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OZET

Glioblastoma multiforme (GBM) beyinde en sik rastlanan primer malignite
olup, GBM i¢in mevcut tedavi yaklagsimlar1 etkili olmaktan uzaktir. Son zamanlarda,
GBM’ in molekiiler biyolojisi ele alinarak hastalifa yonelik daha etkin tedaviler
gelistirilmeye calisilmaktadir. Vaskiiler endotelyal biiyiime faktérii (VEGF),
fizyolojik siireglerdeki roliiniin yaninda, timdr patogenezi, tiimoér blylmesi ve
yayilmasinda da etkilidir. VEGF reseptoriiniin (VEGFR-2) etkinliginin baskilanmasi
gliomalarin diisiik dereceden yiiksek dereceye gecisini engellemekte ve metastazi
yavaglatmaktadir.

Bu c¢alismada, ftalazin tiirevlerinin bir GBM hiicre hatt1 olan U251
hicrelerindeki VEGFR-2 etkinlesmesi tizerindeki etkilerine odaklandik. Yildiz
Teknik Universitesi Kimya Boliimii® nde sentezlenen bes farkli ftalazin tiirevinin
hiicre proliferasyonu, canliligi ve VEGFR-2 etkinlesmesi iizerindeki etkileri yine
piyasada mevcut olan bir diger ftalazin tiirevi vatalanib ile karsilastirmali olarak
incelenmistir. Ne vatalanib ne de diger ftalazin tiirevleri WST-1 testi ile saptanan
hicre proliferasyonu ve western blot ile belirlenen AKT, p-AKT ve VEGFR-2
protein diizeylerinde anlamli bir degisiklige neden olmamislardir. Buna karsin, biitiin
bilesikler 1 uM gibi diisiik dozlarda dahi VEGFR-2 fosforilasyonunu anlamli bir
sekilde baskilamiglardir. Akt-1 ve Ak-3ep tirevleri p-VEGFR-2 duzeylerinin
baskilanmasinda vatalanib’ den daha giiglii bir etki gostermislerdir.

Sonuglarimiz bu yeni sentezlenmis olan ftalazin tiirevlerinin p-VEGFR-2’ nin
etkin baskilayicis1 olduklarmi gostermekte ve bunlarin GBM tedavisinde anti-
anjiyogenik ajanlar olarak kullanilabilmeleri i¢in daha ileri pre-klinik ve klinik

arastirmalarin gerekliligine isaret etmektedir.

Anahtar Kelimeler: Glioblastoma Multiforme (GBM), Vatalanib, Vaskuler
Endotelyal Buyume Faktort (VEGF), Vaskuler Endotelyal Buyime Faktori
Reseptort (VEGFR), Ftalazin.



SUMMARY

Glioblastoma multiforme (GBM) is the most common primary malignant brain
tumor and current therapeutic modalities are far from providing an effective cure. In
recent years, molecular biology of GBM has been considered to develop more
effective targeted therapies for the disease. Besides its role in physiological
processes, vascular endothelial growth factor (VEGF) is involved in tumor
pathogenesis, tumor growth and invasion. Repressing the activation of VEGF
receptor (VEGFR-2) inhibits progression of gliomas from low- to high-grade tumors
and decelerate metastasis.

In this study, we focused on the effects of phthalazine derivatives on VEGFR
activation in a GBM cell line, U251. Five different phthalazine derivatives,
synthesized in Y1ldiz Technical University Department of Chemistry, were studied,
and their effects on cellular proliferation, survival and VEGFR-2 activation were
investigated and compared with the effects of vatalinib, a commercially available
phtalazine derivative. Neither vatalanib nor other phthalazine derivatives did not
cause significant effect on cellular proliferation and AKT, pAKT and VEGFR-2
levels as determined by WST1 cell proliferation assay and western blotting,
respectively. However, all compounds significantly inhibited VEGFR-2
phosphorylation even at doses as little as 1 uM. Akt-1 and Ak-3ep derivatives were
more potent than vatalanib in repressing p-VEGFR-2 levels.

Our results clearly showed that these newly synthesized phthalazine derivatives
are effective inhibitors of p-VEGFR-2 and further pre-clinical and clinal researches

are required for their exploitation as anti-angiogenic agents in the treatment of GBM.

