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IZOSITRAT DEHIDROGENAZ (IDH) GENINDE MUTASYON TASIYAN VE
TASIMAYAN GLIOBLASTOMALARDA TIMOKINON’UN HUCRE
CANLILIGINA VE PROLIFERASYONUNA ETKIiSIiNIN ARASTIRILMASI

Berfin UGUR
Erciyes Universitesi Saghk Bilimleri Enstitiisii
Yiiksek Lisans Tezi, Haziran 2022
Damsman: Prof.Dr. Zuhal HAMURCU
OZET

Gliomalar, Diinya Saglik Orgiitii tarafindan 4 alt evrede toplanmistir. Evre I ve Evre 11
"diistik evreli", Evre Il ve Evre IV (glioblastoma multiforme, GBM) ise "yiiksek evreli"
kabul edilmistir. 2016’da yapilan siniflandirmada GBM’ler, izositrat dehidrogenaz
(IDH) geninde mutasyon tagiyan ve tasimayan olarak ikiye ayrilmistir, GBM’lerin,
heterojen olmalari, yiiksek proliferasyon oranlari, agresif 6zellikleri hastalarda tedaviyi
zorlastirmaktadir. GBM hastalarinda uygulanan geleneksel tedavi stratejileri, timor
rezeksiyonu, temozolomide dayali kemoterapi, radyoterapi veya bunlarin
kombinasyonuna dayanmaktadir. GBM tedavisinde ilerlemeler olmasina ragmen,
hastalarin yasam siireleri oldukca kisadir. GBM’lerin tedavisi i¢in daha etkili tedavi

stratejilerine ihtiya¢ duyulmaktadir.

Kanser ilaglarimin yan etkilerinden dolay1 alternatif tedavi olarak veya var olan
tedavilerine destek olarak bitkisel kaynakli ve sitotoksititesi az olan dogal biyoaktif
maddelerin kullanimi 6nem kazanmistir. Bunlar arasinda, antioksidan, antienflamatuar
ve antikanser 6zellikleri nedeniyle; ¢corek otu 6ziitii timokinon (TQ), son yillarda cesitli
kanser aragtirmasinda konu olmustur. TQ, proliferasyon, migrasyon ve invazyon gibi
kanserin farkli evrelerinin inhibisyonunda etkili oldugu dolayisiyla metastazi

engelleyebildigi bildirilmistir.

Literatiirde GBM kanser hiicrelerinde timokinon antiproliferatif etkisi arastirilmigtir.
Ancak literatiir incelendiginde IDH-mutant olan GBM hiicreleri iizerine TQ’nun anti-
proliferatif etkisini arastiran bir calismaya rastlanilmamstir. Onerilen tez ¢alimasin da

TQ’nun IDH-mutant GBM hiicrelerin canliligi ve proliferasyonuna proliferasyonuna

\Y



olast etkisinin IDH-mutant olamayan GBM hiicreleri ile karsilastirilmali olarak

arastirilmasi amaglanmistir.

Calisma sonuglarimiza gore, IDH-mutant olmayan GBM hiicrelerinde 25 pM’dan
itibaren, IDH-mutant GBM hiicrelerinde ise 6.25 puM’dan itibaren TQ’nun hiicre
canliligint azalttigi bulundu. Bu sonuc¢larimiz TQ nun IDH-mutant GBM hiicrelrinde
cok diistik konsantrasyonlarda bile toksik etki gosterdigi ve bu hastalar icin
kemoteroptiklere alternatif olarak veya kemoterdpatiklerle kombinasyonun

kemoterdpatiklerin etkinligini artirabilecegini isaret etmistir.

Anantar Kelimeler: GBM; IDH; IDH-mutant GBM; IDH-mutant; Proliferasyon;

Timokinon.
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INVESTIGATION OF THE EFFECT OF THIMOKINONE ON CELL
VITALITY AND PROLIFERATION IN GLIOBLASTOMAS WITH AND
WITHOUT MUTATION IN THE ISOCITRATE DEHYDROGENase (IDH)
GENE

Berfin UGUR
Erciyes University Institute of Health Sciences
Master Thesis, June 2022
Advisor: Prof.Dr. Zuhal HAMURCU
ABSTRACT

Glioblastoma multiforme (GBM) is the most aggressive primary (stage 1V) brain tumor
and develops from star-shaped glial cells called astrocytes. GBM has aggressive
features such as rapid proliferation, invasion and migration into brain tissue.
Glioblastoma is the most common malignant primary brain tumor, accounting for
approximately 57% of all gliomas and 48% of all primary malignant central nervous
system (MMS) tumors. 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. Although various advanced treatments, including
surgery, radiotherapy, and chemotherapy, have been recorded, patient survival is still
very low and the mechanisms underlying the pathophysiological mechanisms of
glioblastoma development have not yet been elucidated.

Since cancer types are individual, the preferred treatment methods may vary between
individuals. Due to the side effects of cancer drugs, the use of natural bioactive
substances with plant origin and low cytotoxicity has gained importance as an
alternative treatment or to support existing treatments. Among them, due to its
antioxidant, anti-inflammatory and anticancer properties; The black seed extract
thymoquinone (TQ) has received particular attention and has been the subject of various
cancer research in recent years. TQ's brain, breast, pancreas, prostate, blood, mouth,
bone, uterus, liver and lung etc. Its anticancer activity on different types of cancer has
been demonstrated in various in vitro and in vivo studies. It has been reported that TQ is

vii



effective in the inhibition of different stages of cancer such as proliferation, migration

and invasion, thus preventing metastasis.

In the literature, the antiproliferative effect of many thymoquinones has been

investigated in many cancer cells, including GBM.

However, when the literature was examined, no study was found that investigated the
anti-proliferative effect of TQ on IDH-mutant GBM cells.

In the proposed thesis study,it was aimed to comparatively investigate the possible
effect of TQ on the viability and proliferation of IDH-mutated mutant GBM cells, as
well as its effect on non-IDH-mutant and IDH mutant cells.

Keywords: GBM; IDH; IDH-mutant GBM; IDH-mutant; Proliferation; Thymoquinone.
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1. GIRIS VE AMAC

Gliomalar, glial hiicrelerden kaynaklanan tiimérlerdir ve Diinya Saglik Orgiitii
tarafindan 4 alt evrede toplanmistir. Evre-1 ve Evre-II "diisiik evreli", Evre-111 ve Evre-
IV (glioblastoma multiforme, GBM) ise "yiiksek evreli" kabul edilmistir (Sonoda Y,
2020). Son yapilan smiflandirmaya gore, GBM’ler izositrat dehidrogenaz (IDH)
geninde goriilen mutasyona gore IDH geninde mutasyon tasiyan ve tagimayan olarak

ikiye ayrilmistir.

GBM’lerin, heterojen olmalari, yiiksek proliferasyon oranlari, agresif 6zellikleri hastalar
da tedaviyi zorlastirmaktadir., GBM hastalarinda uygulanan geleneksel tedavi
stratejileri, timor rezeksiyonu, Temozolomid’e dayali kemoterapi, radyoterapi veya
bunlarin kombinasyonuna dayanmaktadir. GBM tedavisinde ilerlemeler olmasina
ragmen, hastalarin yasam siireleri oldukga kisadir. GBM’lerin tedavisi i¢in daha etkili
tedavi stratejilerine ihtiyag duyulmaktadir (Fabian ve ark., 2019; Pearson ve ark., 2017,
Shergalis ve ark., 2018).

Kanser tedavisi icin son yillarda yapilan ¢aligmalar, daha az yan etkileri olan yeni ve
etkili hedefler gelistirmeye odaklanmistir (Mun ve ark., 2018.). Corek otundan elde
edilen TQ’nun, bircok kanser tiirlerinde anti-proliferatif etkiye sahip oldugu

bildirilmistir (Deng ve ark.,2019.).

TQ’nun GBM hiicrelerinde de antiproliferatif etkisi arastirilmistir. Ancak literatiir
incelendiginde IDH-mutant olan GBM hiicreleri tizerine TQ’un anti-proliferatif etkisini
arastiran bir ¢alismaya rastlanilamamistir. Bu yiizden sunulan tez ¢alismasinda, IDH-

mutant hiicrelerinin proliferasyonu iizerine TQ’nun etkisi ve IDH-mutant olmayan



GBM hiicreleri ile daha iyi bir prognoz sergileyen ile IDH-mutant GBM hiicreler

TQ’ya kars1 duyarliliklarinin karsilastirilmali olarak arastirilmasi amaglandi.



2. GENEL BILGILER

2.1 KANSER

Cagimizin en biiyiik saglik tehditleri arasinda kanser ilk siralarda yer almaktadir
(Ansary ve ark., 2021). Kiiresel ¢apta yapilan arastirmalara gore kanser mortalitesi ¢ok
yiiksek olan bir hastaliktir. (EI-Far ve ark., 2020). Kanser, kardiyovaskiiler bir hastalik
olan miyokard enfarktiisinden sonra ikinci sirada yer alan Olim nedenidir.
(Homayoonfal ve ark., 2021) Diinya saglik 6rgiitiiniin (WHO) 2019’daki verilerine gére
183 iilkenin 112'sinde 70 yas Oncesinde goriilen dliimlerin birinci veya ikinci olarak

onde gelen nedenidir (Sung ve ark., 2021).

