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TESEKKUR

Tezimin yapilmasinda biiyilk desteginden dolayr TUBITAK 113S083 nolu
projeye en icten tesekkiirlerimi bildiriyorum. OYP birimine iki genetik materyalin
aliminda verdigi destekten dolayr tesekkiir ediyorum. Tezimin primer ve prob
materyallerinin aliminda, PCR ve RNA izolasyonunda kullanilan Qiagen cihazini
kullanmamda bana verdigi biiyiik desteklerinden dolayr TUBITAK 113S083 nolu
projeye en icten tesekkiirlerimi bildiriyorum. OYP birimine tezimin yapiminda
kullandigim kimyasallarin aliminda verdigi destekten dolay1 tesekkiir ediyorum.

Bu tez calismasinda ihtiyag¢ duydugum her tiirlii bilgi ve destegi benden
esirgemeyerek, her an yanimda olan tez yoneticim ve degerli danigmanim Sayin Prof.
Dr. Ahmet HACIMUFTUOGLU’na sonsuz tesekkiir ederek, kisisel ve akademik
hayatta kendisine sagliklar ve basarilar diliyorum.

Van yiiziincii yil tiniversitesinden Saym Dog¢. Dr. Mehmet TASPINAR’a kanser
hiicrelerinin hazirlanmasinda yardimlarindan dolayr ¢ok tesekkiir ederim. Bu tezi,
yanimda dimdik duran ve her zaman destekleriyle ilerlememi saglayan sevgili esime
hediye ediyorum. Her zaman bana umut ve 6giitler ile bir hayat yasatan, sevgili Annem
ve degerli Babama saglik ve mutluluk dolu bir yasam arzu eder tesekkiir ederim.
Tezimin farkli kisimlarinda yardimer olan ekip arkadaslarima sonsuz tesekkiir ederim.

Kemal Alp NALCI



OZET

Seftriaksonun Ekzitator Aminoasit Tasiyic1 1 (EAATL), EAAT2, EAATS
Blokerleriyle Birlikte Kullaniminin Sican GBM Hiicre Hatt1 Uzerindeki

Etkilerinin Incelenmesi

Amac¢: Bu calismanin amaci; seftriaksonun EAAT1,EAAT2 ve EAAT3
blokerleri ile birlikte kullanimiin, GBM hiicrelerindeki SLC1A1, SLC1A2 ve SLC1A3
genlerinin ekspresyon diizeylerine bakilmasi ve MTT testi ile kanser hiicreleri
tizerindeki sitotoksitenin incelenmesidir.

Mataryel ve Metod: Bu calismada, Slcla-1, Slcla-2 ve Slcla-3 genlerinin
ekspresyon diizeyleri Real-TimePCR ile ve sitotoksisite testleri ise MTT yontemiyle ile
belirlendi. Istatistiksel analiz One-Way ANOVA SPSS 20.0 ile degerlendirildi.

Bulgular: In-vitro sonuglarimiza gore kullandigimiz inhibitérler en yiiksek
canlilik oranini gostermektedirler. En diisiik canlilik seftriakson ve tiim gruplarin
birlikte kombinasyonlarinda goriilmektedir. Gen ekspresyonu sonuglarimiza goére
tranporter ekspresyonlart tiim inhibitér ilaglarimizda kontrole gore biiyiik disiis
gostermektedir. Saf sektriakson grubunda EAATI1 hari¢ diger transporterlarin
ekspresyonunu arttirdigi tespit edilmistir. Seftriaksonun EAAT?2 {izerindeki aktive edici
etkisine ragmen TFB-TBOA grubu seftriaksonla birlikte kullanildiginda ekspresyonu
arttirmadig1 tespit edilmistir.

Sonug: Seftriakson grubunun hiicre canliligi bakimindan diger gruplara kiyasla
en ¢ok hiicre oliimiine sebep olan grup oldugunu gozlemledik. Elde ettigimiz sonuglara
gore Seftriakson oOzellikle SLC1A2 ve kismen SLC1Al geninin ekspresyonlarini
artirmigtir. Zit 6zellikler gosteren iki madde olan Seftriakson ve TFB-TBOA birlikte
kullanildiginda TFB-TBOA’nin bloke edici etkisinin seftriaksonun aktive edici etkisine

baskin geldigini gozlemledik.

Anahtar Kelimeler: EAAT1, EAAT2, EAAT3, GBM, MTT, REAL TIME
PCR, Seftriakson.



ABSTRACT

In-Vitro Evaluation the Effects of Ceftriaxone With/Without Excitatory Amino

Acid Transporter(EAAT1), EAAT2, EAAT3 Blockers on GBM Cell Line

Aim: The aim of this study is in-vitro evaluation the effects of ceftriaxone
with/without Excitatory Amino Acid Transporter(EAAT1), EAAT2, EAAT3 blockers
on GBM cell line, to figure out the SLC1A1, SLC1A2 ve SLC1A3 expression levels
and to determine cell survival with MTT test.

Matherial and Method: In this study Slcla-1, Slcla-2 ve Slcla-3 gene levels
measured with REAL TiIME PCR and the cytotoxicity measured with MTT test. The
statistical analyze is evaluated with One-Way ANOVA SPSS 20.0.

Results: According to our in-vitro results our inhibitors showed the highest
survival rate. Other hand the least survival rate is observed at ceftriaxone and it’s
combination with other groups. In accordance with our gene expression results, the
transporter expressions showed big decrease with inhibitér drugs compare to control
group. In alone ceftriaxone group all transporter expressions increased but EAATL1 . In
spite of ceftriaxone’s activator effect on EAAT2, in TFB-TBOA+Ceftriaxone group the
EAAT2 expression didn’t increase.

Conclusion: Compare to other groups ceftriaxone showed the least cell survival
rate. Considering our results ceftriaxone specially SLC1A2 expression and relatively
SLC1AL1 expression. When two controversal compound ceftriaxone and TFB-TBOA
are used at the same time the inhibitor effect of TFB-TBOA is potent to the activator
affect of ceftriaxone.

Key Words: Ceftriaxone, GBM, EAAT1, EAAT2, EAAT3, MTT, Real-Time

PCR

Vi
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1. GIRIS

GBM (Gliablastoma multiforme), son derece saldirgan bir kanser tiirii olmakla
beraber, sinir sistemi kapsaminda degerlendirilen glial hiicrelerden koken almaktadir.
Primer bir beyin tiimori olan GBM, beyin kanseri nedeniyle meydana gelen 6liimlerin
%77’ sinin sebebi olarak kaydedilmistir. Cerrahi, radyoterapi, kemoterapi gibi pek ¢ok
islemi kapsayan bir tedavi yaklasimi ile GBM tiimdriine sahip hastalarin tedavi edilmesi
amagclanmaktadir.

Her ne kadar multidisipliner bir yaklasimla tedavi edilmeye ¢alisiliyor olsa da
GBM tiimdriiniin kesin olarak bir tedavisi ortaya konulmus degildir. Bir veya daha fazla
kimyasal nitelikteki ilacin kullanilmasiyla kanser hiicrelerini ortadan kaldirmay1
hedefleyen kemoterapi tedavi yonteminde, kematerapdtiklerin saglikli hiicreler iizerinde
de olumsuz etkileri olmasi bu tedavi yonteminin kullanimini sinirlandirmaktadir. Neden
oldugu bu yan etkiler sebebiyle kematerapotiklerle yapilmasi hedeflenen tedavi sekilleri
lizerine caligmalar yetersiz kalmaktadir. Saglikli hiicreler lizerine olumsuz etkilerde
bulunmayacak, timor hiicresi hedefli tedavi yontemlerinin gelistirilmesine yonelik
calismalar son donemlerde biiyiik 6nem kazanmustir.

Tiimdr hiicrelerine yonelik spesifik bir tedavi yaklasimi kapsaminda, oncelikli
olarak GBM hiicrelerinin glutamatla iliskisinin anlasilmasinin 6nemli oldugu agikca
goriilmektedir. Bu dogrultuda yaptigimiz ¢alismada, GBM U87-MG kanser hiicre
hattinin  oncelikle glutamat tasiyicilarinin bloklanmasi, ardindan bu tasiyicilarin
seftirakson ile aktif hale getirilmesi amaglandi. Hemen akabinde bu islemin sonucu
olarak glutamat tasiyicilarini ifade eden genlerin ekspresyon seviyesinde degisiklik olup

olmadigina bakilarak, bu siirecin hiicre toksisitesi iizerine etkisinin incelenmesi

hedeflendi.



Elde edilen veriler dogrultusunda GBM hiicrelerinin hiicre hedefli yok edilmesi
noktasinda, glutamat tasiyicilarinin  gen ekspresyon seviyelerinin anlasilmasi

saglanabilecek, bu kapsamda yeni tedavi yaklasimlar gelistirilebilecektir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Merkezi Sinir Sistemi

Insan viicudunda yer alan sinir sistemi temelde ikiye ayrilarak, merkezi sinir
sistemi (MSS) ve periferik sinir sistemi (PSS) olarak ifade edilmektedir (Sekil 1.1).
PSS’nin asil gorevi, dis diinyadan insan viicuduna ulasan algi ve duyular, gelen

uyartiya 0zgii olan MSS bélgesine iletmektir.

/ Sinir sistemi
Merkezi sinir sistemi Perifer sinir sistemi
Beyin omurilik Organlara uzanan sinirler

Sekil 2.1. MSS ve PSS

Insan sinir sistemi kapsaminda iki farkli hiicreden temel anlamda s6z etmek
miimkiin olmaktadir: Noron ve glial hiicreler. Sinir sisteminde hiicre kitle oranina
baktigimizda bu sistemin %10’unu noronlar ve %90°nin1 glial hiicreleri olusturmaktadir
(Sekil 2.2)! Glial hiicrelerin isimleri, Yunanca bir kelime olan “Gli” kelimesinden
gelmekte, bu kelimenin de Yunan dilindeki karsiligi yapiskan, yapiskan goriiniimli
olarak ifade edilmektedir. Ilk kez 1858 yillarinda bu kelime patolog Rudolf Ludwig
Karl Virchow tarafindan sinir macunu terimi olarak kullanilmistir?.

Glia hiicreleri canlilar aleminde yer alan omurgasizlar sinifindan, memelilere
kadar oldukg¢a genis bir aralikta canli grubunda yer almaktadir. Bu hiicrelerin farkl
canlilarda degisik bi¢im, form ve sekillere sahip oldugu goriilmektedir. Bir canlinin

blytikligl ne kadar fazla ise, sahip oldugu glial hiicre miktar1 da bu biiyiikliikle dogru



orantil1 bir bigimde artis gdstermektedir. Iplik kurdunda birkag adet glial hiicresi, meyve
sinegi beyninin %25’i, rat beyninin %651, insan beyninin %90’1 ve fil beyninin

%97’sinin glial hiicre oldugu saptanmustir 2

. Gelismislik oranina paralel olarak
canlilarda yer alan glial hiicrelerin miktar1 kadar ¢esitliligi, fonksiyonu ve gerekliligi de

dogru orantili bir bigimde artis géstermektedir.