Keywords: Glioblastoma Multiforme (GBM), Vatalanib, Vascular Endothelial
Growth Factor (VEGF), Vascular Endothelial Growth Factor Receptor
(VEGFR), Phthalazine.
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1.GIRIS

Cagmizin Onemli ve tehlikeli hastaliklarindan biri olan kanserin olusmasinda
pek c¢ok karmasik mekanizma rol alir. Bu tehlikeli hastaligin mekanizmalarinin
aydinlatilmasi olduk¢a Onemlidir. Beyin tiimdrlerinin yaklagik %50’  sini
astrositomlar olusturmaktadir. Astrositom alt grubu icinde yer alan anaplastik
astrositom (AA) ve glioblastoma multiforme (GBM) ise eriskinlerde en sik goriilen
primer beyin timorleridir [Black, 1991]. GBM’ in kadinlara gore erkeklerde 1.6/1
oraninda daha fazla gorildigi tespit edilmistir [Salcman, 2001], [Giles and
Gonzales, 2001]. GBM beyin dokusunda hizli yayilan ve onu yikima ugratan, malign
(koth  huylu) bir timor cesididir. Erigkinlerde ve cocuklarda kanser sebebiyle
meydana gelen 6liim nedenleri arasinda 6n siralarda yer almaktadir. GBM’ in dogal
seyri sirasinda ortaya c¢ikan ciddi klinik kOtiilesme ve sonunda Oliim hastaligin seyri
olarak gorilmektedir [Salcman, 2001]. Bu tiimoriin ¢ok hizli yayilmasi ve ¢ogalmasi,
hastalikta niiksiin ¢ok hizli goriilmesine ve yasam siiresinin kisalmasma yol
agmaktadir. Teknolojideki gelismeler kullanilarak ameliyat 6ncesi (pre-op), ameliyat
esnas1 (per-op) ve ameliyat sonrasi (post-op) radyolojik gorintilemeler esliginde
yapilan cerrahi rezeksiyon, radyoterapi ve destekleyici kemoterapiye karsin GBM’
de ortalama hayat siiresi halen 1 yil civarindadir [Stupp et al., 2009]. GBM
hastalarinin 3 yildan uzun siire yasayanlar1 (%3-5’lik boliimii) ise uzun donem
yasayanlar olarak smiflandirilmaktadir [Krex et al., 2007]. Beyin tumdrlerinin
tedavisinde goriilen birtakim gelismelere ragmen, GBM tedavisinde yasam siiresini
anlamli olarak uzatacak bir tedavi heniiz mevcut degildir [Castro et al., 2003]. GBM
tedavisinde kisa siirede etkin sonu¢ verecek ve yan etkileri az olan alternatif
calismalar arastirmacilar tarafindan devam ettirilmektedir. Bu ¢aligmalar genel olarak
cerrahi rezeksiyon ve radyoterapiye destek olabilecek kemoterap6tik ilag
caligmalaridir.

GBM siklikla subkortikal ak maddede gelisir ve lokalizasyon olarak temporal,
paryetal, frontal ve oksipital loblarda gorilur [Ohgaki and Kleihues, 2005]. Bu
timorler genellikle ‘‘Beyin Omurilik Sivis1 (BOS)”’ ile yayilim g0sterir ve hiicre
diizeyinde, sinirlarinin 2-3 ¢cm uzagina kadar dagilmis olarak bulunabilirler [Burger,
1983], [Kelly et al., 1987]. Bu durum GBM tedavisi igin cerrahi rezeksiyon ve

radyoterapinin neden tek baslarina yeterli olmadigini1 ve tedaviye sistemik bir ajanin



eklenmesi gerekliligini daha net bir sekilde agiklamaktadir. Radyoterapi sonrasi
uygulanan kemoterapi protokollerinde, agirlikli olarak birinci ve ikinci kusak
alkilleyici nitrézire grubu ajanlar (radyomimetik ilaclar) denenmis, fakat GBM’ in
tedavisine yeterli olamamislardir [Petersdorf and Livingston, 1994]. Giinimuzde ise
genis cerrahi rezeksiyon (tiimoriin %95’ inden fazlasinin c¢ikarilmasi) sonrasi
uygulanan radyoterapi ve kemoterapi disinda etkinligi kesin olarak kanitlanmis baska
bir tedavi alternatifi mevcut degildir [Hentschel and Lang, 2003], [Muller et al.,
1985], [Obwegeser et al.,1995]. TerapOtik ajanlarin anti-kanser mekanizmalarinin
aydinlatilmas1 GBM tedavisinde etkili bir stratejidir.