Kanser anormal hiicrelerin asirt ¢ogalmasi sonucu tiimor hiicrelerine doniismesi ile
karakterize edilmektedir. Timor hiicrelerine doniisiim, viicudumuzun belirli
kisimlarinda kanser 6ncesinde hiicrelerin habis bir duruma doniismesine neden olan ¢ok
sayida farkli kademelerden gecmektedir. ilk dnce bitisiginde yer alan dokulari, daha
sonra organlar1 ve en sonunda viicudun diger kisimlarina metastaz yapma yetenegi ile
oliimciil bir hastalik olarak 6ne ¢ikmaktadir (Homayoonfal ve ark., 2021; Singh ve ark.,
2020).

Kanserde 6liim oranlarinin yiliksek olmasi nedeniyle tedavisinin ¢6ziime kavusmasi
diinya capinda bir oncelikli bir hal almigtir (Mahmoud ve Abdelrazek, 2020). Bu durum
g6z Oniinde bulundurularak kanser c¢esitlerine ve gelisimlerine gore farkli tedavi
yontemleri aciga c¢ikmistir. Bunlar arasinda hormonal tedavi, cerrahi, kemoterapi,
kodlamayan RNA’lar1 hedefleme bulunmaktadir. Tedavide kemoterapi ilk siralarda yer
alir. Kemoterapinin bircok faydasi olmasina ragmen sag folikiillerine, kemik iliginde
bulunan normal yapidaki hiicrelere zarar verir, toksik etkiler gosterir, ilag direnci gelisir.

Tim bunlar goz Oniine alindiginda dogal bitkilerin igerisinde bulunan biyoaktif



bilesiklerin kanser tedavisinde kullanimi biiyiik 6nem kazanmistir (Ansary ve ark.,
2021).

2.2. Glioma

Glial hiicreler; oligodendrositler, astrositler ve ependimal hiicreler ndronlarin
fonksiyonlarmin desteklenmesine ve aksonlarin miyelin ile kaplanmasina yardimci

olmaktadir. Ancak glial hiicreler tiimér hiicrelerine doniisebilir (Ferris ve ark., 2017).

Santral sinir sistemi (MSS) tiimoérlerinin en biiyiik grubunu, glial hiicrelerden gelisen ve
genel olarak glioma olarak adlandirilan malign tiimorler olusturur (Anjum ve ark.,
2017).

MSS’ne ait olan ilk glioma siniflandirmasi 1926’da Percival Bailey ve Harvey Cushing
tarafindan bildirilmistir (Komori ve ark., 2017). Histolojik agidan bakildiginda farkli
cesitte MSS tliimorii bulunmaktadir (Davis 2018). 2016 yilinda WHO, gliomalar
histopatolojik yani hiicresel kokenine gore ve agresiflik derecelerine gore
smiflandirmustir. Agresiflik derecelerine gore; glioma tiimoérlerini I ve IV arasinda
numaralandirmigtir. Histopatolojik olarak ise; astrositomlar, oligodendrogliomlar
(oligoastrositom) veya ependimomlar olarak siniflandirilmaktadirlar (Miller ve ark.,
2017). WHO giiniimiizde MSS tiimorlerini, siniflandirmak ve bunlart 6 farkli kategoriye
bolmek igin yeni bir yaklasim benimsemistir: WHO Merkezi Sinir Sistemi Ttumorleri
Simiflandirmas1 (WHO CNS5)1'in besinci baskisi, 1979, 1993, 2000, 2007 ve 2016'daki
onceki yaymlarin ardindan beyin ve omurilik tiimorlerinin siniflandirilmasi igin
uluslararast  standardin  altinct1  versiyonudur. WHO  MSS5, MSS  tiimor
siniflandirmasinda molekiiler tanilamanin roliinii ilerletmek i¢in daha da ileri giderek,
ancak histoloji ve immiinohistokimya dahil olmak {izere tiimor karakterizasyonuna
yonelik diger yerlesik yaklasimlarda kok salarak 6nemli degisiklikler sunmaktadir. MSS
timor  smiflandirmast  uzun  siiredir yardimcr  doku  bazli  testler (Orn.,
immiinohistokimyasal, ultrastriiktiirel) tarafindan desteklenen histolojik bulgulara
dayanmaktadir. Daha yakin zamanlarda, molekiiler biyobelirtecler hem yardimci hem
de teshis bilgilerinin tanimlanmasinda 6nem kazanmistir. Bu nedenle WHO MSSS,
CNS neoplazmalarinin en dogru siniflandirmasi i¢in 6nemli olan klinikopatolojik fayda

ile cok sayida molekiiler degisikligi icerir (Louis ve ark., 2021).



Gliomanin bazi alt tipleri; nadir olarak toplumda goézlense de ¢ok ciddi bir mortaliteye

ve morbiditeye sebep olmaktadir (Raizer ve Parsa, 2015.).
2.3. Glioblastoma Multiform

Glioblastoma multiform (GBM); tiim glioma ¢esitleri arasindaki en agresif ve yiiksek
dereceli bunun yaninda en sik goriilen, heterojen yapida olan glioma tiimor tipidir
heterojenitesi bulunmaktadir. GBM vakalarinda tiimorler arasi (intertumoral) ya da
timor i¢i (intratiimoral) heterojenite de meydana gelebilmektedir. Bir organ lizerinde
cogalmis olarak bulunan tiimorler diger organlarda bulunan tiimorlerden farklilik
gostermektedir. Sasirtict bir sekilde, ayni organ {lizerinde bulunan timorler bile
birbirinden farkli bir yapidadir, bu durum tiimoérler arasi heterojenite (intertumoral)
olarak tanimlanmistir. Bunun beraberinde; ister ayni tanmiyr almis, isterse farkli tam
almis tiimor hiicreleri de birbirinden farklilik gdstermektedir. Bu durum hiicre i¢i
heterojenitesi (intratiimor) olarak tanimlanmaktadir. Hiicresel heterojenite ile birlikte
saglikli yapida olan dokulari istila etme yetenegi, hiicre i¢i heterojeniteye sebebiyet
vermektedir (Sekil 2.1). Bu durumdan dolayt GBM tedavi edilemeyecek bir hal almigtir
(Anjum ve ark., 2017).

Tiimorler arasi heterojenite

Altklon 2
Hiicre ici heterojenite

@@'@
@o0

Genetik ve genetik olmayan hiicreler arasi heterojenlik

Sekil 2.1. Hiicre ici ve hiicreler arasi heterojenite (Anjum ve ark., 2017).



2.3.1. Glioblastoma multiform (GBM) Etiyolojisi

Kanserin sebepleri arasinda genetik ve ¢evresel etkenler bulunmaktadir (Giiran, 2005).
Genetik etkenler arasinda mutasyonlar, hormonsal bozunmalar bulunmaktadir Cevresel
etkenler arasinda ise; radyasyon, ultraviyole 1sinlar, sigara ve alkol tiiketimi, beslenme
bozukluklar1 bulunmaktadir (Cetinkaya ve Sahin, 2020). Ancak, glioblastomanin
etiyolojisi tam olarak aydinlatilamamistir. Yapilan birgok arastirmaya ragmen,
GBM’nin biiylik bir kismimin ortaya ¢ikmasinda belirgin herhangi bir risk faktorii

dogrulanamamistir. GBM’ de diger kanser tiirleri gibi sporadik ilerleme gostermektedir.

GBM gelisimi ile sigara, cep telefonlarinda ki elektromanyetik alan, beyine alinmig ¢ok
agir darbe vb. cevresel faktorler arasindaki iligki arastirilmistir. Cevresel faktorler ile
GBM arasinda bir iliski olduguna dair kanit bulunamamistir. Arastirmalar, cep telefonu

kullaniminin GBM gelisme riskini artirmadigini gostermistir (Kanderi ve Gupta, 2021).

Yapilan bazi ¢aligmalarda; GBM’ nin gelisim gostermesiinde Ostrojen hormonunun rolii
oldugu bildirilmistir (Hanif ve ark., 2017). insan sitomegaloviriisii (HCMV) benzeri
virlisler nedeniyle GBM' nin gelisebilecegi diisiiniilmektedir (Urbanska ve ark., 2014.).

Sonu¢ olarak, giiniimiize kadar yapilan calismalar dahilinde yalnizca iyonlastiric
radyasyon ile karsilagsmak, tasdik edilmis tek g¢evresel etken olarak gosterilmistir.
Bununla birlikte, GBM' in etiyolojisinin sirlarin1 ¢6zmek i¢in daha bir¢cok calismaya

ihtiyag vardir (Thakkar ve ark., 2014).
2.3.2. GBM Epidemiyolojisi

Glial hiicrelerde ortaya ¢ikan tiimorlerin insidansi, calismanin 6rneklerinin toplandigi
sehrin ve iilkenin tibbi ve sosyal imkanlarina bagli olarak degisimler gostermektedir.
Ancak, caligmalardan elde edilen verilere gére GBM en fazla rastlanan malign primer

glioma tiiriidiir (Ozduman ve ark., 2019).

Yillik olarak goriilme sikligi her 100.000 saghkli insan arasinda 5 kiside agiga
cikmaktadir. Her sene hastalarda yeni teshis edilen GBM vaka sayis1 17.000°dir. GBM
vakalar1 ilerleyen yaslarda toplumlarda daha sik olarak gozlemlenmektedir ve 75-84 yas

araliginda zirveye ulagmaktadir (Montemurro, 2020).



