciyla o-KG'm
indirgeyici karboksilasyonunu katalize ederek lipogenezi tegvik ettigi bildirilmistir

(Waitkus ve ark., 2016; Maus ve Peters, 2017).

IDH1 insanlarda NADPH beyin dokusunun ana kaynagi olup, IDHI1 tarafindan,
izositratin oksidatif dekarboksilasyonu yoluyla iiretilen NAPDH, oksitlenmis glutatyon
ve tiyoredoksini azaltarak hiicrelerde lipid peroksidasyonuna ve oksidatif DNA hasarina
kars1 koruma sagladigi gosterilmistir. Sonug olarak, normal hiicrelerde, IDHI ve IDH2,

oksidatif stresin regiilasyonunda 6nemli roller oynamaktadir (Waitkus ve ark., 2016).
2.3.5.1.1zositrat dehidrogenaz (IDH) gen mutasyonu ve Kanser arasidaki iliski

Hiicre metabolizmasinda diizensizlik, kanser hiicrelerinde en yaygin goriilen
ozelliklerden biridir. NADP+ bagimh izositrat dehidrogenazlar -1 ve -2 (IDH1 ve
IDH?2), lipid sentezinde, oksidatif strese kars1 hiicresel savunmada ve oksidatif solunum
gibi hiicresel metabolizmalarin diizenlenmesinde gorev alir (Reitman ve Yan, 2010).
[zositrat dehidrogenaz (IDH) mutasyonu ilk olarak 2008’de arastrmacilarin 22 insan
glioblastoma (GBM) tiimorlerinde yapilan yeni nesil sekanslama ile gen ekspresyon
analizleri ve 20.661 protein kodlayan gen analiz caligmalariyla ortaya c¢ikmustir.

Arastirmacilar GBM’de IDH geninin aktif bolgesinde tekrarlayan mutasyonlar
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oldugunu ve oldukc¢a sik goriildiigiinii (%12) bulmuslardir (Parsons ve ark., 2008; Clark
ve ark., 2016).

Daha sonra yapilan calismalar, IDH mutasyonlarinin derece II / III gliomalarin ve
sekonder GBM'lerin biiyiik cogunlugunda, ayrica akut miyeloid 16semi (AML),
melanom dahil olmak {iizere baska tiimorlerde de olustugunu gostermistir (Reitman ve
Yan, 2010; Waitkus ve ark., 2016). Daha sonraki yapilan ¢aligmalar ise, gilomalarin
derece-derece karsilastirmasinda, IDH-mutant tiimorlerin, IDH-yabanil tip tiimorlere
kiyasla anlamli 6lciide daha uzun genel sagkalima sahip oldugunu gostermistir. IDH (-)
GBM’ler 9-15 ay kadar bir sagkalim gosterirken, histolojik olarak benzer IDH (+)
GBM'lerin ortalama 24-31 aylik bir sagkalim gosterdikleri rapor edilmistir (Mirchia ve
Richardson, 2020). IDH1 ve IDH2'de olusan mutasyonlar, bu enzimlerin aktif
bolgelerindeki spesifik arginin kalintilarinda meydana gelir (Clark ve ark., 2016).
Kanserde, IDHI mutasyonlar: tek bir allelde meydana gelir (heterozigottur). Gliomalar
en ¢cok R132H IDHI mutasyonu i¢erirken, AML’lerin cogunlugunun R132C mutasyonu
icerdigi gosterilmistir (Reitman ve Yan, 2010).

IDH1/2’inin mutasyonu sonucu onkometabolit olan 2-hidroksiglutarat (2-HG) tiretilir.
2- HG, gen regiilasyonunda ve doku homeostazinda onemli roller oynayan o-KG'ye
bagimli enzimleri inhibe eder. Ayn1 zamanda histon de-metilazlar1 inhibe ederek DNA
ve histon metilasyonunu degistirerek farklilagsma siirecini inhibe ettigi bildirilmistir

(Clark ve ark., 2016).

HIF1-0, hipoksiyle indiiklenen onkogenik bir transkripsiyon faktoriidiir. VEGF dahil
oksijenasyon ve vaskiilarizasyon da rol oynayan modiilatér genlerin ekspresyonunu
diizenler. IDH (+) hiicrelerde, IDH1 fonksiyon kaybina ve hiicre i¢i a-KG seviyelerinin
azalmasina bagli olarak HIF1-a protein ekspresyonunu artirdig: bildirilmistir (Waitkus
ve ark., 2016). Tam olarak anlagilmamasina ragmen, IDH mutasyonu, gliomalarda, 2-
HG araciligiyla tiimorogenezise katkida bulundugu ileri siiriilmektedir. Dogal olarak,
IDH-mutant hastalarin, IDH mutant olmayan hastalara gore daha kotii prognoz
gostermesi beklenir. Ancak, IDH-mutasyonlu hastalarin genellikle IDH mutant
olmayanlara gore daha iyi sonuglara sahip oldugu bilinmektedir. Bu fenomen heniiz tam
olarak anlasilamamustir. Fakat, IDH mutasyonu sonucunda, a-KG’in 2-HG doniisiimii
icin NADPH kullanilir, hiicrelerde NADPH seviyesi azalir ve hiicreler serbest radikaller
ve ROS yoluyla strese daha duyarl hale gelir. Ayrica 2-HG, ATP sentaza baglanarak
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dogrudan onu inhibe eder ve kanser hiicrelerinde istenmeyen durumlara yol agar.
Dolayisiyla IDH-mutasyonlu hastalarin daha 1yi sonuglar sergilemesinin IDH
mutasyonu sonucu hiicre icerindeki metabolik yolaklarin inhibisyonuna baglh

olabilecegi ileri siiriilmektedir (Sekil 3) (Maus ve Peters, 2017).

@ (/ia;sw\
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| L

R bk sramles «KG bagmli enmmlenn
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| |

HIF degradasyonu, nomal Tomér Buydmesi?
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Sekil 3. Normal hiicrelerde ve kanser hiicrelerinde izositrat metabolizmasi (Kalkan ve Atli,

2014).
2.3.6.Glioblastoma Multiform (GBM)’larin Giincel Tedavisi

GBM’de standart tedavi; maksimal cerrahi rezeksiyon, ardindan radyoterapi ve
alkilleyici ajan temozolomid (TMZ) kemoterapiyi icermektedir (Zhao ve ark., 2020).
Hastalarda miimkiin oldugunca tiimorii c¢ikarmak icin maksimum giivenli cerrahi
rezeksiyon yapilir ve ameliyattan 2-4 hafta sonra iyilesme donemi olur. Daha sonra, 6
haftalik siirede 60 Gy dozda, seans basina 2 Gy fraksiyonlu tiim6r hacminden 2-3 cm'lik
bir fazlalik ile radyoterapi ile eszamanh giinliik 75 mg/m2'1ﬂ< TMZ (temozolomid, kan-
beyin bariyerini (BBB) gecebilen DNA-alkilleme ajan1) adjuvan kemoterapisi verilir.
Sonraki siirecte hastalara 6 ay yalnizca 150-200 mg/m”lik bir dozda TMZ adjuvan
kemoterapisi verilir (Sekil 4). Kemoterapi tedavisini bitirmede, norosirurji tarafindan

hastalarin tedaviye yaniti izlenerek karar verilir (Tea ve ark., 2020).
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Radyoterapi: 60 Gy'lik bir
Teghis sonrasi timori doz icin, alt: hafta boyunca Kemoterapi
¢ikarmak igin en kisa : seans bagina 2 Gy lik icerir. 150-200 mg/m?
stirede ameliyatla enelike Kemoterapi: gunlik 75 dozda TMZ alti
nérolojik hasar riski en 2-4 hafts mg/m?lik bir dozda déngi
aza indirilir. arasi radyasyon tedavisi ile verilir. uygulanir.
' } : |
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Sekil 4. GBM icin standart giincel tedavi (Tea ve ark., 2020).

GBM hizli yayilmasi ve yogun anjiyogenez ile radyoterapi ve kemoterapi gibi agresif
tedavilere kars1 hem direng gelistirmesi hem de hastaligi yiiksek oranda niiks etmesi ile
bilinmektedir. Bu nedenle giiniimiizde daha etkili hedefe yonelik tedavi seceneklerine

acil ihtiyac vardir (Campanella ve ark., 2020).
2.4.Endoplazmik Retikulum

Endoplazmik  Retikulum  (ER) organeli protein  sentezlenmesinde, lipit
metabolizmasinda, protein katlanmasinda, proteinin translasyon sonrasi islenmelerinde
ve hiicre icindeki kalsiyum (Ca*") dengesini saglamada rolleri olan biiyiik dinamik bir
yapidir (Lin ve ark., 2015). Ayrica protein sentezi i¢in ER kalite kontrol merkezi olarak
da bilinmektedir (Szegezdi ve ark., 2006). ER’de cesitli modifikasyonlar ile yeni
sentezlenen proteinlerin  katlanmas1  gerceklestirilir.  Ayrica, N-glikozilasyon,
hidroksilasyon, disiilfid olusumu, oligomerizasyon gibi translasyon sonrasi

modifikasyonlarin bircogu ER’de gerceklestirilir (Diizgiin ve ark., 2012).

ER, hiicredeki organeller ile siirekli iletisim halinde olup, hiicredeki diizensizlik ya da
stres durumunda bu siiregleri diizenler. Boylece hiicresel dengeyi korumada 6nemli bir

gorevi yerine getirmektedir (Moon ve ark., 2018).
2.4.1.Endoplazmik Retikulum Stresi (ERS)

Ca”™ dengesizligi, hipoksi, amino asit veya glikoz yoksunlugu, oksidatif stres ve protein
katlanmasindaki bozulmalar nedeniyle Endoplazmik Retikulum (ER) liimeninde

katlanmamis ya da yanlis katlanmis protein birikimi meydana gelir ve bu durum ER
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stresi (ERS) olarak isimlendirilmektedir (Song ve ark., 2018; Diaz-Bulnes ve ark.,
2020).

Hiicrede ER’nin protein katlamasinda sinira ulasildiginda veya katlanacak proteinler
icin gerekli enerji saglanamadiginda yanhs katlanmis veya katlanmamis proteinlerin
birikimi meydana gelir (Sisinni ve ark., 2019). Bu durumda, ER meydana gelen strese
cevap olarak, homeostaz1 saglayabilmesi icin ER transmembraninda bulunan, inozitol
gerektiren enzim lo (IRE1 o), transkripsiyon faktorii 6 (ATF6) ve protein kinaz R-
benzeri ER kinaz (PERK) olarak adlandirilan 3 ER stres sensor proteinleri aktiflesir ve
katlanmamis protein yaniti1 (UPR) olarak adlandirilan sinyal yolagini aktive eder (Le
Reste ve ark., 2016).

UPR, ER'de meydana gelen stresi denetleyen ve yanit veren ¢ok sayida alt basamagi
olan molekiiler bir sistemdir (Mou ve ark., 2020). UPR, ER’de biriken yanlis katlanmig
ya da katlanmamis proteinleri belirleyerek ER’deki protein dengesini saglamayi
hedefleyen ve hiicresel cevab1 baslatan onemli bir sinyal sistemidir (Charonis ve ark.,
2017). UPR, hiicrede yaptig1 degisiklikler sonucunda, hiicrenin kaderini belirleyerek

hayatta kalmasina ya da 6liime gitmesine neden olur (Sisinni ve ark., 2019).

