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ONSOZ VE TESEKKUR

Kanser, kontrolsiiz hiicre ¢cogalmasi ile karakterize edilen karmasik bir hastalik
grubudur. Farkli kanser tiirlerinde her yil milyonlarca yeni vaka teshis edilmekte ve
toplum sagligini ciddi derecede etkilemektedir. Kanser hiicrelerinin siirekli boliinme
sinyallerini aktiflestirmesi, hiicre 6liim mekanizmalarin1 baskilamasi ve metastatik
kapasitesini artirmast agresif karakter kazanarak klasik tedavilere direng

gelistirmesine yol agmakta bu da yeni stratejilerin gelistirilmesini zorunlu kilmaktadir.

Tez calismasi ile, tedavisi en zor kanser tiirlerinden biri olan glioblastoma
multiforme (GBM) hiicre hatt1 tizerinde All-Trans Retinoik Asit (ATRA) ve kurkumin
kombinasyonunun in vitro anti-kanser etkilerini incelemeyi amagladik. Bu kapsamda,
kombinasyonel tedavinin in-vitro anti-kanser etkisi fonksiyonel deneyler ile
incelenmis olup bu etkinin hangi sinyal yolaklarini degistirerek hiicrelerin proteomik
profilindeki degisikliklere yol actigini arastirdik. Lise ve lisans egitimim sirasinda
kanser biyolojine olan ilgim arastirma, hiicre kiiltiirli, in-vitro analizler sirasinda
edindigim deneyimler ile pekismis olup bu alanda bana 0Ozgiin yaklagimlar

kazandirmistir.

Oncelikle, bu fikrin hayata gecmesini saglayan, kendisinden disiplin, 6zveri ve
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OZET

All-Trans Retinoik Asit ve Kurkuminin Kombinasyonel Tedavisinin

Glioblastoma Uzerindeki in vitro Anti-Kanser Etkisinin Arastirilmasi

Glioblastoma multiforme (GBM), invaziv dogasi, yiiksek niiks orani ve standart
tedavilere kars1 gelistirdigi direng nedeniyle kotli prognoza sahip, son derece agresif
bir beyin tiimériidiir. Ozellikle heterojen tiimor yapilarinda, tek ajanli tedavilerin
sl etkinligi, yeni ve ¢ok yoOnlii terapdtik stratejilerin gelistirilmesi gerekliligini
ortaya koymaktadir. Bu tez calismasinda, All-Trans Retinoik Asit (ATRA) ve
kurkuminin kombinasyonel tedavisinin U87 glioblastoma hiicreleri {izerindeki in vitro
anti-kanser etkileri arastirilmustir. Ik asamada, doz ve zamana bagl sitotoksik etkiler
xCELLigence sistemi kullanilarak gercek zamanli olarak izlenmis, ardindan secilen
doz ve zaman araliginda Annexin V-FITC/PI boyama yontemi ile apoptoz
mekanizmasi degerlendirilmistir. En etkili kombinasyon dozu ile gerceklestirilen LC-
MS/MS tabanli proteomik analizler, bu kombinasyonun apoptoz, hipoksi, oksidatif
stres ve inflamasyon gibi cok boyutlu hiicresel stres yanitlarini eszamanli olarak aktive
ettigini  gostermistir. Elde edilen bulgular, kombinasyonel tedavi yaklagimin
glioblastoma tedavisinde dnemli bir terapotik potansiyel tagiyarak ilerideki in vivo ve

klinik aragtirmalar i¢in bir temel sundugunu gostermektedir.

Anahtar Sozciikler: Glioblastoma, U87, ATRA, Kurkumin, Kombinasyon tedavisi



ABSTRACT

Investigation of the in vitro Anti-Cancer Effect of Combinational Treatment of

All-Trans Retinoic Acid and Curcumin on Glioblastoma

Glioblastoma multiforme (GBM) is a highly aggressive brain tumor with poor
prognosis due to its invasive nature, high recurrence rates, and resistance to standard
therapies. The limited efficacy of single-agent treatments, especially in heterogeneous
tumor structures, highlights the need for the development of novel and multifaceted
therapeutic strategies. In this thesis, the in vitro anti-cancer effects of a combinational
treatment involving All-Trans Retinoic Acid (ATRA) and curcumin on U87
glioblastoma cells were investigated. In the initial phase, dose- and time-dependent
cytotoxic effects were monitored in real time using the xCELLigence system, followed
by the evaluation of apoptotic mechanisms through Annexin V-FITC/PI staining.
Proteomic analyses based on LC-MS/MS, performed with the most effective
combination dose, revealed that the treatment simultaneously activated
multidimensional cellular stress responses, including apoptosis, hypoxia, oxidative
stress, and inflammation. The findings demonstrate that this combinational therapy
approach holds significant therapeutic potential in glioblastoma treatment and

provides a valuable foundation for future in vivo and clinical studies.

Keywords: Glioblastoma, U87, ATRA, Curcumin, Combination therapy



1 GIRIS VE AMAC

Glioblastoma (GBM), beyin tiimorleri arasinda en yaygin ve en agresif tiirdiir.
GBM, hasta oliimlerine neden olmanin yaninda, cerrahi miidahale, radyoterapi ve
kemoterapi gibi mevcut tedavi segeneklerinin sinirli etkinligi nedeniyle hastalarin
sagkalim siiresi de ¢ok kisa olmaktadir. Bu durum, mevcut tedavi segeneklerinin
yetersizligini ve GBM tedavisi i¢in yeni stratejilere ihtiyac1 gostermektedir.
Literatiirde, GBM tedavisinde daha umut verici sonuglar elde etmek lizere geleneksel

tedavi yaklasimi1 yaninda kombinasyonel tedavi stratejileri ele alinmaktadir.

ATRA ve kurkumin gibi biyoaktif molekiiller hiicre proliferasyonunu farkl
mekanizmalar yoluyla baskilamaktadir. Hiicre apoptozunu baskilamak, timor
gelisimini engellemek veya durdurmaktadir. Buna karsin ilaglar, c¢oziiniirlik,
biyouyumluluk ve stabilite a¢isindan belirli kisitlamalara tabidir. Bu nedenle, her iki

bilesik arasindaki sinerjistik etkilerin GBM tedavisi i¢in yenilik saglamaktadir.

Bu galismanin amaci, ATRA ve kurkuminin sinerjik etkilerini ortaya koyarak
glioblastoma tedavisine yonelik yeni ve etkili bir kombinasyonel yaklasim gelistirmek,
bu etkinligi molekiiler diizeyde agikliga kavusturarak kombinasyonel tedavilere yeni

yaklasimlar kazandirmaktir.

Bu tez kapsaminda, ATRA ve kurkuminin kombine dozlarinin U87-MG GBM
hiicre hatlarinda in vitro ortamdaki anti-kanser etkileri arastirilmis ve bu etkinin
hiicrelerin proteomik profilini nasil degistirdigi incelenmistir. Hiicre canlilig1, apoptoz
ve proliferasyon iizerindeki etkilerin inelenmesi gelecekteki in vivo ve potansiyel
klinik ¢alismalar i¢in bir adim olmasi hedeflenmistir. Bu sayede GBM gibi agresif
beyin tiimorlerine yonelik yeni tedavi stratejilerinin gelistirilmesine katkida
bulunulmas: beklenerek ileride yapilacak kapsamli hayvan deneyleri ve Kklinik

arastirmalara 151k tutacaktir.



2 GENEL BILGILER

2.1 Glioblastoma Multiform

Insanlarda en oliimciil kanser tiirlerinden birini temsil eden Glioblastoma
Multiform (GBM), yiiksek invaziv 6zellige sahip agresif bir beyin tlimoriidiir. Diinya
Saglik Orgiitii’ne (WHO) gére GBM, merkezi sinir sistemi tiimorleri arasinda 4.derece
olarak simiflandirilmaktadir (1)Tiim gliomalar arasinda glioblastomalar, IDH-yabanil
tip (IDH1 veya IDH2 genlerinde herhangi bir mutasyon gdstermeyen) olarak
adlandirilmaktadir. Bununla beraber, tan1 koyulabilmesi i¢in histolojik olarak nekroz
veya mikro damar proliferasyonu bulunmalidir. Nekroz veya mikro damar
proliferasyonu gostermeyen gliomalar i¢in glioblastoma tanisin1 koymak amaciyla
TERT promotér mutasyonu, EGFR amplifikasyonu ve kromozom +7/—10 testleri
yapilmalidir. Bu molekiiler belirteglerden birinin veya daha fazlasinin varlhig

glioblastoma (IDH-yabanil tip, WHO derece 4) tanisi igin yeterli olmaktadir (2).

Glioblastoma diinya ¢apinda 100.000 kiside 0,59-3,69 arasinda ve ABD'de
100.000 kiside 3,21 oraninda goriilmektedir (3). Tirkiye’de goriilme sikligi ise
100.000 kiside yaklasik 3 ila 4 yeni vakadir (4). Yiiksek derecede yayilmaci ve agresif
dogas1 nedeniyle GBM hastaliginin seyri oldukg¢a kotii, ortalama sagkalim stiresi
sadece 12-18 aydir (5). GBM' in goriilme siklig1 yasla birlikte artar ve erkeklerde
kadinlara gore daha sik goriilmektedir. Etnik koken olarak bakildiginda ise Kafkas
rkinda goriilme sikligi diger etnik gruplarla kiyaslandiginda daha yiiksektir (6).

2.1.1 GBM olusum ve progresyon mekanizmalari

GBM’in, baslangicta yalnizca beyindeki glial hiicrelerinden tiirev aldigi
diistiniilmesine karsin yapilan ¢alismalar, GBM'in noral kok hiicrelerinden (NSC'ler),
NSC’ den tiiretilmis astrositlerden ve oligodendrosit 6ncii hiicrelerinden (OPC'ler)
tirev aldigini da gostermektedir (6,7). GBM olusumuna, bu hiicrelerin farklilagmasi
sirasinda sinyal yolaklarindaki molekiillerin degisikligi yol agmaktadir. GBM’ in

ortaya ¢ikisinda genel olarak ii¢ adet sinyal yolaginin etkili oldugu bilinmektedir.



Bu sinyal yolaklar1 tiimér proteini p53 yolagi, reseptdér tirozin
kinaz/Ras/fosfoinositid 3-kinaz sinyal yolagi ve retinoblastoma (Rb/E2F) yolagidir
(8)Bahsi gecen bu yolaklardaki degisimler kontrolsiiz hiicre proliferasyonuna ve artan
hiicre canliligina neden olurken, aym1 zamanda tiimor hiicresinin yaglanmadan ve
apoptoz mekanizmalarindan kagmasina yol a¢maktadir. Yapilan son caligmalarla
birlikte, hiicre proliferasyonu, apoptoz, doku homeostazi, kok hiicrelerin hayatta
kalmasi gibi hiicresel siirecleri yoneten Notch sinyal yolagi da GBM’in progresyonu
ile iligkilendirilmistir. GBM'de Notch sinyal yolaginin aktivasyonu, hiicre
proliferasyonunu tesvik eder ve hayatta kalma yeteneklerini artirir. Bununla birlikte
cevredeki hiicreleri, anjiyogenezi ve bagisiklik yanitlarini etkileyerek timor

biiylimesini ve yayilmasini da destekleyebilir (9).

Bahsedilen sinyal yolaklarindaki degisiklikler hiicre icerisindeki kritik yasamsal
mekanizmalar1 etkilemektedir. Bu mekanizmalardan biri olan Epitel Mezenkimal
Gecis (EMT), GBM olusumu ve ilerlemesinde ciddi dneme sahiptir. EMT, epitel
hiicrelerinin adhezyonunu kaybederek birbirlerinden ayrilmasi ve mezenkimal hiicre
ozellikleri kazandigi dinamik bir siirectir (Sekil 1). EMT siireci hiicrelerin bazal
membranint bozarak komsu dokulari veya uzak organlari istila (migrasyon ve
invazyon) etmesine izin verir (10). Bunun sonucunda GBM hiicreleri yiiksek agresif
karakterini artirir ve hiicrelerin metastatik gecise bagli ozellikleri diisiik sagkalim

oranina y01 agar.

Epitel-Mezenkimal Gegis (EMT)

Polarizasyon Hucre-Hucre Adezyon kaybi
Hucre-Hucre adhezyonu Hareketli, gog etmeye hazir hilcreler
Hareketsiz hilcreler — Hucre digi matrisin yeniden gekillenmesi
Epitel Mezankimal
Hucreleri Hucreler
i 1 _r“ J 1]
(ETNEN YT
| L;LL.Fu] LA
° k B s W o a
= —“—_—:a_ — —:x‘_"—‘ — e — — — — I:-__n: - —
e e — e e — e — e — i
Pé L &
- Lo
Pd ¢

Sekil 1. Epitel- Mezenkimal Gegis (created in BioRender.com).



GBM’in agresif karakteri kazanmasina neden olan faktorlerden biri de tiimor
mikro ¢evresindeki pro-inflamatuar sitokin, kemokin ve biiylime faktorlerinin sitirekli
inflamasyona sebep olarak tiimor olusumunu destekleyen noro inflamasyon meydana
getirmesidir (11). Glioblastomada néro inflamasyon, artmis damarlanma, hipoksik
tiimor mikro ¢evresi ve bagisiklik baskilayici ortam gibi tipik 6zellikleri tagimaktadir.
Tiim bu 6zellikler ve kan-beyin bariyerinin varligi, glioblastomadaki néro inflamatuar

mikro ¢evreyi olumsuz bir patolojik siire¢ haline getirmektedir (12).

2.1.2 GBM tedavi stratejileri ve limitasyonlar

Glioblastoma tedavisi multidisipliner bir yaklasim gerektirir. Kesin bir tedavi
secenegi olmamakla birlikte Glioblastoma tedavisinde cerrahi girisimleri takip eden
radyoterapi ve kemoterapi baslica tedavi secenekleridir (7,13). Yiiksek derecede
yayilmaci agresif dogasi ve invaziv yapisi nedeniyle, ¢evredeki beyin yapilarina da
zarar verecegi i¢in tlimoriin cerrahi olarak tamamen ¢ikarilmasi zordur (3). Cerrahi
miidahale, eszamanli kemo-radyoterapi ve adjuvan kemoterapiyi igeren tedavi
seceneklerine ragmen, glioblastoma hastalarmin 5 yillik sagkalim orani sadece

9%9,8'dir ((2,3,14).