GBM cocuklarda ve yenidoganlarda da ortaya ¢ikmaktadir. GBM insidansi 100.000
cocukta 1.1 — 3.6 araligindadir. Erkek cocuklarda, kiz ¢ocuklarna gore daha fazla
ortaya ¢ikmaktadir. Erigskinlerde ortaya ¢ikan GBM ile, ¢ocuklarda ortaya ¢ikan GBM
arasinda morfolojik herhangi bir ayrim bulunmamaktadir. Erigkin ve ¢ocuklarda goriilen
GBM’ de ki tek fark hiicrelerin proliferatif aktivitesidir. Proliferasyon indeksi olan Ki-
67 indeksi ¢cocuklarda daha fazla bulunmustur (Urbanska ve ark., 2014).

2.3.3. GBM Icin Giincel Tedavi Yaklasimlari

GBM’e yonelik tedavi klinikte hala ¢oziimlenemeyen bir muammadir. Son yillarda, bir
seri tedavi yontemleri ¢alisilmistir. GBM’in tedavi edilememesindeki en temel zorluk
hastaligin bulundugu lokasyon ve hastaligin heterojenligidir. Cerrahi operasyonlar,
kemoterapi ve radyoterapide ki yeni tedaviler hastalarin daha uzun ve daha kaliteli bir
yasam siirmesini saglamasina ragmen, hastaligin prognozu hala ¢ok kétiidiir (Hanif ve

ark., 2017).

GBM ig¢in kullanim1 en uygun olan tedavi yontemi cerrahidir. Cerrahi rezeksiyon ile
tedaviyi sinirlandiran etken GBM’nin agresifligidir. GBM icin kemoterapotik yaklagim
ise ilk olarak 1970’ler de kan beyin bariyerini (KBB)’yi ge¢en karmustinin kesfi ile
baslamistir. 1979 yilina gelindiginde ise Salazar ve arkadaglar1 radyasyon tedavisinin
gliomalara kars1 kullanilabilecegini ispatlamislardir. Radyasyon tedavisinin gliomalara
kars1 kullanilabilecegi ispatlandiktan sonra 1993 yilinda radyasyon tedavisinin ve
kemoterapinin  birlestirilmesinin  hastalarin  hayatta kalma siirelerini  uzattig
kanitlanmistir. 1999 yilinda ise Amerikan Gida ve Ilag Dairesi (FDA) tarafindan oral

olarak uygulanan bir kemoterap6tik olan Temizolomid’in,

anaplastik astrositomun tedavisinde kullanilabilecegi onaylanmistir. 2005 yilina
gelindiginde Ulusal Kanser Enstitiisii (NIH) tarafindan GBM’deki genetik
degisikliklerin haritasini olusturmak icin Kanser Genom Atlas Projesi baslatilmistir.
2008 yilinda ise GBM’nin gelismesine ve invazyon yapmasina neden olan mutasyonlar
tanimlanmistir. 2010 yilinda GBM’nin tedaviye cevap verme ihtimalini hesaplamak i¢in

birka¢ gen tanimlanmistir (Sekil 2.2) (Ozdemir-Kaynak ve ark.,2018).



1999 2008

Amelilifzonrasl Yeni oral Beévacizumab (Avastin)
kemZtera i kemoterapi ilaci, FDAonayialdiy
PLy Temozolomid Gelecek

radyasyonla birlestirmek
sagkalimi artirryor

1975-1980
Radyasyon standart tedavi olar:
kabul ediliyor
1970'ler 1993 2005-2008
Ilk umut verici DSO, beyin tiimérlerini Arastirmacilar Glioblastom:

kemoterapi susflandrmus icin evrsnesl | genonuns baou, (R, oo e e
ir sistem geligtiriyor ¢ikarmaya basladi Glioblastoma
e

Sekil 2.2. GBM tedavisinin tarihsel gelisimi (Ozdemir- Kaynak ve ark., 2018)

Gegerli olan tedavi yontemi hala cerrahi rezeksiyondur. Radyoterapi ve kemoterapi
birincil tedavinin yaninda verilmektedir. Radyoterapi ve temeozolomid (TMZ) tedavisi
bir arada verildiginde sag kalim artmaktadir. 1970°den giliniimiize kadar gelen siirecte
tedavi yoOntemleri ile alakali bircok calisma olmasina karsin, standart tedaviye

eklenebilecek 6nemli bir yenilik bulunamamistir (Keskin ve ark., 2021).
2.3.4. GBM’nin Simiflandirilmasi

Beyin tiimorlerinin glial hiicrelerden koken aldigr ilk kez 1863 yilinda Virchow
tarafindan ortaya atilmistir. Glial hiicreleri tanimladiktan sonra, hiicrelerin
morfolojilerini inceleyerek beyin tiimorlerini gliom ile sarkom olarak ikiye ayirarak
siniflandirmislardir. 1888 yilinda Bramwell tarafindan gliomlarin cerrahi zorluklarindan
bahsedilmistir. 1914 yilinda ise Mallory glioblastoma multiform kelimesini icat etmistir.
1920 yilma gelindiginde ise Rio Hortega ilk kez noral ve glial progenitdr hiicreleri
embriyolojik olarak belirtmistir. Beyin tiimorlerine ait ilk siniflandirma; 1926 yilinda
Percival Bailey ve Harvey Cushing tarafindan ortaya atilmistir (Komori ve ark.,
2018).1940 yilinda néropatolog Hans Joachim Scherer, glioblastomlar1 primer (birincil)
ve ikincil (sekonder) glioblastom ifadesini ilk kez ifade etmistir. 1940 yilinda oldugu
goz Oniline alindiginda zamanin bilgi ve literatliriine gore ¢ok 6nde olan caligsmalar

yapmustir.  Scherer, glioblastomlari; astrositomlarda meydana gelen ikincil
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glioblastomlarin, primer glioblastomlardan daha farkli oldugunu, bu yiizden bu
gliblastomlarin ayirt edilmesini  ve ayrica primer glioblastomlarin; sikintili
glioblastomlarin sebebi oldugunu bildirmistir (Kleihues ve Ohgaki, 1999). Nils Ringertz
1950 yilinda farkli tipte astrositom tiimorleri tanimlamis ve bunlarin farkliliklarini

derecelendirmistir (lacob ve Dinca, 2009; Ozduman ve ark., 2019).

2016 yilina kadar gesitli simiflandirmalar yapilmistir ancak giiniimiizde gecerliligini
koruyan WHO 2016 siniflandirmasidir. 2016 yilinda yapilan WHO derecelendirme
sistemine gore, glioma tiimorleri biyolojik davranmislarina, histopatolojik Kriterler
tarafindan belirlenen klinik bulgularina ve malignitelerine gore 4 dereceye ayrilmistir
(Louis ve ark., 2016). Derece-I pilositik astrositom, derece-II diisiikk evre astrositom,
derece-111 anaplastik astrositom ve derece-1V GBM olarak tanimlanmistir.2016 yilinda
yapilan bu smiflandirmada histopatolojiye ek olarak beyin tiimoérlerinin molekiiler
ozellikleri de siniflandirmaya dahil etmistir (Tan ve ark., 2020). Molekiiler parametre
olarak IDH geninde meydana gelen mutasyonlara bakilmistir (Louis ve ark., 2007). IDH
mutasyonlart immiinohistokimyasal olarak tespit edilebilmektedir. Molekiiler diizeyde
glioblastomalar: IDH-vahsi tip ve IDH-mutant olmak iizere ikiye ayrilmustir.

Glioblastomlarin yiizde doksani1 IDH-vahsi tiptedir (Wen ve Huse, 2017).

GBM giiniimiizde yapilan simiflandirilmada 6’ya ayrilmistir: (1) Yetiskin tipi yaygin
gliomalar (yetigkinlerin néro-onkoloji pratiginde birincil beyin tiimérlerinin ¢ogunlugu,
ornegin; glioblastoma, IDH-vahsi tip); (2) Pediatrik tip diffiiz  diisiik  dereceli
gliomalar (iyi bir prognozu olmasi beklenmektedir); (3) Pediatrik tip diffiiz yiiksek
dereceli gliomalar (agresif davranmasi beklenmektedir); (4) Simirlandirilmis astrositik
gliomalar (grup 1, 2 ve 3'teki dogal olarak "yaygin" tiimorlerin aksine, daha kati
biiylime modellerine atifta bulunularak sinirlandirilmistir); (5)Glionéronal ve néronal
tiimorler (noronal  farklilasma  Ozelligine sahip ¢esitli  bir timdr grubu; ve
(6) Ependimomlar (artik ortaya ¢iktig1 bolgeye, histolojik ve molekiiler 6zelliklere gore
smiflandirilmustir). Koroid — Pleksus  #iméorleri,  belirgin  epitelyal  ézellikleri
ile Gliomlar, Glionéronal tiimérler ve Noronal tiimorler Kategorisinden ayrilir (Louis
ve ark., 2021).