ER stresi sonucunda hiicrede meydana gelen hasar UPR sinyali ile kurtarilir ve fazla ER

stresi durumda UPR yetersiz kalirsa hiicre apoptoza gider (Diaz-Bulnes ve ark., 2020).

Bu amacla UPR ile hiicredeki ER stres durumunda, gecici olarak translasyon inhibe
edilerek katlanacak protein miktar1 azaltilir, proteinlerin dogru katlanmasi icin
katlanmaya yardimci enzimlerin ve saperonlarin transkripsiyonu arttirilarak dogru
katlanmalar1 saglanir, yanhs katlanmig veya katlanmamis proteinlerin yikilmasi i¢in
hiicrelerin bozunma kapasitesi artirilarak bunlarin hiicreden temizlenmesi saglanir ve
bunlarin sonucunda UPR ER’nin homeostazini geri kazanmasma yardimci olur (Le
Reste ve ark., 2016; Schwarz ve Blower, 2016). Ozetle, UPR ile ER liimeninde bulunan
tic ER stres sensorii proteinleri, PERK, IRE1 ve ATF6 aktif edilir ve hiicre stresine

cevap olusturulur (Mou ve ark., 2020).

UPR, onkogenez, hipoksi, glikoz yoksunlugu ve kemoterapinin neden oldugu ¢esitli i¢
ve dis stres kosullarinda hiicre sagkalimini destekleyen onemli bir mekanizmadir. UPR
kanserde kemoterapétiklere karsi dirence neden olarak énemli bir rol oynar. UPR’ nin
hedeflenmesi ya UPR sagkalimini inhibe ederek ya da ER stresini artirarak iki yol ile

saglanabilir. Bu yiizden tiimOr hiicrelerinde var olan ER stresi kosullarini ortaya
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cikarmak ve hiicreyi 6liime gotiirmek i¢in umut verici terapotik stratejiler gelistirilmistir

(Penaranda-Fajardo ve ark., 2019).
2.4.2. Endoplazmik Retikulum Stres Sensorleri

Endoplazmik Retikulum Stres sensorleri olan IREla, ATF6 ve PERK normal sartlarda,
ER transmembraninda bulunan iic ER stres sensor proteinlerinin tamanu, ER’de BIP
(baglayict immiinoglobulin proteini) olarak da bilinen glikozla diizenlenen protein 78
(GRP78) bagh haldedir ve boylece ER stres sensorleri inaktif halde tutulur. Glikozla
diizenlenen protein (BiP / GRP78), ER liimeninde bulunan bir saperondur ve ER
stresinde gorev alan merkezi bir sensor olarak gorev yapar (Pefiaranda-Fajardo ve ark.,
2019). ER stresi durumunda GRP78 ve ii¢c sensor (IREla, ATF6 ve PERK) arasindaki
iliski bozulur ve GRP78 ii¢ transmembran reseptoriinden ayrilir. GRP78’in ayrilmasiyla
birlikte ii¢ sensor (IRE1, ATF6 ve PERK) aktifleserek UPR sinyal iletimini baslatir
(Sekil 5) (Song ve ark., 2017).

2.4.2.1. Protein Kinaz R-benzeri Endoplazmik Retikulum Kinaz (PERK)

Protein kinaz R (PKR) benzeri endoplazmik retikulum kinaz veya dkaryotik translasyon
baslatma faktorii 2-alfa kinaz 3 (EIF2AKS3) olarak bilinen PERK tip I transmembran
proteinidir ve ER membraninda lokalizedir (Ramirez ve ark., 2019; Diizgiin ve ark.,

2012).

Katlanmaya yardimci olmasi ve aktiflesmesi icin PERK'in GRP78'den ayrilmasi
gerekir. PERK aktiflestiginde, okaryotik translasyon baslatma faktorii 2a (elF2a)’y1
fosforilleyerek mRNA translasyonunun baskilanmasina yol acar ve boylece ER’de
hiicrenin protein yiikii azaltilarak katlanmamis proteinlerin diizeltilmesi saglanmis olur.
Sonug olarak, PERK sinyal yolunun aktivasyonu, ER stres cevabinda protein sentezinin
inhibisyonu ile hiicreleri korur ve hiicre yasamini diizenler (Diaz-Bulnes ve ark., 2020).
Fakat ER stres durumu arttiginda, PERK, ATF4 ve CHOP’un ifadelerinin artmasini

saglar ve hiicre olime gider (Lei ve ark., 2017).
2.4.2.2.inozitol Gerektiren Enzim 1o (IREla)

IRE1, Endoplazmik retikulumdan cekirdege sinyallesme 1 (Ernl) geni tarafindan
kodlanan, ER tip I transmembran proteini olup ER’de lokalizedir. IRE1’in protein
serin/treonin kinaz ve endoriboniikleaz (RNaz) aktiviteleri vardir. IREla ve IREIP

olmak tizere iki IRE1 izoformu vardir ve IREla formu daha cok ifade edilir. ER
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stresinde, IREla GRP78’den ayrilarak aktiflesir (Huang ve ark., 2019; Moore ve
Hollien, 2015).

Aktiflesen IRE1, ER'de niikleaz islevi ile diizenlenmis IRE1'e bagli bozunma (RIDD)
yoluyla ribozomal iligkili mRNA'y1 bozar. Bu bozulma ile, translasyon ve katlanmamisg

proteinlerin ER’de birikmesi 6nlenir (Ramirez ve ark., 2019).
2.4.2.3. Transkripsiyon Faktorii 6 (ATF6)

ATF6, tip II transmembran proteinidir. ATF6, ATF6a ve ATF6B olmak iizere iki
izoforma sahiptir, bunlardan ATF6a UPR'yi etkinlestirmede gorevlidir (Diaz-Bulnes ve

ark., 2020).

ATF6, ER stresi olustugunda, GRP78’den ayrildiktan sonra golgi'ye tasmir ve site-1
proteaz (S1P) ve site-2 proteaz (S2P) ile ayrilmasimin ardindan aktif edilir. Aktiflesen
transkripsiyon faktor ATF6 cekirdege gider ve lipit biyosentezi, ERAD proteinlerinin,
GRP78, GRPY94, pS8IPK, protein disiilfidizomeraz, CHOP, kalretikulin, Herp ve XBP1
gibi proteinleri kodlayan genlerin ifadelerini arttirir (Diaz-Bulnes ve ark., 2020; Ramirez

ve ark., 2019; Seydel ve Aksoy, 2012).
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Sekil 5. ER stresi sirasinda UPR ve ER stres sensorlerinin aktivasyonu (Sisinni ve ark., 2019).

2.4.3.Glioblastoma multiform (GBM) ve Endoplazmik Retikulum Stresi (ERS)

Tiimor hiicrelerinin olumsuz sartlara dayanmasi UPR sinyali ile ilgilidir. Bu nedenle
kanser hiicrelerini yok etmek i¢in UPR’yi hedef almak 6nemli olabilir. UPR, tiimor

hiicrelerinin hayatta kalmasi i¢in ¢aligir. UPR kansere karsi uygulanan tedavinin etkisini
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azaltip, tedavi direnci olusturan mekanizma da olusturabilir. ERS’ye cevapta otofaji ve
proteazom O6nemli oldugundan dolay1 bu yolaklar1 da hedef almak faydali sonuglar
dogurabilir (Nagelkerke ve ark., 2015).

Genel sinyal yolaklar: iyi tanimlanmis olsa da ERS’yle uyarilan apoptoz mekanizmasi
hala iyi anlasilabilmis degildir. ERS ile kanser hiicrelerinde apoptozunun devami ve
gelisiminin baglantili oldugu son zamanlarda yapilan caligmalarda gosterilmistir.
Ozellikle hastaliklarin patolojisinde ERS ile uyarilan hiicre 6liimii yeni bir apoptotik
yoldur. Boyle kosullarin gelisimini durdurmak veya tedavi edebilmek icin ERS ile
uyarilan apoptozun mekanizmasmi anlamak Onemlidir. ERS ile baglantili apoptoz
hakkinda hangi kaspazlarm hiicre oliimiiyle baglantili oldugu, hiicrelerin geriye
donmeme noktasint neyin belirledigi gibi birgok cevaplanamamis sorular
bulunmaktadir. Bundan dolayr son yillarda ERS ile baglantili apoptoz ¢aligmalarinda
artig goriilmektedir (Szegezdi ve ark., 2006).

GBM, meme kanserleri, akciger kanseri, lenfoma, miyelom ve adeno karsinomlar dahil
olmak iizere bircok insan tiimorlerinde giicli bir ERS yamti olan UPR
sinyalizasyonunun aktif oldugu bildirilmistir. ER stresi ¢ogunlukla ileri evrelerdeki
kanser tipleriyle ve kemoterapi direnci ile iliskilidir. Kanser hiicrelerinden, 6zellikle de
GBM, UPR'nin hayatta kalma sinyallerini, i¢sel ve digsal streslerle basa c¢ikabilmek ve
apoptozdan kacmak i¢in kullanmaktadir. Ayrica invazyon, migrasyon ve anjiyogenez
icin kullandig1 da kabul edilmektedir. GBM’de ERS’ne karsi aktiflesen UPR, zorlu
kosullarda hiicrenin sagkalimi i¢cin ¢ok dnemlidir. GBM hiicreleri, ER stresini avantaja
cevirip kontrol altinda tutarak, UPR ile homeostaziyi geri saglayip tiimoriin hayatta
kalmasimi ve dolayisiyla cogalmasini elverisli hale getirmektedir. (Cubillos-Ruiz ve
ark.,2017; Obacz ve ark., 2017). Bununla beraber, UPR sinyalinin uzun siireli
aktivasyonu apoptoza neden olmaktadir. GBM’de UPR ve ER stres sinyalinin aktif
olmasmin tedaviye karst diren¢ gelismesine yol actigi ve UPR aktivasyonunda gorev
alan GRP78’in GBM hiicrelerinde fazla ifade edilmesi ile kanserin ilerlemesine yol
actig1 bilinmektedir. Ayrica, GBM hiicrelerinin UPR aracigiyla transkripsiyon
faktorlerini indiikleyerek hiicrelerin  hayatta kalmasmi sagladigi  ve Olim

mekanizmalarini kontrol ettigi bildirilmistir (Obacz ve ark., 2017).

Normal yetigkin beyin hiicrelerinde PERK ve GRP78’in diisiik oranda ifade edildigi,
GBM hiicre hatlar1 ve GBM hastalarinda ise GRP78’in yiiksek seviyelerde ifade
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edildigi gosterilmistir. Yine baska bir calismada, ER stres durumunda GBM
hiicrelerinde, PERK seviyelerinin arttig1 ve GRP78’in asir1 ifade edildigi gosterilmistir
(Tsai ve ark., 2017).

Kanser hiicreleri UPR ile stres sartlarinda hayatta kalmayi basarirlar. GBM’nin
ilerlemesinde de UPR’nin onemli bir rolii oldugu bildirilmistir. Hatta, GBM hasta
orneklerinde UPR sinyal seviyelerinin yiiksek olmasi GBM hiicrelerinin timor
mikrogevresinin zorlu sartlarmma dayanmak icin UPR yolunu kullandigi goriisiinii
desteklemektedir. Yapilan diger ¢aligmalarda da ERS sensorlerinden; IREla yolunun
GBM'de tiimor biiylimesine, migrasyona ve anjiyogeneze katki sagladigi, PERK
yolunun GBM hiicrelerinde tedaviye yanitin ve metabolizmanin kontroliinde yer aldigi,
ATF6 yolunun da GBM'de radyoterapi direncine neden oldugu bildirilmistir.
(Penaranda Fajardo ve ark., 2016).