Sinir sistemi hiicreleri oram

e N\

Noron Glia
%10 %90
Makroglialar Mikroglialar l
Schwann
%85-90 %10-15 hiicreleri
Astrosit hiicreleri Epandimal hiicreleri
%85 %5

Oligadendrosit hicreler

%10

Sekil 2.2. Makroglia ve Mikroglia

Noronlarin g¢evresini ¢epegevre saran, ndronlara fiziksel destek saglayan glial
hiicreler, oksijen ve besin alimi konusunda da noéronlara yardimer olmaktadir. Ayrica,
atiklarin uzaklastirilmasi, néron iletisimi, patojenlerden ortadan kaldirilmasi, 6len hiicre
ve ndronlarm temizlenmesine kadar cesitli gérevlerde yer almaktadirlar®.

Sinir sisteminde yer alan bu iki temel hiicrenin birbirinden farkli oldugu pek ¢ok
nokta soz konusudur. Noronlar gelen uyartilara karsilik olarak bir aksiyon potansiyeli
olusturmaktadir. Ancak glial hiicrelerin bdyle bir fonksiyon gergeklestiremedigi

bilinmektedir. Glial hiicreler mitoz evreyi tamamladiklarindan boliine bilmektedirler



ancak noronlar post-mitotik evrede kaldiklarindan mitoz boliinmeyi tamamlayamazlar
dolayistyla boliinmeleri gergeklesmez 4.

Bu iki hiicre tiiriiniin tek ortak yonii ektodermden koken almalaridir®.
Embriyogenezin ilk asamasinda, glial hiicreler farkli prekiirsor molekiiller salgilayarak
akson ve dendrit gelisimine, néron gocline ve noronlarin lokalizasyonuna rehberlik
ederler 1 5. Glial hiicreler ¢ok daha dinamik bir yapiya sahip olmasi ve plastisitesi ile
diger hiicrelerden ayrilmaktadir. Glial hiicreler, hiicre-hiicre, hiicre-matriks iligkisi
bakimindan da farklilik gdstererek, noronlara kiyasla ¢ok daha esnek bir iletisim
yapisinda oldugunu ortaya koymaktadir. Bu oOzellik onlarin MSS igerisinde,
kemokinlerin sinyallerine gére goc edebilmelerini saglamaktadir °.

2.2. Glial Hiicrelerinin Simiflandirilmasi

Glial hiicrelerin  simiflandirilmasinda  kullanilan  parametreler; hiicrenin

morfolojisi, fonksiyonu ve yerlesim gosterdigi konumu olarak belirlenmistir. Bu ii¢

parametreye gore glial hiicrelerin siniflandirildigi gériilmektedir (Sekil 2.3).

Sekil 2.3. Glial hiicrelerin degisik goriintiileri >



MSS kapsaminda yer alan iki hiicre grubu vardir: Makroglia ve mikroglia. PSS
kapsaminda ise yalnizca Schwann hiicreleri yer almaktadir. MSS’nde yer alan
makroglia hiicre grubu beynin % 90’11 olusturmakta olan glial hiicrelerin %85-90’11k
kismini teskil etmektedir. Mikroglialar ise, sinir sisteminde yer alan glial hiicrelerin
%10-15’ini olusturmaktadir. Makroglialar ile mikroglialar embriyonik kdken agisindan
farklilkk arz etmektedir. Makroglialar ektodermden gelismisken, mikroglialar
hematopoetik dokudan koken almiglardir. PSS ‘nin yegane hiicrelerinden olan ve
omurilikte yer alan schwann hiicreleri ile satellit hiicrelerinin kdkeni ise ndronal kresttir.

2.2.1. Makroglialar

2.2.1.1. Astrositler

Glial hiicrelerin biiyiik bir ¢ogunlugunu olusturmakta olan makroglialarin biiyiik
bir boliimiinii astrositler teskil etmektedir. Glial hiicrelerin %80’ini olusturmakta olan
astrositlerin fonksiyonel agidan beynin en 6nemli grubunu olusturdugu bilinmektedir
(Sekil 1.4). Yunancada yildiz anlamina gelen ‘astro’ kelimesinden tiireilmis isme sahip
olan astrositler, beynin farkli béliimiinde yer alan diger astrositlerle iletisim kurabilme
kapasitesindedirler. Bu iletisim kabiliyeti elektriksel iletiden degil, yarattiklar1 Ca*? iyon
dalgasindan ileri gelmektedir. Elde edilmis olan bu bulgular dolayisiyla, astrositlerin
beyinde diisliniilenden ¢ok daha fazla role sahip olmas1 durumu son zamanlarda yapilan
arastirmalara konu olmaktadir.

Baz fonksiyonlar:

1- Pek cok hormon ve sitokin salgilayarak embriyonik donemde néronlarin

beynin farkli bolgelerine go¢ edip yerlesmelerini saglamaktadir.

2- Noron hiicrelerine destek vererek, ihtiya¢ duyduklart O2 ve besini tedarik

etmektedir.



3- Noron-astrosit iletisimini diizenlemek adina, astrositler hiicre zarlarinda yer
alan nérotransmitter ve hormon reseptdrlerine baglanan Ca*? iyon yolagimi
aktif ederler.

4- Bilgi siireci.

5- Sinaps plastisitesini diizenler.

6- Beyne girecek olan kan miktarin1 ayarlamak adina kan beyin bariyeri (KBB)
dengesini saglamak adina pek ¢cok madde salinimi saglayarak damar ¢apinda
gerceklesecek genisligi kontrol altinda tutarlar ve bunun yaninda néron
aktivitesinin artisinda denge saglayabilmek adina kan akisini artirirlar.

7- Beyinde yer alan K* iyon seviyesini korurlar.

8- Daha oOnce salgilanmis olan norotransmitter maddelerin yeniden ndronal
iletim sirkiilasyonuna katilimini saglarlar.

9- Fonksiyonlar1 dolayisiyla pek c¢ok hastalikla iliskilidirler: Depresyon,
Alzheimer, noronal dejenerasyon ve rejenerasyon, Multipl Skleroz,
Amyotrofik Lateral Skleroz, hepatik ensefalopati, hafiza kayb1 ve c¢esitli
metabolik hastaliklar gibi.

Morfolojik olarak farklilik gostermesi dolayisiyla protoplazmik ve fibroz
seklinde iki farkli astrosit tiirii vardir. Dis goriintimleri farkli olsa dahi, protoplazmik ve
fibroz astrositlerin gorevleri birbirilerine olduk¢a benzerdir. Morfolojileri bakimindan
protoplazmik astrositler, cok sayida, kisa, kalin uzantilara sahip olan ve gri cevherde
kendine yer edinen hiicrelerdir. Sahip olduklar1 bu uzantilar ile noronlarin hiicre
gbovdesinden sinaptik kisimlarina dogru uzama sergilemektedirler.

Protoplazmik astrositler de kendi iglerinde morfolojik olarak g¢esitlilik arz

etmektedir. Bulunduklar1 konumlar, sahip olduklar1 reseptér ve transporterler



bakimindan 6n beyin ve arka beyinde yer almakta olan astrositlerin birbirinden farkli

oldugu goriilmektedir.
1 pia

molecular layer

grey matter

granular layer

white matter

~ VI- = subependymal

basal membrane. zone
labyrinth(s)
X ependyma
microvill cilium ventricle

Sekil 2.4. Degisik morfolojideki astrositler®
*la-pial tanisit, Ib damar tanisiti, 1l radyal astrositi, 111 marginal astrosit, I\ protoplasmik astroit, V valet
astrositi, VI fibroz astrosit, VIl pre vaskular astrosit, VIII interlaminar astrosit, IX imagiir astrosit, X

epandim hiicreleri ve XI kroid pleksus hiicreleri.

Protoplazmik astrositlerin tersine, fibroz astrositler {izerinde dallanmanin az
oldugu, tek ve uzun bir dala sahip olduklar1 ve yerleskelerinin de genellikle ak cevher
oldugu goriilmiistiir. Fibroz astrositler ¢ogunlukla beyaz maddede bulunduklari i¢in
noronlarin aksonlariyla irtibat halindedirler® .

2.2.1.2. Oligodendro Glialar

Oligodendro glialara oligodendrosit de denilmektedir. Bu hiicreler makroglia
hiicre grubunun %15°lik bir kismin1 olusturmaktadir. Noronlarin yalittmini saglayan
lipit yapisindaki myelin maddesiyle aksonlar1 6rtme goérevine sahiptirler. Elektriksel
iletim hizin1 artiran bu yalitim islemi, myelinlesme adi verilen bir olayla
gerceklesmektedir. Bu olayin temelinde akson {izerinde yer almakta olan iyon

kanallarinin kiimelesmesi yer almaktadir. Olas1 hasar durumunda, myelinlesme bozulur



ve dolayisiyla bazi hastaliklarin gelismesine (6rnegin Multipl skleroz ve kalitsal
noropati) neden olur®.

2.2.1.3. Ependimal Hiicreler

Makroglia hiicre grubu kapsaminda yer almakta olan ependimal hiicreler, yani
ependimositler, bu hiicre grubunda %35’lik bir yer kaplamaktadir. Bu hiicrelerin gorevi
kapsaminda ventrikiillerin ¢eperlerini kaplamak yer almaktadir. Bunun yaninda beyin
omurilik sivisin1 iiretmektedirler. Ayrica iiretimini gerceklestirdikleri bu sivinin
ventrikiillere salinimin1 saglamaktadirlar. Bu fonksiyonlar genel olarak beyin basincinin
dengede kalmasini saglamaktadir. Ayrica bu hiicreler, beyni mekanik darbelere karsi
koruma goérevine de sahiptirler. Noron hiicreleri ile glial hiicreler arasinda kalan sivinin
yeniden kan dolasimina katilmasini saglayan hiicreler de ependimositlerdir.

2.2.1.4. Radyal Glia Hiicreleri

Noroepitel hiicrelerden koken almakta olan radyal hiicreler, néroepitel hiicrelere
kiyasla ¢ok daha az miktarda farklilagma kabiliyetine sahiptir. Bu hiicreler
embriyogenik sinir sisteminin gelisim siirecinde néronlarin go¢ etmesinde sorumluluk
tistlenmistir. Noron hiicrelerinin yerlesimi tamamlandiktan sonra bu hiicreler
protoplazmik astrositlere déniisiirler® .Evrimi tamamlanmis beyinde, radyal glia
hiicreleri beyincikte (bregmann glial hiicreleri) ve retinada (Miiller hiicreleri)
bulunurlar *.

2.2.1.5. Schwann Hiicreleri

Glial hiicre grubu kapsaminda yer alan hiicrelerin omurilikte yer alan kismidir.
PSS grubu igerisinde sayilan bu hiicreler, ayni zamanda oligodendrositlerin de
iistlendikleri akson yalitimi gdrevi yerine getirmektedir. Sinaps olusumunda yardimci

hiicre tipidir 3.