IDH vahsi tip GBM, birincil (primer) GBM olarak da bilinmekte ve de novo olarak

gelisim gostermektedir. De novo olarak adlandirilmasinin sebebi ailesel bir gegmisinin
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olmamasi ve hastaligin herhangi bir sebebinin olmayip mutasyonlarin birikmesiyle
gerceklesmesidir (Pisapia, 2017). Birincil GBM'ler de ¢ok diisiik oranda IDHI1 ya da
IDH2 mutasyonlar1 meydana gelmektedir (Agnihotri ve ark., 2014). Primer
glioblastomalarin maling seviyesi daha diisiiktiir ve histopatolojik olarak daha dénceden
teshis edilmesi zordur bu nedenle sadece tani aninda teshis edilmektedir. Primer
glioblastoma genellikle ileri yaslarda ortaya ¢ikmaktadir. Bu hastaligin ortalama olarak
aciga c¢iktigr yas 62 dir. Belirli bir bolgedeki yasayan popiilasyonlara bakildiginda,
primer glioblastomlar kadinlara bakilarak erkeklerde daha sik gozlenmektedir (erkek-
kadin orani, 1:33) (Ohgaki ve Kleihues 2007). Primer (IDH-vahsi tip) GBM'lerin biiyiik
bir kismi (%83) telomeraz ters transkriptaz promotdri (TERTp) mutasyonlari
tagimaktadir. Kisa siire Once yapilan bir ¢calismada; primer (IDH-vahsi tip) GBM tasiyan
hastalarda dogum sonrasinda ¢ok yiiksek siklikta TERTp mutasyonu bulundurdugunu
aciklamistir (Kim ve ark., 2021).

IDH-Mutant Glioblastoma; ikincil (sekonder) olarak siiflandirilir (Pisapia, 2017).
Ayrica sekonder glioblastoma; ilerleyici glioblastoma olarak da bilinmektedir. Fakat bu
adlandirma pek dogru degildir ¢iinkii glioblastoma maling ilerlemenin bir sonucudur.

Sekonder glioblastomanin kendisi ilerleyici degildir (Kleihues ve Ohgaki, 1999).

IDH mutasyonu; gliomalarda ilk kez 2008 yilinda Parsons ve arkadaslari tarafindan
kesfedilmistir. Parsons ve arkadaslar1 glioblastoma teshisi konan hastalarda, yeni nesil
dizileme teknolojisinden faydalanarak; 6ncelikle geng ve sekonder glioblastoma tasiyan
hastalarin %12'sinde IDH mutasyonlarinin varhigimi kesfetmistir. Aymi ¢alisma grubu,
IDH1 mutasyonu tasiayan hastalarin, IDH1 mutasyonu tagimayan hastalara gore daha

1yi sagkalim ve prognoza sahip oldugu ilk kez rapor edilmistir.

Parsons ve arkadaslarimin yaptigi bu g¢alismanin yaymlanmasindan sonra Yan ve
arkadaglari, WHO'niin  belirlmis  oldugu  derece  II/IIl  astrositomlarda,
oligodendrogliomlarda, oligoastrositomlar ve sekonder glioblastomlarin biiyiik bir
kisminin IDH1 ve IDH2 mutasyonlarma sahip oldugunu rapor etmistir. Bu verilere gore
2021 yilinda yapilan smniflandirma ile GBM; IDH geninde mutasyon tasiyan ve
tasimayanlar olmak iizere iki gruba ayrilmistir (Louis ve ark., 2021). Bu hastalarin
ozellikleri Tablo 2.1°de gosterilmistir (Tan ve ark., 2020).
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WHO derece II (diisiik dereceli) yaygin astrositomlardan ya da WHO derece III
anaplastik astrositomlarin ilerlemesiyle sekonder glioblastomlar meydana gelmektedir.
Tan1 konmasi i¢in daha az malign olan astrositomlardan meydana geldigine dair kanitlar
bulmak gerekmektedir. Sekonder GBM'ler, primer GBM'lerin aksine daha erken
yaslarda ortaya c¢ikmaktadir. Ortalama tani yagi 45'dir. Sekonder glioblastomanin,
primer glioblastomadan diger bir farki ise; sekonder glioblastoma kadinlarda daha sik
meydana gelmektedir (erkek-kadin orani, 0:65). Ciinkii sekonder glioblastomanin
genetik bir 6zelligi olan mutasyonlar kadinlarda daha yaygin bir sekilde gozlenmektedir
(Kleihues ve Ohgaki, 1999). IDHI1 mutasyonlar1 neredeyse yalnizca diisiik dereceli
gliomalarda ve ikincil GBM'lerde goriiliir. (Agnihotri ve ark., 2014). Sekonder
GBM'lerde, IDH1'de meydana gelen mutasyonlar genellikle, beyinin frontal ile
temporal loblarinda daha sik olusmaktadir. Bu durum sekonder GBM i¢in ayirt edici bir
ozelliktir (Li ve ark., 2016). IDH-Mutant Glioblastoma daha geng yasta ortaya ¢ikmakta
ve olumlu bir sagkalim gosterdikleri ortaya c¢ikmustir (tablo 2.1) (Mirchia ve
Richardson, 2020).

Tablo 2.1. IDH-Vahsi Tip ve IDH-Mutant Glioblastomlarm Ozellikleri (Tan ve ark.,
2020).

De novo mutasyonlar nedeniyle Diffiiz astrositom, anaplastik
aciga cikar astrositom’dan agiga ¢ikarlar

Yaklagik olarak %90 gibi bir Yaklasik %10 gibi bir oranla
oranla, toplumda ¢ok stk toplumda daha az

gozlenmektedir. rastlanmaktadir.
62 44

Supratentoryal Tercihen frontalde

Dev hiicreli glioblastoma, Histolojik varyanti
gliosarkom, epiteloid glioblastoma  bulunmamaktadir.

_ Yaygin Sinirh

TERT promotér mutasyonu, EGFR | IDH1/IDH 2 mutasyonu, TP53
amplifikasyonu, LOH 10gq, LOH | mutasyonu, ATRX mutasyonu,
10p, PTEN delesyonu, MGMT | PDGFRA amplifikasyonu,
promotdr  metilasyonu, BRAF | LOH 10q, LOH 19q

V600E mutasyon
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2.3.5. Glioblastoma Multiform (GBM) ve Izositrat Dehidrogenaz (IDH) Mutasyonu

Izositrat dehidrojenazlar (IDH), izositrat1 alfa-ketoglutarata (a-KG, 2-oksoglutarat, 2-
OG) doniistiren enzimlerdir. IDH1 ikinci kromozomun 2q33.3 lokusunda
kodlanmaktadir. IDH2 ise on besinci kromozomun 15q26.1 lokusunda kodlanmaktadir.
IDH1 ve IDH2 hiicre igerisinde farkli yerlerde bulunmasina karsin, birbirlerinin
izoenzimleridir. IDH1 ve 2'den (NADP+-bagimli enzimler) farkli olarak IDH3, NAD'ye
baglidir ve trikarboksilik asit dongiisiinde NAD'den NADH'ye indirgenirken izositratin
2-ketoglutarat (2KG)’a doniisiimiinii katalizler (Al-Khallaf, 2017; Ramachandran ve

Colman, 1980). Lipit metabolizmasinda ¢ok 6nemli aktivitelere sahiptir.

IDH proteinlerinde mutasyon oldugu zaman; hiicre trettigi alfa-ketoglutarat miktarini
azaltmaktadir. Gliomalarda meydana gelen IDH mutasyonlarinda temel olarak sitozolik
IDH1'in R132 kodonunda ve mitokondriyal IDH2'de R172 kodonunda meydana
gelmektedir (Sekil 2.3). Meydana gelen bu mutasyonlar; IDH1 ve IDH2'nin, vahsi tip
IDH enzimi aktivitesi ile tretilen 2-OG'yi, onkometabolit oldugu diistiniilen D-2-
hidroksiglutarat (2-HG)'ye ¢evirirler. Bu onkometabolitin asirt iiretilmesi sonucunda
NADPH {iretimini inhibe olur. Bu durum hiicresel metabolizma, genomik kararsizlik ve

redoks homeostazi tizerinde etkilemektedir (Liu ve ark., 2020).

Wild tip / Wild tip Wild tip / R132H R132H/R132H

Izositrat —> a-KG  o-KG —> D-2-HG Inaktif

Sekil 2.3. IDH1'in dimerizasyonu. iki tane monomeri olan vahsi tip IDH1, izositrat1 a-
KG'ye ceviren katalitik bir homodimer meydana getirmektedir. IDH1 mutasyonu
tasiyan hiicrelerde, vahsi bir tip monomer ve R132H mutanti bulunduran monomer
birleserek, bir heterodimer meydana getirmektedir. Heterodimer, D-2-HG sentezlemek
icin a-KG" tiiketen neomorfik aktivite sergilemektedir (Han ve ark., 2020).
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IDH geninde goriilen mutasyonlar yalnizca gliomalarda degil; akut miyeloid 16semi
(AML), intrahepatik kolanjiokarsinom, kondrosarkom ve melanom gibi merkezi sinir

sisteminde meydana gelen diger malignitelerde de gozlenmektedir (Liu ve ark., 2020).
2.4. Timokinon

Corek otu (Nigella sativa), Ranunculaceae (Diigiingicegigiller) familyasina ait olan
sifali bir bitkidir. Coérek otu ayrica siyah kimyon yada siyah tohum olarak da
bilinmektedir. Corek otu; Dogu Akdeniz, Kuzey Afrika, Hint alt kitasi ve Giineybati
Asya'nin genis bir bdlgesine aittir. Ancak Misir, Iran, Yunanistan, Suriye, Arnavutluk,
Tiirkiye, Suudi Arabistan' da gibi bazi iilkeler de yetistirilmektedir. Arapca'daki adiyla
corek otu “Habba sawda” olarak bilinir ve 6liim hari¢ tiim hastaliklar1 tedavi etmek i¢in

kullanilabilecegi ge¢cmisten gilintimiize dek sdylenmistir (Dalli ve ark., 2021).