2.6.Forkhead (Fox) Transkripsiyon Faktorleri

Forkhead (fkh) geni ilk olarak Drosophila melanogaster'de mutagenez caligmasinda
kesfedilmistir ve sonrasinda mayalar ve insanlarda Fox genleri olarak adlandirilan bir
dizi gen tammmlanmustir. Fkh proteinleri winged heliks DNA baglanma bdlgeleri
icermektedir ve bu bolgelere 'forkhead kutusu (box)' denilmistir (Golson ve Kaestner,

2016).

Fox transkripsiyon faktorleri, karaciger, pankreas, yumurtaliklar, akciger, bobrek,
bagirsak, prostat, beyin, tiroid, iskelet ve kalp kasi, damar doku gibi dokularin
farklilasmasi, bakimi ve islevi igin gereklidir (Zhu, 2016). FOX transkripsiyon
faktorleri, metabolizma, gelisme, cogalma, farklilagsma, apoptoz, goc, istila olmak iizere

bir¢ok biyolojik siireclerde 6nemli roller oynarlar (Wang ve ark., 2018).

Fox transkripsiyon faktorleri sayilarinin ¢ok olmasmdan dolay: dort aileye ayrilabilir:
FoxA ¢oklu hiicre tiplerinin farklilasmasinda, FoxM1 hiicre dongiisii kontroliinde, FoxO
metabolizma ve uzun omiirliiliikkte ve FoxP konusma ediniminde rol alirlar (Golson ve

Kaestner, 2016).
2.6.1.Forkhead box protein M1 (FOXM]1) transkripsiyon faktorii

Forkhead box protein M1 (FOXM]1), evrimsel olarak korunan Fox transkripsiyon faktor
ailesinin bir tiyesidir. FoxM1 nin, hiicre dongiisii ilerlemesinde G1 / S, G2 / M fazina

gecisinde diizenleyici islevi ile onemli bir rol oynadigi bildirilmistir. FOXMI1, hiicre
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proliferasyonunda ve kanser biiyiimesinde bir¢ok rolii olan bir transkripsiyon faktoriidiir

(Li ve ark., 2012; Wang ve ark., 2015; Tao ve ark., 2020).

FoxM1 geni, 12.kromozomda kisa kolun 13.33 bandinda yer alir ve 10 ekzondan olusur.
FoxMla, FoxMlb ve FoxMlc olmak iizere ii¢ farkli FoxMI1 proteini vardir.
FoxMla'nin transkripsiyonel baskilayici oldugu, FoxMIlb ve FoxMlcnin de
transkripsiyonel aktivator oldugu gosterilmistir (Koo ve ark., 2012; Li ve ark., 2012)

FoxM1, fizyolojik siire¢lerde olumlu rol oynarken, kanser hiicrelerinde onkojenik

siireclerde rol oynar (Sekil 6) (Koo ve ark., 2012; Nandi ve ark., 2018).
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Sekil 6. FoxM1, fizyolojik ve onkojenik siirece aracilik eder (Nandi ve ark., 2018).

FoxMI1 proteini ¢cok sayida hedef genin ifadesinin diizenlenmesinde rol alir. G1/ S, G2/
M ilerlemesi, kromozomal ayrilmada ve sitokinezde gerekli olan hiicre dongiisii
genlerinin transkripsiyonunu diizenlemede gorev alir. FOXMI1 ayrica; farklilagsma,
senesens, hiicre yenilenmesi, hiicre proliferasyonu, DNA hasar yaniti, oksidatif stresin
zayiflamasi, epitelyal mezenkimal gecis, anjiyogenez, metastaz ve pre-metastatik nis
gibi bir¢cok geni hedef almaktadir (Sekil 7) (Jaiswal ve ark., 2014; Zona ve ark., 2014).
FOXMI1 eksikliginde; DNA kiriklari, poliploidi, andploidi, sitokinez kusurlari,
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kromozom yanlis gruplagsmasi gibi anormallikler ortaya ¢ikmaktadir (Jaiswal ve ark.,

2014).
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Sekil 7. FoxM1 regiilatorleri ve hedef genleri (Jaiswal ve ark., 2014).
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2.7.Flavopiridol

Flavopiridol, bir Hindistan bitkisi Dysoxylum binectariferum'dan tiiretilen ve ilk siklin
bagimli kinaz (CDK) inhibitorii olan yar1 sentetik bir flavonoiddir (Sekil 8).
Flavopiridol 6zellikle CDK’lerin aktivite bolgesi icin ATP’yle rekabet ederek G1 / S
veya G2 / M'de CDK’ler yoluyla hiicre dongiisiiniin ilerlemesini belirgin bir sekilde
bloke ettigi ve boylece apoptozu indiikledigi bildirilmistir. (Tan ve ark., 2004; Shao ve
ark., 2016; Zocchi ve ark., 2018; Saisomboon ve ark., 2019; Dogan Turacli ve ark.,
2019). Ayrica, Flavopiridol, apoptozu indiiklemesi ve CDK’lerin neredeyse tamamini

inhibe etmesiyle tanimlanmis olan tek bilesiktir. (Sedlacek ve Czech, 1996).

Sekil 8. Flavopiridoliin molekiiler yapis1
(https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/5287969#section=2D-Structure, Erisim tarihi:
11.11.2020)

2.8.Glioblastoma multiform (GBM) Hiicre Hatlar

Insan tiimoriinden tiiretilmis olan hiicre hatlar1; sinirsiz gogalabilmeleri, kullanimlarinin
kolay olmasi ve yiiksek tekrarlanabilirligi ile in vitro kanser arastirmalari igin

vazgecilmez kaynaklardir.
2.8.1.U-87 MG(ATCC® HTB-14™)

U87MG hiicre hatt1 hasta orijini bilinmeyen MSS (Merkezi Sinir Sistemi) kokenli insan
glioblastoma hiicre dizisidir. 1966-1979 yillar1 arasinda donmus stoklardan alinip daha
sontra ATCC’ye aktarilan bu hiicreler % 10 fetal si8ir serumu ve antibiyotiklerle

desteklenerek medyumda cogaltilmistir (Allen ve ark., 2016).
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2.8.2.IDH mutant-U-87(ATCC® HTB-14IG™)

IDH mutant-U-87 hiicre hatti, U-87MG hiicre hattindan tiiretilen glioma olup
IDHIR132H mutant izojenik hiicre hattidir. IDH heterozigot mutasyonu, CRISPR /
Cas9 gen diizenleme teknolojisi kullanilarak ATCC'de olusturulmustur. IDH mutant-U-
87 hiicre modeli, kanserde farklilagsma, tiimoriin olusumu, ila¢ gelistirilmesi i¢in anti-
kanser bilesiklerinin taranmasinda kullanilan mekanizmalar1 aydinlatmak amaciyla

klinik teshis i¢in in vitro hiicre tabanli bir aractir (https://www.lgcstandards-

atcc.org/Global/Products/HTB-141G.aspx ?geo_country=tr#characteristics, Erisim tarihi:
29 Kasim 2020).




3.GEREC ve YONTEM

TYL-2019-9506 kodlu bu proje Erciyes Universitesi Bilimsel Arastrma Projeleri
Birimi (BAP) tarafindan desteklenip, projenin deneysel asamalar1 Betiil Ziya Eren

Genom ve Kok Hicre Merkezi (GENKOK) Arastirma Laboratuvarlarinda

gercgeklestirildi.

3.1. GEREC

3.1.1.Kullanilan cihaz, alet ve sarf malzemeler

Tablo 2. Kullanilan Cihazlar

Kullanilan Cihaz

Amaci

-80°C Derin dondurucular

Hiicrelerin dondurulmasi,
saklanmasi

-20°C Derin dondurucular

Numunelerin ve sarf malzemelerin saklanmasi

Azot tanki

Hiicrelerin dondurulmasi

Buzdolab1 Sarf malzemelerin saklanmasi
CO, inkiibatorleri Hiicre kiilttir ortarm

Steril Kabin Lamin Air Class II Hiicre kiiltiir ortamu

Glomax ELISA Reader Hiicre canlilik testi, MTS
Santrifiij Santrifiij ve hiicre kiiltiirii
Invert Mikroskop Hiicrelerin goriintiilenmesi
Floresan Mikroskop Host boyama analizinde

Tek kanalh pipet seti Hiicre kiiltiir caligmalarinda
Su banyosu Hiicre kiiltiir caligmalarinda

Hassas terazi

Tartma isleminde

Pipet tabancasi

Hiicre kiiltiir caligmalarinda

Elektroforez Tanki

Western Blot

BioRad, ChemiDoc Goriintiileme Sistemi

Western Blot

numunelerin
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Kullanilan Sarf Malzemeleri

Amaci

DMEM F12 Medya

Besiyer hazirlanmasinda

Fetal Bovine Serum

Besiyer hazirlanmasinda

Penicillin-Streptomycin

Besiyer hazirlanmasinda

L-glutamine

Besiyer hazirlanmasinda

Trypsin-EDTA

Hiicre pasajlamada

25’lik Ve 75’lik Hiicre Kiiltiir Flaski

Hiicrelerin ¢cogaltilacag kiiltiir kaplar1

6 Kuyucuklu Hiicre Kiiltiir Plakalar:

Klonojenik ve migrasyon tespit i¢in kullanilan
ekim kaplar1

96 Kuyucuklu Hiicre Kiiltiir Plakalari

Sitotoksite tespit icin kullanilan ekim kaplar1

Flavopiridol

Hiicre kiiltiirii

Dulbecco Fosfat Tamponlu Salin (DPBS)

Hiicre kiiltiirii

MTS Hiicre canlilik testi
PMS Hiicre canlilik testi
DMSO Hiicre kiiltiirii

15 ml'lik ve 50 ml'lik Falkon Tiip Hiicre kiiltiirti
Cryo Tiip Hiicre dondurma
5,10 ve 25 ml'lik Serolojik Pipet Hiicre kiiltiirti

Thoma Lamu

Hiicre sayim1

Host (Hoechst) boyasi

Morfolojik hiicre 6liimii analizinde

Cristal violet

Klonojenik test

Restore Western Blot Stripping Buffer Western Blot
Ready Gel Tris-HCI Gel Western Blot
Western ECL Substrate Western Blot
Protein Ladder Western Blot
DC Portein Assay Reagent Kit Western Blot
Phosphatase Reaction Buffer Western Blot
Protease Inhibitor Coctail Western Blot
Thick Blot Paper-Filter Paper Western Blot
Cell Lyzis Buffer Western Blot
Sodium Floriir Western Blot

3.2. YONTEM

3.2.1. Hiicre Kiiltiiri

Sunulan tez caligmamizda GBM hiicre hatt1 olarak, U-87 MG(ATCC® HTB-14™) ve
IDH mutant-U-87(ATCC® HTB-14IG™) kullanildi. Hiicreler ATCC (American Type

Culture Collection) firmasindan satin alind1 ve c¢ogaltilarak -196°C’de azot tankinda

muhafaza edildi.