2.2.2. Mikroglia Hiicreleri

MSS kapsamindaki hiicre gruplar1 arasinda yer almakta ve bu hiicre gruplarinin
%10-15’1ik kismin1 olusturmaktadirlar. Norondan gelismemislerdir. Mikroglialar
mezodermden gelismistir ve hematopoetik kdkene sahiptir. Morfolojileri dikddrtgen
yapida ve heterojen bir goriiniim sergilemektedir. Isminden de anlasilacagi gibi bu
hiicrelerin boyutlar1 makroglialara kiyasla ¢ok daha kiictiktiir. Erken gelisim evrelerinde
beyne yerlesen makrofajlar, mikroglialarin kokenini teskil etmektedir. Fagosit 6zelligi
ve goc edebilme yetenegine sahiplerdir . Beyin parankimasinda bir hasar olusum
durumu s6z konusu oldugunda, mikroglialara o ¢evrede yer almakta olan hiicrelerden
gonderilen sinyaller neticesinde bu hiicreler fonksiyon gostermektedir. Ortaya ¢ikan
hasari tespit eder, enfeksiyon olup olmadigini saptar ve bu dogrultuda ¢ogalarak hasarl
dokuyu, 6lii hiicreleri ortadan kaldirirlar. Bagisiklik sisteminde yer alan makrofajlarin
sahip oldugu fagositoz kabiliyeti, bu hiicrelerde ayni1 oranda yer almamaktadir.
Mikroglialarin bu hasarli dokuyu ortadan kaldirma 6zelligi, 6zellikle sinir sisteminin
gelisimi sirasinda ortaya ¢ikan anormal ve dogru olmayan sinaptik olusumlarini yok
etmede onem kazanmaktadir. Bu durumun akabinde sinapslar1 yeniden sekillendiren ve
noronal ag1 yapilandiran yine mikroglia hiicreleridir. Bu fonksiyonlar1 kapsaminda
dejeneratif noronal hastaliklarin ortaya ¢ikmasi halinde mikroglialarin da efektif bir
form kazandigi belirlenmistir. Ama aktif hale gelen mikroglialarin bu hastaliklarin
iyilesme siirecine nasil katk1 sagladiklar tam olarak bilinmemektedir 3.

2.3. Glial Hiicreler ve Hastahklari

Sinir sisteminde yer alan hiicrelerin  %90’lik kismini1 glial hiicreler
olusturmaktadir. Bu ylizden sinir sistemi ile ilgili her turlu hastaligin (glial kanserler,
travmatik hasarlar, felce neden olan hastaliklar, omurilik hasarlari, epilepsi nobetleri,

Alzheimer hastaligi, Parkinson, otizm vb.) patogenezinde yer almaktadirlar®. Omurilikte
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bir hasar olusmasi halinde, astrositlerin bag dokusuna doniistiigli ve bu durumun
aksonlarin yenilenmesinin oniine gectigi anlagilmistir. ALS hastaliginda ise astrositlerin
salgiladiklar1 toksik etkiye sahip bir madde dolayisiyla motor ndronlar1 yok ettigi
gorilmistiir. Otoimmiin hastaliklarin sinir sisteminde vuku bulan halleri s6z konusu
oldugunda, en ¢ok zarar1 oligodendrosit hiicreleri gormektedir. Ayrica astrositlerin
hasar1 sonucu ortaya ¢ikan en Oliimcil hastaliklarin  basinda “gliomalar”
gelmektedirt > 78,

2.4. Glioblastoma Multiforme

1863 yilinda Virchow tarafindan Glioblastoma multiforme (GBM) ilk defa
tanimlanmustir. 1914°te Mallory tarafindan spongioblastoma, 1926°da yilinda Bailey ve
Cushing tarafindan GBM terimi kullanilmaya baslandi. GBM, 1940 yilindan itibaren,
Hans-Joachim tarafindan primer ve sekonder olarak 2 alt tipe ayrilmistir®. Beyin kanser
vakalarmin %90-95’lik kismmi GBM olusturmaktadir. Ortaya ¢ikmasiyla baglayan ilk
tic aylik siire icerisinde klinik belirtileri olduk¢a hizli bir sekilde kendini gdsterir.
Sekonder GBM ise %5-10’luk kisimda yer almaktadir. Bunun yaninda sekonder GBM
vakalarmin genel olarak kokeni, diisiik dereceli astrositom ve anaplastik astrositomadir.
Nispeten geng bireylerde goriilen sekonder GBM’in klinik belirtilerinin ortaya ¢ikis
sliresi aylari, hatta bir yili dahi bulabilmektedir. Her sene, 100,000 kisiden 5-6 Kisiye
beyin tiimérii teshis konulur ve bu vakalarin %80’ini GBM teskil eder °.

Beyin kanserleri igerisinde GBM oldukg¢a 6nemli bir yere sahiptir. World Health
Organization (WHO)’e gore habis GBM’ler grad IIL.IV. i¢inde yer almaktadir. WHO
taniminda belirtilen seviyeler ¢ekirdek yapisi, mitotik aktivite, damarlanma, nekroz,
cogalma hizi, klinik belirtileri ve tedaviye verilen yanita gore belirlenmistir'!. GBM,
Amerika’da her yil teshisi yapilan 10.000 vakada yer almakta ve her 100.000 kisiden

3’liniin Oliimiiyle sonug¢lanan bir hastalik olarak anilmaktadir. GBM’in diger beyin
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kanserleri igerisindeki yerine bakilacak olursa, MSS habis tiimorlerinin %45,5’lik
kismini, primer habis tiimorlerin tamamini ve habis gliomalaron %54,4’liikk kismini
kapsadig1 agik¢a goriilebilmektedir. GBM’in goriilme siklig1 45-70 yas arasindadir?. 64
yas1 olan erkeklerde teshis edilen GBM vakalar1 ayn1 yasta olan kadinlara gore 1,5 kat
daha fazladir ve beyaz irklarda goriilme siklig1 siyah irklara gore 2 kat daha fazladir®®,

2.5. Klinik Belirtileri

GBM teshisine sahip hastalarin sahip oldugu ilk klinik belirtiler; bas agrisi,
bulanti, kusma, gorsel bozukluklar (¢ift gérme, odaklanma bozukluklar1 vb.), hafiza
kaybi, artmis kafa i¢i basinci, motor islev bozuklugu (kismi felg, ayakta durmakta
zorluk vb.), konusma bozukluklari, konviilziyon, kisilik degisikligi ve ndbetler olarak
goriilmiistiir. Kanser dokusunun yer aldig1 beyin bolgesine gore GBM teshisli hastalarin
klinik belirtileri degismektedir. GBM’in ilk teshisi Manyetik rezonans goriintiileme
(MRI) cihaziyla yapilmaktadir®®,

2.6. Tam ve Evreleri

Klinik olarak kendini gosteren belirtilerin ardindan kullanilan ilk goriintiileme
sistemi radyografik yontemlerdir. Bu yontemler igerisinde; MRI, bilgisayar tomografisi
(CT), T1 ve T2 goriintiileme yer almaktadir. Bu yontemlerde kontrast madde kanser
bolgesine tutulur ve hiperdens bir goriintli verir ayrica kanserin i¢ bdlgesi sivi veya
nekroz oldugu i¢in hipodens bir goriintii verir (Sekil 1.5)*. Bu yontemlerle elde edilen
filmlerde, kanser ¢apinin yaninda, o ¢ap boyutuna sahip 6dem de goriilmektedir.

Kesin taninin yapilabilmesi patolojik bulgular neticesinde olabilmektedir. Bu
amacla cerrahi islemler yapilmakta, GBM dokusu olabildigince temizlenmekte ve

c¢ikarilan kanserli dokunun bir kismi1 patoloji boliimiine gonderilmektedir (Sekil 1.6).

12



2.7. Etiyoloji

Beyin kanseri, beyin dokusunun oldukga karisik bir yap1 olmasi dolayisiyla ¢ok
farkli hiicrelerde meydana gelebilmektedir. Beyin dokusunun biiylik ¢cogunlugunu glial
hiicrelerin olusturmasi dolayisiyla, beyin kanserlerinin de biiyiikk ¢cogunlugunu GBM
olusturmaktadir. GBM’in nedenleri arastirildiginda, kesin bir sonug elde edilemese de
cevresel ve genetik faktorlerin etkilerinin oldugu agik¢a goriilmiistiir. Bu faktorlerin
bazilar1 GBM olusumu i¢in uygun ortam olusumuna neden olmaktadir. Faktorlerin
cevresel olanlari; iyonize 1518a ve pestisit maruziyeti, sigara kullanimi, petrol arindirma
ya da sentetik madde iiretimi yapan fabrikalarda is¢i olmaktir 1. Genetik faktorler ise;
10. kromozomda heterozigosite, 10. kromozomun q kolunda PTEN/MMAC 1 de
mutasyon, 7. kromozom EGFR ekspresyonunda artis ve p53 geni mutasyonudur®’ 8,

2.8. GBM Histopatolojisi

GBM hiicrelerinin goriiniimleri daha ¢ok atipik astrosit yapisinda, polimorfik,
infilteratiftir. Bunun yaninda ¢ekirdegi koyu, aktif bir bicimde boéliinen, merkezinde
nekrotik hiicreler barindiran ve bu kapsamda farkl hiicre tiplerini de igerisinde ihtiva
eden bir yapidadir. Ayrica GBM dokusu, damarl bir yapiya sahiptir.

GBM dokusunun genel olarak goriildiigi beyin bolgeleri; subkortikal bolge,
ozellikle de parietal, temporal ve frontal bolgenin sinirlart olarak bilinmektedir. Frontal
lobda yer alan GBM tiirlerinin digerlerinde bulunanlara kiyasla daha bening yapida
oldugu kaydedilmistir. Corpus collusumda bulunan GBM tiilerinin daha malign yapida
oldugu goriilmiistiir. Bu tiirin morbidite ve mortalitesinin daha fazla oldugu
anlasilmistir. Bunun sebebi cerrahi acidan daha hayati1 ve derin bolgeleri iskal etmesi
aym zamanda tiimoriin daha invaziv olmasmdandir (Sekil 1.7)'°2L, Metastaz durumu

GBM tiirii kanserde c¢ok sik rastlanilmayan bir durum olsa da, basarisiz bir cerrahi
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operasyon kanserli dokunun hasar gorerek beyin i¢inde metastaz yapmasina neden

olabilmektedir.

Sekil 2.5. GBM doku kesiti

2.9. Tedavide Kullanilan Preparatlar

Gilinimiizde 70 yasmi ge¢gmemis GBM teshisi konulan hastalarinda cerrahi
yontem, 1s1n tedavisi ve kimyasal tedavi ile rutin olarak tedavi gerceklestirilmektedir®?.
Semptom giderici tedavi sekli olarak deksametazon gibi glukokortikoidlerin kullanimi
daha c¢ok cerrahi operasyon Oncesinde yaygindir. Glukokortikoidler, damar
gecirgenliginin artmasi sonucu olusan 6demi ve artan BOS’u dengelemeye yardimeci
olur®,

GBM teshisi koyulmus hastalara cerrahi operasyon uygulanmasinin nedeni,
temelde kanserin daha genis Olclide yayilmasinin Oniine geg¢mek, artan beyin igi
basincin dengelenmesini saglamak ve hastada var olan kanser tiiriiniin belirlenmesinde
kesin bir tan1 koyulabilmesidir. Cerrahi yonteme bagvuruda dikkate alinacak hususlar;
kanser kitlesine erisim, kanser lokalizasyonu, hayati 6nem tasiyan noronal ¢ekirdeklere
yakimlik, yayilim seklidir ?*. Ayrica giiniimiizde kullanilan mikro-cerrahi sayesinde

operasyon sirasinda ki 6liim oram %8’den %1,7’ye cekilmistir®® ?°. Beyaz cevher ve gri
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cevher smirma lokalizasyonu sonucu metastatik bir goriiniime biiriiniir?’.

