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IZOSİTRAT DEHİDROGENAZ (IDH) GENİNDE MUTASYON TAŞIYAN VE 

TAŞIMAYAN GLİOBLASTOMA HÜCRELERİNDE FLAVOPİRİDOLÜN 

ENDOPLAZMİK RETİKULUM STRESİNE ETKİSİNİN ARAŞTIRILMASI 

Ahsen GÜLER 

Erciyes Üniversitesi Sağlık Bilimleri Enstitüsü 

Tıbbi Biyoloji Anabilim Dalı 

Yüksek Lisans Tezi, Ocak 2021 

Danışman: Doç. Dr. Zühal HAMURCU 

ÖZET 

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

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

özellikleri nedeniyle tedavilere büyük ölçüde dirençlidir ve ortalama sağkalım süreleri 

bir yıldan azdır. Bu yüzden yeni tedavi stratejilerine acilen ihtiyaç duyulmaktadır. 

Endoplazmik retikulum (ER), protein sentezi, kalsiyum homeostazı ve fosfolipid sentezi 

gibi birçok hücresel fonksiyonda yer almaktadır. Bozulmuş ER işlevi, ER stresine 

(ERS) yol açar ve ERS cevap olarak hücrelerde, katlanmamış protein cevabını oluşturan 

(UPR) sinyal yolağı aktifleşir.  

GBM hücrelerinde UPR sinyal yolağının aktifleştiği ve aktifleşen UPR yolağının, GBM 

hücreleri için çok önemli bir sağkalım mekanizması olduğu gösterilmiştir. Flavopiridol, 

bir Hindistan bitkisinden türetilen ve ilk siklin bağımlı kinaz (CDK) inhibitörü olan yarı 

sentetik bir flavonoiddir. Flavopiridolün hücre döngüsünün ilerlemesini belirgin bir 

şekilde bloke ettiği ve böylece hücre çoğalmasını baskıladığı bildirilmiştir. Bu yüzden 

sunulan tez çalışmasında flavopiridolün izositrat dehidrogenaz (IDH) mutant ve izositrat 

dehidrogenaz (IDH) mutant olmayan GBM hücrelerinde ERS ile aktifleşen UPR sinyal 

yolağı üzerine etkisinin karşılaştırılmalı olarak araştırılması amaçlandı. Bu amaç için iki 

farklı GBM hücrelerine farklı zaman ve konsantrasyonlarda flavopiridol uygulandı. 

Flavopiridol uygulanan iki farklı GBM hücrelerinde UPR sinyalini düzenleyen IRE1α, 

PERK, GRP78 ve CHOP proteinlerinin, onkogenik transkripsiyon faktörü olan FOXM1 

proteininin ve DNA tamirinde görev alan PARP protein ekspresyonunun baskılandığı 
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bulundu. Ayrıca flavopiridol uygulanan iki farklı GBM hücrelerinde proliferasyonun, 

klon oluşumun ve migrasyonun azaldığı bulunurken genomik kararsızlığın arttığı 

bulundu. Sonuçlarımız, Flavopiridolün ERS’yle aktifleşen UPR sinyal yolağını 

baskılayarak GBM’lerin tedavisi için umut verici olabileceğini ortaya koymaktadır.  

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 GÜLER 

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 ısocıtrate dehydrogenase 

(IDH) mutant and non-ısocıtrate 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 IRE1α, 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.GİRİŞ ve AMAÇ 

Glioblastoma multiform (GBM)'lar Dünya Sağlık Örgütü (DSÖ)’nün sınıflandırmasında 

evre IV gliomalar olup tüm gliomaların en yaygınıdır ve 5 yıllık sağkalımları %5’den az 

olan en yüksek dereceli alt tipidir. Glioblastoma yüksek proliferatif aktivitesi ile 

karakterizedir. Ortalama sağkalım süreleri genellikle tanı tarihinden itibaren bir yıldan 

azdır ve en elverişli durumlarda bile çoğu hasta iki yıl içinde yaşamını kaybeder (Stupp 

ve ark., 2005). Bu yüzden yeni tedavi stratejilerine acilen ihtiyaç duyulmaktadır. 

Endoplazmik retikulum (ER), protein sentezi, kalsiyum homeostazı ve fosfolipid sentezi 

gibi birçok hücresel fonksiyonda yer almaktadır. ER'nin uygun işleyişi hücresel 

aktiviteler ve sağkalım için çok önemlidir, ancak bozulmuş ER işlevi, ER stresi (ERS) 

olarak adlandırılan bir durum olan katlanmamış proteinlerin toplanmasına neden olur. 

ERS durumunda, hücrelerde, katlanmamış protein cevabını oluşturan (UPR) sinyal 

yolağı aktifleşir. Tümör hücrelerinde ERS ile aktif olan UPR’nin, tümör büyümesini ve 

malign hücre dönüşümünü destekleyen bir mekanizma olarak davrandığı bildirilmiştir 

(Shi ve ark., 2020; Chen ve Cubillos-Ruiz, 2020). Tümör hücrelerinde ER stresi ile 

aktifleşen UPR, homeostaziyi sağlayarak hücrelerin hayatta kalması ve büyümesi için 

elverişli ortam oluşturur (Gundamaraju ve ark., 2020; Chen ve Cubillos-Ruiz, 2020). 

Bunun yanı sıra terapötik tedavi gören hücrelerde de aktif UPR’nin kemoteröpiye karşı 

dirence yol açtığı gösterilmiştir (Díaz-Bulnes ve ark., 2020).  

Diğer kanser hücrelerinde olduğu gibi GBM hücrelerinde de ERS durumunda, UPR’nin 

aktifleştiği ve UPR’nin özellikle GBM'de büyüme, invazyon, terapötik direnç ve 

anjiyogenezde önemli rol oynadığı bildirilmiştir (Obacz ve ark., 2017). ERS’ne karşı 

aktifleşen UPR, zorlu koşullarda GBM hücrelerinin sağkalımı için çok önemli bir 

mekanizma olarak gösterilmiştir. Bu yüzden hem GBM hem de diğer tümörler için ERS 

hedefleyen bir düzenlemenin, kanserlerin tedavisi için yeni perspektif sağlayacağı ileri 

sürülmektedir (Shi ve ark., 2020). 
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Flavopiridol, bir Hindistan bitkisi Dysoxylum binectariferum'dan türetilen ve klinik 

araştırmalarda test edilen ilk siklin bağımlı kinaz (CDK) inhibitörü olarak tanımlanan 

yarı sentetik bir flavonoiddir (Tan ve ark., 2004; Saisomboon ve ark., 2019). 

Flavopiridolün antiinflamatuar, antioksidant ve antikanser etkileri olduğu bunun 

sonucunda tümör büyümesini ve hücre göçünü geciktirdiği gösterilmiştir (Mahoney ve 

ark., 2012, 2013; Shao ve ark., 2016). GBM’de ise flavopiridolün etkinliğini araştıran 

çok az sayıda çalışma mevcut olup, bu çalışmalar GBM hücre hattı olan U87 

hücrelerinde ve murin glioma hücrelerinde flavopiridolün antiproliferatif olarak 

etkisinin olduğunu göstermiştir (Newcomb ve ark., 2003; Cobanoglu ve ark., 2016). 

Ancak flavopiridolün antiproliferatif etkisini hangi sinyal yolağı üzerinden gösterdiği 

henüz tam olarak bilinmemektedir. Flavopiridolün ER stresine etkisi sadece kronik 

lenfositik lösemi hücrelerinde araştırılmış olup flavopiridolün ER stresini indükleyerek 

hücrelerin ölümüne yol açtığı gösterilmiştir (Mahoney ve ark., 2012, 2013).  

Literatürdeki bu verilerden yola çıkarak sunulan tez çalışmasında flavopiridolün IDH 

mutant ve IDH mutant olmayan GBM hücrelerinde ER stresi ile aktifleşen UPR sinyal 

yolağı üzerine etkisinin karşılaştırılmalı olarak araştırılması amaçlandı. 
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2.GENEL BİLGİLER 

2.1. Kanser 

Kanser kelimesi “canker’’ veya ‘’carcinos’’ kelimelerinden türemiştir ve Latincede 

yengeç anlamına gelmektedir. MÖ 3. yüzyılda ilk kez Hipokrat tarafından kullanılmış; 

tümörün etrafındaki damarların şişmesi yengecin bacaklarına benzetilmesi ile ortaya 

çıkmıştır (Baykara, 2016).  

Kanser, hücrelerin biyolojik süreçlerinde rol alan ve bunları kontrol eden genlerde 

oluşan kalıtsal ya da somatik değişikliklerin birikmesi ile meydana gelir. Böylece 

değişen hücre fonksiyonları hücrelerin kontrolsüz bölünmesine ve çoğalmasına yol açar. 

(Van Meir ve Hadjipanayis, 2010; Baykara, 2016). Kanser, altı ayırt edici biyolojik 

yeteneği ile bilinir; insan tümörlerinin gelişimi sırasında edinilen; proliferatif 

sinyallemeyi sürdürmeyi, hücre ölümüne direnmeyi, büyüme baskılayıcılarını atlatmayı, 

ölümsüzlüğü sağlamayı, istila ve metastazı aktive etmeyi, anjiyogenezi indüklemeyi 

içerir (Hanahan ve Weinberg, 2011). 

2.2. Gliomalar 

Santral sinir sistemi tümörlerinin en büyük grubunu, glial hücrelerden gelişen ve glioma 

olarak adlandırılan malin tümörler oluşturur. DSÖ glioma tümörlerini; tümör 

genişliğine, genetik değişikliklere, mikrovasküler proliferasyona, nekroz ve çoğalma 

indeksine göre 4 evreye ayırmıştır (Gargini ve ark., 2020; Sonoda, 2020): Evre-I 

pilositik astrositom, Evre-II düşük evre astrositom, Evre-III anaplastik astrositom ve 

Evre-IV glioblastoma multiform (GBM) olarak tanımlanmıştır. GBM, yetişkinlerde en 

sık görülen ve oldukça agresif glioma türünü temsil eder. GBM’ler, farklılaşmış ve 

farklılaşmamış hücrelerin belirteçlerini eksprese eden hücrelerden oluştuğu için oldukça 

 



4 
 

 

farklı bir hücre bileşimi sergiler ve fenotipik olarak heterojenite gösterir. Bu nedenle 

“glioblastoma multiform” olarak adlandırılır (Gargini ve ark., 2020; Sonoda, 2020). 

2.3.Glioblastoma multiform (GBM) 

Glioblastoma multiform (GBM)’ler, yüksek invazyon potansiyeli, apoptoza karşı 

direnç, yüksek anjiogenez kapasitesi ve hücre göçü yeteneğiyle diğer beyin 

tümörlerinden ve malign neoplazmalardan ayrılmaktadır. Özellikle GBM kötü prognoz 

ve yüksek nüks oranları ile karakterize agresif beyin tümörleri olup, tanıdan 14 ay sonra 

kötü prognozu olan primer beyin tümörlerinin en ölümcül tipidir (Kanderi ve Gupta, 

2020).  

GBM, 5 yıllık sağ kalımları % 5’den az olup, heterojen özellik göstermeleri, yüksek 

proliferasyon oranları, agresif davranışları, hücre göçü ve istilası ile karakterizedir. 

GBM tedavisinde ilerlemeler kaydedilmiş olmasına rağmen, GBM’nin kötü prognozu, 

GBM hastalarında tedaviyi zorlaştırmaktadır; tedavi direnci ve yüksek infiltratif 

özelliğinden dolayı tam rezeksiyon imkansız hale gelmektedir ve GBM hastaları için 

ortalama sağkalım süresi 12-15 aydan daha az sürmekle birlikte en elverişli durumlarda 

bile çoğu hasta iki yıl içinde yaşamını kaybetmektedir. Bunun nedeni hastaların 

konvansiyonel kemoterapi ve radyasyona zayıf bir şekilde yanıt vermesidir. Bunun 

sonucunda yapılan standart tedaviden sonra hastalığın yeniden nüks geçirmesi izlenir. 

Bu nedenle tanı, prognoz ve tedavi açısından GBM patogenezinin altında yatan 

moleküler mekanizmaların araştırılmasına ve bu mekanizmaları hedefleyen daha etkili 

tedavi stratejilerine ihtiyaç duyulmaktadır (Stupp ve ark., 2005; Pearson ve Regad, 

2017; Shergalis ve ark., 2018; Fabian ve ark., 2019; Peñaranda-Fajardo ve ark., 2019)  

GBM’de görülen semptomlar kişiden kişiye değişmekle birlikte başlıca semptomlar; 

kusma, iştahsızlık, konuşma güçlüğü, baş ağrısı, hafıza kaybı, nöbetler, bulanık görme, 

mide bulantısı, kas zayıflığı, ruh hali değişiklikleri, düşünme ve öğrenme yeteneğindeki 

değişiklikler olarak sıralanabilir (Shah ve Kochar, 2018).  

Farklı sonuçlara yol açan farklı yaşlardaki primer GBM'ler, GBM'lerin % 80'ini 

oluşturur ve yaşları ortalama 62 olan yaşlı hastalarda görülürken, düşük dereceli 

astrositomdan veya oligodendrogliomdan kaynaklanan sekonder GBM'ler ise yaşları 

ortalama 45 olan genç hastalarda görülür. Sekonder GBM'ler genellikle frontal lobda 

bulunur, daha az nekroz derecesine sahiptir ve primer GBM'lerden daha iyi bir prognoz 
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sergilerler (Ostrom ve ark., 2016; Gargini ve ark., 2020; Sonoda, 2020; Kanderi ve 

Gupta, 2020).  

2.3.1.Glioblastoma multiform (GBM) Histolojisi  

GBM’nin yaklaşık %95’nin serebral hemisferlerde görüldüğü ve malignite derecesi 

mitotik aktivite, nükleer atipik hücreler, endotel hiperplazi, mikrovasküler proliferasyon 

ve nekroz alanları gibi özelliklerin varlığı ile bilinmektedir (Şekil 1) (Nakada ve ark. 

2007; Tea ve ark., 2020).  

Şekil 1. Glioblastomanın histolojisi A. Glioma hücreleri ve mikrovasküler proliferasyonlu 
tümör nekrozu gösterir. B. Pleomorfik ve nükleer atipik hücreleri gösterir. C. Tümör kütlesi ile 
tümör olmayan beyin arasındaki sınır bölgesini gösterir. D. Atipik çekirdeğe sahip ve uzantılı 
istilacı glioma hücrelerini ve hücrelerin reaktif astrositlerle çevrili olduğunu gösterir (Nakada ve 
ark., 2007). 