3.2.1.1.Besiyer hazirlama

IDH mutant-U-87 ve U-87 MG hiicre hatlarmin c¢ogaltilmasi, pasajlanmasi ve
dondurulmast icin besiyer olarak Dulbecco's Modified Eagle's Medium (DMEM)
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kullanildi. Hiicrelerin besiyeri (DMEM F12, 500 ml) igerisine, 50 ml fetal siglir serum
(FBS, %10), 5 ml L-glutamin (%1) ve 5 ml Penisilin-Streptomisin (%1) ilave edilerek

hazirlandi. Tiim iglemler steril sartlarda laminar air flow kabin igerisinde yapild.
3.2.1.2.Hiicre pasajlama

Calismamizda kullanilacak hiicreler uygun biiyime besiyeri kullanilarak 37 °C’de % 5
CO; iceren inkiibatorde ¢ogaltild1 ve hiicreler % 70-80 yogunluga ulasinca pasaj islemi
yapildi. Hiicre kiiltiir islemleri Laminar air flow icinde steril bir ortamda steril
malzemeler kullanilarak yapildi. Pasajlama i¢in uygun miktarlarda medya iceren kiiltiir
flasklarina uygun miktarda hiicreler ¢ogalmasi icin ilave edilerek inkiibatore kaldirildi.
Daha sonra ¢ogalan hiicreler tripsin kullanilarak yapistig: kiiltiir flaskinin yiizeyinden
kaldiridd1 ve kalkan bu hiicreler, steril tiiplere transfer edildi, iizerine uygun miktarda
medya eklendi ve santrifiij yapildi. Sonra siipernatant atildi, dipte kalan pellet medya ile
karistirild: ve daha sonra icinde medya bulunan yeni hazirlanmis kiiltiir flasklarina

uygun miktarlarda konuldu ve tekrar cogalmasi i¢in inkiibatorde inkiibe edildi.
3.2.1.3.Hiicre sayimmi

Hiicre kiiltiirii deneylerinde kullanilacak olan hiicre sayisimi saptamak i¢in hiicre sayim
islemi yapildi. Hiicre sayimi i¢in thoma lami kullanildi. Bu lam yardimiyla mikroskop
altinda yapilan sayimda 0,1 mm’ hacimde 1 ml'deki hiicre sayis1 belirlendi. Asagida
thoma laminda sayim yapilan yiizey gosterilmistir (Sekil 9) (Freshney, 2000). Thoma
lammin {izerine lamel konuldu ve lamda bulunan iki bolmeye de 1 ml'de ¢6ziinen
hiicrelerden 10 pl eklendi. Kirmizi isaretli alanda bulunan hiicreler mikroskop altinda

sayild1 ve asagida verilen formiile gore toplam hiicre sayis1 hesaplandi.
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Iml’deki hiicre sayis1 = sayilan bolgelerin ortalama sayisi x 10
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Sekil 9. Thoma laminda sayim yapilan kareler (Freshney, 2000).

3.2.1.4.Hiicreleri Dondurma

Hiicreler pasaj islemleri sonrasi bazi degisikliklere ugramaktadir. Bu nedenle ihtiyactan
fazla sayidaki hiicreler daha sonra kullanilmak iizere stok amag¢li donduruldu. Hiicreler
kullanilmak i¢in ¢odziindiigiinde canliliklarinin iyi olmasi ve kullanilmasi i¢cin dondurma
islemi uygun sartlarda yapilmalidir; bu amacla hiicrelerin dondurulma asamasida zarar
gormesini Onlemek ve hiicre i¢ci metabolik aktiviteyi durdurmak i¢in DMSO kullanildi.
Onceden medyum igerisinde ¢ozdiiriilen hiicrelere DMSO eklendi ve hiicreler dnce -

80°C’de daha sonra -196°C’lik s1v1 azot tankina kaldirild:.
3.2.2.Flavopiridol ile hiicrelerin muamele edilmesi
3.2.2.1.Flavopiridoliin hazirlanmasi

Calismamiz igin ticari olarak satin alinan flavopiridol firmanin Onerisi dogrultusunda
uygun ¢ozelti kullanilarak soliisyon haline getirilip hazirlanmistir. Flavopiridol, Sigma-
Aldrich (25mg) firmasindan temin edildi. Toz halinde olan flavopiridol distile suda

vorteks yardimiyla coziilerek stok soliisyon haline getirildi ve 2-8°C kosullarinda
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saklandi. Daha sonra deneylerde kullanilmak iizere istenilen konsantrasyonlar i¢in stok
flavopiridol soliisyonundan uygun miktarda alinarak FBS (-) medya ile seyreltme islemi

yapildi.
3.2.3.MTS Analizi

3-(4,5- dimetiltiyazol-2-yl)-5-(3-karboksimetoksifenil)-2-(4- siilfofenil)-2H-tetrazolyum
(MTS) analizi hiicre canliligimi tespit etmek i¢in kullanilan bir yontemdir (Hamurcu ve
ark., 2018, 2019; Unal ve ark., 2020). Bunun icin U87 ve IDH mutant U87 hiicreleri
uygun miktarda medyum iceren 96 kuyucuklu plakalara her bir kuyuda 100 pl besiyeri
icinde 1500 hiicre olacak sekilde ekim yapildi. Sonra hiicreler 5, 10, 25, 50, 100, 200,
300 ve 400 nM konsantrasyonlarda 24, 48 ve 72 saat flavopiridol ile muamele edilerek
37 °C %5 CO;’li etiivde inkiibe edildi. Kontrol grubu olarak herhangi bir uygulama
yapilmayan (muamelesiz) hiicreler kullanildi. Daha sonra uygun zamanlarda hiicrelerin
inkiibasyonlar1 sonlandirilarak hiicrelerin canlilik oranlarmi belirlemek i¢cin her bir
kuyucuga 20 ul MTS/PMS soliisyon karisimindan eklendi ve sonra ELISA reader’da
450 nm'de absorbans 6l¢iimii yapildi. Bu islemler ii¢ kez tekrarlandi. Olgiim sonuclarina
gore hiicrelerin %50’sinin 6ldiigii (IC: %50) konsantrasyon ve zaman aralig1 belirlendi
(Tablo 4) ve tabloda belirlenen zaman araligt ve doz bundan sonraki tiim

deneylerimizde kullanildi.

Tablo 4. U887 ve IDH mutant U87 hiicre hatlar1 icin belirlenen flavopiridol
konsantrasyonlari.

Us7 IDH MUTANT-US87
IC: %50 IC: %50
24 saat 300-400 nM 300-400 nM
48 saat 100-200 nM 100-200 nM

72 saat 50-100 nM 50-100 nM
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3.2.4.Klonojenik testi

Klonojenik testi, kanser hiicrelerinin klon olusturma yeteneklerini test etmek icin
kullanilan bir analiz yontemidir. U87 ve IDH mutant-U87 hiicreleri uygun miktarda
medyum iceren 6 kuyucuklu plakalara ekildi. Hiicreler inkiibasyonlarinin 48.saatinde
5,10, 15, 20, 30, 40, 60, 80, 100, 150 ve 200 nM konsantrasyonlarda flavopiridol ile
muamele edilerek 37°C %5 CO;’li etiivde inkiibe edildi. Kontrol (muamelesiz) olarak
kullanilan hiicrelerin ¢ogalmasi takip edildi ve inkiibasyonun 10-12. giiniinde kiiltiir
sonlandirildi. Daha sonra hiicreler metanol iceren %35’lik kristal viyole ile fikse edilip
boyandi. Boyama sonrasi hiicreler distile su ile yikandi ve kurumaya birakildi.

Sonrasinda olusan koloniler sayildi ve fotografland1.
3.2.5.Migrasyon analizi

Migrasyon analizi, kanser hiicrelerinin go¢ etme yeteneklerini test etmek i¢in kullanilan
bir yontemdir (Hamurcu ve ark., 2016). U87 ve IDH mutant-U87 hiicreleri uygun
miktarda medyum iceren 6 kuyucuklu plakalara her kuyucukta 150.000 hiicre olacak
sekilde ekildi. Sonra hiicreler MTS analizi ile belirlenen konsantrasyon ve zaman
araliginda (24. saatte 300, 400 nM, 48. saatte 100, 200 nM ve 72. saatte 50-100 nM)
flavopiridol ile muamele edilerek 37°C %5 CO;’li etiivde inkiibe edildi. inkiibasyondan
sonra, 20 pl’lik steril bir pipet ucu kullanilarak her kuyucukta tek tabakada bir ¢izik
olusturuldu. Daha sonra kalkan hiicreleri uzaklastirmak i¢cin kuyucuklar medya ile
yikand1 ve yeni medya eklendi. Cizilen alandaki hiicrelerin, mikroskop kullanilarak 0.,
24. ve 48. saatlerde goriintiileri alindi ve her bir zaman noktasinda yaranm On
kenarindaki hiicreler tarafindan kat edilen mesafe ol¢iildii. Sonuglar yiizde goc olarak

ifade edildi.
3.2.6.Western Blot Analizi

Western blot analizi hiicrelerde hedefe yonelik spesifik protein seviyelerini analiz etmek

icin kullanilan bir yontemdir (Hamurcu ve ark., 2017).
Western blot analizinin asamalart;

¢ Deneyin kurulmasi
® Hiicrelerin toplanmasi, lizis agamasi
¢ Protein konsantrasyonlarmin hesaplanmasi

¢ Proteinlerin jele yiikklenmesi ve Elektroforez
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e Jelden Membrana Transfer

® Proteinlerin ekspresyon analizi
3.2.6.1.Deneyin kurulmasi

U87 ve IDH mutant-U87 hiicreleri uygun miktarda medyum iceren 25 cm®lik flasklara
her flaskta 350.000 hiicre olacak sekilde ekildi. Sonra hiicreler MTS analizi ile
belirlenen konsantrasyon ve zaman araliginda (24. saatte 300, 400 nM, 48. saatte 100,
200 nM ve 72. saatte 50-100 nM) flavopiridol ile muamele edilerek 37°C %5 CO;’li

ortamda inkiibe edildi. Zaman aralig1 dolunca kiiltiir sonlandirild1 ve hiicreler toplandi.
3.2.6.2.Hiicrelerin toplanmasi ve lizis asamasi

Her bir flasktan hiicre besiyeri uzaklastirildi, 2 ml tripsin-EDTA eklendi ve 3 dk
inkiibatorde bekletildikten sonra 4 ml besiyeri eklenerek hiicreler topland1 ve 15'lik
falkonlara alinarak 1500 rpm'de 5 dk santrifiij edildi. Santrifiij sonras1 elde edilen

hiicreler lizis edildi.

Lizis isleminin amaci hiicrelerin parcalanarak proteinlerin izole edilmesini saglamaktir.
Bu amagla ticari olarak almman 1 ml lizis soliisyonuna, 4 pl sodyum floriir (NaF), 10 ul
proteaz inhibitér ve 10 pl fosfataz inhibitdr eklendi ve lizis soliisyonu hazirlandi.

Toplanan hiicrelere 80-100 pl lizis soliisyonu eklenerek hiicreler lizis edildi.
3.2.6.3.Protein Konsantrasyonlarinin Hesaplanmasi

Protein konsantrasyon hesabi icin ependorf tiiplere 2 ul stok protein ve 12 ul dH,O
eklenerek proteinler seyreltildi. 961 plakalara seyreltme islemi yapilan proteinlerden ve
protein standartlarindan S'er pl dagitildi. Uzerine reagent A (980 pl) + reagent S (20 ul)
karigitmindan 20 pl ve ardindan reagent B (175 pl) eklendi. Daha sonra plaka 3 dk
calkalayicida bekletildi ve 750 nm dalga boyunda &lciimii yapildi. Olgiim sonucuna
gore her bir 6rnek i¢in 40ug protein/40ul olacak sekilde hesaplama yapilda.
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3.2.6.4. Proteinlerin jele yiiklenmesi ve Elektroforez

Her bir 6rnek i¢in hesaplanan miktarlarda protein, loading buffer ve dH,O ependorflara
eklendi ve 40ug protein/40ul olacak sekilde jele yiiklendi (Sekil 10). Daha sonra
yiiriitme tamponu igerisinde elektroforez tankinda 50 voltta 2-3 saat yiiriitiilerek

proteinlerin ayrigmasi saglandi.