GBM tedavisinde kisitli fayda saglanmasimin nedenlerinden en 6nemlisinin
apoptoza kars1 gelisen direng oldugu diistiniilmektedir. Dolayisiyla yeni ¢alismalarda
bu diren¢ kirilmaya ¢alisilmaktadir. Apoptoz direncine karsi, apoptozla iliskili
genlerin (Bcl-2 vb.) ifadesini diizenleyen farmakolojik kiiciik molekiiller ve gen
tedavisi (p53’iin yedeklenmesi vb.) gibi tedavi yodntemleri potansiyel tedavi
yOntemleri arasindadir. Hiicrenin deoksiribontkleik asitinde (DNA) meydana gelen
mutasyonlar kanser gelisimine neden olabilecekleri i¢in bu hasarli hiicrelerin apoptoz
yolu ile Oldiiriilmesi biiylik 6nem tasimaktadir [Erdogan, 2003], [Nagata, 1997].
Ornegin giiniimiizde tedavi etkinligi baz1 arastirmacilar tarafindan kabul gdrmiis ve
aynt zamanda klinikte kullanilmakta olan GBM kemoterapi ajant temozolamid,
etkisini otofaji ve apoptozu uyararak gosterir [Lefranc, 2009].

PTEN/PI3-K/AKT/MTOR/NF-kB ile Ras/Raf/MEK/ERK yolaklarinin her
ikisinin de hiicre zarindan hiicre ¢ekirdegine sinyal tasidiklar1 ve ayn1 zamanda gen
anlatiminda ve apoptozun engellenmesinde etkili rol oynadiklar1 bilinmektedir
[Lefranc et al., 2005]. Bu yolaklarin bazi1 elemanlarinin GBM’de mutasyona ugradigi
(Fosfotaz/tensin homolog (PTEN) inaktivasyonu vb.), bazilarinin da gerektiginden
fazla uyarildigi (artmis reseptdr tirozin kinaz sentezi vb.) gosterilmistir. Bu
molekillere yonelik monoklonal antikorlar ve kinaz inhibitorleri, kanser tedavisinde
halen denenmektedir. Bugline kadar, sinyal iletimi baskilayici ajanlar, preklinik ve
klinik galismalarda farkli hedefler {izerine odaklanarak kullanilip denenmistir. Bunlar
arasinda; anjiyogenezi engelleyenler (bevacizumab, enzastaurin), endotelyal biiyliime
faktori reseptorii (EGFR), tirozin kinaz baskilayicilar (gefitinib ve erlotinib), memeli
rapamycin hedefi (MTOR) baskilayicilar (temsirolimus, everolimus), integrin
baskilayicilar (cilengitide) ve topoizomeraz 1 baskilayicilar (irinotecan) sayilabilir
[Minniti et al., 2009]. GBM tedavisinde, molekiil bazli hedeflerin belirlenmesi,



timor kok hdcrelerinin - karakterizasyonu, tlimoral immunolojik cevaplarin
gOzlemlenmesi ve uzun donem sagkalim gosteren olgularda genetik faktorlerin
aydinlatilmas1 tizerine c¢alisgilmaktadir [Kanu et al., 2009]. Kisaca, GBM
mekanizmalar1 hiicresel ve molekiiler diizeyde ne kadar detayli anlagilirsa bir o kadar
tedaviye yakin olunacagi unutulmamalidir.

Buyume faktorleri hedef hiicreleri lizerindeki etkilerini hiicre zarinda bulunan
protein kinaz reseptorleri araciligiyla gosterirler. Protein kinazlar hedef proteinleri
tirozin, serin veya treonin bodlgelerinden fosforilleyerek onlarin aktivitelerini
degistirirler. Biyolojik islerde gorevli proteinleri fosforilleyerek hiicre biiytimesi,
bolinmesi ve 6lumi gibi 6nemli hiicresel faliyetleri yonlendirirler [Chase and Cross,
2006]. Vaskiler endotelyal biyume faktori (VEGF) biyolojik aktivitesini temel
olarak tirozin kinaz yapisinda olan ii¢ reseptori ile gerceklestirmektedir. Bu
reseptorler vaskuler endotelyal biytime faktord reseptoru-1 (VEGFR-1 (flt-1)),
vaskiler endotelyal biytume faktorl reseptori-2 (VEGFR-2 (flk-1/KDR)) ve
vaskiler endotelyal biylime faktori reseptori-3 (VEGFR-3 (flt-4))’ diir. Bunlardan
VEGFR-3 lenf damarlar1 iizerinde bulunur VEGF-R1 ve VEGF-R2 ise endotel
hicreleri tizerinde bulunurlar [Stacker et al., 2001], [Kliche and Waltenberger, 2001].
Tiimor gelisiminde 6nemli rol oynayan VEGF ve reseptorii kanser tedavisinde
onemli ve {izerinde dikkatlice ¢alisilmasi gereken molekiillerdir. Kanser hastalarinda,
tirozin kinaz inhibitorlerinin tam olarak ¢6ziim olamasa da sagkalimi arttirdiklari
bilinmektedir. Bu tedavilerin arastirilmasi ve gelistirilmesi bircok kanser turiinde
oldugu gibi GBM ig¢in de son derece 6nem teskil etmektedir.