 

2.3.2.Glioblastoma multiform (GBM) Etiyolojisi 

GBM’de birçok genetik ve çevresel faktörler incelenmiştir ancak hastalarda GBM’e 

neden olan hiçbir risk faktörü tanımlanmamıştır. Birçok kanser gibi GBM de sporadik 

gelişimlidir (Kanderi ve Gupta, 2020). Bazı çalışmalarda çevresel faktörlerden 

iyonlaştırıcı radyasyona maruz kalmanın GBM riskini artırdığı gösterilmiştir. 

Radyasyonun hem düşük hem de yüksek dozu etkili olup DNA hasarı oluşturmakta ve 

GBM gelişimine neden olmaktadır. Alerji (astım, solunum yolu alerjileri ve egzamalar) 

ve atopik hastalık hikayesi olanlarda daha düşük oranda GBM riski olduğu yapılan 

çalışmalarda bildirilmiştir (Özduman ve ark., 2019). Ayrıca, 10 yıldan az kullanımda 

anti-inflamatuar ilaçların GBM üzerinde koruyucu bir etkisi bildirilmiştir (Scheurer ve 
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ark., 2011). Ailesel yatkınlıkta GBM gelişmesinin genetik kod bozukluklarının 

aktarılmasından kaynaklandığı düşülmekle birlikte vakaların sadece %1'i ailesel formda 

tanımlanmıştır (Schwartzbaum ve ark., 2006). Sadece çok az sayıda GBM'li hastada (% 

1-2) Li-Fraumeni Sendromu, Turcot Sendromu gibi kalıtsal sendromlarla GBM geliştiği 

bildirilmiştir (Lütgendorf-Caucig ve ark., 2020). GBM'nin yaşam tarzı faktörlerinden; 

sigara, alkol tüketimi, ilaç kullanımı ya da N-Nitroz bileşiklere maruz kalma ile ilişkisi 

olduğuna dair kanıtlar bulunmamaktadır (Hochberg ve ark., 1990). GBM gelişmesinde 

cep telefonu kullanımının GBM riskini artırmadığı yapılan çalışmalarda gösterilmiştir 

ancak uzun süreli kullanımıyla ilgili daha fazla araştırmaya ihtiyaç vardır (Urbańska ve 

ark., 2014). 

2.3.3.Glioblastoma multiform (GBM) Epidemiyolojisi 

Dünya istatistiklerine göre GBM en çok görülen malin primer beyin tümörüdür. 

İstatistiklere göre GBM’nin yıllık ortalama insidans oranı 5-8/100.000 olarak 

bilinmektedir.  GBM’nin görülme sıklığının, çalışma yapılan ülkenin tıbbı imkanlarına 

ya da sağlık politikalarına göre değişimler göstereceği bildirilmiştir. (Özduman ve ark., 

2019; Escamilla-Ramírez ve ark., 2020). GBM’nin insidansı yaşla birlikte artmaktadır 

ve ortalama yaş 64’tür. GBM’nin erkeklerde daha fazla olduğu rapor edilmiştir ve 

erkeklerdeki görülme oranı kadınlara göre %1.57 daha fazladır (Özduman ve ark., 2019; 

Kanderi ve Gupta, 2020). Primer GBM’nin erkeklerde, sekonder GBM’nin de 

kadınlarda daha sık görüldüğü bildirilmiştir (Thakkar ve ark., 2014). GBM insidansının 

gelişmiş ülkeler ile yüksek sosyo-ekonomik düzeydeki toplumlarda daha yüksek 

olduğu, ayrıca beyaz ırkta diğer ırklardan daha fazla görüldüğü de rapor edilmiştir 

(Porter ve ark., 2015). TC Sağlık Bakanlığı istatistiklerine göre Türkiye’de santral sinir 

sistemi kanserlerinin görülme sıklığı bu sonuçları desteklemektedir 

(https://hsgm.saglik.gov.tr/tr/kanser-istatistikleri Erişim tarihi: 20.11.2020). 

2.3.4.Glioblastoma Multiform (GBM) Sınıflandırılması  

2016 yılında DSÖ, Merkezi Sinir Sistemi (MSS)’ni histolojik ve moleküler özelliklerine 

göre sınıflandırmış ve glioblastomalar Izositrat Dehidrogenaz (IDH) genindeki 

mutasyon durumuna göre; IDH geninde mutasyon taşımayan-yabanıl tip glioblastoma 

(IDH (-) GBM) ve IDH geninde mutasyon taşıyan-IDH-mutant glioblastoma (IDH (+) 

GBM) olarak iki sınıfa ayrılmıştır. (Tablo 1) (Louis ve ark., 2016; Gargini ve ark., 

2020). 
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Tablo 1. DSÖ’ye göre IDH (-) ve IDH (+) glioblastoma multiformlarının özellikleri (Louis ve 
ark.,2016). 

 IDH (-) GBM IDH (+) GBM 
Sinonim Primer Glioblastoma, IDH 

yabanıl tip 
Sekonder Glioblastoma, IDH 
mutant tip 

Prekürsör Lezyon De novo Diffüz astrositom 
Anaplastik astrositom 

Glioblastomların oranı %90 %10 
Ortalama tanı yaşı 62 yıl 44 yıl 
Erkek / Kadın oranı 1,42: 1 1,05: 1 
Tanıda klinik öykünün 
ortalama süresi 

4 ay 15 ay 

Ortalama genel sağkalım; 
Cerrahi + Radyoterapi : 
Cerrahi + Radyoterapi + 
Kemoterapi : 

 
9,9 ay 
 
15 ay 

 
24 ay 
 
31 ay 

Lokalizasyon Supratentorial Genelde frontal 
Nekroz Yaygın Sınırlı 
TERT promoter 
mutasyonları 

%72 %26 

TP53 mutasyonları %27 %81 
ATRX mutasyonları Nadiren %71 
EGFR amplifikasyonu %35 Nadiren 
PTEN mutasyonları %24 Nadiren 

 

2.3.4.1. Izositrat Dehidrogenaz (IDH)-Yabanıl Tip GBM  

IDH-yabanıl tip GBM “de novo glioblastoma” veya “primer glioblastoma” olarak 

bilinmektedir. Primer GBM'ler hızlı gelişir ve klinik olarak düşük dereceli öncüleri 

olmamakla birlikte moleküler açıdan da sekonder GBM'den farklıdır. IDH-yabanıl tip 

GBM vakalarının yaklaşık %90'ını oluşturmakla birlikte 55 yaşın üzerindeki hastalarda 

görülür  (Louis ve ark., 2016; Pisapia, 2017; Wang ve ark., 2018; Wu ve ark., 2019; 

Sonoda, 2020). Primer GBM’de görülen genetik değişiklikler, 10q kromozomunda 

heterozigotluk kaybı (LOH 10q) (% 69), epidermal büyüme faktörü reseptörünün 

(EGFR) aşırı ekspresyonu (% 34), TP53 mutasyonları (% 31), p16INK4a homozigot 

delesyon (% 31), fosfat ve tensin homologu olan PTEN geninde mutasyonlar (% 24) 

olarak tespit edilmiştir (Şekil 2) (Ohgaki ve Kleihues, 2005; Davis, 2016). 
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2.3.4.2. Izositrat Dehidrogenaz (IDH)-Mutant GBM  

IDH-mutant GBM’ler, vakaların yaklaşık %10'unu oluşturmakta ve IDH-yabanıl tip 

GBM’e göre daha genç yaşlarda ortaya çıkmaktadır (Louis ve ark., 2016). IDH (+) ve 

IDH (-) GBM’ler histolojik olarak birbirleriyle benzerlik göstermelerine rağmen, 

prognozu daha iyi olan IDH (+) GBM’ler tipik olarak genç hastaları etkiler ve düşük 

dereceli yaygın astrositom veya oligodendrogliomdan gelişirler. Dolayısıyla, IDH (+) 

GBM’ler, düşük dereceli diffüz glioma öykülerinden gelişen sekonder glioblastoma ile 

yakından ilişkilidir ve daha çok genç hastalarda ortaya çıkmaktadır. Bu yüzden IDH-

mutant GBM, klinik olarak düşük dereceli bir gliomdan ilerleyerek ortaya çıkmakta ve 

“sekonder glioblastoma” olarak adlandırılmaktadır (Pisapia, 2017). İlginç bir şekilde, 

yapılan klinik araştırmalara göre, IDH mutasyonu taşıyan hastaların, mutasyon 

taşımayan glioblastomalı hastalara göre nispeten olumlu bir sağkalım gösterdikleri 

ortaya çıkmıştır (Louis ve ark., 2016; Sonoda, 2020; Mirchia ve Richardson, 2020) 

Günümüzde IDH mutasyonu sekonder GBM'in (ikincil GBM'nin ~% 70'i, birincil 

GBM'de %5-20'si) ayırt edici bir moleküler özelliği olarak yaygın bir şekilde 

kullanılmaktadır. Ilaveten, sekonder GBM'de izositrat dehidrogenaz 1 (IDH1) 

mutasyonları, TP53 mutasyonları ve kromozom 19q kaybı sıklıkla görülür  (Davis, 

2016). Özellikle IDH-mutant GBM’de TP53 (% 65) ve LOH 10q (% 63) mutasyonları 

daha çok görülmektedir (Şekil 2) (Ohgaki ve Kleihues, 2005). IDH mutant GBM’lerin, 

CpG adalarında DNA hipermetilasyonu ile karakterize olduğu bilinmektedir. Yapılan 

çalışmalar IDH mutasyonunun, epigenetik değişiklikler, metabolik yolaklar ve tümör 

gelişmesine bağlı transkripsiyonel programlar da dahil birçok biyolojik süreçleri 

etkilediğini göstermektedir (Hersh ve ark., 2018). 
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Şekil 2. Primer ve sekonder glioblastoma multiformda görülen mutasyonlar (Pawlowska ve 

ark., 2018). 

2.3.5.Izositrat Dehidrogenaz (IDH) Enzimi  

IDH enzimleri, IDH1 ve IDH2 genleri tarafından kodlanan metabolik enzimlerdir. Üç 

izoformu bulunan IDH enzimleri Krebs döngüsü, glutamin metabolizması, lipogenez ve 

redoks regülasyonu gibi birçok metabolik sürece katılan enzimlerdir. IDH1 sitoplazma 

ve peroksizomlarda bulunurken, IDH2 ve IDH3 mitokondri matriksinde bulunur 

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

Normal hücrelerde, IDH enzimleri, enerji üretimi sırasında NADPH oluşturmak için bir 

nikotinamid adenin dinükleotid fosfat (NADP+)’ı kofaktör olarak kullanarak krebs 

döngüsü içinde Alfa-ketoglutarat (α-KG) oluşturmak için substratı olan izositratın 

oksidatif dekarboksilasyonunu katalize eder. IDH3, kofaktörü olarak nikotinamid 

adenin dinükleotidi (NAD+) kullanarak izositrattan α-KG'ye dönüşümünü katalize eder 

(Reitman ve Yan, 2010; Waitkus ve ark., 2016; Han ve ark., 2020).  
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α-KG’a dönüşümünü IDH1’in aktif bölgesinde meydana gelen tek bir amino asit 

değişikliği ile 132. kodonunun argininden histidine dönüşümü sonucunda, α-KG'nin 

yeni bir ürüne, 2-hidroksigluterata (2-HG) dönüştürülmesini sağlayarak enzimin 

katalitik özelliklerini değiştirir (Şekil 3) (Van Meir ve ark., 2010; Pisapia, 2017). 

IDH enzimleri normalde izositratın α-KG'ye dönüştürülmesini sağlarken, NADP+’dan 

da NADPH'ye dönüştürülmesini sağlayan homodimerik enzimlerdir. Ancak IDH 

mutasyonu sonucunda NADP +/NADPH oranında dengesizlik meydana gelir ve gen 

düzenlenmesinde, doku homeostazında önemli rolleri olan α-KG’deki azalma ve 

onkometabolit 2-HG üretimindeki artma sonucundaki bu fonksiyonel kazanım ile hem 

DNA demetilasyonunda hem de histonda rol oynayan enzimler inhibe edilerek 

epigenetik değişikliklere yol açmakta ve onkogenezi desteklemektedir (Clark ve ark., 

2016; Fujii ve ark., 2016; Ferris ve ark., 2017; Pisapia, 2017).  

Ayrıca hücre içinde IDH enzimlerinin, insülin salgılanmasını pozitif bir şekilde 

düzenleyerek glikoza hücresel yanıtı düzenlediği, son zamanlarda, IDH1'in çeşitli 

hücresel bağlamlarda lipid metabolizmasında kritik bir rol oynadığı gösterilmiştir. 

Hipoksi sırasında IDH1, lipid sentezi için asetil-CoA üretmek amacıyla α-KG'ın 

indirgeyici karboksilasyonunu katalize ederek lipogenezi teşvik ettiği bildirilmiştir 

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

IDH1 insanlarda NADPH beyin dokusunun ana kaynağı olup, IDH1 tarafından, 

izositratın oksidatif dekarboksilasyonu yoluyla üretilen NAPDH, oksitlenmiş glutatyon 

ve tiyoredoksini azaltarak hücrelerde lipid peroksidasyonuna ve oksidatif DNA hasarına 

karşı koruma sağladığı gösterilmiştir. Sonuç olarak, normal hücrelerde, IDH1 ve IDH2, 

oksidatif stresin regülasyonunda önemli roller oynamaktadır (Waitkus ve ark., 2016). 

2.3.5.1.Izositrat dehidrogenaz (IDH) gen mutasyonu ve Kanser arasındaki İlişki  

Hücre metabolizmasında düzensizlik, kanser hücrelerinde en yaygın görülen 

özelliklerden biridir. NADP+ bağımlı izositrat dehidrogenazlar -1 ve -2 (IDH1 ve 

IDH2), lipid sentezinde, oksidatif strese karşı hücresel savunmada ve oksidatif solunum 

gibi hücresel metabolizmaların düzenlenmesinde görev alır (Reitman ve Yan, 2010). 

İzositrat dehidrogenaz (IDH) mutasyonu ilk olarak 2008’de araştırmacıların 22 insan 

glioblastoma (GBM) tümörlerinde yapılan yeni nesil sekanslama ile gen ekspresyon 

analizleri ve 20.661 protein kodlayan gen analiz çalışmalarıyla ortaya çıkmıştır. 