Tiimdr karsit1 etkilere sahip oldugu bilinen DNA alkilleyici ajanlar kemoterapide
baslica kullanilan ilaglardir. Bu ilaglardan biri olan Temozolamid (TMZ) kan beyin
bariyerini (KBB) gegebilmesi, viicut pH’inda fizyolojik olarak aktive edilebilmesi gibi
ozellikleriyle GBM tedavisinde ilk tercih edilen kemoterapdtik ilagtir. Buna karsilik;
TMZ’ ye karsi gelisen ilag direnciyle beraber hastalarin yiizde ellisi TMZ tedavisine
yanit vermemektedir (5). TMZ’ ye gelisen direncin gesitli sebepleri mevcuttur.
Oregin, O6-metilguanin-DNA-metiltransferaz  (MGMT)’in onaric1  aktivitesi,
DNA'nin O6-guanin pozisyonundaki metilasyonu engelleyerek TMZ' nin sitotoksik
etkilerini gegersiz kilabilir. Diger yandan, sinyal mekanizmalarinin diizensizligi de
TMZ direncine katkida bulunmaktadir. Arastirmalar, glioblastoma tlimorlerinin
onemli bir yilizdesinde PI3SK/AKT yolaginda bozulmalar oldugunu gostermektedir.
Kemoterapi direncini artirmasiyla bilinen PI3K/AKT yolu, apoptozu inhibe ederek ve

hiicresel hayatta kalmay1 proliferasyon ve anjiyogenez yoluyla tesvik ederek anti-



apoptotik proteinleri aktive eder. Bunun sonucunda TMZ' nin etkileri azalir ve direng
meydana gelir (15,16).

GBM tedavi stratejilerinde hedeflenen ¢ogu sinyal yolu tanimlanmis olmasina
ragmen, bu yollarin klinik denemelerde hedeflenmesi, sonuglari onemli oSlglide
iyilestirmemistir. Bu yollar son derece birbirine baglidir ve glioblastomada kok hiicre
Ozelliklerini, invazyonu ve tedavi direncini artiran benzer etkilere sahiptir. Bu durum,
GBM ’yi etkili bir sekilde tedavi etmenin 6niindeki 6nemli engellerden biridir. Etkili
tedavi yontemlerine giden yoldaki bir sonraki adim, GBM igin hangi ilag
kombinasyonlarmin ~ 6liimciil  oldugunu  belirlemek olabilir.  Kombinasyon
tedavilerindeki iyilestirmeler ve yenilik¢i yaklagimlar GBM tedavisinde gerekli

ilerlemeleri saglayabilir.

2.2. All-Trans Retinoik Asit

A vitamini (retinol) metaboliti All-trans retinoik asit, kiigiik molekiiler yapida
ve hiicre igerisinde aktif bir molekiildiir. Hiicre ¢ogalmasindan hiicre farklilagmasina,
bagisiklik fonksiyonundan apoptoza, noral fonksiyondan embriyonik gelisime kadar
cesitli hiicre i¢i fonksiyonlarda sinyal molekiilii gorevi gorerek onemli biyolojik
stiregleri diizenler (17). Diyetle alinan karotenoidler, B-karoten-15,15'-monooksijenaz
(BCMO1) enzimi araciligiyla all-trans retinal formuna oksitlenir. All-trans retinal, ¢ift
yonlii bir reaksiyonla retinol (Vitamin A) ve all-trans retinaldehit formlarina
dontigebilir; bu reaksiyonlar, retinol dehidrojenaz (RDH) enzimleri tarafindan
katalizlenmektedir. Son asamada, all-trans retinaldehit, aldehit grubunun oksidasyonu
ile all-trans retinoik aside ¢evrilir (18)Bu doniisiim, retinoik asidin hiicresel
farklilasma, proliferasyon ve apoptoz gibi biyolojik siireclerde gorev aldigr aktif

metabolit formunu olusturur.

ATRA, hiicre i¢i reseptorler ile iletisim kurarak transkripsiyon faktorii gibi
davranir. Hiicre reseptorleri ile kolaylikla etkilesim kurmasi kimyasal yapisi

sayesindedir. Kimyasal yapisi; bir polien zinciri ve bu zincire bagli sikloheksen



halkasina sahiptir. Yapisinda ayrica bir terminal karboksilik asit grubu bulunur (Sekil
2).
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Sekil 2. All-trans Retinoik Asit (created in Biorender.com).

ATRA’ nin kimyasal yapisindaki polien zinciri, 13-cis retinoik asit veya 9-cis
retinoik asit gibi aktif izomerlerine doniisme reaksiyonunu (izomerlesme)
kolaylastirir. Sonug olarak, izomerleri ile kiyaslandiginda ATRA, hiicresel reseptorler

ile daha iyi etkilesim kurabilen forma sahiptir (19).

2.2.1 ATRA ve biyolojik aktivitesi

Retinoid ailesinin en aktif metaboliti olan ATRA, gen ekspresyonlarin
diizenleyerek c¢esitli sinyal mekanizmalar1 ve hiicresel davranislari direkt olarak
etkileme potansiyeli ile genis ¢capta biyolojik aktiviteye sahiptir. Bu 6zelligi, ATRA’y1

bilimsel aragtirmalarin odag: haline getirmistir.

Retinoik asit hiicre igerisinde CRBP proteini ile taginir. Hiicre igerisinde retinoik
asit niikleer reseptoriine (RAR) baglanir. RAR reseptorleri, hiicresel siireglerde rol
oynayan dnemli genleri aktive ederek veya baskilayarak regiile eder. RAR'lar, retinoid
X reseptorler (RXRs) ile heterodimer olusturarak hedef genlerin DNA dizisinde yer
alan retinoik asit yanit elemanlarina (RARE) baglanir (Sekiil 3). Bu da niikleer reseptor
koaktivatorleri (NCOA) aktive ederek biyolojik siireglerde rol alan genlerin

diizenlenmesine yol agar (20,21).
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Sekil 3. ATRA’nin hiicre igi aktivitesi (created in Biorender.com).

Cekirdekte niikleer reseptore yukarida belirtildigi gibi baglandiktan sonra hiicre
gelisimi, hiicre farklilasmasi, hiicre ¢ogalmasi, apoptoz, immiin diizenlenmesi,
hemostaz ve hastaliklar gibi ¢esitli fizyolojik fonksiyonlara ait hedef genlerin

aktivasyonu veya inhibisyonunu gergeklestirir.

ATRA’ nin kritik 6zelliklerinin bagsinda EMT mekanizmasini diizenleme yetenegi
gelir. Wu ve ark. yaptig1 bir calismada, ATRA’ nin epitel hiicre farklilagsmasi sirasinda
epitel dokularin yapisal ve islevsel biitiinliigiinii sagladigi gézlemlenmistir (22). Buna
bagli olarak, epidermal bariyer fonksiyonunu iyilestirdigi gosterilmistir (23).
Karaciger hiicrelerinde yapilan bir g¢alismada ise ATRA’ mnin farklilasmay1
destekleyerek ve EMT mekanizmasini baskilayarak hiicrelerin hiicre gogiinii
azaltmistir(17) Beyin gelisiminde de kritik role sahip olan ATRA, noral kok hiicrelerin

astrosit ve noron hiicrelerine farklilagmasini destekleyerek ndrogenezi diizenler (24).

ATRA’ nin aym zamanda biyokimyasal mekanizmalara da etki ederek
metabolizmay: diizenleme yetenegine sahip oldugu gdzlemlenmistir(25,26). Ornegin;
yapilan bir ¢alismada -oksidasyonuna ait genleri aktive ederek lipit mobilizasyonunu
artirdig1 ve adipogenezi inhibe ettigi gosterilmistir (27). Ayrica, insiilin duyarliligini
gelistirdigi ve metabolik rahatsizliklar1 diizenlemede potansiyel sahibi oldugu

diistiniilmektedir (28).



Dogal bir biyolojik molekiil olan ATRA, hiicresel mekanizmalardaki 6nemi ve
kritik stireclerdeki diizenleyici rolii sebebiyle c¢esitli hastaliklarin tedavisindeki
arastirmalarda siklikla kullanilmaktadir. Ozellikle kanser arastirmalarinin ilgi odagi

haline gelen ATRA, potansiyel terapotik bir ajan konumundadir.

2.2.2 ATRA’ nin anti- kanser etkinligi ve limitasyonlar

Kanser; olusum sebepleri ve progresyon siirecleri agisindan son derece karmasik
ve heterojen bir profil sergilemektedir. Kanserin ortaya ¢ikmasi genelde tek bir
kaynaga baglanamaz. Hiicre igerisindeki farkli biyolojik mekanizmalarin senkronize
bir sekilde anormal davramislari ile karakterize edilir. Ornegin; hiicre dongiisiiniin
bozulmasini1 takiben gergeklesen kontrolsiiz hiicre biiylimesi ve buna bagh
proliferasyonun kalici olarak devam etmesi, hiicre 6liimii mekanizmasinin devre dis1
kalmasiyla apoptozun baskilanmasi, oksidatif stres, genetik mutasyonlar ve kronik

inflamasyon gibi tetikleyici siiregler olusum ve progresyonun baslica unsurlaridir.

ATRA gibi hiicre igerisinde aktif molekiillerin etki sagladigi sinyal
mekanizmalarinda yasanan anormallikler de GBM dahil farkli kanserler ile
iliskilendirilebilir. Ornegin, normalde yogun olarak ¢ekirdekte bulunmasi gereken
CRBP proteininin sitoplazmada anormal sekilde bulunmasinin GBM hastalari

tizerinde sagkalimi etkiledigi bildirilmistir (29).

ATRA’ nin hiicre igerisindeki kritik mekanizmalardaki etkisi, kanserdeki
terapotik ¢aligmalar i¢in potansiyel ajan olarak diisliniilmesine yol agmaktadir. ATRA
hiicre farklilagmasini uyararak metastazi azaltma yetenegine sahiptir. Ayn1 zamanda
apoptozu aktive ederek hiicre canliligini da azaltabilir. U87-MG GBM hiicre hattinda
yapilan calismalarda, ATRA’nin doz ve zamana bagl olarak apoptoz hizinda artis,
hiicre gocili, hiicre proliferasyonu ve canliliginda da Onemli Olgiide azalis
gozlemlenmistir. Buna ek olarak, ATRA’ nin MMP-2 ve MMP-9’un seviyelerini

diislirdiigii ve buna bagli olarak invazyonda azalma meydana geldigi belirtilmistir (30).



ATRA’ nin anti-kanser etkisi meme, akciger ve pankreas gibi kanserlerde dahil
bir¢ok kanser tiiriinde de arastirilmis ve radyasyon ya da kemoterapi gibi geleneksel

yontemlerin anti-kanser etkisini artirdigi gozlemlenmistir (31,32) .

ATRA, kanser hiicrelerinde terapdtik bir etkinlik sergilese de kanserli hiicrelerin
ATRA’ ya kars1 gosterdikleri kuvvetli ilag direnci klinik etkide sinirlamalar meydana
getirmektedir. Bu smirlamalar1  ortadan kaldirmak amaciyla belirli  sinyal
mekanizmalara odaklanilan arastirmalar hizla devam etmektedir. Bunun yani sira
ATRA ve gesitli terapdtik ajanlart igeren kombinasyonel ilag tedavileri de sik sik
uygulanmaktadir. Son ¢aligmalar; ATRA’ nin diger ilaglar ile sinerjistik etki yaratacak
kombinasyonel tedavi yaklagimlarinin énemini vurgulamaktadir. Ornegin, diisiik
dozlarda ATRA ile Fimaporfin bazli tedavinin kolon ve meme karsinomlarinda

sitotoksisiteyi artirdigi gézlemlenmistir (33).

ATRA’ nin potansiyel anti-kanser etkinlige karsin ila¢ direncinin gelismesi gibi
limitasyonlar sebebiyle tedavi yaklasimlarinin gelistirilmesine ihtiya¢ duyulmaktadir.
Gergeklestirilen in-vitro ve klinik calismalar, ATRA’nin 6zellikle kombinasyonel

tedavileri iceren yaklagimlarinin terapotik dnemini gostermektedir.

2.3. Kurkumin

Kurkumin, zencefil ailesine (Zingiberaceae) ait zerdecal bitkisinin (Curcuma
Longa) etken maddesidir (Sekil 4). (Uluslararas1 Saf ve Uygulamali Kimya Birligi
(IUPAC) adi:(1E,6E)-1,7-bis(4-hidroksi-3-metoksifenil)-1,6-heptadien-3,5-dion).
Zerdegala sar1-turuncu rengini veren kurkumin , biyolojik olarak aktif bir molekiildiir.
Zerdegal bitkisi aslen antik Hindistan'a 6zgii olup genellikle tropikal Giineydogu
Asya’da yetistirilmektedir. Yetistigi bolgelerdeki yerel halk, zerdecali ylizyillardir
cesitli hastaliklarin tedavisinde dogal ilag olarak kullanmis, glinlimiizde ise 6zellikle

baharat olarak mutfagimiza kadar gelmis ve yaygin olarak kullanilmaya baslamistir
(34).



Kurkumin ayni zamanda "Diferiiloilmetan" gibi farkli kimyasal isimlerle de
adlandirilabilmektedir. Kurkuminin kimyasal yapist geregi, merkezinde bir metilen
kopriisii ile baglanmus iki ferulik asit kalintisina sahip bir polifenoldiir (35). Konjuge
cift baglarla stabilize edilmis benzersiz yapis1 biyolojik aktivitelerini ve biyokimyasal
reaktivitesini belirlemektedir. Kurkumin isiga maruz kaldiginda parcalanan bir
bilesiktir. Bu bozulmanin kesfedilmesi C. Longa' dan ekstrakt edilen kurkumin
pigmentinin sar1 boya ve gida renklendirici alanlarinda kullanilirken yasanan renk
solmalarinin  gézlemlenmesine dayanmaktadir. Bunun tizerine foto-oksidasyon
stirecleri yogun olarak incelenen kurkuminin, giines 15181 altinda foto-oksidasyonu
sonucunda ¢esitli aldehitler ve asitler olusturdugu, bunun da konjuge alkil kisminin

oksidatif boliinmesinden kaynaklandigi ortaya ¢ikmistir(36) .