3.2.6.5.Jelden Membrana Transfer

Proteinlerin jelden PVDF membrana transferinde siinger-filtre kagidi-membran-jel-filtre
kagidi-siinger olacak sekilde buz ve transfer soliisyonu igerisine yerlestirildi ve 24 voltta
+4°C’de tiim gece boyunca transferi saglandi. Ertesi giin membranlar transferden alinip

TBS-T + siit tozu ile 1,5 saat blokland1 ve TBS-T soliisyonu ile yikama yapild1.
3.2.6.6.Proteinlerin ekspresyon analizi

Membranlarda flavopiridoliin ERS ile aktiflesen UPR yanitinda gorev alan; GRP78
(Proteintech), PERK (Cell signaling), IREla (Cell signaling) ve CHOP (Proteintech)
proteinlerinin ekspresyonlarr, DNA tamirinde rol alan PARP (Cell signaling) proteinin
ve hiicre ¢cogalmasinda ve hiicre dongiisiinde gorev alan onkogenik transkripsiyon
faktorii FOXM1 (Cell signaling)’in ekspresyonlarina etkisini belirlemek i¢in yukaridaki
hedefe yonelik primer antikorlarla muamele edildi. Primer antikoru membrana koymak
icin 7 ml TBS-T + 350 mg siit tozu hazirland1 ve primer antikor eklenip +4°C‘de tiim
gece calkalayicida bekletildi. Sonrasinda membran 3 kez TBS-T soliisyonu ile yikandi

ve sekonder eklenip 1 saat oda sicakliginda calkalayicida bekletildi. Bir saatin sonunda
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membranlar 3 kez TBS-T soliisyonu ile yikand1 ve ECL soliisyonu kullanilarak BIO-
RAD (ChemiDoc MP Imaging System) goriintiileme cihazinda goriintiilendi. Yiikleme
kontrolii olarak B-aktin (Proteintech) kullanildi. Daha sonrasinda Image Lab programi

ile bant yogunluklar1 6lciildii.
3.2.7.Morfolojik hiicre 6liim analizi (Host (Hoechst) boyama)

Host boyama hiicrelerde morfolojik olarak apoptotik degisimi belirlemek icin kullanilan
bir yontemdir. Flavopiridol’iin apoptotik hiicre o6liimiine etkisini morfolojik olarak
belirlemek icin U87 ve IDH mutant U87 hiicreleri uygun miktarda medyum iceren 6
kuyucuklu plakalara her kuyucukta 100.000 hiicre olacak sekilde ekildi. Hiicreler MTS
ile daha 6nceden belirlenen konsantrasyonda ve zamanda (24. saatte 300, 400 nM, 48.
saatte 100, 200 nM ve 72. saatte 50-100 nM) flavopiridol ile muamele edildi. Sonra
hiicreler paraformaldehit ile fikse edilip PBS ile yikandi ve host boya ile boyanarak

floresan mikroskopta goriintiileri alindi.
3.2.8.Istatistiksel Analiz

Tiim deneyler en az iic kez tekrarland1 ve elde edilen veriler Graphpad Prism 8.0
programi kullanilarak analiz edildi. Analizlerde Student t testi kullanildi ve analiz

sonuglarmna gore, p < 0.05 olan sonuglar istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.



4.BULGULAR

4.1. Flavopiridoliin GBM hiicrelerinde proliferasyona/canlihiga etkisi

U87-MG ve IDH mutant U87 hiicreleri 24, 48 ve 72 saat 5-400 nM arasinda
flavopiridol ile muamale edildi. Kontrol (muamelesiz) olarak kullanilan hiicrelere higbir
uygulama yapilmadi. Hiicrelerin inkiibasyon siireleri doldugunda farkli zaman
araliklarinda ve farkli konsantrasyonlarda hiicrelere uygulanan flavopiridoliin hiicre

canliligina olan etkisi MTS analizi ile belirlendi.

Yapilan analiz sonu¢larimiza gore 24 saat 5-400 nM arasinda flavopiridol uygulanan;
U87 ve IDH mutant-U87 hiicrelerinde, hiicre canliliginin kontrol hiicrelerine kiyasla
artan flavopiridol konsantrasyonuna bagl olarak 6nemli oranda azaldig1 bulundu (Sekil
11). 24 saat 5-400 nM flavopiridol ile muamele edilen U87-MG hiicrelerinde kontrol
grubu hiicrelerine gore 10-400 nM konsantrasyonlarinda anlamli bir azalma bulundu
(Sekil 11A). 24 saat 5-400 nM flavopiridol ile muamele edilen IDH mutant U87
hiicrelerinde kontrol grubu hiicrelerine gore 25-400 nM konsantrasyonlarinda anlamli

bir azalma bulundu (Sekil 11B).
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Sekil 11. 24 saat flavopiridolle muamele edilen U87-MG ve IDH mutant U87 hiicrelerinde
proliferasyon orani. A) 24 saat 5-400 nM flavopiridol ile muamele edilen U87-MG hiicrelerinde
kontrol grubu hiicrelerine gre 10-400 nM konsantrasyonlarinda anlamli bir azalma bulundu. B)
24 saat 5-400 nM flavopiridol ile muamele edilen IDH mutant U87 hiicrelerinde kontrol grubu
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hiicrelerine gore 25-400 nM konsantrasyonlarinda anlamli bir azalma goriildii (ns: p>0.05;
*p<0.05;**p<0.01; ***p<0.001;****p<0.0001).

48 saat 5-400 nM arasinda flavopiridol uygulanan; U87 ve IDH mutant-U87
hiicrelerinde, hiicre canliligmin kontrol hiicrelerine kiyasla artan flavopiridol
konsantrasyonuna bagl olarak 6nemli oranda azaldig1 bulundu (Sekil 12). 48 saat 5-400
nM flavopiridol ile muamele edilen U87-MG hiicrelerinde kontrol grubu hiicrelerine
gore 25-400 nM konsantrasyonlarinda anlaml bir azalma bulundu (Sekil 12A). 48 saat
5-400 nM flavopiridol ile muamele edilen IDH mutant U87 hiicrelerinde kontrol grubu
hiicrelerine goére 25-400 nM konsantrasyonlarinda anlamli bir azalma bulundu (Sekil

12B).
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Sekil 12. 48 saat flavopiridolle muamele edilen U87-MG ve IDH mutant U87 hiicrelerinde
proliferasyon orani. A) 48 saat 5-400 nM flavopiridol ile muamele edilen U87-MG hiicrelerinde
kontrol grubu hiicrelerine gore 25-400 nM konsantrasyonlarinda anlamli bir azalma goriildii. B)
48 saat 5-400 nM flavopiridol ile muamele edilen IDH mutant U87 hiicrelerinde kontrol grubu
hiicrelerine gore 25-400 nM konsantrasyonlarinda anlamli bir azalma goriildii (ns (not
significant): p>0.05; *p<0.05;**p<0.01 ***p<0.001;****p<0.0001).

72 saat 5-400 nM arasinda flavopiridol uygulanan; U87 ve IDH mutant-U87
hiicrelerinde, hiicre canliligmin kontrol hiicrelerine kiyasla artan flavopiridol
konsantrasyonuna bagl olarak 6nemli oranda azaldig1 bulundu (Sekil 13). 72 saat 5-400
nM flavopiridol ile muamele edilen U87-MG hiicrelerinde kontrol grubu hiicrelerine
gore 25-400 nM konsantrasyonlarinda anlamh bir azalma bulundu (Sekil 13A). 72 saat
5-400 nM flavopiridol ile muamele edilen IDH mutant U87 hiicrelerinde kontrol grubu
hiicrelerine goére 50-400 nM konsantrasyonlarinda anlamli bir azalma bulundu (Sekil

13B).
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Sekil 13. 72 saat flavopiridolle muamele edilen U87-MG ve IDH mutant U87 hiicrelerinde
proliferasyon orani. A) 72 saat 5-400 nM flavopiridol ile muamele edilen U87-MG hiicrelerinde
kontrol grubu hiicrelerine gore 25-400 nM konsantrasyonlarinda anlaml bir azalma goriildii. B)
72 saat 5-400 nM flavopiridol ile muamele edilen IDH mutant U87 hiicrelerinde kontrol grubu
hiicrelerine gore 50-400 nM konsantrasyonlarinda anlamli bir azalma goriildii (ns (not
significant): p>0.05; ***p<0.001;****p<0.0001).

4.2. Flavopiridoliin GBM hiicrelerinde klon olusumuna etKisi

6 kuyucuklu plakalarda inkiibe edilen U87-MG ve IDH mutant U87 hiicreleri
inkiibasyonlarmin 48. saatinde 5-200 nM arasinda flavopiridol ile muamale edildi.
Kontrol (muamelesiz) olarak kullanilan hiicrelere hicbir uygulama yapilmadi.
Hiicrelerin inkiibasyon siireleri dolunca farkli konsantrasyonlarda hiicrelere uygulanan
flavopiridoliin hiicrelerin koloni olusturma iizerine etkisini analiz etmek i¢in kristal
viyole ile boyanarak klonojenik test yapildi. Yapilan analiz sonuclarimiza gore 5-200
nM arasinda flavopiridol uygulanan; U87 ve IDH mutant-U87 hiicrelerinde, koloni
olusumunun kontrol hiicrelerine kiyasla azaldigi, flavopiridol konsantrasyonuna baglh
olarak 6nemli oranda azaldigi bulundu (Sekil 14A, B). 5-200 nM flavopiridol ile
muamele edilen U87-MG hiicrelerinde kontrol grubu hiicrelerine gore koloni sayisinda
60-200 nM konsantrasyonlarinda anlamli bir azalma bulundu (S$ekil 14C). 5-400 nM
flavopiridol ile muamele edilen IDH mutant U87 hiicrelerinde kontrol grubu hiicrelerine
gore koloni sayisinda 40-200 nM konsantrasyonlarinda anlamli bir azalma bulundu

(Sekil 14D).
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Sekil 14. Flavopiridol ile muamele edilen U87-MG ve IDH mutant U87 hiicrelerinde koloni
olusum orani. A) 5-200 nM flavopiridol ile muamele edilen U87-MG hiicrelerinin kristal
viyole ile boyanmig goriintiileri. B) 5-200 nM flavopiridol ile muamele edilen IDH mutant
U87 hiicrelerinin kristal viyole ile boyanmis goriintiileri. C) 5-200 nM flavopiridol ile
muamele edilen U87-MG hiicrelerinde kontrol grubu hiicrelere gore 60-200 nM flavopiridol
uygulanan hiicrelerde 6nemli oranda koloni sayisinin azaldigi bulundu. D) 5-200 nM
flavopiridol ile muamele edilen IDH mutant U87 hiicrelerinde kontrol grubu hiicrelere gore
40-200 nM flavopiridol uygulanan hiicrelerde onemli oranda koloni sayisinin azaldigi
bulundu (ns (not significant): p>0.05; **p<0.01; ***p<0.001; ****p<0.0001).
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4.3. Flavopiridoliin GBM hiicrelerinde mobileteye/ migrasyona etkisi

6 kuyucuklu plakalarda inkiibe edilen U87-MG ve IDH mutant U87 hiicreleri 24. saatte
hiicrelerin %50’sinin 6ldiigii 300, 400 nM, 48. saatte hiicrelerin %50’sinin 6ldigii 100,
200 nM ve 72. saatte hiicrelerin %50’sinin 61diigii 50-100 nM flavopiridol ile muamale
edildi. Kontrol (muamelesiz) olarak kullanilan hiicrelere hi¢bir uygulama yapilmadi.
Hiicrelerin inkiibasyon siireleri doldugunda farkli zaman araliklarinda ve farkli
konsantrasyonlarda hiicrelere uygulanan flavopiridoliin hiicre gociine olan etkisini
analiz etmek amaciyla, 20 ul’lik steril bir pipet ucu kullanilarak her kuyucukta tek
tabakada bir cizik olusturuldu. Daha sonra kalkan hiicreleri uzaklastirmak ic¢in
kuyucuklar medya ile yikandi ve yeni medya eklendi. Cizilen alandaki hiicrelerin,
mikroskop kullanilarak 0., 24. ve 48. saatlerde goriintiileri alind1 ve her bir zaman

noktasimda yaranin 6n kenarindaki hiicreler tarafindan kat edilen mesafe 6l¢tildii.