Araştırmacılar GBM’de IDH geninin aktif bölgesinde tekrarlayan mutasyonlar 
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olduğunu ve oldukça sık görüldüğünü (%12) bulmuşlardır (Parsons ve ark., 2008; Clark 

ve ark., 2016). 

Daha sonra yapılan çalışmalar, IDH mutasyonlarının derece II / III gliomaların ve 

sekonder GBM'lerin büyük çoğunluğunda, ayrıca akut miyeloid lösemi (AML), 

melanom dahil olmak üzere başka tümörlerde de oluştuğunu göstermiştir (Reitman ve 

Yan, 2010; Waitkus ve ark., 2016). Daha sonraki yapılan çalışmalar ise, gilomaların 

derece-derece karşılaştırmasında, IDH-mutant tümörlerin, IDH-yabanıl tip tümörlere 

kıyasla anlamlı ölçüde daha uzun genel sağkalıma sahip olduğunu göstermiştir.  IDH (-) 

GBM’ler 9-15 ay kadar bir sağkalım gösterirken, histolojik olarak benzer IDH (+) 

GBM'lerin ortalama 24-31 aylık bir sağkalım gösterdikleri rapor edilmiştir (Mirchia ve 

Richardson, 2020). IDH1 ve IDH2'de oluşan mutasyonlar, bu enzimlerin aktif 

bölgelerindeki spesifik arginin kalıntılarında meydana gelir (Clark ve ark., 2016). 

Kanserde, IDH1 mutasyonları tek bir allelde meydana gelir (heterozigottur). Gliomalar 

en çok R132H IDH1 mutasyonu içerirken, AML’lerin çoğunluğunun R132C mutasyonu 

içerdiği gösterilmiştir (Reitman ve Yan, 2010). 

IDH1/2’inin mutasyonu sonucu onkometabolit olan 2-hidroksiglutarat (2-HG) üretilir. 

2- HG, gen regülasyonunda ve doku homeostazında önemli roller oynayan α-KG'ye 

bağımlı enzimleri inhibe eder. Aynı zamanda histon de-metilazları inhibe ederek DNA 

ve histon metilasyonunu değiştirerek farklılaşma sürecini inhibe ettiği bildirilmiştir 

(Clark ve ark., 2016).  

HIF1-α, hipoksiyle indüklenen onkogenik bir transkripsiyon faktörüdür. VEGF dahil 

oksijenasyon ve vaskülarizasyon da rol oynayan modülatör genlerin ekspresyonunu 

düzenler. IDH (+) hücrelerde, IDH1 fonksiyon kaybına ve hücre içi α-KG seviyelerinin 

azalmasına bağlı olarak HIF1-α protein ekspresyonunu artırdığı bildirilmiştir (Waitkus 

ve ark., 2016). Tam olarak anlaşılmamasına rağmen, IDH mutasyonu, gliomalarda, 2-

HG aracılığıyla tümörogenezise katkıda bulunduğu ileri sürülmektedir. Doğal olarak, 

IDH-mutant hastaların, IDH mutant olmayan hastalara göre daha kötü prognoz 

göstermesi beklenir. Ancak, IDH-mutasyonlu hastaların genellikle IDH mutant 

olmayanlara göre daha iyi sonuçlara sahip olduğu bilinmektedir. Bu fenomen henüz tam 

olarak anlaşılamamıştır. Fakat, IDH mutasyonu sonucunda, α-KG’in  2-HG dönüşümü 

için NADPH kullanılır, hücrelerde NADPH seviyesi azalır ve hücreler serbest radikaller 

ve ROS yoluyla strese daha duyarlı hale gelir. Ayrıca 2-HG, ATP sentaza bağlanarak 
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doğrudan onu inhibe eder ve kanser hücrelerinde istenmeyen durumlara yol açar. 

Dolayısıyla IDH-mutasyonlu hastaların daha iyi sonuçlar sergilemesinin IDH 

mutasyonu sonucu hücre içerindeki metabolik yolakların inhibisyonuna bağlı 

olabileceği ileri sürülmektedir (Şekil 3) (Maus ve Peters, 2017). 

 

Şekil 3. Normal hücrelerde ve kanser hücrelerinde izositrat metabolizması (Kalkan ve Atlı, 

2014). 

2.3.6.Glioblastoma Multiform (GBM)’ların Güncel Tedavisi  

GBM’de standart tedavi; maksimal cerrahi rezeksiyon, ardından radyoterapi ve 

alkilleyici ajan temozolomid (TMZ) kemoterapiyi içermektedir (Zhao ve ark., 2020). 

Hastalarda mümkün olduğunca tümörü çıkarmak için maksimum güvenli cerrahi 

rezeksiyon yapılır ve ameliyattan 2-4 hafta sonra iyileşme dönemi olur. Daha sonra, 6 

haftalık sürede 60 Gy dozda, seans başına 2 Gy fraksiyonlu tümör hacminden 2-3 cm'lik 

bir fazlalık ile radyoterapi ile eşzamanlı günlük 75 mg/m2'lik TMZ (temozolomid, kan-

beyin bariyerini (BBB) geçebilen DNA-alkilleme ajanı) adjuvan kemoterapisi verilir. 

Sonraki süreçte hastalara 6 ay yalnızca 150-200 mg/m2'lik bir dozda TMZ adjuvan 

kemoterapisi verilir (Şekil 4). Kemoterapi tedavisini bitirmede, nöroşirurji tarafından 

hastaların tedaviye yanıtı izlenerek karar verilir (Tea ve ark., 2020). 
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Şekil 4. GBM için standart güncel tedavi (Tea ve ark., 2020). 

GBM hızlı yayılması ve yoğun anjiyogenez ile radyoterapi ve kemoterapi gibi agresif 

tedavilere karşı hem direnç geliştirmesi hem de hastalığın yüksek oranda nüks etmesi ile 

bilinmektedir. Bu nedenle günümüzde daha etkili hedefe yönelik tedavi seçeneklerine 

acil ihtiyaç vardır (Campanella ve ark., 2020). 

2.4.Endoplazmik Retikulum  

Endoplazmik Retikulum (ER) organeli protein sentezlenmesinde, lipit 

metabolizmasında, protein katlanmasında, proteinin translasyon sonrası işlenmelerinde 

ve hücre içindeki kalsiyum (Ca2+) dengesini sağlamada rolleri olan büyük dinamik bir 

yapıdır (Lin ve ark., 2015). Ayrıca protein sentezi için ER kalite kontrol merkezi olarak 

da bilinmektedir (Szegezdi ve ark., 2006). ER’de çeşitli modifikasyonlar ile yeni 

sentezlenen proteinlerin katlanması gerçekleştirilir. Ayrıca, N-glikozilasyon, 

hidroksilasyon, disülfid oluşumu, oligomerizasyon gibi translasyon sonrası 

modifikasyonların birçoğu ER’de gerçekleştirilir (Düzgün ve ark., 2012).  

ER, hücredeki organeller ile sürekli iletişim halinde olup, hücredeki düzensizlik ya da 

stres durumunda bu süreçleri düzenler. Böylece hücresel dengeyi korumada önemli bir 

görevi yerine getirmektedir (Moon ve ark., 2018). 

2.4.1.Endoplazmik Retikulum Stresi (ERS) 

Ca2+ dengesizliği, hipoksi, amino asit veya glikoz yoksunluğu, oksidatif stres ve protein 

katlanmasındaki bozulmalar nedeniyle Endoplazmik Retikulum (ER) lümeninde 

katlanmamış ya da yanlış katlanmış protein birikimi meydana gelir ve bu durum ER 
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stresi (ERS) olarak isimlendirilmektedir (Song ve ark., 2018; Díaz-Bulnes ve ark., 

2020).  

Hücrede ER’nin protein katlamasında sınıra ulaşıldığında veya katlanacak proteinler 

için gerekli enerji sağlanamadığında yanlış katlanmış veya katlanmamış proteinlerin 

birikimi meydana gelir (Sisinni ve ark., 2019). Bu durumda, ER meydana gelen strese 

cevap olarak, homeostazı sağlayabilmesi için ER transmembranında bulunan, inozitol 

gerektiren enzim 1α (IRE1 α), transkripsiyon faktörü 6 (ATF6) ve protein kinaz R-

benzeri ER kinaz (PERK) olarak adlandırılan 3 ER stres sensör proteinleri aktifleşir ve 

katlanmamış protein yanıtı (UPR) olarak adlandırılan sinyal yolağını aktive eder (Le 

Reste ve ark., 2016). 

UPR, ER'de meydana gelen stresi denetleyen ve yanıt veren çok sayıda alt basamağı 

olan moleküler bir sistemdir (Mou ve ark., 2020). UPR, ER’de biriken yanlış katlanmış 

ya da katlanmamış proteinleri belirleyerek ER’deki protein dengesini sağlamayı 

hedefleyen ve hücresel cevabı başlatan önemli bir sinyal sistemidir (Charonis ve ark., 

2017). UPR, hücrede yaptığı değişiklikler sonucunda, hücrenin kaderini belirleyerek 

hayatta kalmasına ya da ölüme gitmesine neden olur (Sisinni ve ark., 2019).  

ER stresi sonucunda hücrede meydana gelen hasar UPR sinyali ile kurtarılır ve fazla ER 

stresi durumda UPR yetersiz kalırsa hücre apoptoza gider (Díaz-Bulnes ve ark., 2020).  

Bu amaçla UPR ile hücredeki ER stres durumunda, geçici olarak translasyon inhibe 

edilerek katlanacak protein miktarı azaltılır, proteinlerin doğru katlanması için 

katlanmaya yardımcı enzimlerin ve şaperonların transkripsiyonu arttırılarak doğru 

katlanmaları sağlanır, yanlış katlanmış veya katlanmamış proteinlerin yıkılması için 

hücrelerin bozunma kapasitesi  artırılarak bunların hücreden temizlenmesi  sağlanır ve 

bunların sonucunda UPR ER’nin homeostazını geri kazanmasına yardımcı olur (Le 

Reste ve ark., 2016; Schwarz ve Blower, 2016). Özetle, UPR ile ER lümeninde bulunan 

üç ER stres sensörü proteinleri, PERK, IRE1 ve ATF6 aktif edilir ve hücre stresine 

cevap oluşturulur (Mou ve ark., 2020).  

UPR, onkogenez, hipoksi, glikoz yoksunluğu ve kemoterapinin neden olduğu çeşitli iç 

ve dış stres koşullarında hücre sağkalımını destekleyen önemli bir mekanizmadır. UPR 

kanserde kemoterapötiklere karşı dirence neden olarak önemli bir rol oynar. UPR’ nin 

hedeflenmesi ya UPR sağkalımını inhibe ederek ya da ER stresini artırarak iki yol ile 

sağlanabilir. Bu yüzden tümör hücrelerinde var olan ER stresi koşullarını ortaya 



15 
 

 

çıkarmak ve hücreyi ölüme götürmek için umut verici terapötik stratejiler geliştirilmiştir 

(Peñaranda-Fajardo ve ark., 2019).  

2.4.2. Endoplazmik Retikulum Stres Sensörleri 

Endoplazmik Retikulum Stres sensörleri olan IRE1α, ATF6 ve PERK normal şartlarda, 

ER transmembranında bulunan üç ER stres sensör proteinlerinin tamamı, ER’de BİP 

(bağlayıcı immünoglobulin proteini) olarak da bilinen glikozla düzenlenen protein 78 

(GRP78) bağlı haldedir ve böylece ER stres sensörleri inaktif halde tutulur. Glikozla 

düzenlenen protein (BiP / GRP78), ER lümeninde bulunan bir şaperondur ve ER 

stresinde görev alan merkezi bir sensör olarak görev yapar (Peñaranda-Fajardo ve ark., 

2019). ER stresi durumunda GRP78 ve üç sensör (IRE1α, ATF6 ve PERK) arasındaki 

ilişki bozulur ve GRP78 üç transmembran reseptöründen ayrılır. GRP78’in ayrılmasıyla 

birlikte üç sensör (IRE1, ATF6 ve PERK) aktifleşerek UPR sinyal iletimini başlatır 

(Şekil 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 ökaryotik translasyon 

başlatma faktörü 2-alfa kinaz 3 (EIF2AK3) olarak bilinen PERK tip I transmembran 

proteinidir ve ER membranında lokalizedir (Ramirez ve ark., 2019; Düzgün ve ark., 

2012).  

Katlanmaya yardımcı olması ve aktifleşmesi için PERK'in GRP78'den ayrılması 

gerekir. PERK aktifleştiğinde, ökaryotik translasyon başlatma faktörü 2a (eIF2a)’yı 

fosforilleyerek mRNA translasyonunun baskılanmasına yol açar ve böylece ER’de 

hücrenin protein yükü azaltılarak katlanmamış proteinlerin düzeltilmesi sağlanmış olur. 

Sonuç olarak, PERK sinyal yolunun aktivasyonu, ER stres cevabında protein sentezinin 

inhibisyonu ile hücreleri korur ve hücre yaşamını düzenler (Díaz-Bulnes ve ark., 2020). 

Fakat ER stres durumu arttığında, PERK, ATF4 ve CHOP’un ifadelerinin artmasını 

sağlar ve hücre ölüme gider (Lei ve ark., 2017). 

2.4.2.2.İnozitol Gerektiren Enzim 1α (IRE1α) 

IRE1, Endoplazmik retikulumdan çekirdeğe sinyalleşme 1 (Ern1) geni tarafından 

kodlanan, ER tip I transmembran proteini olup ER’de lokalizedir. IRE1’in protein 

serin/treonin kinaz ve endoribonükleaz (RNaz) aktiviteleri vardır. IRE1α ve IRE1β 

olmak üzere iki IRE1 izoformu vardır ve IRE1α formu daha çok ifade edilir. ER 
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stresinde, IRE1α GRP78’den ayrılarak aktifleşir (Huang ve ark., 2019; Moore ve 

Hollien, 2015). 

Aktifleşen IRE1, ER'de nükleaz işlevi ile düzenlenmiş IRE1'e bağlı bozunma (RIDD) 

yoluyla ribozomal ilişkili mRNA'yı bozar. Bu bozulma ile, translasyon ve katlanmamış 

proteinlerin ER’de birikmesi önlenir (Ramirez ve ark., 2019). 