Ayrica
infiltratif ve 3 boyutlu goriiniime sahip olmasi, cerrahi yontemle tamamen alinamamasi,
tedavinin basarisiz olmas1 ve GBM’in niiksetmesine neden olan sebeplerdendir?®,

Cerrahi operasyonlar neticesinde temizlenemeyen kanser dokulari ve bunun
yaninda cerrahi olarak ulasilmasi zor olan boélgelerde vuku bulan kanserlerin yok
edilmesi noktasinda 1s1n tedavisinden yararlanilmaktadir. Verilen niikleer 1s1n dozu 45-
70 Gy arasindadir. Cerrahi yontemle kombine kullanildig1 zaman sag kalim siiresini
ortalama 3-4 ay uzattig1 tespit edilmistir?®. Verilen yiiksek 151n dozu beyin dokusunda
tahrip ve nekroza neden olmakta, bu ylizden total verilen 151n 2 Gy’i, 6 haftada (haftada
5 giin, toplam 6 hafta) toplam 60 Gy’i gecmemektedir®® 3!. Ayrica tedavi seyrinde
diisiik ve yiiksek Gy doz arasinda anlamli bir fark bulunmamasi nedeniyle diisiikk doz
Gy verilmesi tavsiye edilmistir®.

GBM dagilimi ve cerrahi sonrasi beyinin farkli bolgelerine yayilan tekli veya
¢oklu kanser hiicreleri sistemik yolla verilen kemoterapi ve adjuvant terapisiyle yok
edilmeye calisilir®®. Giiniimiizde yaygin olarak temozolamid, karmustin, vinkristin,
bevacizumab tek baslarina veya birkagi kombine olarak kullanilmaktadir®® %,
Temozolamid, siklikla kullanilan guanin rezidulerinin N-7 ya da O-6 pozisyonlarini
alkiller ve metiller bir ajandir. Kanserli hiicrelerde ilag direncine neden olan MGMT (o-
6-methilguanin-DNA metil transferaz) geninin ekspresyonunu baskilayarak etki
gosterir®®. Temozolamid es zamanli olarak 151 tedavisiyle kombine olarak kullanilir,
baslangi¢c dozu giinde 75 mg ve 200 mg’a kadar yiikseltilir. Yan etki olarak kemik iligi
baskilanmasi (trombositopeni) gozlendigi zaman doz diisiiriiliir®” %,

GBM kanser tiirli, tim bu tedavi siireglerine ragmen yiiksek olasilikla

tekrarlanmaktadir. Hastaligin teshis ve tedavisinde gergeklestirilen pek cok calisma
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olmasina ragmen bu hastalikta sag kalim siiresi 12-15 ay ile sinirlidir (ortalama 14 ay).
Ayrica 2 seneye uzayan sag kalim oran1 %3.3 ve 3. sene igin %1.2°dir®%4,

2.10. U-87MG Hiicre Hatti

Bu hiicre hatt1 1966 yilinda Kafkasya’da yasamakta olan 44 yasindaki bir
hastadan elde edilmistir. U-87MG hiicre hattinda yer alan hiicrelerin kromozom
sayisinin 44 oldugu ve hiicrelerin adherent yapida oldugu kesfedilmistir. Bu hiicrelerin
daha c¢ok epitelyal hiicrelerin goriiniimlerine benzedigi saptanmustir. Genetigine
bakildig1 zaman, 512 mutasyon (dislokasyon, delesiyon, insersiyon) gdzlemlenmistir®.

2.11. Glutamat

En 6nemli eksitatér aminoasitlerden olan L-glutamat, merkezi sinir sistemindeki
en Onemli norotransmiterlerdendir; algi, bellek ve 6grenme gibi bircok dnemli beyin
fonksiyonundan sorumludur.*® Ayrica merkezi sinir sisteminin gelisiminde, sinaps
indiiksiyonu ve eliminasyonu, hiicre migrasyonu, faklilagmasi ve 6liimiinde 6nemli rol
oynamaktadir. Sinir sistemindeki bircok noéron ve glial hiicrenin plazma
membranlarinda glutamat reseptérleri bulunmaktadir.* 44

Beyinde glutamat konsantrasyonunun yaklasik 2 — 13 mM diizeyinde oldugu
tespit edilmektedir.*> 46 Ancak bu yiiksek miktarm sadece ¢ok kii¢iik bir boliimii
ekstraseliiler alanda bulunmaktadir. Ekstraseliiler sivi toplam beyin dokusu hacminin
%13-22‘sini olusturmaktadir. Ekstraseliiler sivida glutamat konsantrasyonu 3-4 puM
iken serebrospinal sivida yaklagik 10 uM‘dir. En yiiksek glutamat konsantrasyonlari
sinir terminallerinde izlenmektedir.*" 48

Glutamatin reseptorleri dolayisiyla bu amino asitin neden oldugu durumlarin
sonuclar1 gozlenmektedir. Glutamatin hiicre disinda sahip oldugu yogunluk yiiksek bir
seviyede oldugunda olumsuzluklar ortaya ¢ikmaktadir. Bu nedenle hiicre dis1 glutamat

yogunlugunun diisiik bir seviyede olmasi ¢ok dnemlidir. Hiicre dis1 glutamat seviyesinin
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diisiik olmasi, sinaptik ve ekstrasinaptik iletisim igin gerekli olan yliksek sinyal/giirtiltii
oraninin istenen diizeyde kalmasi adma gereklidir. Bunun yaninda glutamat
konsantrasyonlarinin ¢ok yiiksek seviyede olmasi, glutamat reseptorlerinin ¢ok fazla
uyarilmasina neden olmakta, dolayisiyla toksik etki sergilemektedir.

Glutamati hiicre dis1 alanda metabolize eden bir enzim bulunmadig1 i¢in hiicre
dis1 s1vidan astrosit hiicreler tarafindan re-uptake yontemiyle uzaklastirilmaktadir. Basit
difiizyon ile glutamat sinaptik araliktan milisaniyeler i¢inde uzaklastirilmaktadir.*®
glutamat konsantrasyonunun azaltilmasi noktasinda, geri alinim siirecinde rol oynayan
yapilar; glutamat tasiyici proteinlerdir. Bu tasiyici proteinler gilic kaynagi olarak, plazma
membrani i¢ ve dis kisminda olusmus olan elektrokimyasal gradienti aktif olarak
kullanmaktadir. Bu tasiyici proteinlerin bulundugu beyin dokusu hiicreleri ise néronlar
ve astrositler olarak bilinmektedir. Yiiksek miktarlarda glutamat salinimini takiben
glutamat geri aliniminin baskilanmasi, saniyeler i¢inde hiicre dis1 glutamat
konsantrasyonlarinin yiikselmesine yol agmaktadir.%% 5!

2.11.1. Glutamin — Glutamat Dongiisii

Hiicre diginda biriken glutamat astrosit hiicreleri tarafindan geri alinir. Bu geri
alim iki farkli sekilde glutamatin doniigiimiiyle sona ermektedir. Glutamat ya glutamine
ya da alfa-ketoglutarata doniigmektedir. Yalnizca astrosit hiicrelerinde var olan glutamin
sentetaz  enzimi  sayesinde ve ATP  varliginda  glutamat  glutamine
doniistiiriilebilmektedir.  Alfa-ketoglutarat doniisiim siireci ise olast iki farkli yoldan
vuku bulmaktadir. Bu dogrultuda ilk yol; glutamat dehidrogenaz enzimi ile
deaminasyon islemi siirecini kapsamaktadir. Ikinci yol ise, transaminaz enzimi ile
gerceklestirilen transaminasyon islemi ile meydana gelmektedir. Alfa-ketoglutarat
trikarboksilik asit dongiisiine katilarak siiksinat, fumarat ve malat’a metabolize

edilebilmektedir.5>* Malat dekarboksile edilip piriivata, indirgenerek de laktata

17



dontistirken, trikarboksilik asit dongiisiinde ise metabolize olma siireci daha ileri
diizeyde olmaktadir. Astrositler bu metabolik yolaklar sonrasinda iirettikleri glutamin ve
laktatr hiicre dis1 matrikse gonderebilmektedir. Matriks kapsaminda yer alan bu
glutamin ve laktat ise noronlar tarafindan kullanilabilmektedir. Noronlarda
norotransmitter madde olarak kullanilan glutamatin kaynagi yalnizca glutamin degildir.
Ancak glutamat sentezi i¢in, matriksten glutamini noronlar sahip olduklar1 spesifik
glutamin tasiyicilart (GInT (SATI1) ve SAT2 (ATA2) ) ile tasimaktadir. Bu tastyicilar
glutaminerjik noronlarda bol miktarda eksprese edilmektedir.”> % Laktatin
astrositlerden hiicre dis1 siviya atilmasi ve noronlar tarafindan alinmasi ise farkli
monokarboksilik asit tasiyicilart (MCT1, MCT2 ve MCT4) ile ger¢eklesmektedir.>’ 58

2.11.2. Glutamat Reseptorleri

Glutamat reseptorleri kapsaminda listelenmekte olan glutamat reseptdrlerinin en
biiyligii glutamat analogu olan N-metil-D-aspartat (NMDA) olarak bilinmektedir.
NMDA reseptorleri dahilinde NR1, R2A, NR2B, NR2C, NR2D, NR3A VE NR3B
reseptorleri yer almaktadir. Alfa-amino-3-hidroksi-5-metil-4-izoksazol propiyonik asit
(AMPA) ve kainat ile aktive olan diger bir grup reseptdr proteinine AMPA/Kainat
reseptorleri denilmektedir. Bu grup AMPA ve kainat reseptorleri olarak ikiye
ayrilmaktadir. GluR1-4 reseptorleri AMPA reseptorleri iken GluR, KAl ve KA2
reseptorleri kainat reseptorlerini olusturmaktadir.*® %% 0 fyon kanal tiirevi olan
reseptorler igerisinde NMDA, AMPA ve kainat reseptorleri yer almaktadir. Bu
reseptorlere iyonotropik reseptorler adi verilmektedir. NMDA reseptorii Ca*? iyonuna
daha hassas olmakta ve bu noktada bu iyona kars1 gegirgenligi daha fazla olmaktadir.
AMPA reseptorlerinin afinitesi son derece diisiiktlir. Ayrica glutamat ile uyarilmasi
sonucunda AMPA reseptorlerinin hizli bir bigimde agildig1 ve bunun sonucunda ¢abuk

acilip, ¢abuk sonen bir depolarizasyona neden olduklar1 bilinmektedir. Buna karsin
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NMDA reseptorlerinin AMPA ile kiyaslandiginda glutamata yonelik afinitelerinin daha
yiiksek oldugu bilinmektedir. Ayrica NMDA reseptorlerinin inaktivasyon siirecleri daha
yavas gerceklesmektedir. mGIluR1-8 koduyla bilinen metabotropik reseptorler G
proteinine bagh reseptorler olarak bilinmektedir.