Bu tez ¢alismasinda, Yildiz Teknik Universitesi (YTU) Kimya bélumiinde
kimyasal sentez yoluyla elde edilen ftalazin tdrevlerinin GBM kokenli U251
hicrelerinde VEGFR-2, p-VEGFR-2 (fosforlanmis VEGFR-2), protein kinaz B
(AKT) ve p-AKT (fosforlanmis AKT) Uzerindeki etkileri arastirilmistir. Ftalazin
tirevlerinin hiicre canliligina olan etkileri WST-1 hiicre canlilik testi ile, protein
ifadesindeki degisiklikler ise Western Blotting yontemi ile arastirilmistir. Ftalazin
tlrevlerinin biyolojik etkileri yine bir ftalazin tiirevi olan ve faz I, faz III ¢caligmalari

devam eden vatalanib ile karsilagtirmali olarak degerlendirilmistir.



2. MERKEZI SINIR SISTEMI TUMORLERI

Kanser gelismesinde, somatik hucrelerin  bdlinmesini ve ¢ogalmasini
dizenleyen mekanizmalar bozulur ve denetimsiz olarak cogalan bu hucreler
kendilerinden uzakta bulunan normal dokular: istila ederler. Uzak organlara sigrayan
malign hucrelerin olusmasi ¢ok asamali bir sirectir ve bu asamalarin baslama
nedenleri arasinda hiicrede malign fenotipe yol agan genetik bozukluklar, hicre
dongust esnasinda olusan DNA degisiklikleri, radyasyon gibi mutajen etkiler ve
kalitsal yatkinlik sayilabilir. Kanserli hiicreler, blyilyup dokulari istila etmeleri yani
kontrolsiiz gogalmalar1 ve metastaz ile farkli bolgelere kolonize olmalari ile normal
hicrelerden ayrilirlar.

Kanserli hucrelerin uzak bolgelere yayilma 0zellikleri yoksa ve dokulari istila
etmiyorlarsa bu tir tlmorler genellikle benign (iyi huylu) timorler olarak
isimlendirilirler. Epitelyal tabakada kalip, destek dokuya gecemeyen tiimdrlere in-
situ timorler denir [Franks and Teich, 1998]. Kan damarlarinda anjiyogenez
olusturan timdr hicreleri ise uzaktaki organlara tasmirlar ve vicudun baska
bélgelerine metastaz yapabilirler. Bu tlr timorler ayn1 zamanda blyuyebilmek igin
kan akimiyla saglanan besinlere ihtiya¢ duyarlar ve kan damarlarmin tumér iginde
blylyip dallanabilmesini saglayan proteinler dretirler. Bu tip timérlere ise malign
tip timarler denir [Hu et al.,1993].

Tum hastaliklarda oldugu gibi kanserde de erken tani1 ¢ok 6nemlidir. Tani
konulduktan sonra amac¢ bireyin normal hicrelerine mimkin olan asgari zarari
vererek tumaor hicrelerinin biylmesini ve ¢ogalmasimi engellemek ve yok etmektir.
Bu dogrultuda kanser arastirmalarindaki en 6nemli nokta kanserli hiicrelerin normal
hicrelerden farkli 6zelliklerinin aydinlatilmas: ve kanser hicrelerine selektif olacak
yeni tedavi stratejilerinin gelistirilmesidir. Kanser hastaliginin radikal bir tedavisi
olmamasindan dolay1 bir ¢ok arastirmaya gereksinimi vardir.