C. Longa 'nin rizomundan elde edilen kurutulmus zerdegal tozunda, zerdegalin
kokeni ve yetistirildigi toprak kosullarmma bagli olarak, %2-5 oraninda kurkumin
bulunur. Kurkumin, biiyiik bir yiizde ile C. Longa’ dan elde edilmesinin yan1 sira
Zingiberaceae ailesine ait benzer sar1 rizomlara sahip diger Curcuma tiirlerinde de
kurkumin varlig1 tespit edilmistir. Ornegin, C. Zedoaria, C. Xanthorhiza, Zingiber
cassumunar ve Z. Zerumbet gibi tiirlerin rizomlarinda kurkumin ve benzer bilesikler

tespit edilmistir (37).

2.3.1. Kurkuminoidler

Kurkumin ile yapisal olarak iligkili fenolik bilesenler Zingiberaceae rizomlarinda
aktif olarak bulunur ve kurkuminoidler olarak adlandirilir. Demetoksikurkumin
(DMC) ve bisdemetoksikurkumin (BDMC) bu kurkuminoidlere 6rnek olarak
verilebilir (Sekil 2). Marketlerde satilan zerdegal tozunun temel bilesenleri kurkumin,
DMC ve BDMC'dir. Bunlarin bulunma oranlari ise sirasiyla %77, %17 ve %3 'tiir.
Kurkuminoidlerin hiicrelerde gosterdigi etkiler birbirine ¢ok benzer; ama
kurkuminoidler viicutta farkli farkli emilip metabolize oldugu i¢in farkli ve
potansiyeller baridirabilir. Ornegin, yukarida bahsedilen ii¢ tane kurkuminoid ¢ok

farkli oranda antioksidan ve anti-inflamatuar etki géstermektedir (34,37,38).
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Sekil 4. Kurkumin (created in biorender.com).

2.3.2. Kurkumin ve biyolojik aktivitesi

Kurkumin, bir¢ok biyolojik aktiviteye sahip dogal bir biyoaktif bilesik olmasi ve
cesitli fiziksel-kimyasal Ozellikleri nedeniyle, terapdtik uygulamalarda onemli bir
potansiyele sahiptir. Kurkumin ile ilgili bilimsel ¢alismalar, ilk olarak 1815 yilinda
zerdecal rizomlarindan izole edilmesinin ardindan baslamis ancak 1970’lere kadar
kimyasal yapisi, sentezi ve biyokimyasal aktivitesi hakkindaki arastirmalar sinirl
kalmistir (39,40). 1976'da ise ilk defa Kurkiimin’in kimyasal yapisina istinaden
inflamasyon ile baglantili antioksidan aktivitesini incelenmistir. Yapilan galigmalarda
kurkuminin kanser tizerindeki potansiyel tedavi edici etkisi bildirilmis, bunun tizerine
kiirkiimin arastirmalari hizli bir sekilde artis gostermistir(41-43). Bugiline kadar
yapilan ¢alismalarda kurkuminin anti-tiimér, anti-kanser, anti-viral, anti-Alzheimer,
anti-artrit vb. etkileri kapsamli bir sekilde arastirilmis ve potansiyel terapotik etkinligi
vurgulanmistir (36). Yaklasik iki yiizyillik bir bilimsel gegmise sahip olan kurkumin,

hala diinyanin dort bir yanindan aragtirmacilari kendine ¢ekmektedir.

Kurkuminin en bilinen biyolojik aktivitesi, viicutta hiicrelere zarar veren kararsiz
serbest radikalleri notralize edebilmesidir. Siiperoksit dismutaz (SOD), katalaz ve
glutatyon peroksidaz gibi serbest radikaller ile savasan enzimlerin etkinligini artirarak
oksidatif stresi azaltir (44). Kurkuminin anti-inflamatuar ve anti-oksidan rolii bununla
sinirla kalmaz; ayn1 zamanda viicutta, niikleer faktor eritroid 2-iliskili faktor 2 (Nrf2)

sinyal yolu gibi cesitli mekanizmalar1 destekleyerek anti-oksidan yanitin tiretimini



artirir (45). Bununla birlikte, kurkumin demir ve bakir gibi serbest radikaller iireten
metal iyonlarina baglanma yetenegi, bu iyonlarin oksidatif reaksiyonlara katilmasini

ve daha fazla serbest radikal iiretmesini engellemektedir (46).

Kurkumin anti-inflamatuar aktivitesi, viicudu bakteri, viriis, mantar ve parazitlere
kars1 da koruyabilir. Mikrobiyal hiicre zarlarina zarar vermesi, mikrobiyal enzimleri
inhibe etmesi ve mikrobiyal niikleik asit replikasyonu azaltmasi kurkuminin anti

mikrobiyal aktivitesine 6rnek olarak gosterilebilir (47).

2.3.3. Kurkumin ve kanser

Giiglii anti-inflamatuar ve anti-oksidan yetenegi kurkumini kanser gibi komplike
hastaliklarin terapotik arastirmalarinda potansiyel bir ajan konumuna getirmektedir.
Yapilan c¢aligsmalarda, kurkuminin kanser hiicrelerinin biiyiimesini durdugu
gozlemlenmistir. Bununla birlikte metastazi azalttigi, apoptozu artirdig1r ortaya
cikmigtir. Aym1 zamanda kurkumin anti-inflamatuar aktivitesi sayesinde kanser
hiicrelerinin inflamasyon mekanizmalarina miidahale ederek anti-kanser etkinlik
gostermektedir. Kurkuminin hepatoseliiler karsinoma (HCC) fare modelleri
tizerindeki etkisini arastiran bir ¢alismada, PTPN1 ve PTPN11 seviyelerini diisiirdiigii
bu sayede proliferasyonu azaltarak koruyucu bir aktivite gosterdigi ortaya ¢ikmistir
(48). Kurkumin, bas boyun kanserinde NF-kB, JAK/STAT ve EGFR sinyal yollarini
diizenleyerek anti-kanser etkinlik gdstermistir ayni zamanda kurkuminin
kombinasyonel tedavilerinin bu etkinligi artirabilecegi  vurgulanmistir(41)
Kurkuminin kolon kanserindeki etkinligi ise TGF-B seviyelerini azaltmis, PD-L1
aktivitesini baskilamistir. Bunun sonucunda kurkumin; kolon kanserinde bagisiklik

yanitini desteklemistir (49).

Kurkumin anti-inflamatuar ve anti-oksidan mekanizmalar araciligiyla; kanserde
hiicre bliylimesini, cogalmasini ve metastazini baskilayarak potansiyel terapotik etkiler
gosterebilir. Bu nedenle onkolojik arastirmalarda potansiyel terapotik ajan olarak dne

cikmaktadir.



2.3.4 Kurkumin ve Glioblastoma

GBM’in agresif karakteri kazanmasina neden olan faktdrlerden biri tiimor mikro
cevresindeki pro-inflamatuar sitokin, kemokin ve biiylime faktorlerinin siirekli
inflamasyona sebep olarak timdrijenik etkiyi artirmasidir (50). Anti inflamatuar
Ozellige sahip Kurkuminin anti-kanser etkinligi glioblastomada da arastirilmis ve
bugiine kadar yapilan ¢alismalarda Kurkumin'in GBM kok hiicrelerinin koétii huylu
kanser Ozelliklerini azalttigi, normal dokuyu korurken modern kemoterapi ve
radyasyonun etkilerini gii¢clendirdigi bununla beraber kanser hiicrelerinde apoptozu
baslattigi gosterilmistir(51) . Ayrica interlokinler ve kemokinler gibi gesitli pro-
inflamatuar sitokin ifadelerini inaktive ederek inflamasyonu azaltmistir. Yapilan
caligmalarda kurkuminin, U87 Glioblastoma hiicrelerinde de doza ve zamana bagh
olarak in vitro sitotoksik etkisi gosterdigi gozlemlenmistir (52). Buna ek olarak
kurkuminin, GBM hiicrelerinin TMZ’ ye gelistirdikleri ilag direnci tizerinde iyilestirici
etki sagladigi, bu etkinin kombinasyonel ilag tedavisi ile arttigi gosterilmistir(53).
Yapilan ¢aligmalar, kurkumin ve sinerjistik kombinasyonlarinin GBM tedavisinde

potansiyel terapotik bir ajan olabilecegini ortaya koymaktadir.

2.3.5. Kurkuminin anti-kanser etkinligindeki limitasyonlar

Kurkuminin anti-kanser etkinliginin kanitlandig1 in-vitro, in-vivo ve preklinik
caligmalar bulunmasinda ragmen klinik etkinligi oldukc¢a kisitlidir. Kurkuminin anti-
kanser etkinligindeki limitasyonlarin sebepleri diisiik biyoyararlanim, suda az
¢oziinlirliik ve kararsiz bilesik yapisi, viicut tarafindan hizli metabolize edilmesi ve
karaciger tarafindan hizli eliminasyonu, 1siya, 1s13a ve pH degisikliklerine karsi

duyarliligindan dolay1 stabilitesinin diisiik olmas1 seklinde siralanabilir.

Kurkuminin biyoyararlanimi diisiik olmas1 terapotik dozlara ulagilmasini
engellemektedir. Suda ¢oziinmeyen ve kararsiz bir yapida olmasi bagirsak
epitellerinden emilimi sirasinda hizl bir sekilde metabolitlerine doniismesine yol agar.
Suda daha ¢oziiniir olan bu metabolitler de kararsiz yapidadir ve olusumu geg¢icidir.

Biitin bunlar kandaki kurkumin seviyeleri disiiriip dolasimda yeteri kadar



bulunamamasina ve nihayetinde organlara ya da kanserli bolgelere ulagamamasina

neden olur (54).

Bagirsak epitellerinden emilimi sonrasi kana gecen kurkumin, ilk dolasim
sirasinda karacigerde hizli bir sekilde elimine edilir (first pass effect). Dolayisiyla
kandaki konsantrasyonu iyice azalir ve diger organlara ulasan kurkumin miktar
oldukca diistiktiir. Bu durum biyoyararlanimi ciddi derecede etkileyerek kurkuminin

istenen seviyelerde bulunmasini zorlastirir (54,55).

Kurkuminin klinik etkisindeki limitasyonlar kanser hiicrelerini hedeflemede
basarisizliga yol agmaktadir. Bu limitasyonlarin {istesinden gelmek igin yeni

yaklagimlar gelistirilmesine ihtiya¢ duyulmaktadir.

2.4. Kanser Arastirmalarinda Proteomik Cahsmalarm Onemi

Kanser hiicreleri iizerinde yapilan ilag¢ ¢alismalarinin incelenmesi, bu ilaglarin
etkilerinin altinda yatan mekanizmalarin anlagilmasini derinlestirir. Kompleks
profillere ve timor heterojenligine sahip GBM gibi kanserlerde, proteomik teknikler

kanser biyolojisini kapsamli sekilde ele almay1 miimkiin kilar.

Proteomun analiz edilmesi sayesinde, erken taniya yonelik biyobelirtegler
tanimlayabilmekte, kanserin molekiiler temellerini anlayabilmekte ve hedefe yonelik
tedaviler gelistirebilmektedir. Bu dogrultuda, kiitle spektrometrisine dayali proteomik
yontemlerle meme ve kolorektal kanser gibi pek ¢ok kanserde taniya yonelik protein
belirtecleri basariyla saptanmistir (56,57). Ayni zamanda bu belirtecler, alt tip
siniflandirmasin1 daha hassas hale getirerek kisisellestirilmis tedavi yaklagimlarim

miimkiin kilmistir (56,58).

Proteomik analizler kanserde protein-protein etkilesimleri ve sinyal yolaklarinin
incelenmesine olanak tamiyarak ilag direnci ve tiimor progresyonu gibi
mekanizmalarin anlasilmasina katki saglar (59,60). Teknolojik agidan, sivi

kromatografi-kiitle spektrometrisi (LC-MS) gibi ileri diizey proteomik yaklagimlar,



karmasik protein karigimlarini yiiksek dogrulukla analiz etme imkan1 sunarak biiyiik
6lgekli kanser ¢aligmalarini miimkiin kilmistir (61). Boylece ilag kombinasyonlari ve
bunlarin etki mekanizmalar1 da dahil olmak iizere yeni tedavi stratejilerinin potansiyeli
daha iyi kavranabilir. Proteomik teknolojilerdeki siirekli gelisim, kanserin tani, tedavi

ve Onlenmesinde yeni ufuklar agmaya devam etmektedir.



3 GEREC VE YONTEM

3.1 Gerec

Kullanilan cihaz ve malzemeler Tablo 1°de verilmistir. Kullanilan kimyasal

malzemeler Tablo 2’ de verilmistir.

Tablo 1. Kullanilan cihaz ve malzemeler

Kullanilan Cihaz ve Malzemeler Marka/Model
Mikropipetler Thermo Scientific
Santrifiij Cihazi Thermo Scientific, LABOFUGE 400
Derin Donduruculu Buzdolabi (+4 °C, - | Kirsch, Haier

-20 °C ve -80 °C)

S1vi Azot Tanki (-180 °C) Thermo Scientific

Hassas Terazi SHIMADZU

%5 CO3, 37 °C Inkiibator Thermo Scientific
Otoklav Cihazi Niive SteamArt
Mikropipet uglari

2, 5,10 ve 25 mL hacimli steril ISOLAB, COSTAR
serolojik pipetler

xCELLigence® RTCA DP Agilent

xCELLigence® E-plate Agilent

Biyogiivenlik Hiicre Kabini Thermo Scientific, S2020
Invert Mikroskop ZEISS, Primo Vert

Su Banyosu Niive, ST30

15 ve 50 ml hacimli santrifiij tiipleri DEBMED, NEST

25 cm?ve 75 cm?’lik Flask BIOFIL

Kryotiipler WATSON




Tablo 2. Kullanilan Kimyasallar

Kullanilan Kimyasallar

Firma/Kodu

%0,25 Tripsin-EDTA

Thermo Scientific ,25200056

DMEM

Thermo Scientific, 41966029

DPBS

Thermo Scientific, 14190094

Penicillin-Streptomycin (10,000 U/mL)

Thermo Scientific, 15140-122

Trypan Blue Solution, 0.4%

Glpbio, GF00376

DMSO Sigma, D2650-100ML
ATRA Merck, 554720-500MG
Kurkumin Merck, 239802-100MG

Fetal Bovine Serum

Sigma, F7524-500ML

3.2 Yontem

3.2.1 Arastirma diizeni

Tez calismasinin ilk asamasinda ATRA+Kurkumin kombinasyonel tedavisinin
U87 hiicre hattindaki doza ve zamana bagli sitotoksik etkisi incelendi. Bu baglamda,
serbest ve kombinasyon dozlarin U87 hiicrelerinin canlilig1 izerinde gosterdigi etkiler
XCELLigence deneyleri ile analiz edildi (Sekil 5.1). Devaminda, bu etkinlik Annexin
V-FITC apoptoz analizleri ile desteklendi (Sekil 5.2). En etkin dozlarin uygulandigi
hiicreler ile LC-MS/MS proteomik analiz gergeklestirildi (Sekil 5.3, Sekil 5.4). Elde

edilen bulgular biyoinformatik analizler ile yorumlandi (Sekil 5.5).
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3.2.2. Hiicre Kkiiltiirii calismalar:

Hiicre Kiiltiirii ¢alismalari, biyogiivenlik kabininde, steril kosullara dikkat
edilerek gergeklestirildi. Caligmalara baglamadan 6nce kullanilacak tiim malzemeler
UV 15181 altinda en az 20 dakika bekletilerek sterilizasyonu saglandi. Kabin ve kabinde

kullanilacak malzemeler ¢alisma dncesi %70 etanol ile silinerek sterilize edildi.