NMDA reseptorii glutamatin baglanmasi ile iyon kanalim1 agmaktadir ancak
kanal i¢ine bagli bulunan Mg2+ iyonu nedeniyle hiicre igine iyon girisi
gerceklesememektedir. Bu Mg2+ iyonu sadece, hizli glutamat reseptorleri veya diger
hizl1 reseptorlerin aktiflesmesi sonucunda olusan depolarizasyon nedeni ile baglanma
bolgesinden ayrilip kanali agmaktadir.%® % 6162 AMPA reseptorleriyle kiyaslandiginda
NMDA reseptorleri ¢ok daha uzun siire agik durumda bulunmaktadir. (AMPA
reseptorlerinin acik kalma siireleri milisaniye olarak dl¢iim karsiligi bulurken, NMDA
reseptorlerinin agik kalma siireleri yiizlerce milisaniyedir.) Yiiksek miktarda Ca*2
geciren AMPA reseptorlerinin bellek olusumu, hareket regiilasyonu gibi siiregler i¢in
uygun olmadigr goriilmektedir. AMPA reseptorlerinin boyle 6zellikler sergilemesi
NMDA reseptorlerinin bahsi gecen sinaptik plastisite iceren siiregler i¢in uygun
olabilme ihtimalini kuvvetlendirmektedir. NMDA alt iiniteleri igerisinde yer alan NR1,
NR2A, NR2B, NR2C, NR2D, NR3A ve NR3B genleri icerisinden yalnizca NR3B
kismi genomik dizi olarak ifade edilmektedir. Temel alt {inite olan NR1 tiim NMDA
reseptOrlerinin bir parcasidir. NR2 alt {initeleri kanalin agik kalma siiresini, kanal
gecirgenligini ve Mg?* duyarhiligin1 belirlemektedir. ¢4

AMPA reseptorlerinin genel islevleri arasinda merkezi sinir sistemi dahilinde
bircok sinapsta eksitator iletisimi saglama gorevi de yer almaktadir. Bu reseptorlerin
GIuR 1-4 alt tiniteleri bulunmaktadir. Bu alt {initelerin birlikteligi sonucunda AMPA
reseptorlerinin bir heteromer oldugu ifade edilebilmektedir. AMPA reseptdriiniin Ca*?

iyonuna daha az geg¢irgen olmasini GluR2 alt iinitesi saglamaktadir. Hipokampal CA1
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bolgesindeki glutaminerjik sinapslarda, kainat reseptorii aracili en yiiksek sinaptik
cevap, AMPA reseptor cevabinin onda birinden daha kiigiiktiir.5°¢7

Yavas ger¢eklesen aksitasyon, membran potansiyelinin diizenlenmesinde rol
oynamaktadir. Yavas eksitasyon kainat reseptorleri tarafindan baslatilirken, membran
potansiyelinin ise aksiyon potansiyelinin baslatilma esigine yakin oldugu bilinmektedir.
Bu reseptorlerin gergeklestirdigi yavas eksitasyon hareketi sinaptik aktivite ile birlikte
gerceklesmektedir. Kainat reseptorlerinin de homomerik ve heteromerik yapilari oldugu
bilinmektedir. Bu kapsamda kainat reseptorlerini olusturan alt iiniteler igerisinde
mMGIuUR5-9, KA1 ve KA2 yer almaktadir. KAl hipokampal CA3 piramidal hiicreleri ile
dentat graniil hiicrelerinde eksprese edilirken KA2 tiim beyinde orta diizeyde
bulunmaktadir. KA1 ayrica glial hiicreler ve korpus kallosumda da goriilmektedir.%8"°

G proteinleri ile iligkili olan metabotropik glutamat reseptorleri (mGluR)
uyarildiginda hem elektriksel hem de metabolik olaylar1 tetiklemektedir. Farmakolojik
ozellikleri, amino asit benzerlikleri ve sinyal iletim sistemleri goz Oniinde
bulundurularak mGluR reseptorleri ti¢ gruba ayrilmistir. Bu ii¢ grup igerisinde sekiz
farkli klonlanmis mGluR yer almaktadir. Grup I (mGlIuR1 ve 5) fosfolipaz C ile iligkili
iken, grup Il (mGIuR2-3) ve grup Il (MGIuR4, 6-8) ise iyon kanallar1 ve adenilat
siklazin  (AC) inhibisyonu ile iligkilidir. Grup [ reseptdrlerinin uyarilmasi
fosfoinositollerin  hidrolize olmasina ve membranin depolarizasyonuna neden
olmaktadir.

2.11.3. Glutamat Tasiyicilari

Glutamatin tasinmasindan beyin hiicreleri tarafindan {iretilmekte olan pek ¢ok

tagima proteini sorumludur. Bu proteinlerin hiicredeki lokasyonu degisiklik gosterirken

bazilart membranda yer almakta, bazilari ise intraselliiler lokasyon sergilemektedir.
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Hiicre membraninda yer alan glutamat tasiyicilart (Eksitatér Amino Asit
Tastyicis1 = EAAT); a- EAATL (GLAST), b- EAAT2 (GLT1), c- EAAT3 (EAAC), d-
EAAT4, e- EAAT5 ten ibarettir. Bu tasiyicilarin hepsi Na* ve K* kenetli olarak L-
glutamat tasimaktadirlar.” Ayni gen ailesinde yer almakta olan bu tasiyici proteinlerin
protein dizilimlerinin de % 50-60 oraninda benzerlik gosterdigi bilinmektedir. Bu bes
farkli glutamat tasiyicist bilinen baska bir protein ailesiyle dikkate deger bir benzerlik
orani sergilememektedir.

Glutamat tasiyicilarinin ne sekilde fonksiyon sergileyecegi, lokalize olduklari
yere bagli olarak degisiklik gostermektedir. EAAT3, 4 ve 5 tasiyict proteinleri
noronlarda bulunurken, EAATI ve 2 ise glial hiicrelerde yer almaktadir. Bulunduklari
yere bagh olarak, eksitator norotransmisyonunu diizenlemek, hiicre disi glutamat
konsantrasyonunun diisiik seviyede kalmasini saglamak, glutamat-glutamin siklusunu
iceren metabolik siirecler i¢in glutamat tedarik etmek gibi gorevleri bulunmaktadir.

2.11.4. EAAT 1-2-3 Blokerleri

2.11.4.1. UCPH-101

Selektif EAAT 1 blokeridir."?

Sekil 2.6. Ucph-101
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2.11.4.2. TFB-TBOA

EAAT 2 blokeridir.”®

MH O

HO
oH

I=

Sekil 2.7. TFB-TBOA

2.11.4.3. L-sistein

EAAT 3 blokeridir.”*

O

HS OH
NH-

Sekil 2.8. L-Sistein

2.11.4.4. Seftriakson

EAAT 2 aktivatoriidiir.”
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Sekil 2.9. Na-Seftriakson



2.12. REAL TIME PCR

Real-Time PCR floresans sinyal temelli bir kantitatif 6l¢iim sistemidir. Floresans
sinyal niikleik asit cogalmasiyla simiiltane bir sekilde ortaya ¢ikmakta ve Ol¢iilebilen bu
sinyaller ile kantitatif sonuglarin elde edildigi bir yontemdir. Cift zincirli DNA’ya
baglanmasi neticesinde floresans 1stma veren FAM (6-fluorescein amidite (6-FAM))
boyalar1 kullanilmaktadir. DNA miktar1 PCR ile arttik¢a, floresans 1s1tmanin da artmasi
bu PCR siirecinin temel mekanizmasini olugturmaktadir. Primerin baglanmasini takiben
gerceklestirilen uzama asamasinda, hedef DNA nin ¢ift sarmal hale gelmesiyle DNA’ya
baglanan FAM boya miktar1 artmakta ve buna bagl olarak yayilan floresans miktarinda
artis gdzlenmektedir.’® 7’

PCR’mn iiretim siirecinde taklit edilen islem hiicre igerisinde olusan DNA
replikasyonudur. Bu mekanizma dahilinde ¢ift zincirli DNA’nin 6nce tek zincirli forma
doniistiiriildiigli, sonrasinda kopyalanarak ¢ogaltildigi ve son islem olarak da yeniden
cift zincirli forma dontistiiriildiigii bilinmektedir.

Bu teknik;

» Cift zincirli DNA’nin yiiksek bir sicakliga maruz birakilarak tek zincirli forma

doniistiiriilmesi (denatiirasyon),

* Primer olarak adlandirilan iki oligoniikleotit fragmentlerinin hedef alinan
DNA ’nin spesifik bir bolgesini taniyarak baglanmasi (primer eslesmesi)

» Katalizorii Mg*? iyonlarinin ortamda bulunmasiyla DNA polimeraz enziminin
primerlere baglanarak niikleotit ekleme islemine baslamasi ve akabinde
iretilen kopya DNA’nin gittikce uzamasi (primer uzama) seklindeki ii¢
basamakl1 bir dongiiniin ¢ok sayida tekrar etmesi islemlerini icermektedir.

Primer olarak kullanilmakta olan oliganiikleotit fragmentlerini birbirinden

dizilim olarak farklidir. Primerlerin sahip olduklar1 bu dizilim, DNA’da ¢ogaltilacak
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olan dizilimin Oncesinde yer almakta olan promotor bolgelerinin komplementidir.
Denatiirasyon, primer birlesmesi, primer uzamasi seklinde ifade edilen basamaklar PCR
siirecindeki tek bir dongiiyii ifade etmektedir. Biten bir donglide iiretilen kopya
DNA’lar, bir sonraki PCR dongiisiinde ¢ogaltilma hedefiyle primerin baglandigi hedef
DNA pargasi olabilmektedir. PCR reaksiyonlari ile primerler aras1 bolgeye ek olarak 5’
ucu primerlerin 5’ ucu olan bir ¢ift zincirli DNA pargas1 iiretilmektedir. Basarili bir
amplifikasyonun bir dongiisiiniin iirlinleri, bir primerin baglanma bdlgeleri arasindaki
uzakliktan daha fazla uzunluga sahip, farkli boyutlarda DNA molekiilleridir. Ikinci

dongiide, istenen uzakliktaki DNA zincirleri olusturulur’®.
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3. MATERYAL VE METOT

3.1. Deneyde Kullamlan Kimyasallar, Cihazlar ve Malzemeler

3.1.1. Hiicre Kiiltiirii Cihazlar:

Sira

Cihaz

1

Inkiibator: su 1sitmali Coz inliibatér, 37 ¢, %5 Coz, %95 nem

Santrifiij: Allegra X-30R +4c 1200 rpm

Kabin: class I hepa filtreli tek kisilik

Otoklav: Lica

+4, -20 ve -80 buz dolaplar: Nu Aire

Invert floresan mikroskop: Leica ebq 100-04

Distilator: mega home MH943

Spectrofotometre: BIOTEK

O O N| o o | W DN

Calkaliyici: Heidolph Titramax 100

3.1.2. Sarf malzemeler

Sira

Sarf malzeme

1

Mikro pipet ve ti¢ 1ml, 200 pl, 10 pl

Petri kab1

Gazli bez

Povi iyodin

%70 metiol alkol

Pastor pipet

14-50 ml falkon

96 ploystyaren poly lisine kapli plate

©| 0| N o o B~ W N

0.22 um PVDF filtre

Pamuk

3.1.3. U-87MG Kiiltiirii

Bu hiicre hattinin kiiltiire edilmesinde DMEM (Dulbecco's Modified Eagle

Medium), FBS (Fetal Bovine Serum), Penisilin — Streptomisin, amphotricin B (Life
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Technology Gibco 15240-062), %1 L-Glutamine (Life Technology 25030-081)
maddeleri kullanilmistir.