Merkezi sinir sistemi (MSS) tumorleri tek bir patolojik hucreden gelisirler
ancak ek mutasyonlar sonucu hticreler heterojenite kazanabilirler. MSS tumoérlerinde
klinik belirtiler, tumor kitlesinin irritasyon ve basi gibi lokal etkisiyle olusturdugu
normalden fazla basing, 6dem, hemoraji (kanama) gibi etkilerine bagl: olarak ortaya

¢ikar. TUm MSS timorleri potansiyel ve biyolojik agidan maligndir fakat néron dis1



metastazlar1 nadirdir [Breakfield and Stern, 1986]. MSS noroglialar1 astrositler,
oligodendrositler, mezoglialar ve ependim hiicreleri olmak tizere 4 gruba ayirilmistir.

MSS’ de gorilen timorler, primer beyin timorleri ve metastatik (sekonder)
beyin timarleri olmak Uzerede iki grup altinda toplanabilir. MSS’ deki primer beyin
timorleri genel olarak gliomalar olarak isimlendirilmektedir. Gliomalarin ise yarisini
astrositlerden koken alan astrositomlar olusturmaktadir [Yaltkaya vd., 1998].
Astrositomalarin boyutlar1 beynin yarim kirelerinden birini tamamen kaplayacak
kadar buyik veya bir kac cm kadar kigik olabilir [Robbins and Kumar, 1987].
GBM, glial kokenli bir timor olup ““Diinya Saglk Orgiiti’> (WHO)

siiflandirmasinda astrositom grubunun iginde yer alir.

2.1. Glioblastoma Multiforme

GBM glial kokenli timorlerin en anaplastik sekli ve astrositomlarin, WHO
smiflandirmasma gore, en yuksek derecesi igin kullanilan isimdir [Bruner, 1994].
Burdan yola ¢ikarak GBM’ in gliomlarin en malign tipi oldugu sOylenebilir. Bu
timorin biyolojik o6zellikleri, belirgin proliferasyon, aktif invazyon ve zengin
anjiyogenez ile tanimlanmaktadir [Mitsutoshi et al., 2011]. GBM’ in genel olarak
kdken aldig1 hicreler astrositlerdir (%80) ve astrositomlarin yaklasik yarisint GBM
hicreleri olusturur [Bruner, 1994], [Jones and Steart, 1991]. Astrositomlar
baslangigta diisiik dereceli olmalarina ragmen zamanla bir GBM hicresine
doniisebilirler.

Beyin parankiminden primer olarak baglayan GBM, farkli timorlerin
(anaplastik astrositoma, oligodendroglioma, karisik tumoér veya ependimoma)
transformasyonlari ile ortaya ¢ikabilir fakat daha 6ncede belirtildigi gibi GBM genel
olarak astrositomlardan koken alir. GBM tiimorindeki multiforme terimi timaorin
heterojenitesinden dolay1 kullanilmaktadir ve makroskobik olarak dizensiz bir yap1
gosterirler. Kistik dejenerasyon, hemoraji ve nekroz timdore alacali bir renk verir.
Mikroskobik olarak ise kuglk nekrotik alanlarin birlesimleri tumorin merkezinde
nekroz olusturur ve endotel hiicreleri arasindaki baglant1 zayiftir. TUmoral hicrelerle
saritlmis nekroz alanlarinda vaskiler ve endotelyal proliferasyon, endotelyal

hiperplazi (hlicre sayisinin artmasina bagl bliylme) gorilir [Carroll et al., 1995].



Astrositlerin, hiicre blylmesi, farklilasmas: ve fonksiyonu icin gerekli olan
p53 geni, retinoblastom geni (Rb), siklin-bagimli kinaz 4 inhibitori geni (INK4a) ve
PTEN gibi tumor supresor genlerini kaybedip gliomagenez sirecine girdikleri tespit
edilmigtir [Tremont-Lukas and Gilbert, 2003], [Holland, 2001], [Konopka and
Bonni, 2003]. 10. kromozomun kisa kolundaki heterozigositenin kaybi; PTEN
geninin inaktivasyonuna neden olmakta ve sonug olarak bir serin/treonin kinaz olan
AKT aktiflenmekte ve artmis hiicre proliferasyonu ortaya ¢ikmaktadir [Kleihues and
Ohgaki, 1999], [Fujisawa et al., 2000], [Tremont-Lukas and Gilbert, 2003]. Diisiik
dereceli astrositomlarin p53 proteini, mutasyona bagl olarak inaktiftir. GBM’e
ilerleme ise, Rb ve PTEN genlerinin mutasyonuna ve INK4’ {in artmis Uretimine
baglidir [Reis vd., 2000].