Corek otu antioksidan, antienflamatuar, immiinomodiilator, antikanser, gibi 6zellikler

tagidigi icin geleneksel tipta bu kadar yaygin kullanilmaktadir (Hannan ve ark., 2021).

Corek otunu degerli kilan en 6nemli 6zelligi tohumlaridir (Sekil 2.4). Tohumlarinda
bircok biyoaktif bilesen bulunmaktadir. Coérek otu tohumlarinda en ¢ok yaglarin
bulundugu gozlemlenmistir. Tohumlarinda; %28,5 oraninda yag, %26,7 oraninda
protein , %24,9 oraninda karbonhidrat, %8,4 oraninda ham lif bulunmaktadir. %50-60
arasinda doymamis linoleik yag asiti, %10 dihomolinoleik asit, %3 eikosadienoik asit,
%20 oleik asit gibi birden fazla doymus yag asitleri bulunmaktadir. Corekotu
tohumlarinda bulunan en 6nemli biyoaktif madde ise timokinon (TQ)' dur (McGrowder
ve ark., 2020).

(b)

Sekil 2.4. (a) ¢orek otu ve (b) tohumlar (Farooq ve ark., 2021).
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Corek otu tohumunun en biyoaktif bilesigi olan TQ, kimyasal olarak CioH120:
molekiiler formiile sahip, 2-izopropil-5-metil-1,4-benzo-kinon olarak da bilinmektedir
(Sekil 2.5) (Zhu ve ark., 2016).

O  CHs
CH,

H3C
Sekil 2.5. Timokinonun 2B ve 3B yapisi, C10 H1202. (Pal ve ark., 2021).

TQ’nun, anti-oksidatif, anti-inflamatuar, imminomodiilator, anti-kanser, anti-
mikrobiyal, hepatoprotektif, hipoglisemik ve antidiyabetik, mide-koruyucu, néro-
koruyucu, kardiyo-koruyucu, nefro-koruyucu, hipolipidemik ve anti-histaminik etkilere

sahip oldugu bir¢ok ¢aligmalarla gosterilmistir (Sekil 2.6).
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Sekil 2.6. NS farmakolojik aktivitelerinin kapsamli 6zeti (Dalli ve ark., 2021) .

TQ ayn1 zamanda hem in vitro hem de in vivo kanser hiicreleri lizerinde antineoplastik,
antiapoptotik ve antiproliferatif etki gostermistir. TQ'nun en ilgi ¢ekici yani ise, kanser
hiicrelerine karst etkili olup, saglikli hiicrelere karsi herhangi bir toksisite

olusturmamasi veya zarar vermemesidir (Ballout ve ark., 2018).
2.5.1.Timokinon ve Kanser

Gliniimiizde tedavisi hala bulunamayan kanser i¢in ¢esitli tedavi secenekleri mevcuttur.
Bunlar arasinda cerrahi, radyoterapi, kemoterapi, hormon tedavisi bulunmaktadir
(Farooq ve ark., 2021). Kemoterapi kanser tedavisi i¢in ilk siralarda yer almaktadir.
Fakat kemoterapi baz1 kanser tiirlerinde toksik etki, bazi kanser tiirlerinde ila¢ direnci,
bazi1 kanser tiirlerinde ise apoptozdan kagmak i¢in sinyal yolaklarini degistirme yetenegi
vermesi sebepleriyle potansiyeli diisiik bir tedavi halini almaktadir. Ayrica kemoterapi
aliminin baska dezavantajlar1 da bulunmaktadir. Diger dezavantajlar arasinda normal ve

saglikli olan hiicrelerin homeostazini bozmaktadir. Tiim bunlar g6z 6niine alindiginda,
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kanser tedavisi i¢in insanlarin maliyet olarak daha rahat ulasabilecegi ve toksik etkileri
az olan gilivenli olan dogal bilesiklerin belirlenmesi 6nem kazanmistir (Ansary ve ark.,

2021; Farooq ve ark., 2021).

TQ bir¢ok kanser hiicreleri iizerinde ve tiimér modellerinde anti-tlimorojenik etkiler
gostermesi sebebiyle son yillarda biiyiik ilgi gormiis dogal {iriindiir. Yapilan ¢ogu
calisma, TQmun glioblastoma, meme, akciger, kolorektal, pankreas, tiroid, osteosarkom
ve prostat kanseri gibi ¢esitli kanser tiirleri {izerinde hiicre proliferasyonunu, invazyonu,
metastazi ve anjiyogenezi inhibe ettigi bir¢ok calismada kanitlanmistir. Diger yapilan
caligmalarda ise, TQ'nun skuamoz karsinom, kolon kanseri, bobrek kanseri ve insan
meme adenokarsinom hiicreleri iizerinde otofajiyi indiikledigi agiklanmistir. Yapilan
birka¢ ¢alismada ise, TQmun glioblastoma hiicreleri iizerinde otofajiyi inhibe ettigi
aciklanmistir (Unal ve ark., 2021). Ayrica apoptozu indiikleyerek ve hiicre déngiisiinii
durdurma gibi aktiviteleri sayesinde kanser lizerinde etkili olmaktadir. TQ'nun énemli
kanser yolaklar1 olan; niikleer faktor-kappa B (NF-xB), p53, STAT3 ve PPAR-y'yi
diizenlemektedir (Kabil ve ark., 2018).
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3. GEREC VE YONTEMLER

Sunulan tez c¢alismasinin deneysel asamalar1 Betiil Ziya Eren Genom ve Kok Hiicre

Merkezi (GENKOK) Arastirma Laboratuvarlarinda gerceklestirilmistir.

3.1. GEREC

3.1.1.Kullanilan cihaz, alet ve sarf malzemeler

Tablo 3.1. Kullanilan Cihazlar

Kullamilan Cihaz

Amaci

-80°CDerin dondurucular

Hiicrelerin dondurulmasi, numunelerin saklanmasi

-20°C Derin dondurucular

Numunelerin ve sarf malzemelerin saklanmasi

Azot tanki Hiicrelerin dondurulmasi
Buzdolab1 Sarf malzemelerin saklanmasi
CO; inkiibatorleri Hiicre kultiir ortami

Steril Kabin LaminAir Class 11

Hiicre kaltiir ortami

Glomax ELISA Reader

Hiicre canlilik testi, MTS

Santrifiij

Santrifiij ve hiicre kiiltiirii

invert Mikroskop

Hiicrelerin goriintiilenmesi

Floresan Mikroskop

Apoptoz deneyinde

Tek kanalh pipet seti

Hiicre kiiltiir galigmalarinda

Su banyosu

Hiicre kiiltiir caligmalarinda

Hassas terazi

Tartma isleminde

Pipet tabancasi

Hiicre kiiltiir caligmalarinda
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Tablo 4.1. Kullanilan Sarf Malzemeleri

Kullamlan Sarf Malzemeleri Amaci

DMEM F12 Medyum Besiyer hazirlanmasinda

FetalBovine Serum Besiyer hazirlanmasinda
Penicillin-Streptomycin Besiyer hazirlanmasinda

L-glutamine Besiyer hazirlanmasinda
Trypsin-EDTA Hiicre pasajlamada

25’1ik Ve 75’lik Hiicre Kiiltiir Flaski Hiicrelerin ¢ogaltilacag kiiltiir kaplart

6 ve 96 Kuyucuklu Hiicre Kiiltiir Klonojenik ve sitotoksite tespit icin ekim
Plakalari kaplar1

Dulbecco Fosfat Tamponlu Salin (DPBS)  Hiicre kiiltiirii

Timokinon Hiicre kiiltiirii
MTS Hiicre canlilik testi
PMS Hiicre canlilik testi
DMSO Hiicre kiilttirti

15 ml'lik ve 50 ml'lik Falkon Tiip Hiicre kiiltiirii
Cryo Tiip Hiicre dondurma
5,10 ve 25 ml'lik Serolojik Pipet Hiicre kiiltiirii
Thoma Lamm Hiicre sayimi
Kristal violet Klonojenik test
Metanol Tripan mavisi

3.2. YONTEM

3.2.1. Hiicre Kiiltiirii

Tez c¢alismamizda IDH-mutant olmayan U-87MG (ATCC® HTB-14™) ve IDH
mutant-U-87(ATCC® HTB-141G™) hiicre hatlar1 kullanildi. Calismamizda kullanilan
hiicreler uygun biliylime besiyeri (medya) kullanilarak 37 °C’de %5 CO:2 igeren
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inkiibatorde g¢ogaltildi. Hiicre ¢ogaltma islemleri (pasaj) laminar air flow igerisinde

steril sartlarda yapildi. Cogaltilan hiicreler uygun sartlarda saklandi.
3.2.1.1. Besiyeri Hazirlanmasi

Dulbecco's Modified Eagle's Medium (DMEM/F12) GBM hiicre hatlariin ¢ogaltilmasi
ve deneylere hazir hale getirilmesi i¢in kullanildi. DMEM/F12 igerisine inaktive edilmis
50 ml fetal sigir serum (FBS) (%5), 5 ml L-glutamin (%1) ve 5 mi
Penisilin/Streptomisin (%]1) eklendi ve uygun sartlarda (+4°C) buzdolabinda saklandi.