Yapilan analiz sonuglarimiza gore yara olusturulduktan 24 saat sonra, 24 saat 300, 400
nM flavopiridol uygulanan; U887 ve IDH mutant-U87 hiicrelerinde, hiicre go¢iiniin
kontrol hiicrelerine kiyasla flavopiridol konsantrasyonuna bagli olarak onemli oranda
azaldigi, 48 saat sonra ise kontrol hiicre grubunda yaranmm tamamen kapanirken
(hiicrelerin go¢ ettigi), flavopiridol uygulanan hiicrelerde yaranin kapanmadigi yani

hiicre gociiniin 6nemli orada baskilandig1 bulundu (Sekil 15,16).



37

U87 MG 24.sa Flavopiridol

300nM

0O.sa

24 sa

48.sa

300~ 0.sa 24 sa 48 sa

§1oo-
:fé’ vffs‘;d*’ sf’p‘}oﬁ’@
Flavopiridol (nM) 24sa

Sekil 15. 24 saat Flavopiridol ile muamele edilen U87-MG hiicrelerinde migrasyon olusum
orani. A) 24 saat 300-400 nM flavopiridol ile muamele edilen U87-MG hiicrelerinin 0., 24., ve
48. saat cekilen goriintiileri. B) 24 saat 300-400 nM flavopiridol ile muamele edilen U87-MG
hiicrelerinde kontrol grubu hiicrelerine gore migrasyonda anlamli bir azalma goriildii (ns (not

significant): p>0.05; ****p<0.0001).
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Sekil 16. 24 saat Flavopiridol ile muamele edilen IDH mutant-U87 hiicrelerinde migrasyon
olusum orani. A) 24 saat 300-400 nM flavopiridol ile muamele edilen IDH mutant-U87
hiicrelerinin 0., 24., ve 48. saat cekilen goriintiileri. B) 24 saat 300-400 nM flavopiridol ile
muamele edilen IDH mutant-U87 hiicrelerinde kontrol grubu hiicrelerine gore migrasyonda
anlaml bir azalma goriildii (ns (not significant):p>0.05; ****p<0.0001).
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48 saat 100, 200 nM flavopiridol uygulanan U87 ve IDH mutant-U87 hiicrelerinde, yara
olusturulduktan 24 saat sonra hiicre gociiniin kontrol hiicrelerine kiyasla flavopiridol
konsantrasyonuna bagli olarak 6nemli oranda azaldigi, 48 saat sonra ise kontrol
hiicrelerinde olusturulan yaranin tamamen kapandigi, flavopiridol uygulanan hiicrelerde

ise yaranin kapanmadigi hiicre gociiniin baskilandig1 bulundu (Sekil 17,18).
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Sekil 17. 48 saat Flavopiridol ile muamele edilen U87-MG hiicrelerinde migrasyon olusum
orani. A) 48 saat 100-200 nM flavopiridol ile muamele edilen U87-MG hiicrelerinin 0., 24., ve
48. saat cekilen goriintiileri. B) 48 saat 100-200 nM flavopiridol ile muamele edilen U87-MG
hiicrelerinde kontrol grubu hiicrelerine gore migrasyonda anlamli bir azalma goriildii (ns (not

significant):p>0.05; ****p<0.0001).
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Sekil 18. 48 saat Flavopiridol ile muamele edilen IDH mutant-U87 hiicrelerinde migrasyon
olusum orani. A) 48 saat 100-200 nM flavopiridol ile muamele edilen IDH mutant-U87
hiicrelerinin 0., 24., ve 48. saat cekilen goriintiileri. B) 48 saat 100-200 nM flavopiridol ile
muamele edilen IDH mutant-U87 hiicrelerinde kontrol grubu hiicrelerine gore migrasyonda
anlaml bir azalma goriildii (ns (not significant):p>0.05; ****p<0.0001).
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72 saatte 50, 100 nM flavopiridol uygulanan U87 ve IDH mutant-U87 hiicrelerinde,
yara olusturulduktan 24 saat sonra hiicre gociiniin kontrol hiicrelerine kiyasla
flavopiridol konsantrasyonuna bagli olarak 6nemli oranda azaldigi, 48 saat sonra ise
kontrol hiicrelerinde olusturulan yaranin tamamen kapandigi, flavopiridol uygulanan

hiicrelerde ise yaranin kapanmadig1 hiicre gociiniin baskilandig1 bulundu (Sekil 19,20).
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Sekil 19. 72 saat Flavopiridol ile muamele edilen U87-MG hiicrelerinde migrasyon olusum
orani. A) 72 saat 50-100 nM flavopiridol ile muamele edilen U87-MG hiicrelerinin 0., 24., ve
48. saat cekilen goriintiileri. B) 72 saat 50-100nM flavopiridol ile muamele edilen U87-MG
hiicrelerinde kontrol grubu hiicrelerine gore migrasyonda anlamli bir azalma goriildii (ns (not

significant):p>0.05; ****p<0.0001)
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Sekil 20. 72 saat Flavopiridol ile muamele edilen IDH mutant-U87 hiicrelerinde migrasyon
olusum orani. A) 72 saat 50-100 nM flavopiridol ile muamele edilen IDH mutant-U87
hiicrelerinin 0., 24., ve 48. saat cekilen goriintiileri. B) 72 saat 50-100 nM flavopiridol ile
muamele edilen IDH mutant-U87 hiicrelerinde kontrol grubu hiicrelerine gore migrasyonda
anlaml bir azalma goriildii (ns (not significant):p>0.05; ****p<0.0001).
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4.4. Flavopiridoliin GBM hiicrelerinde morfolojik olarak apoptotik degisime etkisi

Host DNA’ya baglanir ve kromatini boyar dolayisiyla niikleusu goriiniir hale getirir.
Apoptotik hiicrelerde kromatin kondensasyonu veya nukleus fragmentasyonu oldugu
icin, HOst apoptotik hiicrelerin kromatinini hiicrelerin normal kromatine gore daha
parlak boyar. Bu yiizden Host boyama canli ve apoptotik hiicreleri ayirt etmek igin

kullanilir (Dai ve ark., 2013).

6 kuyucuklu plakalarda inkiibe edilen U87-MG ve IDH mutant U87 hiicreleri 24. saatte
300, 400 nM, 48. saatte 100, 200 nM ve 72. saatte 50-100 nM flavopiridol ile muamale
edildi. Kontrol (muamelesiz) olarak kullanilan hiicrelere hi¢bir uygulama yapilmadi.
Hiicrelerin inkiibasyon siireleri doldugunda farkli zaman araliklarinda ve farkli
konsantrasyonlarda hiicrelere uygulanan flavopiridoliin hiicrelerde morfolojik olarak
apoptotik degisimine etkisini analiz etmek amaciyla, hiicreler paraformaldehit ile fikse
edildi, PBS ile yikandi ve host boya ile boyanarak floresan mikroskopta goriintiileri
alindi. Daha sonra normal hiicreler ile morfolojik olarak apoptotik degisime ugrayan

(kromatini daha parlak olan) hiicreler sayildi ve analiz yapild.

Yapilan analiz sonuglarimiza gore 24 saat 300, 400 nM flavopiridol uygulanan U87 ve
IDH mutant-U87 hiicrelerinde, kontrol hiicrelerine kiyasla, apoptotik degisime ugrayan
hiicrelerin flavopiridol konsantrasyonuna bagh olarak onemli oranda arttig1 bulundu
(Sekil 21A, 22A). 48 saat 100, 200 nM flavopiridol uygulanan; U87 ve IDH mutant-
U87 hiicrelerinde, kontrol hiicrelerine kiyasla, apoptotik degisime ugrayan hiicrelerin
flavopiridol konsantrasyonuna bagli olarak onemli oranda arttig1 bulundu (Sekil 21B,
22B). 72 saat 50, 100 nM flavopiridol uygulanan; U87 ve IDH mutant-U87
hiicrelerinde, kontrol hiicrelerine kiyasla, apoptotik degisime ugrayan hiicrelerin
flavopiridol konsantrasyonuna bagl olarak onemli oranda arttig1 bulundu (Sekil 21C,

22C). Kontrol hiicrelerde de birkag¢ apoptotik hiicre goriildii.
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U87 MG

Kontrol

Sekil 21. 24, 48 ve 72 saat Flavopiridol ile muamele edilen U87 hiicrelerinin morfolojik olarak
apoptotik degisime ugrama orant. A) 24 saat 300-400 nM flavopiridol ile muamele edilen U87
hiicrelerinin goriintiileri. B) 48 saat 100-200 nM flavopiridol ile muamele edilen U87
hiicrelerinin goriintiileri. C) 72 saat 50-100 nM flavopiridol ile muamele edilen U87
hiicrelerinin goriintiileri.
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Sekil 22. 24, 48 ve 72 saat Flavopiridol ile muamele edilen IDH mutant-U87 hiicrelerinin
morfolojik olarak apoptotik degisime ugrama orani. A) 24 saat 300-400 nM flavopiridol ile
muamele edilen IDH mutant-U87 hiicrelerinin goriintiileri. B) 48 saat 100-200 nM flavopiridol
ile muamele edilen IDH mutant-U87 hiicrelerinin goriintiileri. C) 72 saat 50-100 nM
flavopiridol ile muamele edilen IDH mutant-U87 hiicrelerinin goriintiileri.