3.2.2.1. Hiicrelerin uygun kosullarda biiyiitiilmesi

Calismada ATCC (American Type Culture Colection) firmasindan temin edilen
glioblastoma multiform kokenli U87MG (ATCC HTB-14) hiicreleri kullanildi.
Hiicrelerin biiyiitiilmesi i¢in sterilizasyonu yiiksek, kontaminasyon riski az olan filtreli
T25 ve T75 flasklar tercih edildi. Calismalar igin gerekli olan soliisyonlar tiim
hazirliklart yapilip alikotlanarak kullanima hazir hale getirildi. Bazik besiyeri olarak
Gibco DMEM (Dulbecco's Modified Eagle's Medium, High Glucose with normal L-

Glutamine, 500 mL) tercih edilmistir ve 45 mL’lik hacimlere alikotlandi.



Complete besiyeri hazirlamak i¢in %10 oraninda Fetal sigir serumu (FBS) (5 ml),
%1 oraninda Penisilin-Streptomisin (0,5 mL) kullanildi. Hiicre dondurma besiyeri
%90 FBS, %10 DMSO olacak sekilde hazirlandi. Ayrica hiicre kiiltiiriinde kullanilan
Tripsin-EDTA (0,25 %), 100 mL ve 1X Fosfat Tamponu (PBS) soliisyonlar1 da
sirasiyla 15 mL ve 50 mL’lik tiiplere alikotlandi.

3.2.2.2. Hiicrelerin agilmasi, biiyiitiilmesi ve pasajlanmasi

Hiicrelerin teslim alinma siirecinin tamamlanmasinin ardindan, sistematik olarak
cogaltilip genis bir stok eldesi gergeklestirildi. Hiicrelere ilk olarak cell thawing (hiicre
acma) prosediirii uygulandi. Buna gore; dncelikle cryo tiip 37 °C sicak su banyosunda
iki dk bekletilerek ¢oziinmesi saglandi. Ardindan hizli bir sekilde biyogiivenlik
kabinine alinip, dnceden besiyeri eklenmis 15 ml’lik santrifiij tiipiine pipet yardimiyla
yavag bir sekilde aktarildi. Hiicreler 1000 g x 5 dk santrifiij edildi. Santrifiijiin
ardindan, {ist s1v1 aspire edilmis ve hiicre pelleti 1 mL Complete DMEM ile resiispanse
edilip T25 flask’a ekim gergeklestirildi. Hiicrelerin 24 saat boyunca flask yiizeyine
tutunmasi beklenerek 24 saat sonunda eski besiyeri aspire edilip 5 mL fresh besiyeri
eklendi. Hiicreler 3-4 giin boyunca 37°C'de %5 CO2 ile nemlendirilmis inkiibatdrde
bekletildi. %80 yogunluga geldiklerinde T25 ve T75 flasklara aktarilip pasaj devam
ettirildi. Hiicre pasaji yapilirken, oncelikle eski besiyeri aspire edildi ve iki kere 1X
PBS ile yikama iglemi yapildi. Yikama isleminin ardindan, T25 flask i¢in 500 pl, T75
flask icin 1 mL tripsin eklenmis ve 5 dk 37°C'de %5 CO2 ile nemlendirilmis
inkiibatorde bekletildi. Inkiibasyonun ardindan kabine geri alinan flasklara tripsin
miktarinin 3 kati olacak sekilde fresh complete DMEM eklenip santrifiij tiiplerine
aktarildi. 1000 g x 5 dk santriifiij edilen hiicreler, iist sivis1 aspire edildikten sonra 1
mL fresh complete medium ile resiispanse edilip tripan mavisi kullanilarak BIORAD
cell titer cihazi ile hiicre sayimi gergeklestirildi. Son olarak hiicreler T25 igin
60.000/mL, T75 i¢in 75.000/mL olacak sekilde ekildi. Her 2 giinde bir pasaji

gerceklestirilen hiicrelerden stok eldesi i¢in hiicre dondurma islemi gergeklestirildi.



3.2.3. xCELLigence deneyleri

XCELLigence RTCA (Real-Time Cell Analyzer) DP (dual purpose) cihazi,
hiicresel canlilig1 ayn1 zamanda hiicre gociinii hi¢bir isaretlemeye gerek duymaksizin
gercek zamanli olarak goriintiileyebilmeyi saglayan ileri diizey bir cihazdir. Cift
amagli (DP) 6zellikli tasarimi hem proliferasyon hem de migrasyon/invazyon gibi
fonksiyonel deneyler gergeklestirebilmeyi saglar. Cihaz, hiicresel fonksiyonu,
mikroelektronik sensorleri sayesinde gergeklestirilen empedans 6l¢iimii ile test eder.
Cihaza ait 6zel kuyucuklu plakalara (E-plate) yayilan hiicreler, tabanda yer alan mikro
elektrotlara baglanarak elektrik akimini engelleyerek empedans artigina neden olur.
Empedans, hiicre indeksi (cell index, CI) seklinde sunulur ve hiicrenin davraniginin

gercek zamanli nicel bir karsiligini yansitir.

Deney siiresince, cihaz, standart 37 °C, %5 CO2’li hiicre kiiltiirli inkiibatoriinde
tutulur ve hiicrelerin uygun kosullarda bekletilmesi saglanir. Cihaz, bir kablo ile,
inkiibatér disinda diziistii bilgisayara (kontrol iinitesi) baglidir. Sitotoksisite gibi
dinamik deneylerde hiicrelerin ilaglara veya cevresel faktorlere tepkisini siirekli ve
gercek zamanl bir sekilde yakalar ve bilgisayar ekranina yansitir. Deney boyunca,

hiicre davranis1 gozlemlenebilmektedir.

3.2.3.1. xCELL.igence hiicre canhhg: deneyi

3.2.3.1.1. Hiicrelerin E-plate ‘lere ekilmesi

Oncelikle, E-plate plakalara 50 ul besiyeri eklendi ve arka plan dlgiimii yapildi.
Daha sonra U87MG hiicreleri 100 pl besiyeri igerisinde 5000/kuyucuk hiicre olacak
sekilde hazirland1 ve kuyucuklara ekildi. E-plate’ler oda sicakliginda 30 dakika inkiibe
edildi, ardindan inkiibator igerisindeki cihaza yerlestirildi. Son olarak, deneyin ilk
adim1 olan 24 saatlik okuma baslatildi. Hiicrelerin, kuyucuklara tutunup logaritmik
bliylime fazina ge¢meleri i¢cin 24 saat beklenirken, bu siire sonunda, hiicrelere ilag

uygulamasi gergeklestirildi.



3.2.3.1.2. ATRA ve Kurkumin ilaclarinin hazirlanmasi ve uygulanmasi

ATRA ve Kurkumin ilaglari; iretici firmanin talimatina uygun saklama
kosullarinda muhafaza edildi. Ilaclar, her deneyden 6nce taze olarak hazirlandi. Uretici
firmanin talimatina gére ATRA ve Kurkumin DMSO igerisinde ¢oziildii. Sirasiyla 31
mM ve 1357 mM stok c¢ozeltilerden diliisyon vyapilarak 5, 10 20 uM
konsantrasyonlarda kurkumin ve 25, 50, 75 uM konsantrasyonlarda hazirlanarak ilag
cozeltileri elde edildi. Ayrica bu konsantrasyonlarin ikili kombinasyonlar1 da
hazirland1 (Tablo 3). Her kuyucugun DMSO yiizdelikleri esit tutuldu ve kontrol
grubuna bu yiizdelige sahip DMSO igceren DMEM eklendi. Hiicre ekiminin ardindan
24 saat sonra; ilaclar, her kuyucuga 50 pl igerisinde uygulanda.

Tablo 3. U87-MG hiicre hattina uygulanan ilag dozlar

ATRA/Kurkumin Kurkumin 0 pM Kurkumin 5 uM Kurkumin 10 uM Kurkumin 20 pM
I LT Negatif Kontrol 270 LD L
ATRA 25 uM 25 uM 25 uM +5uM 25 uM + 10 pM 25 uM + 20 pM
ATRA 50 uM 50 uM 50 uM + 5 uM 50 uM + 10 pM 50 uM + 20 pM
ATRA 75 uM 75 uM 75 UM + 5 uM 75 uM + 10 pM 75 uM + 20 pM

3.2.3.1.3. Hiicrelerin takibi ve veri analizi

Hiicrelerin ilaglara kars1 davranis1 72 saat boyunca es zamanl olarak takip edildi.
72. saatin sonunda deney sonlandirildi ve veriler RTCA Pro yazilimi ile analiz edilerek
gorsel ve sayisal ¢iktilar elde edildi. Tiim hiicre kiiltiirii verileri, ortalama + standart
sapma olarak sunulmustur. Gruplar arasi istatistiksel karsilagtirmalar, GraphPad
PRISM 8.0 yazilimi kullanilarak iki yonli ANOVA yontemiyle yapilip; anlaml

farklarin belirlenmesinde ise Tukey testi uygulandi.



3.2.3. Annexin V-FITC apoptoz analizi

Hiicre oliimii, mekanik ve kimyasal hasar ile ger¢eklesebilecegi gibi hiicre
tarafindan planli bir sekilde de gerceklesebilir. Programli hiicre 6liimii olarak
adlandirilan apoptoz Ozellikle onkolojik arastirmalarda yer verilen fizyolojik bir
stiregtir. Normal bir canli hiicrenin plazma zar1 i¢ ve dis katmaninda farkli fosfolipit
icerigiyle asimetrik dagilim gosterir. Ornegin dis katmanda fosfatidilkolin ve
sfingomyelin bulunurken i¢ katmanda aminofosfolipitler, fosfatidiletanolamin ve
fosfatidilserin (PS) bulunur (62). Apoptotik hiicre ise plazma zari asimetrisinin
bozulmasi, hiicre-hiicre etkilesimlerinin zayiflamasi, sitoplazma ve c¢ekirdegin
yogunlagsmast ve DNA hasar1 gibi morfolojik ozelliklere sahiptir. Erken apoptoz
stirecinde plazma biitlinliigii bozularak i¢ katmandaki PS dis katmana transloke olarak
hiicre dis1 ortama maruz kalir. Apoptozun tespiti i¢cin PS’ye yliksek afinite ile baglanan
fosfolipit baglayici protein Annexin V, genelde FITC (fluorescein isothiocyanate) gibi
florokromlarla birlestirlir, ticari olarak satin alabilir. FITC-Annexin V boyamasi,
propidyum iyodiir (PI) gibi boyalar ile birlikte kullanilir. Canli hiicreler membran
biitiinligii sayesinde PI’y1 hiicre i¢ine almazken apoptozun ge¢ evrelerinde membran
biitiinligii kayboldugunda 6lii ve hasarli hiicreler PI’y1 hiicre igine alir. Boylelikle akis
sitometrisinde analiz edilen canli hiicreler (Annexin V-FITC (-) , Pl (-)) , erken
apoptotik hiicreler ( Annexin V-FITC (+) , Pl (-)) , gec apoptotik ve olii hiicreler
Annexin V-FITC (+) , PI (+)) birbirinden ayrilarak apoptozun tespitini kolaylastirir.

Tez caligmasinda, apoptoz analizi ticari olarak satin aliman FITC Annexin V
Apoptosis Detection Kit I (Cat. 556547, BD) kullanilarak yapildi. Annexin V/PI
apoptoz analizi i¢in U87 glioblastoma hiicreleri, 6 kuyucuklu kiiltlir plaklarina her
kuyucukta 1 x 10° hiicre olacak sekilde, 2 mL hacimde ekildi. Calismada dort deney
grubu yer aldi: negatif kontrol, ATRA (75 uM), kurkumin (20 uM), ATRA ve
kurkumin kombinasyonu (75 uM + 20 uM). Hiicre ekiminden 24 saat sonra deney
gruplarina ilag uygulamasi gergeklestirildi. Negatif kontrol grubuna ise diger dneey
gruplari ile ayn1 orana sahip olacak sekilde %0,2 oraninda DMSO igeren taze kiiltiir
ortam1 (DMEM) eklendi.



72 saatin sonunda, her bir kuyudaki kiiltiir sivis1 deney gruplarina ait ayr1 Falcon
tiiplerine dikkatlice toplandi. Hiicreler bir kez PBS ile yikand1 ve yikama sivisi da yine
ayni tiiplere eklendi. Ardindan, hiicreler 100 pL tripsin yardimiyla plakadan ayirarak
ayni tiiplere toplandi. Elde edilen hiicre siispansiyonlart 400 g’de 5 dakika
santrifiijlenerek stipernatant uzaklastirildi. Hiicre peletleri, 4 mL soguk PBS ile tekrar
stispanse edilerek flow sitometri analizine uygun tiiplere aktarildi. Ayni hiz ve siirede
tekrar santrifiij edilip st sivi atildiktan sonra, hiicreler 1 mL 1X binding buffer
igerisinde ¢oziildii. Her 6rnege 3 uL FITC konjugatli Annexin V ve 5 puL propidyum
iyodiir (PI) eklendi. Hafif vortexleme ile karistirilan hiicreler, 15 dakika boyunca
karanlik ortamda inkiibe edilerek akim sitometrisine hazir hale getirildi. Elde edilen

sonuglarin analizi FlowJo v.10.10 adli yazilim ile gergeklestirildi.