3.1.4. MTT sitotoksisite Testi

MTT [3- (4,5- Dimethyldiazol-2-yl)-2,5 Diphenyl Tetrazolium Bromid] tozu:
sigma aldrich, No: MKBR4419V

Toz halinde MTT f{iriiniinden soliisyon hazirlama islemi i¢in dncelikle 5 mg toz
halinde MTT tartilir. Akabinde 1 ml arindirilmis PBS ilavesi yapilir. Coziinme islemi
tamamlandiktan sonra 0.22 pum c¢apinda porlara sahip filtreler kullanilarak sterilize
edilir.

MTT c¢ozeltisi olarak kullanilan DMSO (dimethyl sulfoxide) W29A01596
numarali Sigma Aldrich iirtiniidiir.

3.2. Kanser Kiiltiirii

U-87MG kanser hiicre hattinin temin edildigi yer; Van Yiiziincliyil
Universitesi’dir. Kanser kiiltiirii i¢in ilk asama olarak, donmus halde krayo falkonlarda
gelen hiicreler oda sicakliginda hizli bir bigimde c¢ozdiriildi. Bu asama sonunda
hiicreler sivi hale getirildi. Hemen akabinde hiicreleri barindiran sivi 2 ml yeni besi
ortami ile karistirilarak 1200 rpm ¢evirme hizinda +4° C sicakliginda 5 dakika siireyle
santrifiij edildi. Santrifiij sonrasinda hiicrelerin pellet olarak dibe ¢oktiigii, silipernatantta
ise medyumun biriktigi gozlendi. Bu asamada siipernatant atildi. Hiicrelerin iizerine
yeni medium(DMEM, 1/ FBS, %1 antibyotik (pensilin-streptomisin-amfotrisin B), %1
L-Glutamat) eklendi. Bu karisim, 25 cm?’lik flasklara ekildi. Bu islemin akabinde her
lic giinde bir defa olmak iizere hiicrelerin besi ortamlar1 degistirildi. Hiicrelerin hizh
gelisimini destekleyen bu uygulamalar sonrasinda hiicreler flaskin %70’ini kapladigi
zaman, alt kiiltlir islemi olarak da adlandirilan pasajlama islemi gerceklestirildi. Bu

islem icin ilk olarak hiicrelerin medyumu atilarak uzaklastirildi’®. Flask bu asamada
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Ca" ve Mg icermeyen steril PBS ile yikandi. Yikama islemi ardindan PBS
uzaklastirildi. 25 cm?’lik flaska 0.4 ml Tripsin/EDTA ilave edilerek 5 dakika
inkiibasyon siiresi beklendi. Bu siire igerisinde enzimin hiicreleri flask yiizeyinden
kaldirmasi1 beklendi. FBS 1:1 oraninda ecklenerek hiicrelerin tasima islemine
hazirlanmas1 amacglandi. FBS icerisinde ylizen hiicreler steril tiipe alinarak 1200 rpm
hizinda 5 dakika siireyle santrifiij edildi. Yine hiicrelerin pellet olarak dipte, FBS ve
medyumun ise silipernatant olarak {ist kisimda yer aldigi goriildi. Bu noktada
stipernatant atildi. Hiicreler lizerine yeni medium eklenerek 96’lik plate sistemine ekim
islemine gecildi. Her bir plate icin 100 pl olacak sekilde ekim yapildi. Bu islem
esnasinda tiipte yer alan karisimda hiicrelerin homojen dagilmasina 6zellikle 6zen
gosterildi. Ekim islemi ardindan toma lamryla sayim yapilarak, her kuyucuk igin 1x10°
hiicre ilavesi yapildig: teyit edildi. Plateler 37 derece, %5 CO2 inkiibatérde tutuldular

(Sekil 3.1)80:8L,

Sekil 3.1. U-87MG hiicrelerin goriiniimii
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3.3. MTT ile Sitotoksisite Testi

Ucph-101, L-Sistein, Tfb-Tboa ve Seftriakson maddelerinin olusturdugu
sitotoksisite diizeyini 6lgme amactyla MTT testi yapildi. (Cizelge 3.1).

Ekim sonrasinda flask tabanina yapisan hiicrelerin lizerinde yer alan besi ortami
alindi. Akabinde TFB-TBOA 1 um” Ucph-101 5 pm 8, L-sistein 1 mM®3, seftriakson
10 um® etken maddelerini iceren besi ortamlar1 flasklara ilave edildi. Etken

maddelerini iceren ortamlarda hiicrelerin 24 saat siireyle maruz kalmalar1 saglandi.

Tablo 3.1. in-vitro deneyi icin kullanilan dozlar

Deney gruplari Dozlar
Kontrol -
Ucph-101 5um
L-sistein 1 mM
TFB-TBOA 1 um
Seftriakson 10 um
Ucph-101+Seftriakson 5um+ 10 um
L-Sistein+Seftriakson 1 mMM+10 um
TFB-TBOA+Seftriakson 1 um+10 um
5 um+1 mM+1

Ucph-101+L-Sistein+TFB-TBOA+Seftriakson
pum+10 pm

Tiim bu konsantrasyonlarda yapilan uygulama isleminin yani1 sira, kontrol olarak
hazirlanan kuyucuklara kullanilan maddelerin hazirlanmasinda kullanilan ¢6ziiciiden de
ayn1 oranda uygulandi. Kullanilan her bir etken maddenin farkli konsantrasyonlarda
uygulama islemi kapsaminda her bir madde i¢in en az 6 kuyucuk kullanildi. Maruziyet
sliresi sonunda hiicreler iizerinde yer alan besiyeri 90 ul’ye tamamlandi. Akabinde daha
onceden hazirlanmis olan MTT soliisyonu (5mg/ml) kuyucuklarin her birine 10 pl ilave
edilerek kuyucuklarin hacimleri 100 pl’ye tamamlandi. Bunun ardindan hazirlanan
plateler 37°C’de, %5 CO?li inkiibatorde 4 saat bekletildi. Bu islemin sonundan

kuyucuklarda yer alan s1v1 bosaltilarak yerine 100 pl DMSO ilave edildi.
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DMSO ilavesi ardindan hemen spektrofotometre ile 570 nm dalga boyunda
okuma islemine geg¢ildi.

Spektrofotometre 6l¢limii sonunda hem bos, hem de hiicre i¢eren kuyucuklardan
elde edilen degerlerin analizinde ise SPSS 20.0 programi kullanildi.

3.4. Gen Ekspresyonu

24 saatlik etken madde inkiibasyonu ardindan hiicreler Tripsin enzimi
kullanilarak flask yiizeyinden kaldirildi. Steril bir tiipe alinarak 1200 rpm hizinda 5
dakika siireyle santrifiij edildi. Siipernatant atilmis ve dibe ¢dken hiicreler RNA
izolasyonu iglemi igin alindi.

3.4.1. RNA izolasyonu

RNA izolasyonu i¢in Qiagen RNeasy Mini Kit kullanildi. Flask yiizeyinden
kaldirilarak tiip dibine santrifiijle ¢oktiiriilen hiicreler tizerine 1 ml Qiazole soliisyonu
eklendi. Soliisyon igeren hiicreler 5 dakika siireyle oda sicakliginda inkiibe edildi.
Akabinde 200 pl kloroform ilavesi yapilarak 15 saniye ¢alkalama iglemi yapildi. 2 ya da
3 dakika siireyle oda sicakliginda bekletilen numunelerin 12000 g’de 15 dakika siireyle
+4° C’de santrifiijii yapildi. Bu noktada renksiz nitelik tasiyan siipernatant alinarak
bagska bir tiipe transfer edildi. Sonrasinda iizerine 1:1 oraninda etanol eklendi ve
vortekslenerek karigmalari saglandi. Bu islem ardindan 700 pl numune alinarak toplama
tipiine koyuldu. Bu numune iirlinii oda sicakliginda 8000 g’de 15 saniye santrifiij
edildi. Bu asamanin 1 kez daha tekrarlanmasi saglandi. Ardindan 700 pl RWI
soliisyonu RNeasy kolonuna eklendi. Kolon kapag1 kapatilarak 15 saniye siireyle 8000
G’de santrifiij edildi. Akabinde 500 pl RPE soliisyonu RNeasy kolonuna ilave edilerek
yeniden 8000 g’de 2 dakika siireyle santrifiij gerceklestirildi. Bu noktada RNeasy
kolonu bagka bir 1.5 ml’lik tiipe aktarildi. Sonrasinda kolon {izerine 30-50 ul RNase

free su ilave edilerek kapagi kapatildi. 1 dakika siireyle 8000 g’de santrifiij edildi.
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3.4.2. cDNA sentezi

cDNA sentezinde hazirlanan 14 pl’lik soliisyon igeriginde; 2 pl genomik DNA
wipeout buffer 7x soliisyonu, 1 ul RNA ve 11 pl de RNase igermeyen su olacak sekilde
hazirlik tamamlandi. Bu soliisyon 2 dakika siireyle 42° C’de tutuldu, ardindan yeniden
buz {lizerine alindi. Bu islemin ardindan hazirlanan soliisyon igerisine revers
transkripsiyon master mixden 1 pl, Quantrscript RT buffer 5x’den 4 pl, RT primer
mix’den 1 pl alinarak 14 pl’lik diger karisimla beraber toplam 20 pl’lik bir karigim elde
edildi. Bu karigimi igeren tiipler RT PCR cihazina yerlestirilir. 42° C’de 15 dakika,
95°C°de 3 dakika olacak sekilde 1s1ya maruz birakildi. Islem sonunda tiipler -20° C’ye
kaldirildi.

3.4.3. REAL TIME PCR

cDNA sentezi ardindan ekspresyon okuma islemi i¢in, kullanilacak her bir tiip
igerisine 0.25 pl forward, 0.25 ul reverse primer, 0.15 pl prob, 3 pl cDNA, 3 master
mix ve 12.75 pul saf su eklenerek son hacim 20 pl’ye tamamlandi. 95° C’de 5 dakika
bekletme islemi ardindan 45 dongiiliik bir siireci kapsayan 95° C’de 10 saniye, 60° C’de

30 saniye olan dongiisel siireg baslatildi.
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4. BULGULAR

U-87MG kanser hiicreleri transporter ekspresyonlarini incelemek amaciyla
kiiltiire edildi. Bu hiicrelere 5 uM Ucph-101, 1 uM TFB-TBOA, 1mM L-Sistein ve 10
uM seftriakson ve bu dozlarin kombinasyonlarina 24 saat boyunca maruz birakildi.
Kontrol grubuna sadece medyum eklendi. Maruziyet siiresi sonrasinda hiicrelerden elde
edilen cDNA’lar Real-Time PCR yontemiyle ekspresyon seviyeleri belirlendi. Elde
edilen bugular SPSS 20.0 programi ile istatistiksel olarak One-Way ANOVA
yontemiyle degerlendirildi.