2.4.2.3. Transkripsiyon Faktörü 6 (ATF6) 

ATF6, tip II transmembran proteinidir. ATF6, ATF6α ve ATF6β olmak üzere iki 

izoforma sahiptir, bunlardan ATF6α UPR'yi etkinleştirmede görevlidir (Díaz-Bulnes ve 

ark., 2020). 

ATF6, ER stresi oluştuğunda, GRP78’den ayrıldıktan sonra golgi'ye taşınır ve site-1 

proteaz (S1P) ve site-2 proteaz (S2P) ile ayrılmasının ardından aktif edilir. Aktifleşen 

transkripsiyon faktör ATF6 çekirdeğe gider ve lipit biyosentezi, ERAD proteinlerinin, 

GRP78, GRP94, p58IPK, protein disülfidizomeraz, CHOP, kalretikulin, Herp ve XBP1 

gibi proteinleri kodlayan genlerin ifadelerini arttırır (Díaz-Bulnes ve ark., 2020; Ramirez 

ve ark., 2019; Seydel ve Aksoy, 2012). 

 

Şekil 5. ER stresi sırasında UPR ve ER stres sensörlerinin aktivasyonu (Sisinni ve ark., 2019). 

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

Tümör hücrelerinin olumsuz şartlara dayanması UPR sinyali ile ilgilidir. Bu nedenle 

kanser hücrelerini yok etmek için UPR’yi hedef almak önemli olabilir. UPR, tümör 

hücrelerinin hayatta kalması için çalışır. UPR kansere karşı uygulanan tedavinin etkisini 
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azaltıp, tedavi direnci oluşturan mekanizma da oluşturabilir. ERS’ye cevapta otofaji ve 

proteazom önemli olduğundan dolayı bu yolakları da hedef almak faydalı sonuçlar 

doğurabilir (Nagelkerke ve ark., 2015). 

Genel sinyal yolakları iyi tanımlanmış olsa da ERS’yle uyarılan apoptoz mekanizması 

hala iyi anlaşılabilmiş değildir. ERS ile kanser hücrelerinde apoptozunun devamı ve 

gelişiminin bağlantılı olduğu son zamanlarda yapılan çalışmalarda gösterilmiştir. 

Özellikle hastalıkların patolojisinde ERS ile uyarılan hücre ölümü yeni bir apoptotik 

yoldur. Böyle koşulların gelişimini durdurmak veya tedavi edebilmek için ERS ile 

uyarılan apoptozun mekanizmasını anlamak önemlidir. ERS ile bağlantılı apoptoz 

hakkında hangi kaspazların hücre ölümüyle bağlantılı olduğu, hücrelerin geriye 

dönmeme noktasını neyin belirlediği gibi birçok cevaplanamamış sorular 

bulunmaktadır. Bundan dolayı son yıllarda ERS ile bağlantılı apoptoz çalışmalarında 

artış görülmektedir (Szegezdi ve ark., 2006).  

GBM, meme kanserleri, akciğer kanseri, lenfoma, miyelom ve adeno karsinomlar dahil 

olmak üzere birçok insan tümörlerinde güçlü bir ERS yanıtı olan UPR 

sinyalizasyonunun aktif olduğu bildirilmiştir. ER stresi çoğunlukla ileri evrelerdeki 

kanser tipleriyle ve kemoterapi direnci ile ilişkilidir. Kanser hücrelerinden, özellikle de 

GBM, UPR'nin hayatta kalma sinyallerini, içsel ve dışsal streslerle başa çıkabilmek ve 

apoptozdan kaçmak için kullanmaktadır. Ayrıca invazyon, migrasyon ve anjiyogenez 

için kullandığı da kabul edilmektedir. GBM’de ERS’ne karşı aktifleşen UPR, zorlu 

koşullarda hücrenin sağkalımı için çok önemlidir. GBM hücreleri, ER stresini avantaja 

çevirip kontrol altında tutarak, UPR ile homeostaziyi geri sağlayıp tümörün hayatta 

kalmasını ve dolayısıyla çoğalmasını elverişli hale getirmektedir.  (Cubillos-Ruiz ve 

ark.,2017; Obacz ve ark., 2017). Bununla beraber, UPR sinyalinin uzun süreli 

aktivasyonu apoptoza neden olmaktadır. GBM’de UPR ve ER stres sinyalinin aktif 

olmasının tedaviye karşı direnç gelişmesine yol açtığı ve UPR aktivasyonunda görev 

alan GRP78’in GBM hücrelerinde fazla ifade edilmesi ile kanserin ilerlemesine yol 

açtığı bilinmektedir. Ayrıca, GBM hücrelerinin UPR aracığıyla transkripsiyon 

faktörlerini indükleyerek hücrelerin hayatta kalmasını sağladığı ve ölüm 

mekanizmalarını kontrol ettiği bildirilmiştir (Obacz ve ark., 2017). 

Normal yetişkin beyin hücrelerinde PERK ve GRP78’in düşük oranda ifade edildiği, 

GBM hücre hatları ve GBM hastalarında ise GRP78’in yüksek seviyelerde ifade 
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edildiği gösterilmiştir. Yine başka bir çalışmada, ER stres durumunda GBM 

hücrelerinde, PERK seviyelerinin arttığı ve GRP78’in aşırı ifade edildiği gösterilmiştir 

(Tsai ve ark., 2017).  

Kanser hücreleri UPR ile stres şartlarında hayatta kalmayı başarırlar. GBM’nin 

ilerlemesinde de UPR’nin önemli bir rolü olduğu bildirilmiştir. Hatta, GBM hasta 

örneklerinde UPR sinyal seviyelerinin yüksek olması GBM hücrelerinin tümör 

mikroçevresinin zorlu şartlarına dayanmak için UPR yolunu kullandığı görüşünü 

desteklemektedir. Yapılan diğer çalışmalarda da ERS sensörlerinden; IRE1α yolunun 

GBM'de tümör büyümesine, migrasyona ve anjiyogeneze katkı sağladığı, PERK 

yolunun GBM hücrelerinde tedaviye yanıtın ve metabolizmanın kontrolünde yer aldığı, 

ATF6 yolunun da GBM'de radyoterapi direncine neden olduğu bildirilmiştir. 

(Peñaranda Fajardo ve ark., 2016). 

2.6.Forkhead (Fox) Transkripsiyon Faktörleri 

Forkhead (fkh) geni ilk olarak Drosophila melanogaster'de mutagenez çalışmasında 

keşfedilmiştir ve sonrasında mayalar ve insanlarda Fox genleri olarak adlandırılan bir 

dizi gen tanımlanmıştır. Fkh proteinleri winged heliks DNA bağlanma bölgeleri 

içermektedir ve bu bölgelere 'forkhead kutusu (box)' denilmiştir (Golson ve Kaestner, 

2016). 

Fox transkripsiyon faktörleri, karaciğer, pankreas, yumurtalıklar, akciğer, böbrek, 

bağırsak, prostat, beyin, tiroid, iskelet ve kalp kası, damar doku gibi dokuların 

farklılaşması, bakımı ve işlevi için gereklidir (Zhu, 2016). FOX transkripsiyon 

faktörleri, metabolizma, gelişme, çoğalma, farklılaşma, apoptoz, göç, istila olmak üzere 

birçok biyolojik süreçlerde önemli roller oynarlar (Wang ve ark., 2018). 

Fox transkripsiyon faktörleri sayılarının çok olmasından dolayı dört aileye ayrılabilir: 

FoxA çoklu hücre tiplerinin farklılaşmasında, FoxM1 hücre döngüsü kontrolünde, FoxO 

metabolizma ve uzun ömürlülükte ve FoxP konuşma ediniminde rol alırlar (Golson ve 

Kaestner, 2016). 

2.6.1.Forkhead box protein M1 (FOXM1) transkripsiyon faktörü 

Forkhead box protein M1 (FOXM1), evrimsel olarak korunan Fox transkripsiyon faktör 

ailesinin bir üyesidir. FoxM1’nın, hücre döngüsü ilerlemesinde G1 / S, G2 / M fazına 

geçişinde düzenleyici işlevi ile önemli bir rol oynadığı bildirilmiştir. FOXM1, hücre 
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proliferasyonunda ve kanser büyümesinde birçok rolü olan bir transkripsiyon faktörüdür 

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

FoxM1 geni, 12.kromozomda kısa kolun 13.33 bandında yer alır ve 10 ekzondan oluşur. 

FoxM1a, FoxM1b ve FoxM1c olmak üzere üç farklı FoxM1 proteini vardır. 

FoxM1a'nın transkripsiyonel baskılayıcı olduğu, FoxM1b ve FoxM1c'nin de 

transkripsiyonel aktivatör olduğu gösterilmiştir (Koo ve ark., 2012; Li ve ark., 2012)  

FoxM1, fizyolojik süreçlerde olumlu rol oynarken, kanser hücrelerinde onkojenik 

süreçlerde rol oynar (Şekil 6) (Koo ve ark., 2012; Nandi ve ark., 2018). 

Şekil 6. FoxM1, fizyolojik ve onkojenik sürece aracılık eder (Nandi ve ark., 2018). 

FoxM1 proteini çok sayıda hedef genin ifadesinin düzenlenmesinde rol alır. G1 / S, G2 / 

M ilerlemesi, kromozomal ayrılmada ve sitokinezde gerekli olan hücre döngüsü 

genlerinin transkripsiyonunu düzenlemede görev alır. FOXM1 ayrıca; farklılaşma, 

senesens, hücre yenilenmesi, hücre proliferasyonu, DNA hasar yanıtı, oksidatif stresin 

zayıflaması, epitelyal mezenkimal geçiş, anjiyogenez, metastaz ve pre-metastatik niş 

gibi birçok geni hedef almaktadır (Şekil 7) (Jaiswal ve ark., 2014; Zona ve ark., 2014). 

FOXM1 eksikliğinde; DNA kırıkları, poliploidi, anöploidi, sitokinez kusurları, 
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kromozom yanlış gruplaşması gibi anormallikler ortaya çıkmaktadır (Jaiswal ve ark., 

2014). 

 

Şekil 7. FoxM1 regülatörleri ve hedef genleri (Jaiswal ve ark., 2014). 
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2.7.Flavopiridol  

Flavopiridol, bir Hindistan bitkisi Dysoxylum binectariferum'dan türetilen ve ilk siklin 

bağımlı kinaz (CDK) inhibitörü olan yarı sentetik bir flavonoiddir (Şekil 8). 

Flavopiridol özellikle CDK’lerin aktivite bölgesi için ATP’yle rekabet ederek G1 / S 

veya G2 / M'de CDK’ler yoluyla hücre döngüsünün ilerlemesini belirgin bir şekilde 

bloke ettiği ve böylece apoptozu indüklediği bildirilmiştir. (Tan ve ark., 2004; Shao ve 

ark., 2016; Zocchi ve ark., 2018; Saisomboon ve ark., 2019; Dogan Turacli ve ark., 

2019). Ayrıca, Flavopiridol, apoptozu indüklemesi ve CDK’lerin neredeyse tamamını 

inhibe etmesiyle tanımlanmış olan tek bileşiktir. (Sedlacek ve Czech, 1996). 

 

 

Şekil 8. Flavopiridolün moleküler yapısı 

(https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/5287969#section=2D-Structure, Erişim tarihi: 

11.11.2020) 

2.8.Glioblastoma multiform (GBM) Hücre Hatları  

İnsan tümöründen türetilmiş olan hücre hatları; sınırsız çoğalabilmeleri, kullanımlarının 

kolay olması ve yüksek tekrarlanabilirliği ile in vitro kanser araştırmaları için 

vazgeçilmez kaynaklardır.  

2.8.1.U-87 MG(ATCC® HTB-14™)  

U87MG hücre hattı hasta orijini bilinmeyen MSS (Merkezi Sinir Sistemi) kökenli insan 

glioblastoma hücre dizisidir. 1966-1979 yılları arasında donmuş stoklardan alınıp daha 

sonra ATCC’ye aktarılan bu hücreler % 10 fetal sığır serumu ve antibiyotiklerle 

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

IDH mutant-U-87 hücre hattı, U-87MG hücre hattından türetilen glioma olup 

IDH1R132H mutant izojenik hücre hattıdır. IDH heterozigot mutasyonu, CRISPR / 

Cas9 gen düzenleme teknolojisi kullanılarak ATCC'de oluşturulmuştur. IDH mutant-U-

87 hücre modeli, kanserde farklılaşma, tümörün oluşumu, ilaç geliştirilmesi için anti-

kanser bileşiklerinin taranmasında kullanılan mekanizmaları aydınlatmak amacıyla 

klinik teşhis için in vitro hücre tabanlı bir araçtır (https://www.lgcstandards-

atcc.org/Global/Products/HTB-14IG.aspx?geo_country=tr#characteristics, Erişim tarihi: 

29 Kasım 2020). 
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3.GEREÇ ve YÖNTEM 

TYL-2019-9506 kodlu bu proje Erciyes Üniversitesi Bilimsel Araştırma Projeleri 

Birimi (BAP) tarafından desteklenip, projenin deneysel aşamaları Betül Ziya Eren 

Genom ve Kök Hücre Merkezi (GENKÖK) Araştırma Laboratuvarlarında 

gerçekleştirildi. 