3.2.4 Proteomik analizler

3.2.4.1 Proteomik analiz i¢in 6rnek hazirlama

Belirlenen dozlarda ATRA, kurkumin ve bu iki ajanin kombinasyonu ile 72 Saat
siireyle muamele edilen hiicreler, inkiibasyon siiresinin sonunda hiicre kaziyici
yardimiyla toplandi. Elde edilen hiicre pelletleri, proteomik analizlerde kullanilmak
tizere —80°C’de saklandi. Tiim proteomik calismalar iiclii tekrarlar (triplicate) esas
alinarak planlandi. Protein ekstraksiyonu i¢in “in-solution digestion” yontemi tercih
edildi ve kiitle spektrometresi analizleri standart yontemlere uygun olarak uygulandi.
Dondurulmus hiicre pelletlerinin lizisi, 8 M iire ve 50 mM amonyum bikarbonat i¢eren
bir tampon ¢ozelti ile gergeklestirildi. Bu tampon, EDTA igermeyen proteaz inhibitorii
tableti ve phosSTOP fosfataz inhibitorii tableti ile desteklendi. Lizisin ardindan,
numunelere DTT ile indirgeme ve kloroasetamid ile alkilasyon islemleri uygulandi.
Daha sonra, 6rnekler 50 mM amonyum bikarbonat ile seyreltilerek, Promega’nin
Sequencing Grade Modified Trypsin enzimiyle 37°C’de yaklasik 16 saat siiresince
(gece boyunca) inkiibe edildi. Asitlendirme adiminin ardindan olusan tripsin peptitleri,
C18 SEP-PAK kolonlar1 kullanilarak saflastirildi. Saflastirilan 6rnekler, nano-LC-
MS/MS analizine gegmeden once %5 formik asit ve %5 asetonitril igeren bir ¢ozelti

i¢inde ¢ozduriildi.



3.2.4.2 Kiitle spektrometrisi ve veri analizi

Elde edilen peptit 6rnekleri, ters faz C18 nano-akisli HPLC sistemi (Dionex
Ultimate 3000 RSLC nano, Thermo Fisher Scientific) ile ayristirilarak, Q Exactive
Orbitrap kiitle spektrometresi (Thermo Fisher Scientific) ile analiz edildi. Peptitlerin
ayristirtlmasi, laboratuvar ortaminda doldurulan 75 pm i¢ ¢apa ve 35 cm uzunluga
sahip C18 kolonda gergeklestirilip; %4 ila %95 araliginda degisen asetonitril gradyani
(%0.1 formik asit igeren) kullanilarak, 300 nL/dakika akis hizinda toplam 90 dakikalik

bir siire boyunca siirdiiriildii.

Elde edilen veriler, Proteome Discoverer 2.3 yazilimi kullanilarak SequestHT
algoritmasi araciligiyla analiz edildi. Sabit modifikasyon olarak sistein kalintilarina
karbamidometilasyon uygulanip; degisken modifikasyonlar arasinda protein N-
terminal asetilasyonu, metiyonin oksidasyonu ve fosforilasyon tanimlandi. Tripsin
sindirimi sirasinda en fazla iki kagirilmis kesime (missed cleavage) izin verilip; peptit
oncii kiitle toleransi 10 ppm olarak smirlandirildi. Hem peptit hem de protein
diizeyinde yanlis tanimlama orani1 (FDR) %1 olarak ayarlandi. Protein tanimlamalari,

Homo sapiens tiirline ait 2016 siirtimlii UniProt veritabani kullanilarak gergeklestirildi.

3.2.4.3 Istatistiksel ve biyoinformatik analizler

U87 GBM hiicre hattinda farklilasan proteinlerin zenginlestirdigi yollarin
proteomik analizi i¢cin, KEGG (Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes)
biyoinformatik araglar1 kullanildi. Deney gruplarina ait bulunan proteinler kanser ile
iliskili sinyal yolaklar1 secilerek filtrelendi. Elde edilen haritalar kullanilarak, gruplar
arasinda farklilik gosteren proteinler belirlenerek, literatiir taramasi ile birlikte

karsilastirilmali olarak degerlendirildi.



4 BULGULAR

4.1 ATRA ve Kurkumin Kombinasyonel Tedavisinin U87 Hiicre Hattindaki
Sinerjistik Etkisi

U87-MG hiicrelerinin uygulanan ilaglara kars1 yaniti, ilaglarin hiicre canliligina
etkisi, XCELLigence sitotoksisite deneyleri ile es zamanli olarak gozlemlendi. 72
saatin sonunda, elde edilen bulgular; RTCA yazilmi ile analiz edildi. Ilag
uygulamasinin  etkisini  karsilastirmali  olarak  degerlendirebilmek amaciyla,
xCELLigence verileri ila¢ uygulama zamani olan 24. saate gére normalize edildi.
Boylece her gruptaki hiicre indeksi degeri, kendi baslangic diizeyine oranlanarak

sunuldu.

Sonuglara gore, ATRA ve kurkumin kombinasyonu, her iki ilacin tek basina
kullanilmasina gére U87 hiicre canliligin1 azaltmada daha etkili olup, doza ve zamana

bagli bir etki gosterdigi saptandi (Sekil 6).



ATRA 25 uM

>

Kontol
Kurkumin 0

Kurkumin 5 uM
Kurkumin 10 pM
Kurkumin 20 uM

bt od

Normalize Cell index

T T T T T T T T T T T 1
0 6 12 18 24 30 36 42 48 54 60 66 72
Zaman (saat)

ATRA 50 uM

@

Kontrol
Kurkumin 0

Kurkumin 5 uM
Kurkumin 10 pM
Kurkumin 20 uM

R O B

Normalize Cell index

1 1 1 1T 1T T 1T 1T 1T T 1
0 6 12 18 24 30 36 42 48 54 60 66 72

Zaman (saat)

ATRA 75 uM

O

Kontrol
Kurkumin 0

Kurkumin 5 uM
Kurkumin 10 uM
Kurkumin 20 uM

bttt oet

Normalize Cell index

1 r r 1 1 1111711
0 6 12 18 24 30 36 42 48 54 60 66 72

Zaman (saat)

Sekil 6. Ilaglarin Hiicre Proliferasyonu Uzerindeki Zamana Bagli EtKisi. Hiicre canliligs,
xCELLigence sistemi araciligiyla ger¢cek zamanli olarak izlendi ve farkli deney kosullarinda
hiicre indeksi (cell index) degerleri 6lgiildii. Hiicre index degeri hiicre sayisi ile dogru
orantilidir. Grafiklerde, ATRA’nin 25 uM (A), 50 uM (B) ve 75 pM (C) konsantrasyonlarinin
Kurkumin’in 5, 10 ve 20 puM dozlariyla birlikte uygulandigi durumlarda zaman igerisinde
gozlenen degisimler yer almaktadir. Grafiklerde ila¢ uygulanmayan grup kontrol olarak
belirtilirken, yalnizca ATRA uygulanan grup kurkumin 0 pM seklinde belirtildi.

Bulgular, ATRA ve Kurkumin'in birlikte uygulanmasimin hiicre ¢ogalmasini
belirgin bicimde baskiladigini gdstermektedir (p<0.001). Ozellikle ATRA 75 uM ve
Kurkumin 20 uM kombinasyonu, normalize hiicre indeksinde en biiyiik diisiise neden

oldugu gozlemlendi. Bu sonuglar, iki ajanin birlikte kullanildiginda hiicre



proliferasyonunu baskilayici yonde giiclii ve muhtemelen sinerjik bir etki

olusturabilecegini diisiindiirmektedir.

Bu calismada ilaglar arasindaki sinerjik etki, CompuSyn yazilimi kullanilarak
degerlendirildi ve U87-MG hiicrelerinde giiclii bir sinerjik sitotoksik etki ortaya
koydugu saptandi. Her bir kombinasyona ait CI (kombinasyon indeksi) degerleri Tablo
5’te sunuldu. iki ila¢ arasindaki etkilesimi nicel olarak degerlendirmeye olanak
saglayan CI indeksi, kombinasyonun sinerjik, antagonistik ya da sadece ekleyici
(additif) bir etki olusturup olusturmadigini belirlemeye yardimci olur. Bulgularimiza
gore, Onerilen CI araliklar1 dikkate alindiginda, ATRA 75 uM ve Kurkumin 20 uM
kombinasyonu 0.1’in altinda bir CI degeri gostererek ¢ok giiclii bir sinerjik etkiye
isaret etmektedir. Buna karsilik, ATRA 25 uM + Kurkumin 15 uM, ATRA 25 uM +
Kurkumin 10 pM ve ATRA 50 uM + Kurkumin 5 uM kombinasyonlari, CI degerinin
10’un iizerinde olmasi nedeniyle belirgin bir antagonistik etkilesim gosterdi. Diger
kombinasyon dozlarinin ise CI araliklarina gére giiglii sinerjizm (CI: 0.1-0.3) ya da
sinerjik etki (CI: 0.3-0.7) sergiledigi gozlemlendi (63).

Tablo 4. ATRA ve Kurkumin Kombinasyonlarina Ait CI (Kombinasyon indeksi)
Degerleri

ATRA Kurkumin Etki Cl

25 uM 5uM 0.074 299.722
25 uM 10 uM 0.035 186.572
25 uM 20 uM 0.395 0.28584
50 pM 5 uM 0.071 549.411
50 pM 10 M 0.239 0.50677
50 uM 20 uM 0.487 0.17941
75 uM 5uM 0.266 0.31258
75 uM 10 uM 0.252 0.51962
75 uM 20 uM 0.609 0.09409

Kisaltmalar: CI: Kombinasyon Indeksi; ATRA: All-trans Retinoik Asit

Normalize hiicre indeksi grafiklerinde, 20 uM Kurkumin’in 25, 50 veya 75 uM
ATRA ile birlikte uygulanmasinin, kontrol grubuna kiyasla zamanla hiicre canliligim
anlamli diizeyde azalttign gozlemlendi (p<0.001, Sekil 1). Hiicre canliligina iliskin
degerlendirildiginde, ATRA veya Kurkumin tek basina uygulandiginda ilk 24 saatte



hafif bir artis saptandi. Bu durum, her iki ajanin da tekli uygulamada baslangigta hiicre
proliferasyonunu bir miktar destekleyebilecegini diisiindiirmektedir. Ancak A50 uM
+ C20 uM ve A75 uM + C20 uM gibi kombinasyon dozlari, bu proliferatif etkiyi
baskilayarak hiicre canliliginda azalmaya neden olmaktadir. 48. saat itibariyle,
ilaglarin beklenen sitotoksik etkileri ortaya ¢ikmaya baslayarak hiicre canliligi doz
bagiml olarak azaldi. Bu zaman noktasinda, 6zellikle yiiksek doz kombinasyonlar
hiicreler iizerinde belirgin sitotoksisite gosterdi. Inkiibasyon siiresi 72 saate
uzatildiginda, 75 uM ATRA ve 20 uM Kurkumin kombinasyonu, hiicre canliligini
%50 nin altina diisiirmek icin yeterli olmaktadur. Tlging bir sekilde, 5 uM Kurkumin’in
ATRA ile birlikte uygulanmast, hiicre canliligi tizerinde anlamli bir azalma saglamadi.
Ote yandan, 10 pM Kurkumin’in 50 veya 75 uM ATRA ile kombinasyonu 48. ve 72.

saatlerde istatistiksel olarak anlamli bir etki géstermemektedir (p<0.01).

Genel olarak, en giiclii sitotoksik etki, 75 uM ATRA ve 20 pM Kurkumin’in
birlikte uygulanmasiyla elde edildi ve bu kombinasyonla hiicre canliligi 24. saatte
%78.7’ye, 48. saatte %56.6’ya ve 72. saatte %39.1°e kadar diigmiistiir (Sekil 8). Elde
edilen bu giiglii sinerjik etki nedeniyle, ATRA 75 puM + Kurkumin 20 pM
kombinasyonu U87-MG hiicrelerinde apoptoz ve proteomik analizler igin tercih edildi.

KONTROL
ATRA 75 M
150
CURC 20 M
ATRA 75 uM
S CURC 20 uM

% Canlilik

50

24 48 72

Zaman (saat)

Sekil 7. ATRA 75 uM + Kurkumin 20 pM Kombinasyonunun Zamana Bagli1 Hiicre
Canlilig1 Uzerine Etkisi. Siitun grafigi, ATRA (75 pM), Kurkumin (20 pM) ve bu iki
ajanin kombinasyonuyla yapilan tedavilerin ardindan 24., 48. ve 72. saatlerde Olciilen
hiicre canlilig1 ylizdelerini gostermektedir. ATRA (gri siitunlar) veya Kurkumin (diiz



kirmiz1 siitunlar) tek basina uygulandiginda, 6zellikle ilk 24 saatte hiicre canlilig
bliyiik Ol¢lide korunmaktadir. Ancak iki ajanin birlikte kullanildigi kombinasyon
tedavisi (¢izgili kirmizi siitunlar), her bir zaman noktasinda hiicre canliliginda anlamli
bir azalma yaratmaktadir (*p = 0.033; ***p < 0.001). Bu azalma, zamanla daha
belirgin hale gelmis ve kombinasyonun sitotoksik etkisinin giderek arttiginm
gostermektedir. Bu bulgular, ATRA ve Kurkumin arasinda giiglii bir sinerjik etkilesim
oldugunu ortaya koymaktadir.