2.1.1. GBM’ de Tarihge ve Simflama

1860’ da Rudolph Virchow literatirde ilk kez “’gliom’” sézciigiinii kullanmig
ve beyin tlimorleri siniflandirmasinda gliomlar1 ayr1 bir grup olarak adlandirmistir.
25 Kasim 1884 tarihinde ise, Dr. Rickman Godlee ve Dr. Bennett intraserebral bir
gliom olgusunun basarili bir sekilde ameliyat edildigini bildirmislerdir [Gutin and
Posner, 2000]. Tarihte ilk kez modern beyin timorQ cerrahisi gergeklestirilmistir. Bu
gelismeyle beraber néro-onkoloji tarihi baglamistir.

1926 yilinda Bailey ve Cushing tarafindan yapilan gliom smiflandirmas: 14
ayr1 grup icermektedir. 1949 yilinda Kernohan tarafindan yapilan bir siiflandirmada
ise MSS tlmorleri astrositom, ependimom, oligodendrogliom, néroastrositom ve
medullablastom olmak (izere bes gruba ve glial timorlerde derecelerine gore kendi
icinde 4 gruba ayrrmistir. 1950 yilinda gliomlari, astrositom, anaplastik astrositom ve
GBM seklinde derecelerine gore ayiran arastirmaci ise Ringertz’ dir. 1980 yilinda ise
Doumas ve Duport hiicrelerin morfolojik 6zelliklerine dayanan 4 dereceli sistemi
ileri siirmiislerdir. Son olarak ise 1993 yilinda, MSS tlimorleri WHO tarafindan
yeniden diizenlenmis ve bu siniflama, 2000 yilinda tekrar modifiye edilmistir. WHO
tarafindan yapilan son siniflandirmada astrositomlar 4 ayr1 grupta toplanmistir (Tablo
2.1).



Tablo 2.1: WHO Astrositom Simiflandirmasi.

ASTROSITOMLAR | WHO GENEL OZELLIKLERI
DERECE
Pilositik I - Genellikle ¢ocuklarda ve genclerde goruldrler.
Astrositom - Beyincikte yerlesmis olarak
bulunurlar.
- Cok yavas biiyiirler.
Astrositom I - Hiicreler arasinda degisik kalinlik ve yogunluk

gortlmektedir.
- Hiuicrelerin alt kisminda karakteristik olan
fibriller bir zemin bulunur.

Anaplastik Il - Oldukga hizli cogalirlar.

Astrositom - Yakininda bulunan saglikli dokular1 iggal
ederler.

Glioblastoma v - Gliomlarin en malign tipidir.

Multiforme

2.1.2. GBM’ in Beyin ici Yerlesimi

GBM, genellikle serebral hemisferin beyaz cevherinde ortaya ¢ikar. Beynin
temporal ve frontal loblar1 GBM’ in en sik goriildigi bolgelerdir fakat oksipital ve
paryetal bolgelerdede GBM’ e rastlanmustir. Ornegin baz1 olgularda timoral lezyon
santral paryetal bolgeyi de kapsamaktadir. GBM hiicrelerinin bazal ganglia’ ya ve
korpus kallosumdan kars1 hemisfere gecisi sik gorulir. Bu tir durumlarda beyindeki
yerlesimi kelebek goriintusi aldig: icin buna kelebek gliomu adi verilir [Dziurzynski
et al., 2012] (Sekil 2.1.) [Web1, 2016]. Néroradyolojik olarak ise ortasinda nekrotik
bir alan bulunan ve dizenli bir kontrast tutulumu gostermeyen, 6demli bir kitle
gorintusu ortaya ¢ikmaktadir.

GBM c¢ok genis alanlara kadar uzanirsa cerrahi rezeksiyon hem zorlasir hemde
total rezeksiyon imkansiz hale gelir. Cerrahide, beynin birden fazla fonksiyonel
alaninin cerrahi isleme ugramasi beyni zarara ugratabilir [Salcman, 2001]. TUmaorin
lokalize oldugu yer anatomik olarak riskli bélge icermiyorsa timoér mamkin

oldugunca genis bir rezeksiyon ile ¢ikarilmaya ¢aligilir.




Sekil 2.1: a) Kelebek gliomunun koronal agidan MR gorintusu, b) Kelebek
gliomunun aksiyel agidan MR gorintusi, c) Kars1 hemisfere gegmis neoplastinin
kesit goruntisd.