3.1. GEREÇ  

3.1.1.Kullanılan cihaz, alet ve sarf malzemeler 

Tablo 2. Kullanılan Cihazlar 

 

 

Kullanılan Cihaz Amacı 

-80°C Derin dondurucular Hücrelerin dondurulması, numunelerin 
saklanması 

-20°C Derin dondurucular  Numunelerin ve sarf malzemelerin saklanması 

Azot tankı Hücrelerin dondurulması 

Buzdolabı Sarf malzemelerin saklanması 

CO2 İnkübatörleri Hücre kültür ortamı 

Steril Kabin Lamin Air Class II Hücre kültür ortamı 

Glomax ELISA Reader Hücre canlılık testi,MTS 

Santrifüj Santrifüj ve hücre kültürü 

İnvert Mikroskop Hücrelerin görüntülenmesi 

Floresan Mikroskop Höst boyama analizinde 

Tek kanallı pipet seti Hücre kültür çalışmalarında 

Su banyosu Hücre kültür çalışmalarında 

Hassas terazi Tartma işleminde 

Pipet tabancası Hücre kültür çalışmalarında 

Elektroforez Tankı Western Blot 

BioRad, ChemiDoc Görüntüleme Sistemi   Western Blot 
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Tablo 3. Kullanılan Sarf Malzemeleri 

Kullanılan Sarf Malzemeleri Amacı 

DMEM F12 Medya Besiyer hazırlanmasında 
Fetal Bovine Serum Besiyer hazırlanmasında 
Penicillin-Streptomycin Besiyer hazırlanmasında 
L-glutamine Besiyer hazırlanmasında 
Trypsin-EDTA Hücre pasajlamada  
25’lik Ve 75’lik Hücre Kültür Flaskı Hücrelerin çoğaltılacağı kültür kapları 
6 Kuyucuklu Hücre Kültür Plakaları  Klonojenik ve migrasyon tespit için kullanılan 

ekim kapları 
96 Kuyucuklu Hücre Kültür Plakaları Sitotoksite tespit için kullanılan ekim kapları 
Flavopiridol Hücre kültürü  
Dulbecco Fosfat Tamponlu Salin (DPBS) Hücre kültürü 
MTS Hücre canlılık testi 
PMS Hücre canlılık testi 
DMSO Hücre kültürü 
15 ml'lik ve 50 ml'lik Falkon Tüp Hücre kültürü 
Cryo Tüp Hücre dondurma 
5,10 ve 25 ml'lik Serolojik Pipet Hücre kültürü 
Thoma Lamı Hücre sayımı 
Höst (Hoechst) boyası Morfolojik hücre ölümü analizinde 
Cristal violet Klonojenik test 
Restore Western Blot Stripping Buffer Western Blot 
Ready Gel Tris-HCl 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 Inhibitör Coctail  Western Blot 
Thick Blot Paper-Filter Paper Western Blot 
Cell Lyzis Buffer Western Blot 
Sodium Florür Western Blot 
 

3.2. YÖNTEM 

3.2.1. Hücre Kültürü 

Sunulan tez çalışmamızda GBM hücre hattı olarak, U-87 MG(ATCC® HTB-14™) ve 

IDH mutant-U-87(ATCC® HTB-14IG™) kullanıldı. Hücreler ATCC (American Type 

Culture Collection) firmasından satın alındı ve çoğaltılarak -196°C’de azot tankında 

muhafaza edildi. 

3.2.1.1.Besiyer hazırlama  

IDH mutant-U-87 ve U-87 MG hücre hatlarının çoğaltılması, pasajlanması ve 

dondurulması için besiyer olarak Dulbecco's Modified Eagle's Medium (DMEM) 
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kullanıldı. Hücrelerin besiyeri (DMEM F12, 500 ml) içerisine, 50 ml fetal sıg�ır serum 

(FBS, %10), 5 ml L-glutamin (%1) ve 5 ml Penisilin-Streptomisin (%1) ilave edilerek 

hazırlandı. Tüm işlemler steril şartlarda laminar air flow kabin içerisinde yapıldı.  

3.2.1.2.Hücre pasajlama  

Çalışmamızda kullanılacak hücreler uygun büyüme besiyeri kullanılarak 37 °C’de % 5 

CO2 içeren inkübatörde çoğaltıldı ve hücreler % 70-80 yoğunluğa ulaşınca pasaj işlemi 

yapıldı. Hücre kültür işlemleri Laminar air flow içinde steril bir ortamda steril 

malzemeler kullanılarak yapıldı. Pasajlama için uygun miktarlarda medya içeren kültür 

flasklarına uygun miktarda hücreler çoğalması için ilave edilerek inkübatöre kaldırıldı. 

Daha sonra çoğalan hücreler tripsin kullanılarak yapıştığı kültür flaskının yüzeyinden 

kaldırıldı ve kalkan bu hücreler, steril tüplere transfer edildi, üzerine uygun miktarda 

medya eklendi ve santrifüj yapıldı. Sonra süpernatant atıldı, dipte kalan pellet medya ile 

karıştırıldı ve daha sonra içinde medya bulunan yeni hazırlanmış kültür flasklarına 

uygun miktarlarda konuldu ve tekrar çoğalması için inkübatörde inkübe edildi.  

3.2.1.3.Hücre sayımı  

Hücre kültürü deneylerinde kullanılacak olan hücre sayısını saptamak için hücre sayım 

işlemi yapıldı. Hücre sayımı için thoma lamı kullanıldı. Bu lam yardımıyla mikroskop 

altında yapılan sayımda 0,1 mm3 hacimde 1 ml'deki hücre sayısı belirlendi. Aşağıda 

thoma lamında sayım yapılan yüzey gösterilmiştir (Şekil 9) (Freshney, 2000). Thoma 

lamının üzerine lamel konuldu ve lamda bulunan iki bölmeye de 1 ml'de çözünen 

hücrelerden 10 µl eklendi. Kırmızı işaretli alanda bulunan hücreler mikroskop altında 

sayıldı ve aşağıda verilen formüle göre toplam hücre sayısı hesaplandı.  
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1ml’deki hücre sayısı = sayılan bölgelerin ortalama sayısı × 104 

 

Şekil 9. Thoma lamında sayım yapılan kareler (Freshney, 2000). 

 

3.2.1.4.Hücreleri Dondurma  

Hücreler pasaj işlemleri sonrası bazı değişikliklere uğramaktadır. Bu nedenle ihtiyaçtan 

fazla sayıdaki hücreler daha sonra kullanılmak üzere stok amaçlı donduruldu. Hücreler 

kullanılmak için çözündüğünde canlılıklarının iyi olması ve kullanılması için dondurma 

işlemi uygun şartlarda yapılmalıdır; bu amaçla hücrelerin dondurulma aşamasında zarar 

görmesini önlemek ve hücre içi metabolik aktiviteyi durdurmak için DMSO kullanıldı. 

Önceden medyum içerisinde çözdürülen hücrelere DMSO eklendi ve hücreler önce -

80˚C’de daha sonra -196˚C’lik sıvı azot tankına kaldırıldı.  

3.2.2.Flavopiridol ile hücrelerin muamele edilmesi  

3.2.2.1.Flavopiridolün hazırlanması  

Çalışmamız için ticari olarak satın alınan flavopiridol firmanın önerisi doğrultusunda 

uygun çözelti kullanılarak solüsyon haline getirilip hazırlanmıştır. Flavopiridol, Sigma-

Aldrich (25mg) firmasından temin edildi. Toz halinde olan flavopiridol distile suda 

vorteks yardımıyla çözülerek stok solüsyon haline getirildi ve 2-8˚C koşullarında 
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saklandı. Daha sonra deneylerde kullanılmak üzere istenilen konsantrasyonlar için stok 

flavopiridol solüsyonundan uygun miktarda alınarak FBS (-) medya ile seyreltme işlemi 

yapıldı.  

3.2.3.MTS Analizi  

3-(4,5- dimetiltiyazol-2-yl)-5-(3-karboksimetoksifenil)-2-(4- sülfofenil)-2H-tetrazolyum 

(MTS) analizi hücre canlılığını tespit etmek için kullanılan bir yöntemdir (Hamurcu ve 

ark., 2018, 2019; Ünal ve ark., 2020). Bunun için U87 ve IDH mutant U87 hücreleri 

uygun miktarda medyum içeren 96 kuyucuklu plakalara her bir kuyuda 100 µl besiyeri 

içinde 1500 hücre olacak şekilde ekim yapıldı. Sonra hücreler 5, 10, 25, 50, 100, 200, 

300 ve 400 nM konsantrasyonlarda 24, 48 ve 72 saat flavopiridol ile muamele edilerek 

37 °C %5 CO2’li etüvde inkübe edildi. Kontrol grubu olarak herhangi bir uygulama 

yapılmayan (muamelesiz) hücreler kullanıldı. Daha sonra uygun zamanlarda hücrelerin 

inkübasyonları sonlandırılarak hücrelerin canlılık oranlarını belirlemek için her bir 

kuyucuğa 20 µl MTS/PMS solüsyon karışımından eklendi ve sonra ELISA reader’da 

450 nm'de absorbans ölçümü yapıldı. Bu işlemler üç kez tekrarlandı. Ölçüm sonuçlarına 

göre hücrelerin %50’sinin öldüğü (IC: %50) konsantrasyon ve zaman aralığı belirlendi 

(Tablo 4) ve tabloda belirlenen zaman aralığı ve doz bundan sonraki tüm 

deneylerimizde kullanıldı. 

 

Tablo 4. U87 ve IDH mutant U87 hücre hatları için belirlenen flavopiridol 
konsantrasyonları. 

 

 

 

 

 

 

  

 U87 
IC: %50 

 

IDH MUTANT-U87 
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 hücrelerinin klon oluşturma yeteneklerini test etmek için 

kullanılan bir analiz yöntemidir. U87 ve IDH mutant-U87 hücreleri uygun miktarda 

medyum içeren 6 kuyucuklu plakalara ekildi. Hücreler inkübasyonlarının 48.saatinde 

5,10, 15, 20, 30, 40, 60, 80, 100, 150 ve 200 nM konsantrasyonlarda flavopiridol ile 

muamele edilerek 37°C %5 CO2’li etüvde inkübe edildi. Kontrol (muamelesiz) olarak 

kullanılan hücrelerin çoğalması takip edildi ve inkübasyonun 10-12. gününde kültür 

sonlandırıldı. Daha sonra hücreler metanol içeren %5’lik kristal viyole ile fikse edilip 

boyandı. Boyama sonrası hücreler distile su ile yıkandı ve kurumaya bırakıldı. 

Sonrasında oluşan koloniler sayıldı ve fotoğraflandı.  

3.2.5.Migrasyon analizi  

Migrasyon analizi, kanser hücrelerinin göç etme yeteneklerini test etmek için kullanılan 

bir yöntemdir (Hamurcu ve ark., 2016). U87 ve IDH mutant-U87 hücreleri uygun 

miktarda medyum içeren 6 kuyucuklu plakalara her kuyucukta 150.000 hücre olacak 

şekilde ekildi. Sonra hücreler MTS analizi ile belirlenen konsantrasyon ve zaman 

aralığında (24. saatte 300, 400 nM, 48. saatte 100, 200 nM ve 72. saatte 50-100 nM) 

flavopiridol ile muamele edilerek 37°C %5 CO2’li etüvde inkübe edildi. İnkübasyondan 

sonra, 20 µl’lik steril bir pipet ucu kullanılarak her kuyucukta tek tabakada bir çizik 

oluşturuldu. Daha sonra kalkan hücreleri uzaklaştırmak için kuyucuklar medya ile 

yıkandı ve yeni medya eklendi. Çizilen alandaki hücrelerin, mikroskop kullanılarak 0., 

24. ve 48. saatlerde görüntüleri alındı ve her bir zaman noktasında yaranın ön 

kenarındaki hücreler tarafından kat edilen mesafe ölçüldü. Sonuçlar yüzde göç olarak 

ifade edildi.  

3.2.6.Western Blot Analizi 

Western blot analizi hücrelerde hedefe yönelik spesifik protein seviyelerini analiz etmek 

için kullanılan bir yöntemdir (Hamurcu ve ark., 2017). 

Western blot analizinin aşamaları; 

• Deneyin kurulması 

• Hücrelerin toplanması, lizis aşaması 

• Protein konsantrasyonlarının hesaplanması 

• Proteinlerin jele yüklenmesi ve Elektroforez 
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• Jelden Membrana Transfer  

• Proteinlerin ekspresyon analizi  

3.2.6.1.Deneyin kurulması  

U87 ve IDH mutant-U87 hücreleri uygun miktarda medyum içeren 25 cm2’lik flasklara 

her flaskta 350.000 hücre olacak şekilde ekildi. Sonra hücreler MTS analizi ile 

belirlenen konsantrasyon ve zaman aralığında (24. saatte 300, 400 nM, 48. saatte 100, 

200 nM ve 72. saatte 50-100 nM) flavopiridol ile muamele edilerek 37°C %5 CO2’li 

ortamda inkübe edildi. Zaman aralığı dolunca kültür sonlandırıldı ve hücreler toplandı.  

3.2.6.2.Hücrelerin toplanması ve lizis aşaması  

Her bir flasktan hücre besiyeri uzaklaştırıldı, 2 ml tripsin-EDTA eklendi ve 3 dk 

inkübatörde bekletildikten sonra 4 ml besiyeri eklenerek hücreler toplandı ve 15'lik 

falkonlara alınarak 1500 rpm'de 5 dk santrifüj edildi. Santrifüj sonrası elde edilen 

hücreler lizis edildi.  

Lizis işleminin amacı hücrelerin parçalanarak proteinlerin izole edilmesini sağlamaktır. 

Bu amaçla ticari olarak alınan 1 ml lizis solüsyonuna, 4 µl sodyum florür (NaF), 10 µl 

proteaz inhibitör ve 10 µl fosfataz inhibitör eklendi ve lizis solüsyonu hazırlandı. 

Toplanan hücrelere 80-100 µl lizis solüsyonu eklenerek hücreler lizis edildi.  

3.2.6.3.Protein Konsantrasyonlarının Hesaplanması  

Protein konsantrasyon hesabı için ependorf tüplere 2 µl stok protein ve 12 µl dH2O 

eklenerek proteinler seyreltildi. 96'lı plakalara seyreltme işlemi yapılan proteinlerden ve 

protein standartlarından 5'er µl dağıtıldı. Üzerine reagent A (980 µl) + reagent S (20 µl) 

karışımından 20 µl ve ardından reagent B (175 µl) eklendi. Daha sonra plaka 3 dk 

çalkalayıcıda bekletildi ve 750 nm dalga boyunda ölçümü yapıldı. Ölçüm sonucuna 

göre her bir örnek için 40µg protein/40µl olacak şekilde hesaplama yapıldı.  

  



30 
 

 

3.2.6.4. Proteinlerin jele yüklenmesi ve Elektroforez  

Her bir örnek için hesaplanan miktarlarda protein, loading buffer ve dH2O ependorflara 

eklendi ve 40µg protein/40µl olacak şekilde jele yüklendi (Şekil 10). Daha sonra 

yürütme tamponu içerisinde elektroforez tankında 50 voltta 2-3 saat yürütülerek 

proteinlerin ayrışması sağlandı. 

                                        Şekil 10. Proteinlerin jele yüklenmesi 

 

3.2.6.5.Jelden Membrana Transfer  

Proteinlerin jelden PVDF membrana transferinde sünger-filtre kağıdı-membran-jel-filtre 

kağıdı-sünger olacak şekilde buz ve transfer solüsyonu içerisine yerleştirildi ve 24 voltta 

+4°C’de tüm gece boyunca transferi sağlandı. Ertesi gün membranlar transferden alınıp 

TBS-T + süt tozu ile 1,5 saat bloklandı ve TBS-T solüsyonu ile yıkama yapıldı. 