4.2 Annexin V-FITC /Pl Apoptoz Analizi

U87 hiicrelerinin 72.saatteki apoptoz yaniti, Annexin V-FITC ve PI boyamasi
yapilarak akis sitometrisinde l¢iilmesiyle analiz edildi. Bu analizde, Negatif Kontrol,
kurkumin ve kombinasyon olmak {izere 4 deney grubu yer aldi. Analiz sonuglarina ait

grafikler Sekil 8’de gosterildi.
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Sekil 8. ATRA ve Kurkumin Kombinasyonel Tedavisinin U87 Hiicre Hattindaki
Apoptotik Etkisi. Hiicreler, ilag uygulamasinin 72.saatinde V-FITC ve Pl ile boyanarak akis

sitometrisinde analiz edildi. A. Negatif Kontrol; B: Kurkumin (20 uM); C: ATRA (75 uM ;
D: Kombinasyon (ATRA 75 uM + Kurkumin 20 uM).

Kuadranlarda Q1 (Annexin V + , Pl - ) ile isaretlenen alan erken apoptotik
hiicreleri gostermektedir. Erken apoptotik hiicreler , heniiz tamamen par¢alanmayan
plazma membrani sayesinde yalnizca Annexin V ile boyanmaktadir. Q2 (Annexin V
+ , PI +) ile isaretlenen bolge ise gec apoptozu isaret etmektedir. Hiicre Oliimii
tamamen gerceklesmis ve plazma membran biitiinliigii kaybolan hiicreler PI ile
boyanmaktadir. Q3 (Annexin V -, PI +) bolgesi ise nekrotik hiicreleri gostermektedir.

Canlt hiicreler ise Q4 (Annexin V- Pl -) alaninda yer almaktadir.



Kontrol grubunda, %94,3 oran1 ile yiiksek canlilik tespit edildi. Ilag
uygulanmayan hiicrelerde apoptoza iliskin belirti gozlemlenmedi. ATRA ve kurkumin
uygulanan hiicrelerde erken apoptoz seviyesi oldukca yiiksekti. (sirastyla; %53,3 ve
%56,3). Tek basina uygulan ilaglar U87 hiicrelerinde gii¢lii derecede erken apoptozu
indiikledigi saptandi. Bununla birlikte ge¢ apoptozun diisiik olmasi (sirastyla; %13,5
ve %6,92), hiicrelerin apoptoz siirecinin ilk asamalarinda oldugunu belirtmektedir. Iki
grupta da nekroz oraninin ¢ok diisiik olmasi ilaglarin programlanmis ve kontrollii

hiicre 6liimiine yol actigini géstermektedir.

Kombinasyon grubunda, canlilik oraninin ciddi dl¢lide azalmasinin yaninda geg
apoptoz orani da 6nemli diizeyde artis gosterdigi gézlemlendi (%23,2). Bu sonug,
hiicrelerin apoptozun ileri asamalarina gecerek programli 6liimlerini tamamladiklarin
gostermektedir. Ilaclar, 72.saatte etkinligini devam ettirmektedir. Nekroz oranmin
tekli artmis olmas1 muhtemelen apoptozun ilerleyip hiicre membran biitiinliigliniin

kaybolmasiyla iliskilendirilebilir.

Ozetle, kontrole kiyasla tiim gruplarda apoptozun indiiklendigi saptandi. Hem
ATRA hem kurkumin tek basina uygulanmasi U87 hiicrelerinde giiglii bir sekilde
erken apoptozu uyardi. Kombinasyonel tedavi ise apoptozun geg evresinde artisa yol
acarak etkinligi artirip 6liim siirecinin belirgin sekilde ilerlemesine sebep oldugu
gozlemlendi. Nekroz oranlarinin tiim deney grubundan diisiik olmasi hiicre 6liimiiniin

apoptoz kaynakli oldugunu gostermektedir.

4.3 Kiitle Spektrometrisi ile Protein Tammmlamasi ve Biyoinformatik Analizi

ATRA ve Kurkumin’in sinerjik etkisi belirlendikten sonra, bu etkinin altinda
yatan terapdtik mekanizmalar: anlamak amaciyla hiicrelerin proteom profilleri analiz
edildi. Hiicre canliliginin 72. saatte sinerjik kombinasyon ile anlamli sekilde azaldigi
kosullarda ortaya ¢ikan proteomik farkliliklar degerlendirildi. LC-MS/MS analizleri
sonucunda elde edilen farkli proteinlerin Accession ID’leri, ATRA ile tedavi edilen
hiicreler, Kurkumin ile tedavi edilen hiicreler, kombinasyon uygulanan hiicreler ve

kontrol grubundaki U887 GBM hiicreleri olmak tiizere dort gruba ayrilarak Venn



diyagrami ile gorsellestirildi (Sekil 9). Bu diyagram, tedaviye 6zgii olarak degisen
protein profilleri hakkinda molekiiler diizeyde bilgi sunmakta; yalnizca ilgili gruba
O0zgii ya da gruplar arasinda ortak olan proteinler, ATRA, Kurkumin ve
kombinasyonlarimin modiile ettigi biyolojik yollarin ve hiicresel siireclerin

aydinlatilmasina temel olusturmaktadir [22].

101 | 79

, 21

26 56

146 = " / 507

1098

54 " 164

79 152

89

Sekil 9. Venn diyagrami. ATRA, kurkumin, kombinasyon tedavisi ve kontrol (tedavi
uygulanmamis) gruplarinda tanimlanan 06zgiil ve ortak proteinlerin sayisal dagilimini
gostermektedir. Diyagramda, yalnizca ilgili grupta tespit edilen proteinlerin yani sira, birden
fazla kosulda ortak olarak ifade edilen proteinler de vurgulanmaktadir.

llag uygulanmayan U87 GBM hiicreleri, karsilastirmali degerlendirme igin
kontrol grubu olarak ele alindi. Tiim gruplarda ortak olarak ifade edilen protein sayisi
toplamda 1098 olarak belirlendi. Bununla birlikte, yalnizca ATRA ile tedavi edilen
hiicrelerde 146, kurkumin grubunda 101, kombinasyon grubunda 79 ve tedavisiz
kontrol grubunda ise 507 proteine 6zgiil ifade saptandi. Ozellikle, kombinasyon
tedavisi uygulanan grupta farklilasan protein sayisinin oldukga sinirli olmasi dikkat
cekmektedir. Her bir tedavi grubunda ve kontrolde 6zgiil olarak tanimlanan proteinler,
tedaviye 0zgii molekiiler degisimlerin belirlenmesi amaciyla ileri biyoinformatik

analizlere tabi tutuldu.



43.1 KEGG yolak analizleri

Bu c¢alismada, all-trans retinoik asit (ATRA), kurkumin ve kombinasyon
tedavilerinin U87-MG glioblastoma hiicre hattindaki proteomik profil {izerindeki
etkilerini degerlendirmek amaciyla, tespit edilen farkli protein kiimeleri tizerinde
KEGG (Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes) yolak zenginlestirme analizleri
gergeklestirilmistir. Her bir tedavi grubunda anlamli degisim gdsteren proteinler i¢in
yapilan KEGG analizi, 6zellikle timor progresyonu, apoptoz, hiicre dongiisii kontrolii
ve hiicre-adezyon siireclerini yoneten kanserle iliskili yolaklarin belirlenmesine
odaklanilmstir. Boylece, proteomik verilerden hareketle ATRA’ya 6zgii, kurkumin
kaynakli ve kombinasyon kaynakli sinyal mekanizmalar1 ayrintili bigimde ortaya
konarak, GBM hiicrelerindeki antitimdr aktivitenin  molekiiler temelleri

aydinlatilmaya calisilmistir.

4.3.1.1. ATRA uygulanan U87-MG hiicrelerindeki sinyal mekanizmalari

ATRA uygulanan U87-MG hiicrelerinde saptanan proteinlerin, hiicresel sinyal
yolaklari izerindeki dagilimi sematik olarak gosterilmistir (Sekil 10). Gorselde kirmizi
renkle isaretlenmis proteinler, ATRA uygulanan deney grubuna 06zgii olarak
proteomik analizlerde tespit edilen proteinleri temsil etmektedir. Bu proteinlerin,
basglica MAPK, PI3K/AKT/mTOR, apoptoz, WNT/B-katenin ve TGF-B sinyal

yolaklari igerisinde yer aldig1 belirlenmistir.



ATRA Uygulanan U87-MG Hiicrelerindeki Sinyal Mekanizmalan
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Sekil 10. ATRA uygulanan U87-MG hiicrelerindeki sinyal mekanizmalar1. Bu grupta
saptanan proteinler kirmizi kutucuklarda gosterilmistir (created in Biorender.com).

MAPK yolaklari igerisinde MKK3/6, MEK1/2 ve ERK1/2 proteinlerinin varligi
saptanmistir. Bu proteinler sirasiyla P38 ve ERK kinazlarinin aktivasyon kaskadinda
gorev almakta olup, hiicre biiylimesi, farklilasma ve stres yanitlariyla iligkilidir.
PI3K/AKT yolunda ise AKT proteini tespit edilmistir. AKT, hiicre proliferasyonu ve
hayatta kalma siire¢lerinde kritik rol oynar. Ayrica, bu yolakta yer alan NFxB proteini
de ATRA grubunda saptanmis olup, hiicresel inflamasyon ve anti-apoptotik sinyallerle

baglantilidir.

Apoptoz yoluna ait olarak, mitokondri bagimli hiicre 6liimii mekanizmalariyla
iliskili Caspase 3/7 proteinleri belirlenmistir. Bu proteinler, hiicre i¢i 6liim kaskadinin
son yiriticii elemanlaridir. WNT sinyal yoluna ait (-katenin transkripsiyon
kompleksinin bir bileseni olan CTBP1 de ATRA uygulamasi sonrasi saptanmistir. Son
olarak, TGF-B yolaklarinda yer alan SMAD4 proteininin varlig1 da deney grubunda
saptanmis; bu protein, TGF-p aracili sinyal iletiminin merkezinde yer almakta ve gen

ekspresyonunun diizenlenmesinde gorev almaktadir.



ATRA uygulanan U87-MG hiicrelerinde bu yolaklara ait farkli proteinlerin tespit
edilmesi, ATRA’nin ¢oklu sinyal yollar1 iizerinde etkili olabilecek molekiiler

hedeflerle etkilesim kurdugunu ortaya koymaktadir.
4.3.1.2 Kurkumin uygulanan U87-MG hiicrelerindeki sinyal mekanizmalari

Kurkumin uygulanan U87-MG hiicrelerinde tespit edilen proteinlerin hiicresel
sinyal yolaklarindaki dagilimi sematik olarak gosterilmistir (Sekil 11). Gorselde
lacivert kutucuklarla gosterilen proteinler, kurkumin grubunda proteomik analizler
sonucunda saptanmis olan proteinleri temsil etmektedir. Bu proteinlerin MAPK,
PI3K/AKT/mTOR, apoptoz, WNT/B-katenin, TGF-p ve fokal adezyon gibi kanserle
iligkili ¢ok sayida sinyal yoluna dagildig: goriilmektedir.

Kurkumin Uygulanan U87-MG Hiicrelerindeki Sinyal Mekanizmalan
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Sekil 11. Kurkumin uygulanan U87-MG hiicrelerindeki sinyal mekanizmalari. Bu
grupta saptanan proteinler lacivert kutucuklarda gosterilmistir (created in Biorender.com).

MAPK sinyal yoluna ait olarak, MAPK3, MEK1/2 ve ERK1/2 proteinleri
saptanmistir. PI3K/AKT yolunda ise AKT ve IKBa gibi sinyal aktarim proteinlerinin



kurkumin grubunda yer aldig1 goriilmiistiir. Bu yolakta, anti-tiimdr aktivite ile iliskili
cesitli sinyallerin aktarildig1 bilinmektedir. Ayrica, bu grupta apoptozla iliskili olarak

Caspase-3/7 proteinlerinin yani sira FADD ve Bid proteinleri de tespit edilmistir.

WNT sinyal yoluna ait olarak B-katenin proteininin bulundugu, ayrica, TGF-f
yolaklarina ait olarak SMAD4 ve PKA proteinlerinin kurkumin grubunda yer aldigi

belirlenmistir.

ATRA ve kurkumin uygulanan gruplar karsilagtirildiginda, her iki uygulamada da
baz1 ortak sinyal yollarinda farkli proteinlerin saptandigi gdzlemlenmistir. Ornegin,
her iki grupta da ERK ve AKT yolaklarina ait proteinler bulunmakla birlikte, ATRA
grubunda MKK3/6, CTBP1 gibi proteinler tespit edilirken; kurkumin grubunda
MAPK3, IKBa, FADD, PKA ve SOS gibi proteinler saptanmistir. Bu sonuglar, her iki
bilesigin farkli sinyal yollar1 ve molekiiler hedefler {izerinde etkili oldugunu

gostermektedir.

4.3.1.3 Kombinasyon uygulanan U87-MG hiicrelerindeki sinyal mekanizmalari

Kombinasyon (ATRA + kurkumin) uygulanan U87-MG hiicrelerinde tespit edilen
proteinler, sinyal yolaklar1 baglaminda incelendiginde MAPK, PI3K/AKT/mTOR,
apoptoz, WNT/B-katenin ve fokal adezyon mekanizmalari icerisinde yer aldiklar
gorilmistir (Sekil 12). Bu gruba 6zgii olarak tespit edilen proteinler arasinda
MKK4/7, MKK3/6, MEK1/2, ERK1/2, AKT, NFxB, FADD, CASPS8, CASP10, Bid,
Cyt-c, CASP3/7, RhoA ve B-catenin bulunmaktadir. MAPK sinyal yolunda hem
MKK4/7 hem de MKK3/6 proteinlerinin yer almasi dikkat cekicidir. PI3K/AKT
yolunda AKT ve NF«kB proteinlerinin varligr gézlemlenmistir. Apoptoz yoluna ait
olarak FADD, CASP8, CASP10, Bid, Cyt-c ve CASP3/7 proteinlerinin timii
kombinasyon grubunda saptanmustir. Ayrica, WNT/B-katenin sinyal yolunda p-

catenin ve RhoA proteinleri de bu grupta tespit edilmistir.



Kombinasyon Uygulanan U87-MG Hiicrelerindeki Sinyal Mekanizmalan
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Sekil 12. Kombinasyon uygulanan U87-MG hiicrelerindeki sinyal mekanizmalari. Bu
grupta saptanan proteinler pembe kutucuklarda gésterilmistir (created in Biorender.com).