2.1.3. GBM’ de Klinik Belirti ve Bulgular

GBM’ de klinik belirtiler dncelikle timorin beyin icinde bulundugu bdlgeye
baghdir. Bunun disinda diger hacim kaplayan lezyonlardan ayirt edilmeleri son
derece gugtir. En 6nemli klinik belirtileri beyin igi basinci artigina bagli olarak;
kusma, basagrisi, genel serebral fonksiyon bozuklugu, denge bozuklugu, ense
sertligi, uykuya meyil, 3. ve 6. kraniyal sinir tutulumu ve jeneralize nobetleridir
[Aroichane, 1983]. Lezyon temporal lob veya frontoparyetal bdlgede ise olgularda
epileptik ndbet gorme olasilig1 yuksek olmasina ragmen olgularin %30’ unda hali
hazirda epileptik nobet gorulir [Salcman, 2001]. Olgularda goz dibi degisiklikleri,
parezi, pleji, davranis bozukluklar1 basta olmak izere timoriin yerlesim yerine gore
degisen bir cok bulgu karsimiza ¢ikabilir. Frontoparyetal ve talamik bélgeleri tutan
lezyonlarda genellikle kuvvet kaybi ve duyu kaybi gorulirken frontal lobu etkileyen
GBM olgularinda kisilik degisikligi, hafiza kaybi, muhakeme ve diisiince bozuklugu
gorulebilmektedir. GBM oksipital lobda nispeten daha az gorulir bu nedenle
olgularda gérme bozukluguna az rastlanir. GBM de bas agrisi, nébet ve hemiparezi
Uclustinun birlikte gorilmesi hastalarin yarisindan daha azinda ortaya ¢ikmaktadir
[Salcman, 2001].



2.1.4. GBM in Histopatolojik Ozellikleri ve Tamsi

Manyetik Rezonans Goriintileme (MRG) ve Bilgisayarli Tomografi (BT)
tetkikleri, biitin MSS tiimorleri ve GBM tanisinda 6nemli olan radyolojik
incelemelerdir. GBM igin Kkarakteristik olan bulgular; lezyon cevresindeki kontrast
madde tutulumu, peritimoral 6dem ve lezyon merkezindeki nekrozla uyumlu
hipointens alanlarin bulunmasidir [Gonzales, 2001]. Pozitron Emisyon Tomografisi
(PET) ise niiks GBM olgularini, radyasyona bagli nekrozdan ayirmak i¢in kullanilir
[Ishikawa et al., 1993].

Sekil 2.2: GBM’ de tipik morfolojik goriinim. a) Multintkleer dev hiicreler
(H&E x400), b) GBM’de iskemik nekroz (H&E x100).

GBM, sekil 2.2.a) ve 2.2.b)’ de oldugu gibi basit ve standart sekilde
Hemotoksilen ve Eosin (H&E) boyasi teknigi kullanilarak diger lezyonlardan hiicre
morfolojisi ve doku yapist agisindan ayirt edilebilir [Siiren, 2007]. GBM hiicreleri
farkli sekillere ve buyukliklere sahip olmakla birlikte genellikle koyu renkli
nikleuslara ve az miktarda pembe sitosolllere sahiptirler. GBM hiicrelerinin bu
yapilart multiforme terimini agiklamaktadir [Bigner, 1981]. Tuimor hicrelerinde
genellikle yiiksek bir mitotik aktivite goériildiigii icin nekroz alanlar1 ¢evresindeki
hiicreler pseudopalizadik dizilim ve vaskdler yapilar etrafinda ise konsantrik dizilim
gosterirler. Hucrelerin bir diger 6nemli 6zelligi ise vaskuler endotelyal proliferasyon
gostermeleridir [Burger and Green, 1987]. Giimiis boyama teknigi kullanilarak hiicre
cekirdegi icindeki ribosomal DNA belirlenebilmekte ve aktif transkripsiyon ve
dolayisiyla timor proliferasyonu hakkinda bilgi edinilebilmektedir [Hara et al.,
1990]. Bunun disinda marker olarak kullanilan bir baska protein ise Ki-67 antijenidir.
Ki-67 antijeni hicre proliferasyonuyla iliskili bir c¢ekirdek proteinidir. Hiicre
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dongusinin GO faz1 disinda butin bdlimlerinde tespit edilebilmekte ve ilgili

timoran histolojik derecesi hakkinda bilgi vermektedir.