3.2.6.6.Proteinlerin ekspresyon analizi  

Membranlarda flavopiridolün ERS ile aktifleşen UPR yanıtında görev alan; GRP78 

(Proteintech), PERK (Cell signaling), IRE1α (Cell signaling) ve CHOP (Proteintech) 

proteinlerinin ekspresyonları, DNA tamirinde rol alan PARP (Cell signaling) proteinin 

ve hücre çoğalmasında ve hücre döngüsünde görev alan onkogenik transkripsiyon 

faktörü FOXM1 (Cell signaling)’in ekspresyonlarına etkisini belirlemek için yukarıdaki 

hedefe yönelik primer antikorlarla muamele edildi. Primer antikoru membrana koymak 

için 7 ml TBS-T + 350 mg süt tozu hazırlandı ve primer antikor eklenip +4°C‘de tüm 

gece çalkalayıcıda bekletildi. Sonrasında membran 3 kez TBS-T solüsyonu ile yıkandı 

ve sekonder eklenip 1 saat oda sıcaklığında çalkalayıcıda bekletildi. Bir saatin sonunda 
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membranlar 3 kez TBS-T solüsyonu ile yıkandı ve ECL solüsyonu kullanılarak BIO-

RAD (ChemiDoc MP Imaging System) görüntüleme cihazında görüntülendi. Yükleme 

kontrolü olarak β-aktin (Proteintech) kullanıldı. Daha sonrasında Image Lab programı 

ile bant yoğunlukları ölçüldü. 

3.2.7.Morfolojik hücre ölüm analizi (Höst (Hoechst) boyama)  

Höst boyama hücrelerde morfolojik olarak apoptotik değişimi belirlemek için kullanılan 

bir yöntemdir. Flavopiridol’ün apoptotik hücre ölümüne etkisini morfolojik olarak 

belirlemek için U87 ve IDH mutant U87 hücreleri uygun miktarda medyum içeren 6 

kuyucuklu plakalara her kuyucukta 100.000 hücre olacak şekilde ekildi. Hücreler MTS 

ile daha önceden 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 

hücreler paraformaldehit ile fikse edilip PBS ile yıkandı ve höst boya ile boyanarak 

floresan mikroskopta görüntüleri alındı.  

3.2.8.İstatistiksel Analiz  

Tüm deneyler en az üç kez tekrarlandı ve elde edilen veriler Graphpad Prism 8.0 

programı kullanılarak analiz edildi. Analizlerde Student t testi kullanıldı ve analiz 

sonuçlarına göre, p < 0.05 olan sonuçlar istatistiksel olarak anlamlı kabul edildi. 
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4.BULGULAR 

4.1. Flavopiridolün   GBM hücrelerinde proliferasyona/canlılığa etkisi 

U87-MG ve IDH mutant U87 hücreleri 24, 48 ve 72 saat 5-400 nM arasında 

flavopiridol ile muamale edildi. Kontrol (muamelesiz) olarak kullanılan hücrelere hiçbir 

uygulama yapılmadı. Hücrelerin inkübasyon süreleri dolduğunda farklı zaman 

aralıklarında ve farklı konsantrasyonlarda hücrelere uygulanan flavopiridolün hücre 

canlılığına olan etkisi MTS analizi ile belirlendi. 

Yapılan analiz sonuçlarımıza göre 24 saat 5-400 nM arasında flavopiridol uygulanan; 

U87 ve IDH mutant-U87 hücrelerinde, hücre canlılığının kontrol hücrelerine kıyasla 

artan flavopiridol konsantrasyonuna bağlı olarak önemli oranda azaldığı bulundu (Şekil 

11). 24 saat 5-400 nM flavopiridol ile muamele edilen U87-MG hücrelerinde kontrol 

grubu hücrelerine göre 10-400 nM konsantrasyonlarında anlamlı bir azalma bulundu 

(Şekil 11A). 24 saat 5-400 nM flavopiridol ile muamele edilen IDH mutant U87 

hücrelerinde kontrol grubu hücrelerine göre 25-400 nM konsantrasyonlarında anlamlı 

bir azalma bulundu (Şekil 11B).  

Şekil 11. 24 saat flavopiridolle muamele edilen U87-MG ve IDH mutant U87 hücrelerinde 
proliferasyon oranı. A) 24 saat 5-400 nM flavopiridol ile muamele edilen U87-MG hücrelerinde 
kontrol grubu hücrelerine göre 10-400 nM konsantrasyonlarında anlamlı bir azalma bulundu. B) 
24 saat 5-400 nM flavopiridol ile muamele edilen IDH mutant U87 hücrelerinde kontrol grubu 
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hücrelerine göre 25-400 nM konsantrasyonlarında anlamlı bir azalma görüldü (ns: p>0.05; 
*p<0.05;**p<0.01; ***p<0.001;****p<0.0001). 

48 saat 5-400 nM arasında flavopiridol uygulanan; U87 ve IDH mutant-U87 

hücrelerinde, hücre canlılığının kontrol hücrelerine kıyasla artan flavopiridol 

konsantrasyonuna bağlı olarak önemli oranda azaldığı bulundu (Şekil 12). 48 saat 5-400 

nM flavopiridol ile muamele edilen U87-MG hücrelerinde kontrol grubu hücrelerine 

göre 25-400 nM konsantrasyonlarında anlamlı bir azalma bulundu (Şekil 12A). 48 saat 

5-400 nM flavopiridol ile muamele edilen IDH mutant U87 hücrelerinde kontrol grubu 

hücrelerine göre 25-400 nM konsantrasyonlarında anlamlı bir azalma bulundu (Şekil 

12B). 

Şekil 12. 48 saat flavopiridolle muamele edilen U87-MG ve IDH mutant U87 hücrelerinde 
proliferasyon oranı. A) 48 saat 5-400 nM flavopiridol ile muamele edilen U87-MG hücrelerinde 
kontrol grubu hücrelerine göre 25-400 nM konsantrasyonlarında anlamlı bir azalma görüldü. B) 
48 saat 5-400 nM flavopiridol ile muamele edilen IDH mutant U87 hücrelerinde kontrol grubu 
hücrelerine göre 25-400 nM konsantrasyonlarında anlamlı bir azalma görüldü (ns (not 
significant): p>0.05; *p<0.05;**p<0.01 ***p<0.001;****p<0.0001). 

 

72 saat 5-400 nM arasında flavopiridol uygulanan; U87 ve IDH mutant-U87 

hücrelerinde, hücre canlılığının kontrol hücrelerine kıyasla artan flavopiridol 

konsantrasyonuna bağlı olarak önemli oranda azaldığı bulundu (Şekil 13). 72 saat 5-400 

nM flavopiridol ile muamele edilen U87-MG hücrelerinde kontrol grubu hücrelerine 

göre 25-400 nM konsantrasyonlarında anlamlı bir azalma bulundu (Şekil 13A). 72 saat 

5-400 nM flavopiridol ile muamele edilen IDH mutant U87 hücrelerinde kontrol grubu 

hücrelerine göre 50-400 nM konsantrasyonlarında anlamlı bir azalma bulundu (Şekil 

13B). 
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Şekil 13. 72 saat flavopiridolle muamele edilen U87-MG ve IDH mutant U87 hücrelerinde 
proliferasyon oranı. A) 72 saat 5-400 nM flavopiridol ile muamele edilen U87-MG hücrelerinde 
kontrol grubu hücrelerine göre 25-400 nM konsantrasyonlarında anlamlı bir azalma görüldü. B) 
72 saat 5-400 nM flavopiridol ile muamele edilen IDH mutant U87 hücrelerinde kontrol grubu 
hücrelerine göre 50-400 nM konsantrasyonlarında anlamlı bir azalma görüldü (ns (not 
significant): p>0.05; ***p<0.001;****p<0.0001). 

4.2. Flavopiridolün GBM hücrelerinde klon oluşumuna etkisi 

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

inkübasyonlarının 48. saatinde 5-200 nM arasında flavopiridol ile muamale edildi. 

Kontrol (muamelesiz) olarak kullanılan hücrelere hiçbir uygulama yapılmadı. 

Hücrelerin inkübasyon süreleri dolunca farklı konsantrasyonlarda hücrelere uygulanan 

flavopiridolün hücrelerin koloni oluşturma üzerine etkisini analiz etmek için kristal 

viyole ile boyanarak klonojenik test yapıldı. Yapılan analiz sonuçlarımıza göre 5-200 

nM arasında flavopiridol uygulanan; U87 ve IDH mutant-U87 hücrelerinde, koloni 

oluşumunun kontrol hücrelerine kıyasla azaldığı, flavopiridol konsantrasyonuna bağlı 

olarak önemli oranda azaldığı bulundu (Şekil 14A, B). 5-200 nM flavopiridol ile 

muamele edilen U87-MG hücrelerinde kontrol grubu hücrelerine göre koloni sayısında 

60-200 nM konsantrasyonlarında anlamlı bir azalma bulundu (Şekil 14C). 5-400 nM 

flavopiridol ile muamele edilen IDH mutant U87 hücrelerinde kontrol grubu hücrelerine 

göre koloni sayısında 40-200 nM konsantrasyonlarında anlamlı bir azalma bulundu 

(Şekil 14D).  
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Şekil 14. Flavopiridol ile muamele edilen U87-MG ve IDH mutant U87 hücrelerinde koloni 
oluşum oranı. A)  5-200 nM flavopiridol ile muamele edilen U87-MG hücrelerinin kristal 
viyole ile boyanmış görüntüleri. B) 5-200 nM flavopiridol ile muamele edilen IDH mutant 
U87 hücrelerinin kristal viyole ile boyanmış görüntüleri. C) 5-200 nM flavopiridol ile 
muamele edilen U87-MG hücrelerinde kontrol grubu hücrelere göre 60-200 nM flavopiridol 
uygulanan hücrelerde önemli oranda koloni sayısının azaldığı bulundu. D) 5-200 nM 
flavopiridol ile muamele edilen IDH mutant U87 hücrelerinde kontrol grubu hücrelere göre 
40-200 nM flavopiridol uygulanan hücrelerde önemli oranda koloni sayısının azaldığı 
bulundu (ns (not significant): p>0.05; **p<0.01; ***p<0.001; ****p<0.0001). 
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4.3. Flavopiridolün GBM hücrelerinde mobileteye/ migrasyona etkisi 

6 kuyucuklu plakalarda inkübe edilen U87-MG ve IDH mutant U87 hücreleri 24. saatte 

hücrelerin %50’sinin öldüğü 300, 400 nM, 48. saatte hücrelerin %50’sinin öldüğü 100, 

200 nM ve 72. saatte hücrelerin %50’sinin öldüğü 50-100 nM flavopiridol ile muamale 

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

Hücrelerin inkübasyon süreleri dolduğunda farklı zaman aralıklarında ve farklı 

konsantrasyonlarda hücrelere uygulanan flavopiridolün hücre göçüne olan etkisini 

analiz etmek amacıyla, 20 µl’lik steril bir pipet ucu kullanılarak her kuyucukta tek 

tabakada bir çizik oluşturuldu. Daha sonra kalkan hücreleri uzaklaştırmak için 

kuyucuklar medya ile yıkandı ve yeni medya eklendi. Çizilen alandaki hücrelerin, 

mikroskop kullanılarak 0., 24. ve 48. saatlerde görüntüleri alındı ve her bir zaman 

noktasında yaranın ön kenarındaki hücreler tarafından kat edilen mesafe ölçüldü.  

Yapılan analiz sonuçlarımıza göre yara oluşturulduktan 24 saat sonra, 24 saat 300, 400 

nM flavopiridol uygulanan; U87 ve IDH mutant-U87 hücrelerinde, hücre göçünün 

kontrol hücrelerine kıyasla flavopiridol konsantrasyonuna bağlı olarak önemli oranda 

azaldığı, 48 saat sonra ise kontrol hücre grubunda yaranın tamamen kapanırken 

(hücrelerin göç ettiği), flavopiridol uygulanan hücrelerde yaranın kapanmadığı yani 

hücre göçünün önemli orada baskılandığı bulundu (Şekil 15,16).  
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Şekil 15. 24 saat Flavopiridol ile muamele edilen U87-MG hücrelerinde migrasyon oluşum 
oranı. A)  24 saat 300-400 nM flavopiridol ile muamele edilen U87-MG hücrelerinin 0., 24., ve 
48. saat çekilen görüntüleri. B) 24 saat 300-400 nM flavopiridol ile muamele edilen U87-MG 
hücrelerinde kontrol grubu hücrelerine göre migrasyonda anlamlı bir azalma görüldü (ns (not 
significant): p>0.05; ****p<0.0001). 
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Şekil 16. 24 saat Flavopiridol ile muamele edilen IDH mutant-U87 hücrelerinde migrasyon 
oluşum oranı. A) 24 saat 300-400 nM flavopiridol ile muamele edilen IDH mutant-U87 
hücrelerinin 0., 24., ve 48. saat çekilen görüntüleri. B) 24 saat 300-400 nM flavopiridol ile 
muamele edilen IDH mutant-U87 hücrelerinde kontrol grubu hücrelerine göre migrasyonda 
anlamlı bir azalma görüldü (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 hücrelerinde, yara 

oluşturulduktan 24 saat sonra hücre göçünün kontrol hücrelerine kıyasla flavopiridol 

konsantrasyonuna bağlı olarak önemli oranda azaldığı, 48 saat sonra ise kontrol 

hücrelerinde oluşturulan yaranın tamamen kapandığı, flavopiridol uygulanan hücrelerde 

ise yaranın kapanmadığı hücre göçünün baskılandığı bulundu (Şekil 17,18).  
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Şekil 17. 48 saat Flavopiridol ile muamele edilen U87-MG hücrelerinde migrasyon oluşum 
oranı. A)  48 saat 100-200 nM flavopiridol ile muamele edilen U87-MG hücrelerinin 0., 24., ve 
48. saat çekilen görüntüleri. B) 48 saat 100-200 nM flavopiridol ile muamele edilen U87-MG 
hücrelerinde kontrol grubu hücrelerine göre migrasyonda anlamlı bir azalma görüldü (ns (not 
significant):p>0.05; ****p<0.0001). 
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Şekil 18.  48 saat Flavopiridol ile muamele edilen IDH mutant-U87 hücrelerinde migrasyon 
oluşum oranı. A)  48 saat 100-200 nM flavopiridol ile muamele edilen IDH mutant-U87 
hücrelerinin 0., 24., ve 48. saat çekilen görüntüleri. B) 48 saat 100-200 nM flavopiridol ile 
muamele edilen IDH mutant-U87 hücrelerinde kontrol grubu hücrelerine göre migrasyonda 
anlamlı bir azalma görüldü (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 hücrelerinde, 