Deneylerin hemen 6ncesinde su banyosunda 37°C’de 1sitild1.
3.2.1.2. Hiicrelerin Cogaltilmasi

Hiicre kiiltiirtinde yapilacak olan tiim deneylere baslamadan 6nce, laminar air flow
ultraviyole 1s1n ve %70 etonol ile sterilize edildi. Daha 6nceden sivi azot tankinda (-
196°C) dondurulmus halde bulunan hiicreler buz iizerinde erimeye birakildi. Coziinen
hiicreler steril falkonlara alind1 ve {izerine besiyeri (medya) eklendi. Daha sonra iizerine
medya eklenen hiicreler santrifiij edildi. Santrifiijden sonra supernatant atildi ve pellet
izerine tekrar medya eklenerek pipetaj islemi gerceklestirildi. Pellet miktarina bakilarak
hiicreler ihtiyaca gore flasklara ekildi. Flasklara ekilen hiicreler 37°C %5 CO2’li
inkiibatorde ¢ogaltidi.

3.2.1.3. Hiicrelerin Pasajlanmasi

Flasklara ekilen hiicreler giinliik olarak kontrol edilip, invert mikroskopta incelenmistir.
Flask igerisindeki doluluk orani %80-100 ulastig1 zaman pasajlama yapildi. Pasajlama
islemi i¢in ilk Once; flask tabanina tutunmus olan hiicreleri tabandan ayrimak igin
%0.05’lik Tripsin-EDTA eklendi. Tripsin-EDTA eklenen flask 37°C %5 CO2’li
inkiibatorde 5 dakika bekletildi. Hiicrelerin tabandan kalkip kalkmadigini1 kontrol etmek
amaciyla invert mikroskop aracilig: ile kontrol edildi. Tripsin aktivitesini son vermek
amaci ile flasklara ekledigimiz tripsin miktarinin iki kat1 kadar besiyeri eklendi. Flask
tabani iyice yikanarak hiicreler 15 ml’lik falkon tiiplere aktarildi ve 1500 rpm +4°C’de 5
dk santrifiij edildi. Santrifiij bitiminde supernatant atildi, dibe ¢okmiis pellet seklindeki
hiicrelerin iizerine medya eklenerek pipetaj yapildi. Istenilen miktarda hiicre yeni bir

flaska ekildi.
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3.2.1.3. Hiicrelerin Sayimi
Toplam hiicre siispansiyonun mililitresindeki hiicre sayisini1 hesaplamak i¢in, Thoma

lam1 kullanildi. Thoma laminda sayim yapmak i¢in; santrifiij sonrasinda ¢oken hiicre
pelleti tizerindeki medya (besiyeri) atild1 ve lizerine 1 ml yeni medya (besiyeri) eklendi.
Medya eklendikten sonra hiicrelerin medya icerisinde dagilip siispanse olmast igin
pipetaj islemi yapildi. Siispanse olan hiicre-medya (besiyeri) karistmindan 10 pl alindi
ve Thoma lamia eklendi. Thoma lammin iizeri lamelle kapatildi. Invert mikroskopta
40x biyiitmede hiicreler sayildi. Sayim sonrasinda asagidaki formiille hiicre sayisi

hesaplandi: 1ml’deki hiicre sayis1 = sayilan bolgelerin ortalama sayis1 x 10%.
3.2.1.4. Hiicre Dondurma

Calisma disinda kullanilmayan hiicreler depolanmak iizere %90 tam kiiltiir medyum
ve%10 DMSO (9:1 orani) olacak sekilde dondurularak muhafaza edildi. Bunun ig¢in
hiicreler kademeli sekilde once -80°C’de bekletildi, daha sonra 196°C’lik sivi azot

tankinda ileride kullanilmak tizere saklandi.
3.2.3. Timokinon ile Hiicrelerin Muamele Edilmesi
3.2.3.1. Timokinonun hazirlanmasi

Deneylerler de kullanilan TQ ticari olarak satin alindi1 (Sigma Aldrich, 274666-1G). Toz
seklinde olan TQ, dimetil siilfoksit (DMSO) ¢oziildii ve stok soliisyon -20°C derecede
saklandi. Deneylerde kullanilcak doza uygun olarak stok soliisyon FBS (-) ile
seyreltildi.

3.2.4. Hiicre proliferasyonu (MTS analizi)

Hiicre proliferasyonunu/canliligini belirlemek i¢in 3-(4,5- dimetiltiyazol-2-yl)-5-(3-
karboksimetoksifenil)-2-(4-siilfofenil)-2H-tetrazolyu ~ (MTS)  analizi  kullanildi.
Kullandigimiz TQ nun hiicre proliferasyonu/canlili1 tizerindeki etkisini test etmek igin,
U-87 ve U-87 IDH1-mutant hiicreler 100 ul medya igerisinde 1500 hiicre olacak sekilde
96 kuyucuklu kaplara ekildi. Deney stiresince 37 °C %5 CO2’li etiivde inkiibe edildi.

Hiicreler inkiibasyonlarinin 72. saatinde 0.4,0.8, 1.6, 3.25, 6.25, 12.5, 25, 50, 100 uM
konsantrasyonlarinda TQ ile muamele edildi. Bir boliim hiicrelere ise hi¢bir uygulama

yapilmadi, bir kisim hiicreler ise TQ’nun ¢d6ziiclisi DMSO ile muamele edildi. 24
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saatlik TQ muamelesinden sonra MTS (Cell Titer)/ PMS (Sigma Aldrich, phenazine
methosulfate) 20 ul eklendi ve daha sonra ELISA (Biotek ELx808) okuyucuda 450
nm’de 6l¢iim yapildi. Hiicrelerin %50’sinin 61diigi IC: %50 konsantrasyonu belirlendi.
Belirlenen bu konsantrasyon daha sonraki yapilan biitiin deneylerde hiicrelere

uygulandi.
3.2.5. Klonojenik Analiz

Kanserli hiicrelerin ¢ogalma ve koloni olusturma diizeylerini belirlemek i¢in bu yontem
kullanildi. Koloni olusumu tizerine etkisini test etmek i¢in, U87 ve IDH mutant U87
hiicreleri belirli miktarda medya bulunan 6 kuyucuklu kaplara ekildi ve 37 °C%5
CO2’li etiivde inkiibe edildi. Inkiibasyonlarmin 48. saatinde 0.4, 0.8, 1.6, 3.25, 6.25,
12.5, 25, 50, 100 uM timokinon ile muamele edildi ve 37 °C %5 CO2’li etiivde inkiibe
edildi. Bir boliim hiicrelere ise higbir uygulama yapilmadi, bir kisim hiicreler ise
TQ’nun ¢oziiclisi DMSO ile muamele edildi. Uygulama yapilmayan hiicrelerde yeteri
kadar klon olusumu tespit edildiginde (kabin tabani tamamen doldugunda) kiiltiir
sonlandirild1 (12 giin sonra). Hiicrelerin bulundugu ortamdan medya uzaklastirildi ve
metanolle hazirlanmis %10°luk kristal viyolet ile hiicrelerin boyanmasi saglandi.
Boyay1 uzaklastirmak amaciyla hiicreler distile su ile yikandi. Yikandiktan sonra 6
kuyucuklu kaplar kurumaya birakildi. Kuruma sonrasinda koloniler sayildi ve

fotograflandi.
3.2.6. Hiicre canhlik analizi (Tripan Mavisi ile Boyama)

Hiicre canliligint 6lgmek igin kullanilan bir yontemdir. Canli olmayan hiicrelerin
membran yapisi bozulur ve tripan mavisi hiicre igerisine girmektedir. Bu yiizden, Tripan
mavisi aktivitesini yitirmis olan &li hiicreleri boyamaktadir. TQ’ nun hiicre canliligina
etkisini test etmek i¢in, U87 ve IDH mutant U87 hiicreleri 25’lik flasklara uygun
miktarda (350.000/4 ml medyum) ekilerek 37 °C %S5 CO2’li etiivde inkiibe edildi.
Hiicreler inkiibasyonlarinin 72. saatinde MTS analizi ile belirledigimiz IC:50
konsantrasyonlarda TQ ile muamele edildi. Bir boliim hiicrelere ise hi¢bir uygulama
yapilmadi, bir kisim hiicreler ise TQ’nun ¢oziiciisii DMSO ile muamele edildi. TQ ile
muameleden 24 saat sonra kiiltiir sonlandirildi ve hiicreler siispanse edildi. Epondorf tiip

icerisinde 20 pl hiicre siispansiyonu ve 10 pl tripan mavisi karistirilarak ve 1 dakika
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bekletildi. Sonra, bu karisimdan 10 pl alind1 ve thoma laminda hem boyanan hem de

boyanmayan hiicreler sayildi.
3.2.7. Istatiksel Analiz

Yapilan tiim deneyler en az iicer kere tekrar edilmistir. Istatistik analizler yapilirken igin
Student-t testi kullanilmistir. P degerinin 0.05'ten kiiciik oldugu veriler istatistiksel
olarak anlamli kabul edildi. Yapilan tiim analizler GraphPad Prism 8.2.1 kullanilarak
yapildi.