4.1. Hiicre Kiiltiirii

4.1.1. Kanser Kiiltiirii MTT Testi

24 saat ila¢ maruziyetinden sonra kiiltiir kaplarina MTT soliisyonu eklenerek
hiicre canliligi incelenmistir. Elde edilen veriler analiz edildikten sonra asagida

sunulmustur.
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Hiicre Kultiri MTT Analiz Sonuglar
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* p<0.05 kontrol grubuna gore anlamlilik  # p<0.05 seftriakson grubuna gore anlamlilik
** p<0.001 kontrol grubuna gore anlamlilik ## p<0.001 seftriakson grubuna gore anlamlilik

Sekil 4.1. U-87MG hiicreleri i¢in % canlilik oranlari- MTT test grafigi

Sekil 4.1°de kanser hiicrelerinin 24 saatlik ilag maruziyeti sonrasi canlilik orani
MTT testi yardimiyla hesaplandi. Bu amagla 5 uM Ucph-101, 1 uM TFB-TBOA, 1mM
L-Sistein ve 10 uM seftriakson ve bu dozlarin kombinasyonlar1 U87-MG hiicrelerine
uygulandi. Tim gruplarin anlamlilik sonucglar1 kontrol grubuyla karsilastirilmistir,
ayrica seftriaksonla kombine kullanilan ilaglar tekrar seftriakson grubuyla da
karsilagtirildi.  Almman  sonuglarimiza  gore  saf  seftriakson ve  Ucph-
101+Lsistein+tTBOA+seftriakson grubu en yliksek toksisiteyi gosterdi. En yiiksek
canlilik oranmi ise Ucph-101 ve TFB-TBOA gruplarinda gézlemlendi. Ayrica segici

olarak L-sistein SLC1A1 transporter, TFB-TBOA SLC1A2 transporter ve UCPH-101
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SLC1A3 transporterlerinin blokorleridir. Seftriaksonla kombine kullanildigi zaman en
toksik etki SLC1A3 selektif blokiiriinde goriildii ve toksisitesi az olan TFB-TBOA
ilacinda gozlemlendi. Bunun nedeni seftriaksonun segici olarak SLC1A2 transporteri
tizerinden etki gdstermesinden dolayidir. TFB-TBOA inhibitérii baskin olarak
transporteri kapatarak kanser hiicrelerin {izerinde koruyucu etki yapti. Veriler One-Way
ANOVA yontemi ile istatiktiksel olarak analiz edildi ve kontrol grubuyla karsilastirildi.
Elde edilen verilere gore saf seftriakson, Ucph-101+seftriakson ve Ucph-
101+Lsistein+ TBOA+seftriakson gruplari kontrol grubuyla Kkarsilastirildigit zaman
p<0.001 anlamlillk  gozlemlendi. Ayrica  L-Sistein+seftriakson ve  TFB-
TBOA+seftriakson gruplari kontrol grubuyla p<0.05 anlamlilik gdsterdikleri tespit

edildi.

Tablo 4.1. U-87MG hiicreleri igin % canlilik ve istatistiksel verileri

Deney gruplari Canhlik Ort St.h
Kontrol 2.806 + 0.174
Seftriakson 2.232 + 0117 **
Ucph-101 2.690 + 0.287
L-Sistein 2.500 + 0.132
TFB-TBOA 2.649 + 0.188
Ucph-101+seftriakson 2.319 + 0.089 **

Tablo 4.1 (Devami)

L-Sistein+seftriakson 2414 + 0173 * #
TFB-TBOA-+seftriakson 2.494 + 0302 * ##
Ucph-101+Lsistein+ TFB- 2.158 + 0244 **
TBOA+seftriakson

* p<0.05 kontrol grubuna gore anlamliik  # p<0.05 seftriakson grubuna gore anlamlilik
** n<0.001 kontrol grubuna gére anlamlilik ## p<0.001 seftriakson grubuna gore anlamlilik

Tablo 4.1°de kanser hiicrelerinin canlilik orani ortalama ve standart sapmasi sunulmaktadir.

4.2. REAL TIME PCR Analiz Sonuglar1
Kanser hiicrelerinin 24 saatlik ila¢ maruziyeti sonrast canlilik orant MTT testi

yardimiyla hesaplanmistir. Bu amagla 5 uM Ucph-101, 1 uM TFB-TBOA, 1mM L-
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Sistein ve 10 uM seftriakson ve bu dozlarin kombinasyonlart U87-MG hiicrelerine
uygulanmustir. Hiicreler tripsinle kaldirildiktan sonra RNS izolasyonu yapilip cDNA
sentezlenmistir. Sentezlenen cDNA’lar ile SLC1AL1,2,3 genlerinin ekspresyonlarina
bakilarak housekeeping olarak kullandigimiz B-aktin geni ekpresyonuyla normalize
edildi. Elde edilen sonuglar SPSS 20.0 programuyla ististiksel olarak analiz edildi.

4.3. Real-Time PCR Analiz Sonuclari

Tablo 4.2. U-87MG hiicrelerin SLC1Al glutamat transporter geninin ekspresyon
verileri

Deney Gruplan SLC1Al

Kontrol 1.00 + 0.185
Seftriakson 526 + 0.190 =
Ucph-101 1.00 + 0.164

L-Sistein 047 4+ 0.031
TFB-TBOA 0.04 &+ 0.010 *
Ucph-101+seftriakson 716 + 0.100 *
L-Sistein+seftriakson 0.68 + 0.106 H#H
TFB-TBOA+seftriakson 8.80 + 0.069 ** #
Ucph-101+Lsistein+ TFB-TBOA+seftriakson 205 + 1280 ** ##

* p<0.05 kontrol grubuna gore anlamhiik  # p<0.05 seftriakson grubuna gore anlamlilik
** p<0.001 kontrol grubuna goére anlamlilik ## p<0.001 seftriakson grubuna gore anlamlilik

Tablo 4.2’de U-87MG hiicrelerin SLC1Al glutamat transporter geninin
ekspresyon verileri sunulmustur. Bu amagla saf seftriakson, Ucph-101, TFB-TBOA, L-
Sistein, Ucph-101+seftriakson, TFB-TBOA+seftriakson, L-Sistein+seftriakson, Ucph-
101+L-sistein+ TFB-TBOA+seftriakson gruplarindan elde edilen veriler 3-Aktin geni
ekspresyonuna gore degerlendirilmis ve kontrol gurubuyla karsilastirilmistir. Alinan
sonuglarimiza goére SLC1AL glutamat transporter geninin ekspresyon saf seftriakson,
Ucph-101+seftriakson, TFB-TBOA+seftriakson ve Ucph-101+Lsistein+ TFB-
TBOA+seftriakson gruplarinda yiiksek oranda arttig1 gézlemlenmektedir. Ayrica Ucph-
101 gurubu genin ekspresyonunu degismezken L-Sistein ve TFB-TBOA gruplari

SLC1Al glutamat transporter geninin ekspresyonunu diislirdiigli tespit edilmistir.
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Yapilan statiksel analizimize gére Ucph-101, TFB-TBOA+seftriakson, L-Sistein ve
seftriakson ve Ucph-101+Lsistein+ TFB-TBOA+seftriakson gruplari kontrol grubuna
gore p<0.001 anlamlilik gosterdi. Ayrica saf seftriakson, TFB-TBOA ve Ucph-
101+seftriakson gruplar1 p<0.05 anlamlilik gésterirken L-Sistein, L-Sistein+seftriakson
ve Ucph-101 gruplar1 kontrol gurubuna gore anlamlilik gosterdi. Ayrica verilerimizin
seftriakson kombinasyonlarini saf seftriakson grubuyla da karsilagtirdi. Bu verilere gore
L-Sistein+seftriakson ve Ucph-101+L-sistein+TFB-TBOA+seftriakson gruplari kontrol
grubuna gore p<0.001 anlamlilik gosterirken TFB-TBOA+seftriakson gurubu p<0.05
anlamlilik gosterdi. Verilerimizde 6nemli sekilde goze ¢arpan veri L-Sistein+seftriakson
grubuna aittir seftriakson kombinasyonlu gruplar SLC1A1 glutamat transporter geninin
ekspresyon artirirken bu grupta distirdiigli gézlemlendi ve bu sonu¢ saf L-Sistein

gurubunda da gozlemlendi.
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Tablo 4.3. U-87MG hiicrelerin SLC1A2 glutamat transporter geninin ekspresyon
verileri

Deney Gruplan SLC1A2

Kontrol 1.00 + 0.103
Seftriakson 729 + 0.450 **
Ucph-101 1.06 + 0.121
L-Sistein 0.66 <+ 0.036
TFB-TBOA 0.48 + 0.045
Ucph-101+seftriakson 16.8 4+ 1.680 ** #
L-Sistein+seftriakson 166 + 0.425 H#H
TFB-TBOA-+seftriakson 037 + 0.306 H##
Ucph-101+Lsistein+ TFB-TBOA+seftriakson 376 + 2,750 ** 44

* p<0.05 kontrol grubuna gore anlamhilik  # p<0.05 seftriakson grubuna gore anlamlilik
** p<0.001 kontrol grubuna goére anlamlilik ## p<0.001 seftriakson grubuna gore anlamlilik

Tablo 4.3°de U-87MG hiicrelerin SLC1A2 glutamat transporter geninin
ekspresyon verileri sunuldu. Bu amagla saf seftriakson, Ucph-101, TFB-TBOA, L-
Sistein, Ucph-101+seftriakson, TFB-TBOA+seftriakson, L-Sistein+seftriakson, Ucph-
101+L-sistein+ TFB-TBOA+seftriakson gruplarindan elde edilen veriler B-Aktin geni
ekspresyonuna gore degerlendirilmis ve kontrol gurubuyla karsilastirildi. Alinan verileri
inceledigimiz zaman saf seftriakson, Ucph-101+seftriakson, L-Sistein+seftriakson ve
Ucph-101+L-sistein+ TFB-TBOA+seftriakson guruplarinda SLC1A2 glutamat
transporter geninin ekspresyonunun arttigi tespit edildi. Ayrica saf Ucph-101gurubu
hari¢ diger gruplarda hedef genin ekspresyonunun azaldigi tespit edildi. Veriler
istatiksel olarak analiz edildiginde saf seftriakson, Ucph-101+seftriakson ve Ucph-
101+L-sistein+ TFB-TBOA+seftriakson gruplarinda kontrol grubuna gore p<0.001
anlamlilik gosterdi. Seftriaksonla kombine kullanilan olan guruplarin verilerini saf
seftriakson gurubuyla karsilastirdigimiz zaman Ucph-101+seftriakson gurubu harig

hepsi p<0.001 anlamlilik gosterdi.
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Tablo 4.4. U-87MG hiicrelerin SLC1A3 glutamat transporter geninin ekspresyon
verileri

Deney Gruplari SLC1A3

Kontrol 1.00 +  0.156
Seftriakson 071 +  0.040
Ucph-101 029 + 1510 =
L-Sistein 314 4 2.460 **
TFB-TBOA 021 4+  0.057
Ucph-101+seftriakson 049 +  0.006
L-Sistein+seftriakson 370 + 0476 * ##
TFB-TBOA-+seftriakson 244 4 0.020 H##
Ucph-101+Lsistein+ TFB-TBOA+seftriakson 092 4+  0.654

* p<0.05 kontrol grubuna gore anlamhilik ~ # p<0.05 seftriakson grubuna gore anlamlilik
** p<0.001 kontrol grubuna gore anlamlilik ## p<0.001 seftriakson grubuna gore anlamlilik