yara oluşturulduktan 24 saat sonra hücre göçünün kontrol hücrelerine kıyasla 

flavopiridol konsantrasyonuna bağlı olarak önemli oranda azaldığı, 48 saat sonra ise 

kontrol hücrelerinde oluşturulan yaranın tamamen kapandığı, flavopiridol uygulanan 

hücrelerde ise yaranın kapanmadığı hücre göçünün baskılandığı bulundu (Şekil 19,20). 
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Şekil 19. 72 saat Flavopiridol ile muamele edilen U87-MG hücrelerinde migrasyon oluşum 
oranı. A)  72 saat 50-100 nM flavopiridol ile muamele edilen U87-MG hücrelerinin 0., 24., ve 
48. saat çekilen görüntüleri. B) 72 saat 50-100nM flavopiridol ile muamele edilen U87-MG 
hücrelerinde kontrol grubu hücrelerine göre migrasyonda anlamlı bir azalma görüldü (ns (not 
significant):p>0.05; ****p<0.0001) 
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Şekil 20. 72 saat Flavopiridol ile muamele edilen IDH mutant-U87 hücrelerinde migrasyon 
oluşum oranı. A)  72 saat 50-100 nM flavopiridol ile muamele edilen IDH mutant-U87 
hücrelerinin 0., 24., ve 48. saat çekilen görüntüleri. B) 72 saat 50-100 nM flavopiridol ile 
muamele edilen IDH mutant-U87 hücrelerinde kontrol grubu hücrelerine göre migrasyonda 
anlamlı bir azalma görüldü (ns (not significant):p>0.05; ****p<0.0001). 
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4.4. Flavopiridolün GBM hücrelerinde morfolojik olarak apoptotik değişime etkisi 

Höst DNA’ya bağlanır ve kromatini boyar dolayısıyla nükleusu görünür hale getirir. 

Apoptotik hücrelerde kromatin kondensasyonu veya nukleus fragmentasyonu olduğu 

için, Höst apoptotik hücrelerin kromatinini hücrelerin normal kromatine göre daha 

parlak boyar. Bu yüzden Höst boyama canlı ve apoptotik hücreleri ayırt etmek için 

kullanılır (Dai ve ark., 2013). 

6 kuyucuklu plakalarda inkübe edilen U87-MG ve IDH mutant U87 hücreleri 24. saatte 

300, 400 nM, 48. saatte 100, 200 nM ve 72. saatte 50-100 nM flavopiridol ile muamale 

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

Hücrelerin inkübasyon süreleri dolduğunda farklı zaman aralıklarında ve farklı 

konsantrasyonlarda hücrelere uygulanan flavopiridolün hücrelerde morfolojik olarak 

apoptotik değişimine etkisini analiz etmek amacıyla, hücreler paraformaldehit ile fikse 

edildi, PBS ile yıkandı ve höst boya ile boyanarak floresan mikroskopta görüntüleri 

alındı. Daha sonra normal hücreler ile morfolojik olarak apoptotik değişime uğrayan 

(kromatini daha parlak olan) hücreler sayıldı ve analiz yapıldı. 

Yapılan analiz sonuçlarımıza göre 24 saat 300, 400 nM flavopiridol uygulanan U87 ve 

IDH mutant-U87 hücrelerinde, kontrol hücrelerine kıyasla, apoptotik değişime uğrayan 

hücrelerin flavopiridol konsantrasyonuna bağlı olarak önemli oranda arttığı bulundu 

(Şekil 21A, 22A). 48 saat 100, 200 nM flavopiridol uygulanan; U87 ve IDH mutant-

U87 hücrelerinde, kontrol hücrelerine kıyasla, apoptotik değişime uğrayan hücrelerin 

flavopiridol konsantrasyonuna bağlı olarak önemli oranda arttığı bulundu (Şekil 21B, 

22B). 72 saat 50, 100 nM flavopiridol uygulanan; U87 ve IDH mutant-U87 

hücrelerinde, kontrol hücrelerine kıyasla, apoptotik değişime uğrayan hücrelerin 

flavopiridol konsantrasyonuna bağlı olarak önemli oranda arttığı bulundu (Şekil 21C, 

22C). Kontrol hücrelerde de birkaç apoptotik hücre görüldü. 
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Şekil 21. 24, 48 ve 72 saat Flavopiridol ile muamele edilen U87 hücrelerinin morfolojik olarak 
apoptotik değişime uğrama oranı. A)  24 saat 300-400 nM flavopiridol ile muamele edilen U87 
hücrelerinin görüntüleri. B) 48 saat 100-200 nM flavopiridol ile muamele edilen U87 
hücrelerinin görüntüleri. C) 72 saat 50-100 nM flavopiridol ile muamele edilen U87 
hücrelerinin görüntüleri.  
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Şekil 22. 24, 48 ve 72 saat Flavopiridol ile muamele edilen IDH mutant-U87 hücrelerinin 
morfolojik olarak apoptotik değişime uğrama oranı. A)  24 saat 300-400 nM flavopiridol ile 
muamele edilen IDH mutant-U87 hücrelerinin görüntüleri. B) 48 saat 100-200 nM flavopiridol 
ile muamele edilen IDH mutant-U87 hücrelerinin görüntüleri. C) 72 saat 50-100 nM 
flavopiridol ile muamele edilen IDH mutant-U87 hücrelerinin görüntüleri.  

 

4.5. Flavopiridolün GBM hücrelerinde UPR sinyal yolağına etkisi 

U87-MG ve IDH mutant U87 hücreleri MTS analiz sonuçlarından elde edilen verilere 

göre farklı zaman aralıklarında ve konsantrasyonlarda flavopiridol uygulanan 

hücrelerden izole edilen proteinlerden western blot analizi yapıldı. Western blot analizi 

ile ERS cevap olarak aktifleşen UPR sinyal yolağında görev alan GRP78, PERK, 
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İRE1α, CHOP proteinlerinin ekspresyonları analiz edildi. Analiz sonuçlarımıza göre, iki 

farklı GBM hücrelerinde flavopiridol ile muamele edilen U87-MG ve IDH mutant U87 

hücrelerinde GRP78, PERK, İRE1α ve CHOP proteinlerinin ekspresyon seviyelerinin 

kontrol grubuna (muamelesiz) göre önemli oranda azaldığı bulundu. (sırasıyla, Şekil 

23A, A1, A2, A3, A4; Şekil 23B, B1, B2, B3, B4).  
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Şekil 23. Flavopiridol ile muamele edilen U87-MG ve IDH mutant U87 hücrelerinde UPR 
sinyal yolağında görev alan proteinlerin ekspresyon seviyeleri. A) Flavopiridol ile muamele 
edilen U87-MG hücrelerinde UPR sinyalinde görev alan proteinlerinin ekspresyon seviyeleri 
western blot görüntüleri. A.1) 24 saat 300nM, 48 saat 100, 200 nM ve 72 saat 50, 100 nM 
Flavopiridol ile muamele edilen U87-MG hücrelerinde, kontrol hücrelerine göre GRP78 
ekspresyon seviyesinde anlamlı bir azalma olduğu bulundu. A.2) 24 saat 300nM, 48 saat 100, 
200 nM ve 72 saat 50, 100 nM Flavopiridol ile muamele edilen U87-MG hücrelerinde, kontrol 
hücrelerine göre PERK ekspresyon seviyesinde anlamlı bir azalma olduğu bulundu. A.3) 24 saat 
300nM, 48 saat 100, 200 nM ve 72 saat 50, 100 nM Flavopiridol ile muamele edilen U87-MG 
hücrelerinde, kontrol hücrelerine göre IRE1α ekspresyon seviyesinde anlamlı bir azalma olduğu 
bulundu. A.4) 24 saat 300nM, 48 saat 100, 200 nM ve 72 saat 50, 100 nM Flavopiridol ile 
muamele edilen U87-MG hücrelerinde, kontrol hücrelerine göre CHOP ekspresyon seviyesinde 
anlamlı bir azalma olduğu bulundu. B) Flavopiridol ile muamele edilen IDH mutant U87 
hücrelerinde UPR sinyalinde görev alan proteinlerinin ekspresyon seviyeleri western blot 
görüntüleri. B.1) 24 saat 300nM, 48 saat 100, 200 nM ve 72 saat 50, 100 nM Flavopiridol ile 
muamele edilen IDH mutant U87 hücrelerinde, kontrol hücrelerine göre GRP78 ekspresyon 
seviyesinde anlamlı bir azalma olduğu bulundu. B.2) 24 saat 300nM, 48 saat 100, 200 nM ve 72 
saat 50, 100 nM Flavopiridol ile muamele edilen IDH mutant U87 hücrelerinde, kontrol 
hücrelerine göre PERK ekspresyon seviyesinde anlamlı bir azalma olduğu bulundu. B.3) 24 saat 
300nM, 48 saat 100, 200 nM ve 72 saat 50, 100 nM Flavopiridol ile muamele edilen IDH 
mutant U87 hücrelerinde, kontrol hücrelerine göre IRE1α ekspresyon seviyesinde anlamlı bir 
azalma olduğu bulundu. B.4) 24 saat 300nM, 48 saat 100, 200 nM ve 72 saat 50, 100 nM 
Flavopiridol ile muamele edilen IDH mutant U87 hücrelerinde, kontrol hücrelerine göre CHOP 
ekspresyon seviyesinde anlamlı bir azalma olduğu bulundu (**p<0.01;***p<0.001; 
****p<0.0001). 
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IDH-mutant GBM hücreleri, IDH mutant olmayan GBM hücrelerine göre daha iyi 

prognoz sergiledikleri için iki farklı GBM hücrelerinde UPR sinyal aktivasyonu 

açısından fark olup olmadığı merak edildi ve bu iki farklı GBM hücrelerinde bazal 

seviyede UPR sinyal yolağında görev alan GRP78, PERK, İRE1α, CHOP proteinlerinin 

ekspresyon seviyeleri karşılaştırıldı. IDH mutant hücrelere göre IDH-mutant olmayan 

hücrelerde GRP78, PERK, İRE1α, CHOP ekspresyonunun daha yüksek olduğu bulundu 

(Şekil 24). 

 

Şekil 24. U87-MG ve IDH mutant U87 hücrelerde bazal seviyede UPR sinyal yolağında görev 
alan proteinlerin ekspresyon seviyeleri. U87-MG hücrelerinin IDH mutant U87 hücrelerinin 
kontrol gruplarına göre Endoplazmik Retikulum Stresi (ERS) proteinlerinin ekspresyon 
seviyelerinin anlamlı oranda daha fazla olduğu bulundu (**p<0.01; ***p<0.001; 
****p<0.0001). 
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4.6. Flavopiridolün GBM hücrelerinde DNA tamirinde görev alan PARP ve 

FOXM1 proteinlerinin ekspresyonlarına etkisi 

Flavopiridolün GBM hücrelerinde kromatin yoğunlaşması veya nükleer fragmantasyonu 

artırdığını bulduktan sonra flavopiridolün DNA tamirinde rol alan PARP (Poli (ADP-

riboz) Polimeraz) ve yine hem birçok onkojenik sinyal yolağının aktivasyonundan hem 

de DNA tamirinin düzenlenmesinden sorumlu olan FOXM1 proteinlerinin 

ekspresyonunda bir etkisinin olup olmadığı merak edildi ve western blot analizi ile 

PARP ve FOXM1 proteinlerin ekspresyonları analiz edildi. Flavopiridol uygulanan IDH 

mutant olmayan U87 ve IDH mutant U87 hücrelerinde PARP ve FOXM1 proteinlerinin 

önemli oranda azaldığı bulundu (sırasıyla, Şekil 25A, C, E; Şekil 25B, D, F). Bu 

verilerimiz flavopiridol uygulanan hücrelerde artan DNA hasarını destekledi. 
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Şekil 25. Flavopiridol uygulanan GBM hücrelerinde DNA tamirinde görev alan PARP ve 
FOXM1 proteinlerinin ekspresyon seviyeleri. A) Flavopiridol ile muamele edilen U87-MG 
hücrelerinde DNA tamirinde görev alan PARP ve onkogenik transkripsiyon faktörü olan 
FOXM1 proteinlerinin ekspresyon seviyeleri western blot görüntüleri. C) 24 saat 300nM, 48 
saat 100, 200 nM ve 72 saat 50, 100 nM Flavopiridol ile muamele edilen U87-MG hücrelerinde, 
kontrol hücrelerine göre PARP ekspresyon seviyesinde anlamlı bir azalma olduğu bulundu. E) 
24 saat 300nM, 48 saat 100, 200 nM ve 72 saat 50, 100 nM Flavopiridol ile muamele edilen 
U87-MG hücrelerinde, kontrol hücrelerine göre FOXM1 ekspresyon seviyesinde anlamlı bir 
azalma olduğu bulundu. B) Flavopiridol ile muamele edilen IDH mutant U87 hücrelerinde DNA 
tamirinde görev alan PARP ve onkogenik transkripsiyon faktörü olan FOXM1 proteinlerinin 
ekspresyon seviyeleri western blot görüntüleri. D) 24 saat 300nM, 48 saat 100, 200 nM ve 72 
saat 50, 100 nM Flavopiridol ile muamele edilen IDH mutant U87 hücrelerinde, kontrol 
hücrelerine göre PARP ekspresyon seviyesinde anlamlı bir azalma olduğu bulundu. F) 24 saat 
300nM, 48 saat 100, 200 nM ve 72 saat 50, 100 nM Flavopiridol ile muamele edilen IDH 
mutant U87 hücrelerinde, kontrol hücrelerine göre FOXM1 ekspresyon seviyesinde anlamlı bir 
azalma olduğu bulundu (**p<0.01; ***p<0.001; ****p<0.0001). 
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5.TARTIŞMA VE SONUÇ 

GBM en agresif ve yaygın görülen gliomalar olarak bilinmektedir (Louis ve ark., 2016; 

Gargini ve ark., 2020; Sonoda, 2020). 2016 yılında DSÖ GBM’leri IDH geninde 

görülen mutasyona bağlı olarak IDH geninde mutasyon taşıyan ve taşımayan GBM’ler 

olarak iki sınıfa ayırmıştır (Louis vd., 2016; Gargini vd., 2020). Histolojik olarak 

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

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

gösterilmiştir. 