4.5. Flavopiridoliin GBM hiicrelerinde UPR sinyal yolagina etkisi

U87-MG ve IDH mutant U87 hiicreleri MTS analiz sonuglarndan elde edilen verilere
gore farkli zaman araliklarinda ve konsantrasyonlarda flavopiridol uygulanan
hiicrelerden izole edilen proteinlerden western blot analizi yapildi. Western blot analizi

ile ERS cevap olarak aktiflesen UPR sinyal yolaginda gorev alan GRP78, PERK,
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IRE1a, CHOP proteinlerinin ekspresyonlari analiz edildi. Analiz sonuglarimiza gore, iki
farkli GBM hiicrelerinde flavopiridol ile muamele edilen U87-MG ve IDH mutant U87
hiicrelerinde GRP78, PERK, IREla ve CHOP proteinlerinin ekspresyon seviyelerinin
kontrol grubuna (muamelesiz) gore onemli oranda azaldigi bulundu. (sirasiyla, Sekil
23A, Al, A2, A3, A4; Sekil 23B, B1, B2, B3, B4).
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Sekil 23. Flavopiridol ile muamele edilen U87-MG ve IDH mutant U87 hiicrelerinde UPR
sinyal yolaginda gorev alan proteinlerin ekspresyon seviyeleri. A) Flavopiridol ile muamele
edilen U87-MG hiicrelerinde UPR sinyalinde gorev alan proteinlerinin ekspresyon seviyeleri
western blot goriintiileri. A.1) 24 saat 300nM, 48 saat 100, 200 nM ve 72 saat 50, 100 nM
Flavopiridol ile muamele edilen U87-MG hiicrelerinde, kontrol hiicrelerine gore GRP78
ekspresyon seviyesinde anlamli bir azalma oldugu bulundu. A.2) 24 saat 300nM, 48 saat 100,
200 nM ve 72 saat 50, 100 nM Flavopiridol ile muamele edilen U87-MG hiicrelerinde, kontrol
hiicrelerine gore PERK ekspresyon seviyesinde anlamli bir azalma oldugu bulundu. A.3) 24 saat
300nM, 48 saat 100, 200 nM ve 72 saat 50, 100 nM Flavopiridol ile muamele edilen U87-MG
hiicrelerinde, kontrol hiicrelerine gore IRE1a ekspresyon seviyesinde anlamli bir azalma oldugu
bulundu. A.4) 24 saat 300nM, 48 saat 100, 200 nM ve 72 saat 50, 100 nM Flavopiridol ile
muamele edilen U87-MG hiicrelerinde, kontrol hiicrelerine gére CHOP ekspresyon seviyesinde
anlamlhi bir azalma oldugu bulundu. B) Flavopiridol ile muamele edilen IDH mutant U87
hiicrelerinde UPR sinyalinde goérev alan proteinlerinin ekspresyon seviyeleri western blot
goriintiileri. B.1) 24 saat 300nM, 48 saat 100, 200 nM ve 72 saat 50, 100 nM Flavopiridol ile
muamele edilen IDH mutant U87 hiicrelerinde, kontrol hiicrelerine gére GRP78 ekspresyon
seviyesinde anlamli bir azalma oldugu bulundu. B.2) 24 saat 300nM, 48 saat 100, 200 nM ve 72
saat 50, 100 nM Flavopiridol ile muamele edilen IDH mutant U87 hiicrelerinde, kontrol
hiicrelerine gore PERK ekspresyon seviyesinde anlaml bir azalma oldugu bulundu. B.3) 24 saat
300nM, 48 saat 100, 200 nM ve 72 saat 50, 100 nM Flavopiridol ile muamele edilen IDH
mutant U87 hiicrelerinde, kontrol hiicrelerine gore IREla ekspresyon seviyesinde anlamli bir
azalma oldugu bulundu. B.4) 24 saat 300nM, 48 saat 100, 200 nM ve 72 saat 50, 100 nM
Flavopiridol ile muamele edilen IDH mutant U87 hiicrelerinde, kontrol hiicrelerine gére CHOP
ekspresyon seviyesinde anlamli bir azalma oldugu bulundu (**p<0.01;***p<0.001;
*H%%p<0.0001).
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IDH-mutant GBM hiicreleri, IDH mutant olmayan GBM hiicrelerine gore daha iyi
prognoz sergiledikleri i¢cin iki farkli GBM hiicrelerinde UPR sinyal aktivasyonu
acisindan fark olup olmadigi merak edildi ve bu iki farkli GBM hiicrelerinde bazal
seviyede UPR sinyal yolaginda gorev alan GRP78, PERK, IRE1a, CHOP proteinlerinin
ekspresyon seviyeleri karsilastirildi. IDH mutant hiicrelere gére IDH-mutant olmayan
hiicrelerde GRP78, PERK, IRE1a, CHOP ekspresyonunun daha yiiksek oldugu bulundu
(Sekil 24).
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Sekil 24. U87-MG ve IDH mutant U87 hiicrelerde bazal seviyede UPR sinyal yolaginda gorev
alan proteinlerin ekspresyon seviyeleri. U87-MG hiicrelerinin IDH mutant U87 hiicrelerinin
kontrol gruplarina gore Endoplazmik Retikulum Stresi (ERS) proteinlerinin ekspresyon
seviyelerinin anlamlt oranda daha fazla oldugu bulundu (**p<0.01; ***p<0.001;
#H*%p<0.0001).
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4.6. Flavopiridoliin GBM hiicrelerinde DNA tamirinde gorev alan PARP ve

FOXM1 proteinlerinin ekspresyonlarina etkisi

Flavopiridoliin GBM hiicrelerinde kromatin yogunlasmasi veya niikleer fragmantasyonu
artirdigii bulduktan sonra flavopiridoliin DNA tamirinde rol alan PARP (Poli (ADP-
riboz) Polimeraz) ve yine hem bir¢ok onkojenik sinyal yolaginin aktivasyonundan hem
de DNA tamirinin diizenlenmesinden sorumlu olan FOXMI1 proteinlerinin
ekspresyonunda bir etkisinin olup olmadigi merak edildi ve western blot analizi ile
PARP ve FOXMI proteinlerin ekspresyonlar: analiz edildi. Flavopiridol uygulanan IDH
mutant olmayan U87 ve IDH mutant U87 hiicrelerinde PARP ve FOXMI1 proteinlerinin
onemli oranda azaldigi bulundu (swrasiyla, Sekil 25A, C, E; Sekil 25B, D, F). Bu

verilerimiz flavopiridol uygulanan hiicrelerde artan DNA hasarini destekledi.
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Sekil 25. Flavopiridol uygulanan GBM hiicrelerinde DNA tamirinde gorev alan PARP ve
FOXMI1 proteinlerinin ekspresyon seviyeleri. A) Flavopiridol ile muamele edilen U87-MG
hiicrelerinde DNA tamirinde gorev alan PARP ve onkogenik transkripsiyon faktorii olan
FOXMI1 proteinlerinin ekspresyon seviyeleri western blot goriintiileri. C) 24 saat 300nM, 48
saat 100, 200 nM ve 72 saat 50, 100 nM Flavopiridol ile muamele edilen U87-MG hiicrelerinde,
kontrol hiicrelerine gore PARP ekspresyon seviyesinde anlamli bir azalma oldugu bulundu. E)
24 saat 300nM, 48 saat 100, 200 nM ve 72 saat 50, 100 nM Flavopiridol ile muamele edilen
U87-MG hiicrelerinde, kontrol hiicrelerine gore FOXM1 ekspresyon seviyesinde anlamli bir
azalma oldugu bulundu. B) Flavopiridol ile muamele edilen IDH mutant U87 hiicrelerinde DNA
tamirinde gorev alan PARP ve onkogenik transkripsiyon faktorii olan FOXM1 proteinlerinin
ekspresyon seviyeleri western blot goriintiileri. D) 24 saat 300nM, 48 saat 100, 200 nM ve 72
saat 50, 100 nM Flavopiridol ile muamele edilen IDH mutant U87 hiicrelerinde, kontrol
hiicrelerine gore PARP ekspresyon seviyesinde anlamli bir azalma oldugu bulundu. F) 24 saat
300nM, 48 saat 100, 200 nM ve 72 saat 50, 100 nM Flavopiridol ile muamele edilen IDH
mutant U87 hiicrelerinde, kontrol hiicrelerine gore FOXM1 ekspresyon seviyesinde anlamli bir
azalma oldugu bulundu (**p<0.01; ***p<0.001; ****p<0.0001).



S.TARTISMA VE SONUC

GBM en agresif ve yaygin goriilen gliomalar olarak bilinmektedir (Louis ve ark., 2016;
Gargini ve ark., 2020; Sonoda, 2020). 2016 yilinda DSO GBM'’leri IDH geninde
goriilen mutasyona bagh olarak IDH geninde mutasyon tasiyan ve tasimayan GBM’ler
olarak iki smifa aywrmustir (Louis vd., 2016; Gargini vd., 2020). Histolojik olarak
birbirleriyle benzerlik gdstermelerine ragmen, IDH1 (+) tiimorlerin, IDH1 (-) tiimorlere
kiyasla prognozunun daha iyi oldugu ve daha uzun genel sagkalima sahip oldugu

gosterilmistir.

GBM hastalar1 i¢cin uygulanan geleneksel tedavi stratejileri, timor rezeksiyonu
(norosiriirji), temozolomide dayali kemoterapi, radyoterapi veya bu seceneklerin bir
kombinasyonuna dayanmaktadir. Son yillarda ise, GBM’lerin tedavisi i¢in, cerrahi
rezeksiyon sonrasi radyoterapi ve kemoterapi de dahil olmak iizere multimodal agresif
terapiler, hedefe yonelik tedaviler, gen terapisi ve immiinoterapiler olmak iizere giincel
tedavi yontemleri klinikte veya pre-klinik caligmalarda 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 terapotik yaklasimlarin gelistirilmesi zorunlu hale gelmistir.

ER, lipidlerin biyosentezine, ¢ogu proteinin katlanmasina ve translasyon sonrasi
modifikasyonuna, biyolojik sinyallerin transdiiksiyonuna ve kalsiyumun kararli halde
depolanmasma ve mobilizasyonuna katilarak bigcok hiicresel islevleri diizenleyen ve
hiicrelerin biyogenezini destekleyen vazgecilmez bir organeldir. Genetik veya cevresel
etmenler (besin kitligi, hipoksi, oksidatif stres, radyasyon vb.) ER'nin homeostazini
bozabilir. Bu durum ERS’yi indiikler ve sonu¢ olarak kendiliginden uyarlanan
katlanmamis protein yanit1 (UPR) ve ER ile iligkili bozulma (ERAD) dahil olmak iizere
cesitli yolaklar1 aktiflestirir. Orta diizeydeki ERS c¢oziilebilirken, asir1 ERS
norodejeneratif hastaliklar, kardiyovaskiiler hastaliklar, karaciger hastaliklar1 ve

yaslanma gibi bircok insan hastaliginin patogenezi ile yakin iliski icinde olan
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programlanmis hiicre dliimiinii tetikleyebilir (Deng ve ark., 2020). Bununla birlikte bazi
caligmalar anormal bir ERS diizeyinin aym1 zamanda tiimor hiicrelerinin
hiperaktivasyonu, ilerlemesi, metastaz1 ve hatta ila¢ direncinde de rol oynadigini

gostermektedir (Liu ve ark., 2020; Tianming Zhao 2020, Chen ve Cubillos-Ruiz, 2020).

Kotii huylu ve hizli biiyiiyen tiimorlerin ¢ogu gibi GBM tiimér hiicreleri de, yetersiz kan
akisi, hipoksi, besin yoksunlugu ve ayrica bagisiklik reaksiyonlar1 ve cesitli terapotik
tedaviler nedeniyle 6nemli oranda hiicresel strese maruz kalmaktadir. Buna bagli olarak,
GBM tiimor hiicreleri yeni sentezlenen proteinlerin katlanmasi ve bu proteinlerin
hiicreler aras1 tasmmasmna ihtiya¢ duyduklar1 i¢in, GBM tiimor hiicrelerinin
progresyonu dogrudan artan ERS ile iligkilidir (Urra ve ark., 2016). Bu ylizden, GBM
onkogenezinde UPR sinyal yolagmin asir1 diizeyde aktiflestigini ve bu yolagin GBM
hiicrelerinin hayatta kalmasi, tiimoriin ilerlemesi ve tedavilere direncte dnemli bir rol
oynadigina dair cok sayida giicli kanitlar vardir. Bu yiizden, GBM tedavisi icin
terapotik bir hedef olarak gosterilmistir (Le Reste ve ark., 2016; Pefiaranda Fajardo ve
ark., 2016; Tsai ve ark., 2017; Obacz ve ark., 2017; He ve ark., 2019; Sonoda Y, 2020;
Mirchia ve Richardson, 2020).