Tablo 4.4’de U-87MG hiicrelerin SLC1A3 glutamat transporter geninin
ekspresyon verileri sunuldu. Bu amagla saf seftriakson, Ucph-101, TFB-TBOA, L-
Sistein, Ucph-101+seftriakson, TFB-TBOA+seftriakson, L-Sistein+seftriakson, Ucph-
101+L-sistein+ TFB-TBOA+seftriakson gruplarindan elde edilen veriler B-Aktin geni
ekspresyonuna gore degerlendirilmis ve kontrol gurubuyla karsilastirildi. Elde edilen
verilere bakilirsa Ucph-101 segici EAATI blokorii oldugundan gen ekspresyonu en
diisiik olarak tespit edildi., L-Sistein ve L-Sisteintseftriakson gruplarinda SLC1A3
glutamat transporter geninin ekspresyonu artis gosterdi. Diger gruplarda bu genin
ekspresyonunda yiiksek oranda diisiis gozlemlendi. L-Sistein gruplarinda kontrol
grubuna gore p<0.001 anlamlilik ve Ucph-101 ve L-Sistein+seftriakson grubunda
kontrol grubuna gore p<0.05 anlamlilik gosterildi ve diger guruplarda anlamli bir fark
tespit edildi. Verileri seftriakson grubuna gore degerlendirdigimiz zaman, Sadece L-
Sistein+seftriakson ve TFB-TBOA-+tseftriakson guruplarinda p<0.001 anlamlilik tespit

edildi.
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5. TARTISMA

GBM en sik goriilen beyin kanser tiirtidiir. Bu hastaliga gelistirilmis mevcut
tedavilerin cevap oranlar1 ise ¢ok diisiiktiir. GBM, su an gliomalar icerisinde prognoz ve
mortalite agisindan en tehlikeli olamidir. Cerrahi, kemoterapi, radyoterapi birlikte
olmasma ragmen cevap oranlart tatmin edici diizeyde degildir. Bu alanda yeni
molekiillerin/yeni ilag tasiyici sistemlerin ve acil olarak yeni ilaglarin gelistirilmesi
gerekmektedir.

Biz bu calismamizda GBM hiicrelerinin 6liimiinden sorumlu olabilecek ve bize
yeni ila¢ ve tedavi yoOntemlerinin gelistirilmesinde 151k tutabilecek hiicresel
mekanizmalart molekiiler diizeyde incelemeyi hedefledik. Daha 6nceki ¢alismalarda
GBM hiicreleri cogalip yayilmalarinda araci olarak glutamati kullandig1 gdsterilmistir.®
GBM hiicreleri tiimor dokusu etrafindaki ndronlar1 glutamat ekzotoksisitesine maruz
birakarak néronlarin  Olimiine sebep olup kendilerine yayilacak bosluklar
olusturmaktadirlar.®® Biz de GBM hiicre kiiltiiriinde glutamat tasiyicilarmi ekspresyon
seviyelerine gore cesitli blokor ve aktivatdr maddeler kullanarak inceledik. Yaptigimiz
calismada literatiirde onceden birlikte etkileri incelenmemis olan aktivator ve blokorler
yalniz basina ve kombinasyonlar1 seklinde GBM hiicrelerine uygulandi.

Calismamiz esnasinda hiicre canliligini takip etmek igin MTT analizi yontemini
kullandik. Biz ¢alismamizda ucuz, hizli, etkili, kolay kullanimli, gilivenilirligi oldukca
yeterli ve diinya ¢apinda yaygin kullanima sahip oldugu i¢cin MTT analizi yontemini
kullandik.

MTT analiz sonuglarimiza gore tiim gruplarda kontrol grubuna gdre canlilik
diizeyleri azalmis olarak bulunmustur. Bu azalma seftriakson, L-sistein, UCPH-
101+seftriakson, L-sistein+ seftriakson, TFB-TBOA+ seftriakson, UCPH-101+ L-

sistein+ TFB-TBOA+ seftriakson gruplarinda kontrol grubuna gore istatistiksel olarak
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anlamhidir. Buna gore seftriakson verilen biitiin gruplarda kontrole gore anlamli bir
bigimde hiicre canliliginda azalma gozlenmistir. Daha 6nce yapilmis olan ¢aligmalarda
seftriaksonun SLC1A2 geninin ekspresyonunu artirmak suretiyle GBM hiicrelerini
sayisal olarak azalttign gosterilmistir. 8 SLC1A2 geninin ekspresyonu arttiginda GBM
hiicrelerinin i¢ine glutamat girisinin artis1 bu toksik etkinin esas sebebidir. & Seftriakson
icermemekle birlikte saf L-sistein verdigimiz grupta da hiicre sayisi kontrole gore
anlamli bir bi¢imde diisiik bulunmustur. Bu durum daha 6nce yapilmis calismalarla
paralellik gostermektedir. Sistein CDO (sistein dioksijenaz) enzimi ile CSA’ya (sistein
stilfinik asit) doniisiir. CSA nmin SSS hiicreleri iizerinde toksik etkiye sahip oldugu
gosterilmistir. % Sisteinin EAAT1, EAAT2, ve 6zellikle EAAT3 tasiyicilarini bloke
ettigi bilinmektedir.?% Bu blokajin GBM hiicreleri {istiinde artisa sebep olmasi
gerekirken yukarida bahsettigimiz gibi sisteinin metaboliti olan CSA sebebiyle hiicre
sayisini diislirmiistiir.

TFB-TBOA tek basina hiicre sayisini anlamli bir bicimde azaltmazken
seftriaksonla yapilan kombinasyonu hiicre sayisin1 anlamli bir bigimde azaltmigstir.
TFB-TBOA esas olarak EAAT2 blokorti olarak gorev yaparken seftriakson bunun tam
tersi bicimde EAAT?2 aktivatorii olarak gorev yapmaktadir. Bu durum gen ekspresyonu
sonuglarimiza bakildiginda TFB-TBOA ve seftriakson kombinasyonunda TFB-TBOA
mn bloke edici etkisinin 6n plana ¢iktig1 goriilmektedir. Ayn1 grubun MTT analizinde
hiicre sayisinda azalma gozlenmistir. Bu sonug¢ beklenmeyen bir durum gibi goziikse de
yapilmis calismalarla TFB-TBOA’ nin bilinmeyen bir mekanizma ile GBM hiicreleri
iistiinde biiyiimeyi inhibe ettigi ve hiicre sayisini azalttig1 gdsterilmistir. 8

Calismamizda glutamat tasiyici gen ekspresyonlarimin analizi i¢in Real-Time
PCR yontemini kullandik. Real-Time PCR yontemi maliyeti diisiik, hizli ve kolay

kullanima sahip, gilivenilir ve kantitatif sonu¢ vermesi, elektroforezde yiiriitme
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basamaginin olmamasi, tiim diinyada kabul edilen yaygin bir yontem olmasi ve
yapacagimiz calismada Olgmek istedigimiz gen ekspresyonlar1 bize en 1iyi
saglayabilecek yontem olmasi nedeniyle tercih edilmistir.

Real-Time PCR sonuglarimiza gére SLC1Al gen ekspresyonlart agisindan
gruplan karsilastirdigimizda seftriakson grubu kontrol grubuna gore gen ekspresyonunu
arttirmistir. Yapilan ¢alismalarda seftriaksonun 6zellikle SLC1A2 ve daha az olmakla
birlikte SLC1A1 gen ekspresyonunu artirdig1 gosterilmistir. 8 Bizim sonuglarimiz da bu
calismayla paralellik gostermektedir. UCPH-101 grubu kontrol grubuyla esit
ekspresyon seviyelerine sahip bulunmustur. Bu durum GBM hiicrelerinin halihazirda
mevcut bulunan EAAT3 tasiyicilarimi segici olarak kapatmasi ile aciklanabilir. Bizim
SLC1AS3 blokorii olarak verdigimiz UCPH-101 bu yiizden gen ekspresyonlarinda
herhangi bir degisime sebep olmamistir. TFB-TBOA tek basina SLC1Al1 gen
ekspresyonunu azaltmigsken seftriaksonla olan kombinasyonu bilinmeyen bir
mekanizma ile seftriaksondan da daha fazla ekspresyona sebep olmustur. Tiim ilaglar
kombine verildiginde ise SLC1Al gen ekspresyonu agisindan etkilerinde
potansiyalizasyon goriilmiis ve en yiiksek ekspresyon seviyeleri bu grupta
gbzlemlenmistir.

SLC1A2 gen ekspresyonu sonuglarimiza gére ise bu genin aktivatdrii olan
seftriakson gen ekspresyonunu artirmigstir. UCPH-101 tek basina istatistiksel olarak
anlamli bicimde olmamakla beraber gen ekspresyonunu artirmistir ve seftriaksonla
yapilan kombinasyonunda gen ekspresyonu acisindan etkisi potansiyalize olmus ve
seftriaksonun tek basina yaptigi artistan daha yiiksek bir artis olusturmustur. L-Sistein
ve TFB-TBOA tek baslarina gen ekspresyonlarini diistirmiislerdir ve seftriaksonla
yapilan kombinasyonlarinda seftriaksonun sebep oldugu artis1 geri ¢cevirmislerdir. Tim

ilaglar kombine verildiginde ise SLC1A2 gen ekspresyonu acgisindan etkilerinde
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potansiyalizasyon goriilmiis ve en yiiksek ekspresyon seviyeleri yine bu grupta
gozlemlenmistir.

SLC1A3 gen ckspresyonu sonuglarimiza gore en diisiik ekspresyon, selektif
inhibitor olan UCPH-101 gurubunda gézlemlenmektedir. seftriakson tedavi gruplarimiz
diger genlerden farkli olarak SLC1A3 gen ekspresyonunu istatistiksel olarak anlamli
bicimde olmasa da azaltmistir. Bu durum seftriaksonun EAAT] {izerinde herhangi bir
aktivator etkisinin bulunmamasiyla aciklanabilir. Seftriakson eklenen kombine tedavi
gruplar1 kendi saf gruplarina azalma gostermistir. Seftriakson yalnizca tek bagina degil
eklendigi biitlin gruplarda SLC1A3 gen ekspresyonunu diislirmiistiir. Deney
sonuglarimizda L-Sistein grubu SLC1A3 geni iizerinde en fazla ekspresyona ulasan

gruptur.
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6. SONUC VE ONERILER

GBM hiicreleri tlizerinde yaptigimiz molekiiler diizeydeki caligmalar sonucunda
literatiirde hentiz ¢alisilmamis olan SLC1Al1, SLC1A2 ve SLC1A3 glutamat
tastyicilarinin aktivator ve blokorlerini tek basina ve bir arada kullanarak hiicre canliligi
ve gen ekspresyon diizey degisimlerini inceledik. Seftriakson grubunun hiicre canliligi
bakimindan diger gruplara kiyasla en c¢ok hiicre 6liimiine sebep olan grup oldugunu
gozlemledik. Elde ettigimiz sonuglara gore seftriakson 6zellikle SLC1A2 ve kismen
SLC1A1l geninin ekspresyonlarini artirmistir. Zit ozellikler gosteren iki madde olan
Seftriakson ve TFB-TBOA birlikte kullanildiginda TFB-TBOA’nin bloke edici
etkisinin seftriaksonun aktive edici etkisine baskin geldigini gozlemledik.

Elde ettigimiz bulgularin ileride yapilacak hayvan calismalari ve bu
caligmalardan elde edilecek genetik bulgular ile desteklenmesi GBM tedavisinde umut

vadetmektedir.
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