GBM hastaları için uygulanan geleneksel tedavi stratejileri, tümör rezeksiyonu 

(nöroşirürji), 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 çalışmalarda kullanılmaya başlansa da, halen 

hastaların ortalama sağkalım süresinde bir iyileşme görülmemiştir (Shergalis ve ark., 

2018; Pearson ve Regad, 2017; Fabian ve ark., 2019). Bu nedenle, GBM’ler için yeni 

hedeflerin ve etkili terapötik yaklaşımların geliştirilmesi zorunlu hale gelmiştir.  

ER, lipidlerin biyosentezine, çoğu proteinin katlanmasına ve translasyon sonrası 

modifikasyonuna, biyolojik sinyallerin transdüksiyonuna ve kalsiyumun kararlı halde 

depolanmasına ve mobilizasyonuna katılarak biçok hücresel işlevleri düzenleyen ve 

hücrelerin biyogenezini destekleyen vazgeçilmez bir organeldir. Genetik veya çevresel 

etmenler (besin kıtlığı, hipoksi, oksidatif stres, radyasyon vb.) ER'nin homeostazını 

bozabilir. Bu durum ERS’yi indükler ve sonuç olarak kendiliğinden uyarlanan 

katlanmamış protein yanıtı (UPR) ve ER ile ilişkili bozulma (ERAD) dahil olmak üzere 

çeşitli yolakları aktifleştirir. Orta düzeydeki ERS çözülebilirken, aşırı ERS 

nörodejeneratif hastalıklar, kardiyovasküler hastalıklar, karaciğer hastalıkları ve 

yaşlanma gibi birçok insan hastalığının patogenezi ile yakın ilişki içinde olan 
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programlanmış hücre ölümünü tetikleyebilir (Deng ve ark., 2020). Bununla birlikte bazı 

çalışmalar anormal bir ERS düzeyinin aynı zamanda tümör hücrelerinin 

hiperaktivasyonu, ilerlemesi, metastazı ve hatta ilaç direncinde de rol oynadığını 

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

Kötü huylu ve hızlı büyüyen tümörlerin çoğu gibi GBM tümör hücreleri de, yetersiz kan 

akışı, hipoksi, besin yoksunluğu ve ayrıca bağışıklık reaksiyonları ve çeşitli terapötik 

tedaviler nedeniyle önemli oranda hücresel strese maruz kalmaktadır. Buna bağlı olarak, 

GBM tümör hücreleri yeni sentezlenen proteinlerin katlanması ve bu proteinlerin 

hücreler arası taşınmasına ihtiyaç duydukları için, GBM tümör hücrelerinin 

progresyonu doğrudan artan ERS ile ilişkilidir (Urra ve ark., 2016). Bu yüzden, GBM 

onkogenezinde UPR sinyal yolağının aşırı düzeyde aktifleştiğini ve bu yolağın GBM 

hücrelerinin hayatta kalması, tümörün ilerlemesi ve tedavilere dirençte önemli bir rol 

oynadığına dair çok sayıda güçlü kanıtlar vardır. Bu yüzden, GBM tedavisi için 

terapötik bir hedef olarak gösterilmiştir (Le Reste ve ark., 2016; Peñaranda 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 çalışmasında bir siklin kinaz inhibitörü olarak bilinen flavopiridolün IDH 

mutant ve IDH mutant olmayan GBM hücrelerinde ERS ile aktifleşen UPR sinyal 

yolağı üzerine etkisinin karşılaştırılmalı olarak araştırılması amaçlandı. Bu amacımız 

için IDH mutant olmayan U87 ve IDH mutant-U87 GBM hücreleri farklı zaman 

aralıklarında ve farklı konsantrasyonlarda flavopiridol ile muamele edildi. Çalışma 

sonuçlarımıza göre, flavopiridolün her iki tip GBM hücrelerinde de hücre 

proliferasyonunu/büyümesini, klon oluşumunu ve migrasyonu önemli oranda 

baskıladığı bulundu. Literatürde flavopiridolün GBM hücrelerine etkisini araştıran 

sınırlı sayıda çalışma mevcuttur. Bu çalışmalar da bizim sonuçlarımızla uyumlu olarak 

flavopiridolün çeşitli insan GBM hücre hatlarında (Newcomb ve ark., 2005; Alonso ve 

ark., 2003; Cobanoglu ve ark., 2016) ve murin GBM hücrelerinde (Newcomb ve ark., 

2003) büyümeyi azalttığını göstermiştir. Ancak flavopiridolün GBM hücrelerinde klon 

oluşumuna, migrasyona etkisini araştıran detaylı bir çalışmaya rastlanılamamıştır. 

Ayrıca IDH-mutant olmayan GBM’e göre daha ılımlı bir prognoz sergileyen IDH-

mutant GBM hücrelerinde flavopiridolün hücre canlılığına, büyümesine ve 

migrasyonuna etkisini araştıran bir çalışmaya rastlanılamamıştır. Ayrıca çalışmamızda, 
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flavopiridol uygulanan IDH-mutant ve IDH-mutant olmayan GBM hücrelerinde 

morfolojik olarak kromatin kondensasyonu veya nukleus fragmentasyonun arttığı 

bulundu. Bulgularımız flavopiridolün IDH mutant olmayan GBM (U87) hücrelerinde 

antiproliferatif etkisi dışında hücre mobilitesini de etkilediğini ilaveten de IDH-mutant 

GBM hücrelerinde antiproliferatif bir etkiye sahip olduğunu ilk kez gösterdi. 

Daha sonra çalışmamızda, UPR aktivitesi yüksek olan GBM hücrelerinde (He ve ark., 

2019) flavopiridolün UPR sinyal yolağına etkisi araştırıldı. UPR, aktive edilmiş ATF6, 

PERK ve IRE1α olan üç ER transmembran proteini ve ısı şok protein ailesinden olan 

proteinlerin glikozillenmesinden sorumlu olan Glikoz düzenleyici protein GRP78 

tarafından düzenlenir (Urra ve ark., 2016; Sureda ve ark., 2020). Daha önce yapılan 

çalışmalarda, GBM hücre hatları ve GBM hastalarının beyin doku örneklerinde PERK 

ve GRP78’in normal yetişkin beyin hücrelerine göre yüksek seviyelerde ifade edildiği 

gösterilmiştir (Peñaranda Fajardo ve ark., 2016; Tsai ve ark., 2017). Yine başka bir 

çalışmada, ERS durumunda GBM hücrelerinde, PERK seviyelerinin arttığı ve 

GRP78’in aşırı ifade edildiği gösterilmiştir (Tsai ve ark., 2017; Obacz ve ark., 2017). 

Üstelik fazla ifade edilen GRP78’in GBM hücrelerinde tömör progresyonuna, tedaviye 

karşı dirençte rol aldığı gösterilmiştir (Obacz ve ark., 2017). Diğer bir çalışmada da 

ERS sensörlerinden olan IRE1α yolunun GBM'de tümör büyümesine, migrasyona ve 

anjiyogeneze katkı sağladığı, PERK yolunun GBM hücrelerinde tedaviye yanıtın ve 

metabolizmanın kontrolünde yer aldığı, ATF6 yolunun da GBM'de radyoterapi 

direncine neden olduğu bildirilmiştir (Peñaranda Fajardo ve ark., 2016). Bu yüzden 

sunulan tez çalışmasında, öncelikle flavopiridol uygulanan hücrelerde GRP78, PERK ve 

IRE1α proteinlerinin ekpresyonları analiz edildi ve flavopiridolün bu proteinlerin 

ekspresyonlarını önemli oranda baskıladığı bulundu.  Daha sonra ERS’yle ilişkili olan 

aynı zamanda DNA hasarı indüklenebilir transkript 3 olarak da bilinen, pro-apoptotik 

bir transkripsiyon faktörü, C / EBP homolog proteini (CHOP) proteininin ekpresyonu 

analiz edildi ve flavopiridol uygulanan hücrelerde CHOP proteinin ekspresyonunun 

baskılandığı bulundu. Kronik lenfositik lösemi hücrelerinde ise flavopiridolün ERS’yi 

indükleyerek hücrelerin ölümüne yol açtığı gösterilmiştir (Mahoney ve ark., 2012, 

2013). Halbuki bizim sonuçlarımız, flavopiridolün GBM hücrelerinde artmış olan, 

hücrelerin sağkalımına yol açan ve kötü prognozla ilişkili olduğu bilinen UPR sinyal 

yolağını inhibe ettiğini gösterdi.  
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Flavopiridolün ERS ile ilişkili olabileceğini gösteren sınırlı sayıda çalışma mevcuttur 

(Mahoney ve ark., 2013; Cory ve ark., 2008). Bizim çalışmamız GBM hücrelerinde ilk 

kez flavopiridolün ERS’yi baskıladığını ve her iki tip GBM hücrelerinde 

proliferasyonun, klon oluşumunun ve migrasyonun azalmasının aktif UPR sinyal 

yolağının inhbisyonu ile ilişkili olabileceğini gösterdi.  

IDH mutant olmayan GBM hücrelerinde UPR sinyal yolağı ile ilgili herhangi bir 

çalışmaya rastlanılamamıştır. Çalışmamızda ayrıca bazal seviyede IDH mutant ve IDH 

mutant olmayan GBM hücrelerinde UPR sinyal yolağı ile ilişkili olan proteinlerinin 

ekspresyon oranları karşılaştırıldı ve daha iyi prognoza sahip olan IDH mutant GBM 

hücrelerinde, IDH mutant olmayan GBM hücrelerine göre GRP78, PERK, IRE1α ve 

CHOP proteinlerinin ekspresyonlarının daha düşük olduğu bulundu. 

Ayrıca çalışmamızda, Flavopiridol uygulanan iki farklı GBM hücrelerinde DNA 

tamirinde görevi olan PARP ekspresyonunun baskılandığı bulundu. Bu verimiz, 

flavopiridol uygulanan hücrelerde morfolojik olarak gözlemlediğimiz artmış kromatin 

yoğunlaşmasını veya nükleer fragmantasyonu desteklemektedir. Daha önce yapılan 

çalışmalarda PARP-1'in genetik ve farmakolojik inhibisyonu, GBM hücre hatları ve 

hasta örneklerinden oluşturulan primer kültürler üzerinde anti-proliferatif bir etkiye 

sahip olduğu (Ghorai ve ark., 2020; Lester ve ark., 2016) ve PARP inhibisyonunun, 

temozolomide karşı oluşan direnci baskıladığı gösterilmiştir (Yuan ve ark., 2020). 

Dolayısıyla, verilerimiz GBM hücrelerinde DNA onarım sürecini inhibe etmek için 

flavopiridolün aynı zamanda bir PARP inhibitörlerinin kullanılabilirliğine işaret etti. 

UPR ile indüklenen transkripsiyon faktörleri tarafından hücre sağkalımı veya ölümünün 

kontrol edildiği rapor edilmiştir (Obacz ve ark., 2017). FOXM1 onkogenik 

transkripsiyon faktörüdür ve GBM dahil birçok kanser hücresinde aşırı derecede ifade 

edilir. Özellikle hücre döngüsünün ilerlemesinde ve hücre çoğalmasında görev alan 

siklin-D, siklin-B genlerinin promotör bölgelerine bağlanarak hücre döngüsünde yer 

alan genlerin transkripsiyonel aktivitesini düzenler. Bu yüzden sunulan tez çalışmasında 

siklin inhibitörü olarak bilinen flavopiridol tarafından baskılanan UPR sinyal yolağının 

FOXM1 ekspresyonuna etkisi araştırıldı ve flavopiridol uygulanan hücrelerde FOXM1 

ekspresyonun belirgin bir şekilde baskılandığı bulundu. Anti-kolanjiyo karsinomlarda 

antosiyanin kompleksinin FOXM1 ve ERS yanıtını baskıladığı (Intuyod ve ark., 2018), 

gama-tokotrienol (GTT) ve hidroksikavikol (HC) bileşiklerinin GBM hücrelerinde 
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ERS’ye yanıt olarak aktifleşen genlerin yanısıra FOXM1 genini de hedeflediği (Abdul 

Rahman ve ark., 2019) bildirilmiştir.  Ancak FOXM1 ile ERS arasında doğrudan ilişki 

olduğunu gösteren bir çalışmaya rastlanılamamıştır. Aynı zamanda flavopiridolün 

FOXM1 ekpresyonuna etkisi de henüz bilinmemektedir. Dolayısıyla, flavopiridol 

uygulanan hücrelerde flavopiridol ile FOXM1 ekspresyonunun inhibisyonu mu UPR 

sinyal yolağını baskılıyor yoksa UPR sinyal yolağının baskılanmasıyla mı FOXM1 

ekspresyonu baskılanıyor bilinmemektedir. GBM hücrelerinin tedavisi için hedef 

olabilecek yeni bir yolağı açığa çıkartmak için bu mekanizmayı açıklığa kavuşturmanın 

önemli olduğu düşünülmektedir.  

Sonuç olarak verilerimiz daha iyi prognoz sergileyen IDH mutant GBM hücrelerinde ve 

oldukça agresif ve kötü prognoza sahip IDH mutant olmayan GBM hücrelerinde 

Flavopiridolün, hücre döngüsünün ilerlemesine, anjyiyogenesize, genomik kararsızlık 

ve metastaz olmak üzere karsinogenezin birçok basamağında rol alan onkogenik 

FOXM1 ekpresyonunu, ERS’ye bağlı olarak aktifleşen ve GBM hücrelerinde 

onkogenik sinyal olarak görev yapan UPR sinyal yolağını ve DNA tamirinden sorumlu 

olan PARP ekspresyonunu da baskıladığını ve Flavopiridol uygulanan hücrelerde 

azalmış  proliferasyonun ve migrasyonun ve artmış genomik karasızlığın bu yolakların 

baskılanmasıyla  ilişkili olduğu  ilk kez gösterildi. Dolayısıyla verilerimiz, GBM 

hücrelerinde ERS’yi hedefleyen flavopiridolün, GBM’in tedavisi için yeni bir perspektif 

sağlamada umut verici olabileceğini ortaya koymaktadır.  
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