Sunulan tez caliymasinda bir siklin kinaz inhibit6rii olarak bilinen flavopiridoliin IDH
mutant ve IDH mutant olmayan GBM hiicrelerinde ERS ile aktiflesen UPR sinyal
yolagi iizerine etkisinin karsilagtirilmali olarak arastirilmasi amacglandi. Bu amacimiz
icin IDH mutant olmayan U87 ve IDH mutant-U87 GBM hiicreleri farkli zaman
araliklarinda ve farkli konsantrasyonlarda flavopiridol ile muamele edildi. Calisma
sonuglarimiza gore, flavopiridolin her iki tip GBM hiicrelerinde de hiicre
proliferasyonunu/biiyimesini, klon olusumunu ve migrasyonu O©nemli oranda
baskiladigi bulundu. Literatiirde flavopiridolin GBM hiicrelerine etkisini arastiran
siirl sayida calisma mevcuttur. Bu calismalar da bizim sonuglarimizla uyumlu olarak
flavopiridoliin ¢esitli insan GBM hiicre hatlarinda (Newcomb ve ark., 2005; Alonso ve
ark., 2003; Cobanoglu ve ark., 2016) ve murin GBM hiicrelerinde (Newcomb ve ark.,
2003) biiyiimeyi azalttigin1 gdstermistir. Ancak flavopiridoliin GBM hiicrelerinde klon
olusumuna, migrasyona etkisini arastiran detayli bir calismaya rastlanilamamistir.
Ayrica IDH-mutant olmayan GBM’e gore daha ilimli bir prognoz sergileyen IDH-
mutant GBM  hiicrelerinde flavopiridoliin hiicre canliligina, biiylimesine ve

migrasyonuna etkisini arastiran bir caligmaya rastlanilamamigtir. Ayrica ¢alismamizda,
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flavopiridol uygulanan IDH-mutant ve IDH-mutant olmayan GBM hiicrelerinde
morfolojik olarak kromatin kondensasyonu veya nukleus fragmentasyonun arttigi
bulundu. Bulgularimiz flavopiridoliin IDH mutant olmayan GBM (U87) hiicrelerinde
antiproliferatif etkisi disinda hiicre mobilitesini de etkiledigini ilaveten de IDH-mutant

GBM hiicrelerinde antiproliferatif bir etkiye sahip oldugunu ilk kez gosterdi.

Daha sonra caliyjmamizda, UPR aktivitesi yiiksek olan GBM hiicrelerinde (He ve ark.,
2019) flavopiridoliin UPR sinyal yolagma etkisi arastirildi. UPR, aktive edilmis ATF6,
PERK ve IREla olan ii¢ ER transmembran proteini ve 1s1 sok protein ailesinden olan
proteinlerin glikozillenmesinden sorumlu olan Glikoz diizenleyici protein GRP78
tarafindan diizenlenir (Urra ve ark., 2016; Sureda ve ark., 2020). Daha once yapilan
caligmalarda, GBM hiicre hatlar1 ve GBM hastalarinin beyin doku 6rneklerinde PERK
ve GRP78’in normal yetigkin beyin hiicrelerine gore yiiksek seviyelerde ifade edildigi
gosterilmistir (Pefiaranda Fajardo ve ark., 2016; Tsai ve ark., 2017). Yine baska bir
calismada, ERS durumunda GBM hiicrelerinde, PERK seviyelerinin arttigi ve
GRP78’in asir1 ifade edildigi gosterilmistir (Tsai ve ark., 2017; Obacz ve ark., 2017).
Ustelik fazla ifade edilen GRP78’in GBM hiicrelerinde tomér progresyonuna, tedaviye
kars1 direngte rol aldig1 gosterilmistir (Obacz ve ark., 2017). Diger bir ¢alismada da
ERS sensorlerinden olan IREla yolunun GBM'de tiimor biiyiimesine, migrasyona ve
anjiyogeneze katki sagladigi, PERK yolunun GBM hiicrelerinde tedaviye yanitin ve
metabolizmanin kontroliinde yer aldigi, ATF6 yolunun da GBM'de radyoterapi
direncine neden oldugu bildirilmistir (Pefiaranda Fajardo ve ark., 2016). Bu yiizden
sunulan tez calismasinda, oncelikle flavopiridol uygulanan hiicrelerde GRP78, PERK ve
IREla proteinlerinin ekpresyonlar: analiz edildi ve flavopiridoliin bu proteinlerin
ekspresyonlarimi 6nemli oranda baskiladigi bulundu. Daha sonra ERS’yle iligkili olan
ayn1 zamanda DNA hasar1 indiiklenebilir transkript 3 olarak da bilinen, pro-apoptotik
bir transkripsiyon faktorii, C / EBP homolog proteini (CHOP) proteininin ekpresyonu
analiz edildi ve flavopiridol uygulanan hiicrelerde CHOP proteinin ekspresyonunun
baskilandig1 bulundu. Kronik lenfositik 16semi hiicrelerinde ise flavopiridoliin ERS’yi
indiikleyerek hiicrelerin 6liimiine yol agtigr gosterilmistir (Mahoney ve ark., 2012,
2013). Halbuki bizim sonug¢larimiz, flavopiridoliin GBM hiicrelerinde artmis olan,
hiicrelerin sagkalimmna yol acan ve kotii prognozla iligkili oldugu bilinen UPR sinyal

yolagini inhibe ettigini gosterdi.
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Flavopiridoliin ERS ile iliskili olabilecegini gosteren sinirli sayida ¢alisma mevcuttur
(Mahoney ve ark., 2013; Cory ve ark., 2008). Bizim ¢alismamiz GBM hiicrelerinde ilk
kez flavopiridolin ERS’yi baskiladigint ve her iki tip GBM hiicrelerinde
proliferasyonun, klon olusumunun ve migrasyonun azalmasmin aktif UPR sinyal

yolaginin inhbisyonu ile iligkili olabilecegini gosterdi.

IDH mutant olmayan GBM hiicrelerinde UPR sinyal yolag: ile ilgili herhangi bir
caligmaya rastlanilamamigtir. Calismamizda ayrica bazal seviyede IDH mutant ve IDH
mutant olmayan GBM hiicrelerinde UPR sinyal yolag: ile iligkili olan proteinlerinin
ekspresyon oranlar1 karsilastirildi ve daha 1yi prognoza sahip olan IDH mutant GBM
hiicrelerinde, IDH mutant olmayan GBM hiicrelerine gore GRP78, PERK, IREla ve

CHOP proteinlerinin ekspresyonlarinin daha diisiik oldugu bulundu.

Ayrica calismamizda, Flavopiridol uygulanan iki farkli GBM hiicrelerinde DNA
tamirinde gorevi olan PARP ekspresyonunun baskilandigi bulundu. Bu verimiz,
flavopiridol uygulanan hiicrelerde morfolojik olarak gozlemledigimiz artmis kromatin
yogunlagsmasinit veya niikleer fragmantasyonu desteklemektedir. Daha Once yapilan
caligmalarda PARP-1'in genetik ve farmakolojik inhibisyonu, GBM hiicre hatlar1 ve
hasta orneklerinden olusturulan primer kiiltiirler iizerinde anti-proliferatif bir etkiye
sahip oldugu (Ghorai ve ark., 2020; Lester ve ark., 2016) ve PARP inhibisyonunun,
temozolomide karsi olusan direnci baskiladigi gosterilmistir (Yuan ve ark., 2020).
Dolayisiyla, verilerimiz GBM hiicrelerinde DNA onarim siirecini inhibe etmek i¢in

flavopiridoliin ayn1 zamanda bir PARP inhibitorlerinin kullanilabilirligine isaret etti.

UPR ile indiiklenen transkripsiyon faktorleri tarafindan hiicre sagkalimi veya 6liimiiniin
kontrol edildigi rapor edilmistir (Obacz ve ark., 2017). FOXMI onkogenik
transkripsiyon faktoriidiir ve GBM dahil bircok kanser hiicresinde asir1 derecede ifade
edilir. Ozellikle hiicre dongiisiiniin ilerlemesinde ve hiicre cogalmasinda gorev alan
siklin-D, siklin-B genlerinin promotdr bolgelerine baglanarak hiicre dongiisiinde yer
alan genlerin transkripsiyonel aktivitesini diizenler. Bu ylizden sunulan tez caligmasinda
siklin inhibitorii olarak bilinen flavopiridol tarafindan baskilanan UPR sinyal yolaginin
FOXMI1 ekspresyonuna etkisi arastirildi ve flavopiridol uygulanan hiicrelerde FOXM1
ekspresyonun belirgin bir sekilde baskilandigi bulundu. Anti-kolanjiyo karsinomlarda
antosiyanin kompleksinin FOXM1 ve ERS yanitim1 baskiladigi (Intuyod ve ark., 2018),
gama-tokotrienol (GTT) ve hidroksikavikol (HC) bilesiklerinin GBM hiicrelerinde
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ERS’ye yanit olarak aktiflesen genlerin yanisira FOXM1 genini de hedefledigi (Abdul
Rahman ve ark., 2019) bildirilmistir. Ancak FOXM]1 ile ERS arasinda dogrudan iliski
oldugunu gosteren bir caligmaya rastlanilamamistir. Ayni1 zamanda flavopiridoliin
FOXMI1 ekpresyonuna etkisi de heniiz bilinmemektedir. Dolayisiyla, flavopiridol
uygulanan hiicrelerde flavopiridol ile FOXMI1 ekspresyonunun inhibisyonu mu UPR
sinyal yolagini baskiliyor yoksa UPR sinyal yolagmin baskilanmasiyla mi1 FOXMI1
ekspresyonu baskilaniyor bilinmemektedir. GBM hiicrelerinin tedavisi i¢cin hedef
olabilecek yeni bir yolagi aciga ¢ikartmak i¢in bu mekanizmay1 ac¢ikliga kavusturmanin

onemli oldugu diistiniilmektedir.

Sonug olarak verilerimiz daha iyi prognoz sergileyen IDH mutant GBM hiicrelerinde ve
oldukca agresif ve kotii prognoza sahip IDH mutant olmayan GBM hiicrelerinde
Flavopiridoliin, hiicre dongiisiiniin ilerlemesine, anjyiyogenesize, genomik kararsizlik
ve metastaz olmak iizere karsinogenezin bir¢cok basamaginda rol alan onkogenik
FOXMI1 ekpresyonunu, ERS’ye bagh olarak aktiflesen ve GBM hiicrelerinde
onkogenik sinyal olarak gorev yapan UPR sinyal yolagini ve DNA tamirinden sorumlu
olan PARP ekspresyonunu da baskiladigini ve Flavopiridol uygulanan hiicrelerde
azalmig proliferasyonun ve migrasyonun ve artmig genomik karasizligin bu yolaklarin
baskilanmasiyla iliskili oldugu 1ilk kez gosterildi. Dolayisiyla verilerimiz, GBM
hiicrelerinde ERS’yi hedefleyen flavopiridoliin, GBM’in tedavisi i¢in yeni bir perspektif

saglamada umut verici olabilecegini ortaya koymaktadir.
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