22



4. BULGULAR

4.1. TQ’nun U87-MG ve IDH mutant U87 GBM hiicrelerinin canlihigina etkisi

U87-MG ve IDH mutant U87 hiicreleri 24 saat 12.5-100 uM arasinda TQ ile muamale
edildi. Farkli konsantrasyonlarda uygulanan TQ’nun hiicrelerin canliligina etkisini
analiz etmek i¢cin MTS analizi yapildi. Analiz sonuglarimiza gére kontrol (muamelesiz)
hiicrelerle karsilastirildiginda, 24 saat 0.4-100 uM arasinda TQ uygulanan; U87-MG
hiicrelerinde 25 pM’dan itibaren hiicre canliliginda azalma bulunurken (Sekil 4.1 A,
Sekil 4.1 B ), IDH mutant U87 hiicrelerinde 6.25 pM’dan itibaren TQ’nun hiicre
canliligini azalttig1 bulundu (Sekil 4.1 B). 100 uM TQ IDH mutant olmayan hiicrelerede
hiicrelerin %50 ‘sini dldiirtirken (p<0,0001, Sekil 4.1 A) IDH mutant U87 hiicrelerinde
50 ve 100 uM TQ’nun, hiicrelerin %90’ 6ldiirdiigii bulundu (p<0,0001, Sekil 4.1 B).
Bu sonuc¢larimiz TQ’nun daha iyi prognoz serileyen IDH mutant U87 hiicreleri igin
daha toksik etkiye sahip oldugunu isaret etti. Ayrica sonuglarimiz TQ nun ¢oziiciisii
olan DMSO’nun uygulandig: hiicreler ile kontrol hiicreleri arasinda hiicre canliligt

acisindan fark olmadig1 bulundu (Sekil 4.1, A-B).
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Sekil 4.1. 24 saat TQ ile muamele edilen U87-MG ve IDH mutant U87 hiicrelerinde
canlilik orani. A) 24 saat 0.4-100 uM TQ ile muamele edilen U87-MG hiicrelerinde
kontrol grubu hiicrelerine goére 100 uM konsantrasyonlarinda anlamli bir azalma
bulundu B) 24 saat 0.4-100 uM TQ ile muamele edilen IDH mutant U87 hiicrelerinde
kontrol grubu hiicrelerine gore 6.25-100 uM konsantrasyonlarinda anlamli bir azalma
goriildii (ns (non-significant): anlamsiz; *p<0.05; ***p<0,001; **p<0.01; ***p<0,001;
****p<0.0001).
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Bu sonuglarimizdan sonra TQ’nun IDH mutant U-87 hiicreleri igin hiicrelerin %50’sini
oldirdigi ve IDH-mutant olmayan US87-MG hiicreleri igin hiicrelerin %90 nin
Oldiirdiigli dozu bulmak i¢in fakli konsantrasyonlarda TQ ile hiicreler muamele edildi ve
MTS analizi yapildi. Analiz sonuglarimiza gore, kontrol (muamelesiz)
karsilastirildiginda, 24 saat 100, 110, 120 ve 200 puM TQ uygulanan U87-MG
hiicrelerinde artan TQ konsantrasyona bagli olarak hiicre 6liim oraninin arttig1 bulundu.
TQ’nun 120 uM’dan itibaren U87-MG hiicrleri i¢in toksik oldugu ve hiicrlerin %
90’nim1 6ldiirdiigi bulundu (Sekil 4.2 A). 24 saat 25, 30, 35, 40, 45 ve 50 uM TQ
uygulanan IDH mutant U87 hiicrelerinde artan TQ dozuna bagli olarak hiicrelerin 6liim
orani artti. Bu hiicreler i¢cin TQ nun IC50 dozu 30 uM olarak bulundu ve 40 uM’dan
itbaren hiicrlerin %90 oraninda 6ldiirdiigii bulundu (Sekil 4.2 B). Ayrica sonuglarimiz
TQ’nun ¢oziiciisii olan DMSO’nun uygulandig hiicreler ile kontrol hiicreleri arasinda
arasinda hiicre canlilif1 agisindan fark olmadigini gosterdi ve DMSO’nun hiicrelerin

canliligina etkisinin olmadigi her iki verimizle de teyit edildi (Sekil 4.2, A-B);
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Sekil 4.2. 24 saat TQ ile muamele edilen U87-MG ve IDH mutant U87 hiicrelerin
canlilik orani. Her iki hiicrede de artan TQ konsantrasyonuna bagli olarak hiicrelerin

canliliginin ~ azaldigit ~ bulundu  (ns(non-significant):  anlamsiz;  *p<0.05;
***p<0,001;****p<0.0001).

MTS analiz sonuglarimizi dogrulamak igin Olii hiicrelere spesik olan Tripan mavisi
kullanilarak hiicreler boyandi. Bunun i¢in; IDH mutant olmayan U87-MG hiicreleri

MTS analiz sonuglarimiza gore buldugumuz hiicrelerin yaklasik %50°sini 6ldigi 100
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ve 110 uM TQ ile 24 saat muamele edildi. IDH mutant U87 hiicreleri, MTS analiz
sonuclarimiza gore buldugumuz hiicrelerin yaklasik %50’sini 61digii 30 ve 35 uM TQ
ile 24 saat muamele edildi. Kontol hiicreleri ve DMSO ile muamele edilen hiicrelerde
tripan mavisi ile boyanan hiicre sayisi ¢ok az bulundu. Kontrol hiicreleri ile
karsilagtirildiginda, 24 saatlik TQ uygulanan her iki hiicre tipinde de hiicrelerin yaklasik
%50’sinin tripan mavisi ile boyandig1 hemen hemen yarisinin ise boyanmadig1 bulundu

(Sekil 4.3, A-D).
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Sekil 4.3. A-B) 24 saat TQ ile muamele edilen U87-MG ve IDH mutant U87
hiicrelerinde tripan mavisi ileboyanan hiicre sayisi. C-D) Her iki hiicrede de artan TQ
konsantrasyonuna bagli olarak hiicrelerin canliligimin azaldigi bulundu. ns (non-
significant): anlamsiz; *p<0.05; ***p<0,001;****p<0.0001.
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4.2. TQ’nun U87-MG ve IDH mutant U87 GBM hiicrelerinin klon olusuma etkisi

IDH mutant olmayan U-87 MG ve IDH mutant U87 hiicreleri inkiibasyonlarinin 48.
saatinde 0.4-200 uM 0.4-100uM TQ ile muamele edildi. Kontrol hiicrelerinde klon
olusumu takip edilerek 12 giin sonra kiiltiir sonlandirildi ve hiicreler boyandi. Boyama
sonras1 fotograflandi koloni sayilar1 sayildi ve istatistiksel analiz yapildi. Analiz
sonuglarimiza gore her iki hiicre tipindede, hi¢bir uygulamanin yapilmadigi kontrol
hiicreleri ve DMSO ile muamele edilen hiicreler arasinda klon olusumu agisindan fark
olmadigr bulundu (Sekil 4.4). Kontrol hiicreleri karsilastirildiginda, IDH mutant
olmayan U-87 MG hiicrelerinde artan TQ dozuna (0.4- 200 uM) bagh olarak klon
olusumunun azaldigr bulundu. Ayrica 120 ve 200 uM TQ dozu ¢ok toksik olup klon
olusumu gozlenmedi (Sekil 4.4 A, B). Kontrol hiicreleri karsilastirildiginda, IDH
mutant U-87 hiicrelerinde artan TQ dozuna (0.4- 200 puM) baghh olarak klon
olusumunun azaldigr bulundu. IDH mutant hiicrelerin IDH mutant olmayan U87-MG
hiicrelerine gére TQ na karst daha duyarli oldugu ve 35 uM’dan itibaren TQ’nun koloni

olusumun tamamen baskiladig: hiicreleri 6ldiirdiigii bulundu (Sekil 4.4 C).
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IDH Mutant U87

B Muamelesiz 0.4 uM 0.8 uM 1.6 uM

40 utM 50 uM 100 uM
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Sekil 4.4. A-B) Timokinon ile muamele edilen U87-MG ve IDH mutant U87
hiicrelerinde koloni olugum orani. C) 0.4-200 pM timokinon ile muamele edilen U87-
MG hiicrelerinde kontrol grubu hiicrelere gore timokinon uygulanan hiicrelerde 6nemli
oranda klon sayisinin azaldigi bulundu. D) 0.4-100 uM timokinon ile muamele edilen
IDH mutant U87 hiicrelerinde kontrol grubu hiicrelere gore timokinon uygulanan

hiicrelerde 6nemli oranda klon sayisinin azaldigi bulundu. ns (non-significant);
**p<0.001; ****p<0.0001.
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5. TARTISMA

Glioblastoma multiform (GBM), en yaygin malign primer beyin tiimoriidiir ve en
agresif kanser tiirlerinden biridir. Tim beyin tiimdrlerinin %50'sinden fazlasini
olusturmaktadir. GBM'nin tedavi yontemleri arasinda; radyoterapi, cerrahi ve alkilleyici
ajan bazli kemoterapidir. (Pazhouhi ve ark., 2016). Uygulanan tedavi yontemlerine
ragmen GBM’ler heterojen olmalari, yiliksek proliferasyon oranlari ve agresif ozellikler
tasimasi nedeniyle tedavilere biiyiikk Olclide direng gelistirmekte ve hastalik niiks
etmektedir. GBM’de ortalama sagkalim stireleri 12 ila 15 ay arasindadir. Bir¢ok hasta
iki y1l i¢inde yasamini kaybetmektedir (Penaranda-Fajardo ve ark., 2019; Stupp ve
ark.,2005). Kemoterapotik ilaclar tarafindan hem normal hiicreler hem de kanserli
hiicreler hedeflendigi i¢in birgok olumsuz yan etkiler icermektedir. Bu nedenle; normal
hiicrelere minimum miktarda sitotoksik olan ve ayni zamanda kanser hiicrelerini
spesifik olarak hedef alan yeni bilesiklerin kesfedilmesine ihtiyag duyulmaktadir. Son
yillarda cesitli dogal bilesiklerin, normal hiicrelere daha az sitotoksisiteye sahip, umut

verici kemoterapdtik ajanlar oldugu gosterilmistir (Gurung ve ark., 2010).