Kombinasyon grubunda tespit edilen proteinler, ATRA ve kurkumin gruplariyla
karsilagtirildiginda bazi ortak ve 6zgiin protein profilleri gézlemlenmistir. MAPK
yolunda ATRA grubunda MKK3/6, MEK1/2 ve ERK1/2; kurkumin grubunda ise
MAPK3, MAPK6, MEK1/2 ve ERKI1/2 proteinleri yer alirken, kombinasyon
grubunda bunlara ek olarak MKK4/7 proteini de saptanmistir. PI3K/AKT yolunda
ATRA grubunda AKT ve NF«kB; kurkumin grubunda AKT, PDK1, mTORCI ve IKBa
proteinleri tespit edilmistir. Kombinasyon grubunda ise AKT, GSK3 ve NFxB
proteinleri bulunurken, kurkumin grubunda yer alan PDK1 ve IKBa proteinlerine
rastlanmamistir. Apoptoz yolunda hem ATRA hem kurkumin gruplarinda CASP3/7
proteini ortak olarak saptanirken, kombinasyon grubunda ayrica FADD, CASPS,
CASP10, Bid ve Cyt-c gibi apoptozla iliskili ek proteinler de tespit edilmistir. WNT
yolunda B-catenin proteini kombinasyon ve kurkumin gruplarinda saptanmis olup
ATRA grubunda bulunmamistir. TGF-B sinyal yolunda ise ATRA ve kurkumin
gruplarinda tespit edilen SMAD4 veya CTBP1 proteinleri kombinasyon grubunda

saptanmamigtir.



4.3.1.4 Tedavi uygulanmayan U87-MG hiicrelerindeki sinyal mekanizmalar:

Tedavi uygulanmayan (kontrol) grubunda tespit edilen proteinlerin sinyal
yolaklar1 lizerindeki dagilimi Sekil 13’te gosterilmistir. Turuncu renkle isaretlenen
proteinler, kontrol grubuna ait proteomik analizlerde tespit edilen proteinleri temsil
etmektedir. Bu grupta tespit edilen proteinler MAPK, PI3K/AKT, apoptoz, WNT/B-
katenin, TGF-B ve fokal adezyon gibi temel sinyal mekanizmalarina dagilmistir.
Belirlenen proteinler arasinda MKK4, P38, RAS, RAF, MEK1/2, ERK1/2, NF«B,
CASP3/7, ROCK2, B-catenin, PKA ve SMAD4 yer almaktadir.

Tedavi Uygulanmayan U87-MG Hiicrelerindeki Sinyal Mekanizmalan
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Sekil 13. Kontrol grubu U87-MG hiicrelerindeki sinyal mekanizmalari. Bu grupta
saptanan proteinler turuncu kutucuklarda gosterilmistir (created in Biorender.com)

MAPK sinyal yolunda kontrol grubuna 6zgii olarak MKK4, MKK7 ve P38
proteinleri tespit edilmistir. PI3K/AKT yolunda NF«B proteini, apoptoz yolunda ise
yalnizca CASP3/7 proteini bulunmustur. WNT yolunda B-catenin, fokal adezyon
yolunda ROCK2, TGF-B yolunda ise SMAD4 ve PKA proteinleri saptanmustir.



Kontrol grubunda tespit edilen proteinler, ATRA, kurkumin ve kombinasyon
gruplarinda gozlemlenen proteinlerle karsilastirildiginda bazi ortiisen ve 06zgiin
proteinler oldugu goriilmektedir. ATRA grubunda bulunan MKK3/6, MEK1/2,
ERK1/2, AKT, NFkB, Casp3/7, SMAD4 ve CTBP1 proteinlerinden MEK1/2,
ERK1/2, NFkB, Casp3/7 ve SMAD4 proteinleri kontrol grubunda da ortak olarak
saptanmistir. Kurkumin grubunda bulunan AKT, MEK1/2, ERK1/2, Casp3/7, SMAD4
ve B-catenin proteinlerinden MEK 1/2, ERK1/2, Casp3/7, SMAD4 ve B-catenin kontrol
grubunda da yer almaktadir. Kombinasyon grubunda saptanan MKK4/7, MKK3/6,
MEK1/2, ERK1/2, AKT, GSK3, NFkB, FADD, Casp8, Casp10, Bid, Cyt-c, Casp3/7,
[-catenin ve RhoA proteinlerinden MEK1/2, ERK1/2, NF«kB, Casp3/7 ve [-catenin
kontrol grubu ile ortaktir. Diger yandan, MKK7, RAS, RAF, P38, ROCK2 ve PKA

gibi proteinler yalnizca kontrol grubuna 6zgii olarak saptanmustir.

Apoptoz yolaklar1 acisindan bakildiginda, Casp3/7 aktivitesine ragmen upstream
apoptoz sinyal elemanlarinin (6r. Bid, Cytc, Casp9) aktif olmamasi, bu yolun tam
olarak islevsel olmadigini, yani apoptotik sinyallemenin baskilandigini ortaya

koymaktadir.

Genel olarak, tedavi uygulanmayan kontrol grubunda proliferasyon, hiicre
gdcii, inflamasyon ve anti-apoptotik yolaklarin aktif oldugu agresif bir tiimoral profil
gozlemlenmistir. Kurkumin uygulamasi bu durumu kismen tersine cevirerek pro-
apoptotik sinyalleri artirmis, proliferatif ve migratif aktiviteyi baskilamistir. Ancak en
belirgin antitlimoral etki, Kurkumin ve ATRA'nin birlikte uygulandigi kombinasyon
grubunda ortaya ¢ikmistir. Kombinasyon tedavisi, ¢ok sayida onkojenik sinyal yolunu
eszamanli olarak inhibe etmis, apoptoz mekanizmalarini kuvvetli sekilde aktive ederek

glioblastoma hiicrelerinin malign 6zelliklerini baskilamistir.

Bu bulgular, kombinasyon tedavisinin glioblastomada daha etkili bir molekiiler

yanit olusturabilecegini gostermektedir.



5 TARTISMA

5.1 ATRA ve Kurkumin Kombinasyonel Tedavisinin U87-MG Canlihig
Uzerindeki Sinerjistik Etkisi

Mevcut glioblastoma tedavileri, hastalarin c¢ogunda tiimoér niiksiliyle
sonuglandigindan klinik anlamda sinirhi fayda saglar. Etkinligi kisitlayan faktorler
arasinda beyin 0zgli bagisiklik profilleri, GBM hiicre heterojenitesi, immiinsiipresif
tiimor mikrogevresi, cesitli norolojik ve sistemik yan etkiler ile tiimoriin kagis
mekanizmalar1 ve konvansiyonel terapilere karsi direnci yer alir (64). Hedefe yonelik
tedaviler son c¢aligmalarla birlikte sinirh diizeyde fayda saglarken, kombinasyonel
tedavi yaklagimlart umut vaat etmektedir. Bu noktada, timor heterojenligini ve ilag

etki mekanizmalarin1 anlamak, tedavi sonuglarimi iyilestirmek icin kritik oneme

sahiptir (65).

Bu dogrultuda tez ¢alismasinda, All-trans retinoik asit ve kurkumin kombinasyon
tedavisinin U87 GBM hiicrelerinin canliligina olan etkisi ve etki mekanizmalari
arastirildi. Elde edilen bulgular, tek basina ATRA veya kurkumin uygulamalarinin ilk
24 saatte hafif proliferatif etki gosterebilmesine karsin, her iki ajanin sinerjik etkilerle
hiicre ¢cogalmasini baskiladigini gostermektedir. Ozellikle 75 uM ATRA + 20 uM
kurkumin kombinasyonu, 72 saat sonunda %39,1’e kadar diisen normalize hiicre
indeksiyle en giiclii anti-proliferatif etkiyi gostermektedir (Sekil 7). CompuSyn
analizi, bu kombinasyonun CI < 0,1 degeriyle “sinerjik” oldugunu dogrulamaktadir
(Tablo 4).

24.saatte gozlenen hafif proliferatif etki ise dikkat ¢ekicidir. Ancak bu etkiler,
kombinasyon tedavisi ile hizla baskilanmis ve sitotoksik yanit 6n plana gegmektedir.
Diisiik doz ATRA’nin erken dénemde hiicre farklilagsmasini tetiklemesi ve bu yolla
gegici proliferatif sinyaller tiretebilir (66)ATRA’ nin potansiyel anti-kanser etkinligi
onemli 6l¢iide molekiiler ve hiicresel baglama dayanmaktadir. Literatiirde, ATRA nin
anti-kanser etkisinin hiicre tipine ve dahil olan molekiiler yolaklara gore degisiklik

gosterdigi bildirilmektedir. Ornegin, ATRA, retinoik asit reseptdrlerini aktive ederek



ve apoptozu baslatarak prostat ve over kanseri hiicrelerinin biiylimesini durdugu
gozlemlenmistir (67,68). Buna karsin, ATRA paradoksal olarak mesane kanseri (T24
hiicre hatt1) hiicrelerinin proliferasyonunu, FABP5 ve PPARPB/d gibi yolaklarin
disregiilasyonu aracilig1 ile artirmistir (69). A549 akciger kanseri hiicrelerinde yapilan
bir bagka ¢alismada, ATRA nin, transkripsiyondan bagimsiz bir mekanizma ile ERK
sinyal yolunu aktive ederek hiicre ¢ogalmasini, yasamini siirdiirmesini ve goc¢iinii
artirdig1 gosterilmistir (70) .Bu da, 6zellikle ERK yolunun devreye girdigi baglamlarda
ATRA’nin tiimor destekleyici etkiler gosterebilecegini diisiindiirmektedir. Bu durum,
ATRA’nin gogalmay1 tesvik edici ya da baskilayici etkilerinin baglama ve hiicresel

kosullara bagl olarak degisebilecegini gostermektedir.

U87 GBM hiicrelerinde yapilan ¢alismalar ise ATRA’niz doza ve zamana bagl
bir sekilde canlilif1 azalttigini gostermesinin yani sira yapilan bir ¢alismada anti-
kanser etkinin doza bagli olarak 0-10 giin alaraliginda devam ettigi bildirilmistir

(71,72)

Kurkuminin kanser hiicrelerindeki anti-proliferatif etkisi de kanserin tiiriine,
tedavi kosullarina, uygulama sekli ve uygulanan konsantrasyona bagli olarak
degisiklik gostermektedir. Diislik dozlardaki kurkumin kanser hiicrelerini dogrudan
oldiirmede siirh sitotoksik etkiler gosterebilmektedir. Ornegin, kurkuminin redoks
dengesini modifiye ederek bazi hiicre savunma mekanizmalarini gegici olarak
uyarabilecegi diistiniilmektedir (51). Kurkuminin glioblastoma hiicrelerinde zamana
bagimli sitotoksik etkileri, literatiirde farkli zaman noktalarinda degerlendirilmistir.
Bu calismada, kurkuminin tekli ve kombinasyonel uygulamalarda 6zellikle 72. saatte
belirgin apoptotik ve anti-proliferatif etkiler gosterdigi saptanmistir. Bu durum,
zamana bagli hiicresel stres birikimi ve kurkuminin gecikmeli etki mekanizmalar ile
iliskilendirilebilir. Nitekim, bir ¢alismada yalmizca 72. saate odaklanilarak U87
hiicrelerinde kurkumin tedavisinin etkileri degerlendirilmis ve elde edilen sonuglar,

bizim bulgularimizla tutarlilik gostermistir (73).



Bu benzerlik, 72. saatin kurkuminin glioblastoma hiicrelerinde maksimum
terapotik  etkiyi ortaya koydugu kritik bir zaman noktast olabilecegini

diistindiirmektedir.

flaglarm glioblastoma hiicre hatlarinda (U87, U251 vb.) etkileriyle ilgili
literatiirde olduk¢a degisken sonuglar rapor edilmistir (74). Bu farkliliklar; hiicre
hattina 6zgili genetik profiller, kullanilan doz, hiicre pasaj sayisi, ilag ¢oziiniirliigi,
stabilitesi, ¢oOziicii farklar1 ve analiz yontemleri gibi ¢ok sayida faktorden

kaynaklanabilir.

Birgok calismada MTT veya CCK-8 gibi son nokta (endpoint) dl¢iimlerine dayali
hiicre canlilig1 testleri kullanilmisken, bu ¢galismada XCELLigence RTCA kullanilarak
hiicre proliferasyonu gercek zamanl ve siirekli sekilde izlenmistir. Bu yontem, hiicre
morfolojisi, adezyonu ve biliylimesini dinamik olarak degerlendirmeyi miimkiin
kilarak gercek zamanli gdzlemlenebilir sonuglar saglamaktadir. Bu metodolojik
farkliliklar da ilaglarin etkilerinde gozlenen varyasyonlara katkida bulunabilir. Ayrica,
tim ilaglar DMSO i¢inde ¢oziilmiis ve son ¢dziici konsantrasyonu %0.2°de sabit
tutulmustur. Ancak, ¢oziintirliik, saflik ve lotlar aras1 degiskenlik gibi teknik faktorler

de deneysel ¢iktilarda farklilik yaratabilmektedir.

5.2 ATRA ve Kurkumin Kombinasyonel Tedavisinin U87-MG Hiicre Apoptozu
Uzerindeki Etkisi

Annexin V-FITC/PI analizleri, ATRA ve kurkuminin tek bagma uygulandigi
gruplarda erken apoptoz oranlarinin oldukga yiiksek (%53—56) olmasi, her iki ajanin
da ayr1 uygulamalarda benzer bir yolla programli hiicre Sliimiinii etkin sekilde
baglatabildigini gostermektedir. Bununla birlikte, ge¢ apoptoz oranlarinin diisiik
kalmasi, hiicrelerin programli 6lim siirecine girdigini ancak heniiz tam yikima
ugramadigii gostermektedir. Kombinasyon grubunda ise gec¢ apoptozun belirgin
artis1, ajanlarin tek basina apoptozu baslattigini ancak hiicre 6liimiiniin tamamlanmasi
i¢in sinerjik uyaranlara ihtiya¢ duyuldugunu gostermektedir. Bu, programlanmis hiicre

oliimiiniin kontrollii ve etkili bir sekilde gerceklestigine isaret etmektedir (75). Ayni



zamanda, nekrotik hiicre oranlarinin diisiik kalmasi, 6liim mekanizmasinin kontrollii
ve programlanmis oldugunu vurgulamaktadir (51). Literatiirde kurkuminin kaspaz-3
aktivasyonu, Bax/Bcl-2 oraninin artirilmasi ve mitokondriyal apoptotik yollarin aktive
edilmesi yoluyla apoptoz indiikledigi bildirilmistir (76).

Benzer sekilde, ATRA’nin FAS sinyal yolagini aktive ederek apoptozu tetikledigi
gosterilmistir (77). ilaglarin kombinasyon halinde uygulanmasi, apoptotik siirecin

erken fazdan gec faza ilerlemesini saglamis olabilir.

5.3 Yolak Analizlerinin Gruplar Aras1 Karsilastirmah Degerlendirilmesi

Bu ¢alismada, U87-MG glioblastoma hiicrelerinde Kurkumin, ATRA ve bu iki
ajan kombinasyonunun kanserle iliskili major sinyal yolaklar1 iizerindeki etkileri
proteom diizeyinde karsilastirmali olarak literatiir katkisi ile degerlendirilmistir. Elde
edilen bulgular, ATRA ve kurkumin tedavisinin glioblastomanin molekiiler fenotipi
tizerinde farkli proteinler araciligiyla etkili olabilecegini ve 6zellikle kombinasyon
tedavisinin ¢oklu yolaklar1 hedefleyerek daha genis kapsamli bir tiimor baskilayici etki
olusturdugunu ortaya koymaktadir.

e AKT (Protein Kinaz B) Proteini

Gruplar  arasindaki  yolak  farkliliklari, eksprese edilen  proteinler
karsilastirildiginda bazi 6nemli farkliliklar saptanmistir. Bu farkliliklardan ilki PI3K-
Akt-mTOR sinyal mekanizmasinin merkezi bileseni olan Akt proteininin ATRA,
kurkumin ve kombinasyon gruplarinda eksprese edilirken kontrol grubunda ekprese
edilmedigidir. AKT proteini, aynt zamanda protein kinaz B olarak da bilinen,
hiicredeki ¢esitli siireclerde kritik rol oynayan bir serin/treonin kinazdir. Bu siirecler
arasinda hiicre hayatta kalimi, proliferasyon, metabolizma ve migrasyon yer alir.
Fonksiyonlarini, ¢ok sayida substrati fosforile etme yetenegi sayesinde yerine getirir;
bu da farkli hiicresel aktiviteleri etkiler. AKT, normal hiicrelerde hayatta kalma
mekanizmasini desteklemektedir (78). Ayrica, hiicre proliferasyonunda gorev alir. Bu
etkisini, protein sentezi ve hiicre biiylimesi igin kritik olan mTOR/p70S6K yolunu

modiile ederek gosterdigi bildirilmisitir (78). Fakat yapilan caligmalarda normal



hiicrelerde aktive olurken kanser hiicrelerinde Akt’nin siklikla deregiile olur; bu
durum, hiicrelerin kontrolsiiz bi¢imde ¢ogalmasina ve hayatta kalmasina yol acarak
tiimor olusumuna (tiimorijenesis) katkida bulunur(79,80). ila¢ uygulanan U87-MG
hiicrelerinde Akt’nin tekrardan aktive olmasi, ilgili downstream yolaklar etkileyerek

hiicreleri apoptoza siirliklemis ve hiicre proliferasyonunu azaltmis olabilir.

e C-terminal baglayici protein 1 (CTBP1)

ATRA uygulanan hiicrelerde eksprese edilen C-terminal baglayici protein 1
(CTBPL), gesitli kanser tiirlerinde tiimor progresyonuna katkida bulunan 6nemli bir
proteindir. Bu ozelligiyle proliferasyon, migrasyon, invazyon ve ilag direnci gibi
cesitli hiicresel siirecleri etkilemektedir. Prostat kanserinde, tiimor baskilayici genlerin
ekspresyonunu baskilayarak hiicre proliferasyonu ve invazyonu artirdigi, ayrica kotii
prognozla iligkili oldugu gosterilmistir (81,82). Endometriyal kanserde, hiicre
cogalmasi, gocii, invazyonu ve kok hiicre benzeri 6zellikleri destekleyerek tlimor
agresifligini artirdigi bildirilmistir (83). Akciger adenokarsinomunda, SOX2 ile
etkileserek hiicre biiyiimesini ve invazyonu tesvik ettigi gozlemlenmis; bu durum
hastalarda kotii sagkalim sonuglariyla iligskilendirilmistir (84)Ayrica mide kanserinde,
CTBP1, DNA tamir proteini olan RADS51’in ekspresyonunu artirarak sisplatin
direncini giiclendirmekte ve kemoterapi baskisi altinda kanser hiicrelerinin hayatta
kalmasina katkida bulundugu bildirilmisitir (85). Bu ¢alismadan elde edilen bulgular,
ATRA uygulamasinin CTBP1 proteinini eksprese ettigini ve ilag¢ direnci gibi kanser
progresyonuna katki saglayan siiregleri tetikleyebilecegini gostermektedir. Kurkumin
ile kombinasyonel uygulamas: bu proteini baskilayarak ATRA’ya olusan direnci

azaltmus olabilir.

e SMAD4 Proteini

Gruplar aras1 farklilik gosteren bir diger protein SMADA4, biitiin gruplarda
eksprese edilirken, kombinasyon grubunda ekspres edilmedigi saptandi. SMADA4,
kanserde ¢ok yonlii roller iistlenen ve esas olarak transforming growth factor-p (TGF-

) sinyal yolunda yer alan merkezi bir proteindir. SMADA4 proteini, Hiicre biiyiimesi,



farklilagsma, apoptoz ve metastaz gibi cesitli hiicresel siireclerde rol oynamaktadir.
Meme kanserinde ise SMAD4, TGF-B tarafindan tetiklenen epitelyal-mezenkimal
geciste (EMT) rol aldig: bildirilmektedir. Bu durum, SMAD4’iin kanser hiicrelerinin
invazyonu ve metastazinda énemli olabilecegini gostermektedir(86). Ayrica SMAD4
islevinin kaybi, tiimor mikrocevresinde, kanser yonelik immiin yaniti artirabilr.
Omegin pankreas kanserinde, SMAD4 kaybi DNA hasarin1 artirmakta bagisiklik
yanitlarini aktive ederek tiimor mikrogevresini degistirdigi gozlemlenmistir (87). Elde
edilen bulgularda goriilen SMAD4’lin kombinasyon grubunda eksprese edilmemesi,
US87 hiicrelerinin kombinasyonel tedaviye karsi yanitinda etkin rol alabilecegini

distindiirmektedir.

e Protein Kinaz A (PKA)

ATRA kurkumin ve kontrol grubunda eksprese edilirken kombinasyon grubunda
olmayan protein kinase A (PKA), kanserde ¢ok yonlii bir rol oynayarak tiimor
olusumuna ve kanser ilerlemesine katkida bulunan gesitli hiicresel siiregleri etkiler.
cAMP’ye bagli bir serin-treonin kinazi olarak PKA, hiicre biiylimesi, farklilasma,
metabolizma ve apoptozu diizenleyen sinyal iletim yollarinda gorev alir. PKA’nin
aktivitesi, c¢esitli kanserlerin baglatilmas1 ve ilerlemesiyle iligkilendirilmis olup, bu
nedenle kanser tedavisi i¢in potansiyel bir hedef olarak 6ne c¢ikar. Yapilan
calismalarda, CAMP-PKA sinyalizasyonunun, c¢esitli insan tiimorlerinde, kanser
hiicrelerinin biiylimesi, gocii, invazyonu ve metabolizmasin etkiledigi bildirilmistir
(88)cCAMP-PKA ekseni, metabolik stres altinda kanser hiicrelerinin hayatta kalmasi
igin kritik dneme sahiptir; metabolik adaptasyondaki rolii ve terapétik hedef olarak
potansiyelini ortaya koydugu belirtilmistir (89). Tiimor olusumu ve ilerlemesine
katilimi g6z Oniine alindiginda, PKA yeni bir molekiiler terapi hedefi olarak
onerilmektedir (90). Bu ¢alismada, kombinasyon tedavisinin PKA proteininin
baskilanmasma yonelik degisimi, anti-kanser etkisini bu protein araciligiyla

gerceklestirebilecegini diistindiirmektedir.



e Son of Sevenless (SOS) Proteinleri

Son of Sevenless (SOS) proteinleri, 6zellikle SOS1, RAS sinyal yolunu aktive
etmeleri sayesinde kanserde kritik bir rol oynar. Bu yol, hiicre proliferasyonu,
farklilasmasi ve hayatta kalmasimi diizenlemede merkezi bir 6éneme sahiptir. SOS
proteinlerinin kanserdeki rolleri ¢ok yonliidiir; sinyal iletimindeki islevleri, potansiyel
terapotik hedef olmalar1 ve onkojenik mutasyonlarla etkilesimleri bu ¢ok yonliiliigiin
temelini olusturur. SOS1 proteinleri, GDP’nin GTP ile degisimini tesvik ederek RAS’1
aktive ederler ve bu da hiicre proliferasyonu ve hayatta kalmasi i¢in kritik olan
MAPK/ERK gibi asagi akim yollarinin aktivasyonuna yol acar (91). Mesane
kanserinde yapilan bir c¢alismada, SOS proteinlerinin artmis ekspresyonu
gozlemlenmistir; bu da artan RAS aktivasyonu yoluyla tiimor olusumuna katki
sagladiklarin1 distindiirmektedir (92). Proteomik analizlerde kurkumin grubunda
SOSL1 proteini tespit edilirken, ATRA+kurkumin kombinasyonunda SOS1 tespit
edilememistir. Bu, kombinasyon tedavisinin RAS sinyalini tek bagina kurkumin

tedavisinden daha etkin bigimde baskiladigini gostermektedir.

e ROCK?2 Proteini (Rho associated coiled-coil containing protein kinase 2)

ROCK2, hiicre iskeletinin diizenlenmesi ve aktin filamentlerinin reorganizasyonu
tizerinden kanser hiicrelerinin go¢ ve invazyonunu destekler; bu siire¢ 6zellikle EMT
asamasinda belirginlesir (93,94). Mide kanserinde ROCK?2 diizeyinin artmasi, timor
derecesi ve metastazla pozitif korelasyon gosterdigi bildirilmistir (95). Ayrica
pankreas ve rahim agz1 kanserlerinde kemoterapi ve radyoterapi direncine katkida
bulunarak tedavi basarisini azalttigi gosterilmistir (96,97). Proteomik analizlerde
ROCK?2 proteini, yalnizca kontrol grubunda tespit edilirken, ATRA, kurkumin ve
kombinasyonu uygulanan gruplarda yoktur; bu da tedavinin ROCK2 ekspresyonunu
etkin bicimde bastirdigini ve sonug olarak hiicre gocii, invazyonu ile tedavi direncine

ait mekanizmalarin zayiflatildigini diistindiirmektedir.



e p38 ( p38 mitogen-aktivasyonlu protein kinaz) Proteini

p38 MAPK, hem tiimor baskilayict hem de destekleyici islevler gosterebilen ¢ift
yonlii (dual) bir kinase ailesi tiyesidir. Bazi ¢aligmalarda p38 ‘in, DNA hasar yanitini
koruyarak hiicre dongiisiinii durdugu ve onkogenik doniisiimii engelleyici etki
gosterdigi bildirilirken (98), bazi arastirmalarda ise timor hiicrelerinin hayatta
kalmasini ve proliferasyonunu destekleyerek tiimor progresyonuna katkida bulundugu
rapor edilmistir (99). Proteomik verilerde p38 yalnizca kontrol grubunda saptanmis;
tedavi gruplarinda bu protein saptanamamistir. Bu bulgu, p38’in kemoterapi direncine
aract olan sinyal yollarim1 zayiflatarak tedavi etkinligini artirabilecegini
diisiindiirmektedir. Bu baglamda, p38’in tedavi gruplarinda bulunmamasi hem timor
baskilayict hem de destekleyici rollerinin dengelendigi ortamda kemoterapi direncini

azaltmasi yoniinde 6nemli katki saglayabilecegi diisiniilmektedir.



6 SONUC

Bu tez calismasinda, glioblastoma multiforme (GBM) hiicreleri iizerinde All-
Trans Retinoik Asit (ATRA) ve kurkuminin kombine uygulanmasinin in vitro anti-
kanser etkileri detayli sekilde arastirilmistir. xCELLigence ger¢ek zamanli analiz
sistemi, Annexin V/PI akis sitometrisi ve LC-MS/MS tabanli proteomik analizler ile
elde edilen bulgular bir araya getirilerek ATRA ve kurkumin kombinasyonunun, GBM
hiicre canlilig1 iizerinde doza ve zamana bagli olarak anlamli bir azalma sagladigi,
kombinasyon tedavisinin gii¢lii sinerjistik etki gergeklestirdigi ve hiicre o6lim
mekanizmalarmi 06zellikle ge¢ apoptoz yoniinde aktive ettigi ortaya konmustur.
Proteomik analiz sonuglari, her iki ajanin farkli fakat birbirini tamamlayan molekiiler
mekanizmalara ait proteinleri hedef aldigmi gostermistir. Ozellikle ATRA
uygulamasinda CTBP1 gibi tiimor progresyonuna katki saglayan proteinlerin
saptanmasi, kurkuminin ise bu proteomik yanitlar1 dengeleyerek direng
mekanizmalarini baskilayabilecegi gosterilmistir. Kombinasyon grubunda ise ROCK2
ve SMAD4 gibi maligniteyle iliskilendirilmis proteinlerin ekspresyonunun
kayboldugu go6zlenmistir. Bu durum, kombinasyon tedavisinin glioblastoma
hiicrelerinde hem proliferasyonu hem de metastatik potansiyeli baskilayan kapsamli

bir biyolojik yanit olusturabilecegine isaret etmektedir.

Sonug olarak, ATRA ve kurkumin kombinasyonunun, tek ajanl tedavilere kiyasla
daha giiclii anti-timoral etkiler olusturabilecegi ve glioblastoma tedavisi igin
potansiyel bir adjuvan strateji olabilecegi diisiiniilmektedir. Bu tez ¢aligmasi, alternatif
ve hedefe yonelik kombinasyon terapilerinin gelistirilmesine katki saglayacak nitelikte

olup ileri diizey in-vivo ve klinik ¢aligmalara temel olusturabilir.
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