Timokinon (TQ), Nigella sativa Linn (¢orek otu) tohumunda bulunan biyoaktif bir
bilesendir. Nigella sativa, Orta Dogu, Hint ve Avrupa iilkelerinde ylizyillar boyunca;
anti-inflamatuar, antioksidan etkileri bulundugu igin ¢esitli hastaliklari etmek igin
kullanilmistir. Yapilan bazi g¢alismalar TQ'mun antineoplastik 6zellik tasidiginida

gostermistir (Racomave ark., 2013).

TQ, hiicre dongiisiinii, DNA yapisini ve sentezini, yapisal proteinleri (6rnegin tubulin),
apoptotik mekanizmayr ve ROS olusumunu etkileyerek glioma hiicresine 06zgii
sitotoksik etkiler sergileyebilmektedir (Shoieb ve ark., 2003). TQ'nun normal hiicre
dongiisi ilerlemesini durdurdugu ve dolayistyla GBM hiicrelerinin proliferasyonunu

engelleyebildigi yapilan galismalarda agiklanmistir (Darakhshan ve ark.,2015). Yapilan



calismalarda, onaylanmis bir kemoterapi ajan1 olan Temizolomid (TMZ) ve TQ'nun U-
87 MG biiylimesi iizerindeki sinerjik etkisi arastirilmistir. TMZ ve TQ'nun hiicre
proliferasyonunu zamana ve doza bagli bir sekilde onemli Olglide inhibe ettigi

gosterilmistir (Pazhouhi ve ark., 2018)

Birka¢ ¢alisma, TQ'nun farkli fazlarda seyreden hiicre dongiisii evrelerinin durmasina
neden olma yetenegine sahip oldugunu gostermistir (Gali-Muhtasib ve ark., 2004). TQ
tedavisi, siklin D1, siklin E ve CDK inhibitorii p27 (Rajput ve ark., 2013) gibi ¢oklu
hiicre dongiisti diizenleyici proteinlerin ekspresyonunu degistirebilmektedir. Kaspaz

aktivasyonu ve PARP boliinmesi yolu ile apoptozu indiikleyebilir (Li ve ark., 2010).

TQ, apoptoz agisindan; hem p53'e bagimli hem de p53'ten bagimsiz yollar
etkilemektedir (Alhosin ve ark., 2012; Arafa ve ark., 2011). TQ, guanin baz: ile
etkilesime girerek DNA yapisin1 bozar (Zubair ve ark., 2013). Normal hiicrelerde, p53
araciligityla DNA’da olusan hasar i¢in onarimi baslatllirken, GBM hiicrelerinde, p53
muatasyona ugradigt i¢in TQ'nun sebep oldugu DNA hasar1 dogrudan hiicre Sliimiine
neden oldugu bildirilmistir (Gurung ve ark., 2010). DNA'ya bagimli protein kinaz
(DNA-PKcs), genomik biitiinliigii korumak ve DNA sarmallindaki kiriklart onarmak
icin gereklidir (Kurimasa ve ark., 1999).

GBM'de siklikla regiile edilen en Onemli sinyallesme basamaklarindan ikisi, hiicre
biiyiimesini ve proliferasyonunu destekleyen PI3K/Akt/mTOR ve Ras/Rat/MEK/ERK
yolaklaridir (Nakada ve ark., 2011). Yapilan ¢aligmalarda agik adi (PDGF)’nin asir1
ekspresyonun; PI3K sinyali/PTEN inaktivasyonuna yanit olarak NF-kB'nin anormal
yapict aktivasyonunun, hiicre proliferasyonunu ve hiicre sagkalimini kontrol eden
diizenleyici genlerin aktivasyonu yoluyla GBM proliferasyonunu destekleyebilecegi
gosterilmistir (Smith ve ark., 2008). Reseptdr olmayan tirozin kinaz, Focal Adhesion
Kinase (FAK), GBM'de artan hem go¢ hem de istila oranlar ile iliskilendirilmistir
(Beierle ve ark., 2008). FAK sinyali, hiicre dis1 matris (ECM) sinyallerini ERK sinyaline
ileterek ve matris metalloproteinaz- (MMP-2) 2 ve MMP-9'u (Natarajan ve ark., 2003;
Zhao ve Guan, 2009) aktive ederek hiicre yapismasini ve hareketliligini diizenlemektedir.
Yapilan bir¢cok ¢alismada, TQ'nun FAK" asag1 regiile ettigini ve MMP-2 ve MMP-9
aktivasyonunu azalttigin1 ve boylece GBM hiicrelerinin goglinii, yapismasini ve istilasini

azalttigim bildirmistir (Arumugam ve ark., 2016).
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GBM, hiicre dongiisiit ve DNA onarimi, apoptoz, ila¢ direnci, biiylime faktorleri ve
hiicresel sinyal yolaklar ile iliskili ¢ok karmasik diren¢ mekanizmalarina sahiptir (Safari
ve Khoshnevisan, 2015). TQ'nun, direng mekanizmalarinin inhibisyonu yoluyla GBM'nin
ila¢ direncini 6nemli Olc¢iide etkileyebildigi agiklanmistir. TQ c¢esitli sinyal yollarinm
etkileyerek bir tedaviye adjuvan olarak kemosensitizasyonu indiikleyebilir (Cheng ve

ark., 2011).

Literatiir incelemesi yapildiginda; TQ’nun IDH Mutant GBM hiicrelerinde etkisini
arastiran bir c¢alisma bulunmamaktadir. IDH-mutant GBM’ler IDH-mutant olmayan
GBM’lere gore daha iyi prognoz sergilemektedir. IDH-mutasyonu tasiyan hastalarin,
IDH-mutasyonu tagimayan hastalara kiyasla anlamli dl¢iide daha uzun genel sagkalima
sahip oldugunu gostermistir. IDH (-) IDH-mutasyonu tasimayan hastalar 9-15 ay kadar
bir sagkalim gosterirken, IDH-mutasyonu tasiyan hastalar ortalama 24-31 aylik bir
sagkalim gosterdikleri rapor edilmistir (Mirchia ve Richardson, 2020). Bu farliligin
nedeni tam olarak anlasilmamistir. Ancak IDH mutasyonu sonucunda, o-KG’in
onkometaboliT olan 2-HG doniisiimii sirasinda ¢ok fazla NADPH harcanir ve NADPH
seviyesi azalir. NAPDH’in, beyin dokusunda oksitlenmis glutatyon ve tiyoredoksini
azaltip hiicreleri lipid peroksidasyonuna ve oksidatif DNA hasarma karst korur.
Dolayisyla, IDH-mutasyonlu hastalarda 2-HG olusumu sirasinda, NADPH seviyesi
azaldig1 icin hiicreler serbest radikaller ve ROS yoluyla strese daha duyarli hale gelir
(Waitkus ve ark.,2016). Daha onceki c¢alismalarda TQ'nun GBM hiicrelerinde DNA
hasarina yol agarak hiicre 6liimiine neden oldugu gosterilmistir (Gurung ve ark., 2010).
Bu bilgiden hareketle sunulan tez ¢aligmasinda zaten oksidatif DNA hasarina duyarli olan
IDH-mutant hiicrelerde TQ’nun IDH-mutant olmayan hiicrelere goére daha etkin
olabilecegi hipotezlenmisti. Bu hipotezimizi test etmek i¢in karsilastirilmali olarak IDH-
mutant  ve IDH-mutant  olmayan = GBM  hiicrelerde = TQ’nun  hiicre
canliligi/proiliferasyonuna etkisi arastirildi. Arastirma sonuglarimiza gére TQ’nun IDH-
mutan hiicrelerde daha etkili oldugunu diisiik konsantrasyonlarda bile toksik etki

gosterdigi bulundu.

Calisma sonuglarimiza gore, IDH-mutasyonlu hastalar da TQ’nun kemoterdpatiklerle

kombin kullaniminin kemoterdpatik ilaglarin etkinligini artirabilecegini gostermistir.

37



Sonug olarak, mevcut verilerimiz IDH-mutasyonlu GBM hastalarinin tedavisinde yeni bir

yaklasimin kapisini agmakta ve in vivo ¢alismalarin yapilmasi onerilmektedir
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