2.1.5. GBM’ de Tedavi Segenekleri

GBM tedavisinde 1970’ lerden baslayarak kemoterap6tik ajanlar kullanilmistir.
Kullanilan en eski ilaclar alkilleyici nitroziire grubu ajanlardir. 1994° de Salcman ve
arkadaslarinin yaymladigi ¢alismada nitroziire kemoterapinin, beklenenden uzun sire
sag kalan olgularda orta derecede etkisi oldugu gosterilmistir [Salcman, 1994].
Guniimizde ise temozolamid (ikinci kusak alkilleyici ajan), GBM tedavisinde
cerrahi ve radyoterapi sonrasi standart tedavi protokoll igine girmistir [Newlands et
al., 2003].

Gen tedaviside son yillarda 6nem kazanmasina ragmen tedavi edici genin,
timor hicresine yetersiz dagilimi ve sadece tek bir geni onarabilmek gibi yetersiz
yonlerinin olmas1 bu tedavi yonteminin baslica dezavantajlarindandir. Su an igin gen
tedavisi GBM icin kabul edilebilir bir klinik basariya ulasamamistir. GBM
olgularma, gen tedavisi amaciyla pek c¢ok strateji uygulanmistir. Bu stratejiler
arasinda eksik genin yerine koyulmasi (6rn. tumor supressor genleri), intihar
genlerinin timor genomuna sokulmasi, onkolitik virtsler gibi ajanlar1 timor
hlcrelerine yerlestirerek timor hicrelerinin 6limanin saglanmas: ve mutasyona
ugrayarak ekspresyonu artmis genlerin etkilerini kaldirabilecek diger genlerin timor
hicrelerine yerlestirilmesi (antisense metotlar1) metodlar1 sayilabilir [Kanzawa et al.,
2003]. Gen terapisinin dezavantajlar1 yaninda avantajlarida vardir. Bunlardan en
onemlisi diisiik toksisite oranina sahip olmasidir. GUnimuzde kok hiicre galismalari,
immunoterapi, gen tedavisi, biyolojik tedavi ve brakiterapi (i¢csel radyasyon) gibi
alternatif tedaviler deneme asamasinda olup klinikte fayda saglayacak bir tedavi
yoéntemi heniiz bulunamamuistir.

GBM tlimorunln invaziv yapisi, uzak yayilim géstermesi, radyorezistan olmasi
ve lokal rekirrens oranimna sahip olmasi bu timérin tedavisinde énemli bir ilerleme
kaydedilmemis olmasina neden olmustur [Burger and Green, 1987], [Kornblith and
Welch, 1993], [Nazzaro, 1990]. Son yillarda GBM tanisinin non-invaziv yontemlerle
konulabilmesine, daha glvenli ve basarili cerrahi islemlere ve adjuvan olarak
uygulanan radyoterapi ve kemoterapiye ragmen ortalama yasam halen bir yil

civarindadir. Cerrahi rezeksiyon ile saglanan hucre sayisindaki azalma timor
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hicrelerinin ortadan kalkmasmma ve yardimci tedavi yodntemlerinin etkisinin
artmasma katkida bulundugu gibi kafa i¢i basincinin diismesine ve ndrolojik
fonksiyonlarin iyilesmesine de katkida bulunur [Hentschel and Lang, 2003],
[Salcman, 2001].

In vitro olarak hicre diizeyinde yapilan g¢alismalar hiicrelerin biyolojik ve
metabolik Ozelliklerinin degerlendirilmesini saglar. Ayrica ¢ok sayida hiicre varligi
arastirmalarin farkli yonlerle ele alinmasi ve sinirsiz sayidaki tedavi ajanlarinin
degerlendirilmesi i¢in 6nemli bir avantajdir. Kanser tedavisindeki sorunlardan en
onemlisi timor hacrelerindeki direncgtir [Bacciocchi and Gibelli, 1992]. Direncli
kolonlar muhtemelen hastaligin progresyonundanda sorumludurlar. Bu nedenle
direng mekanizmalarmi arastiran caligmalarda tumorlerden elde edilen hicre
dizilerini kullanmak daha akillica ve daha pratik gozikmektedir [Kruse and Mitchell,
1992], [Paganuzzi and Marroni, 1994]. Kisacas1 timor hicre dizileri hem tedavi
ajanlarmin gelistirilmesi icin hem de molekiler genetik tedavi yaklagimlari igin in
vivo ¢aligmalardan daha uygun modellerdir [Bocchini and Casalone, 1991]. Bugiine
kadar kemoterapétik ilaclarla yapilan tedavilerde buytme fakorleri (VEGF, EGF, IL-
8), reseptor tirozin kinazlar (KDR, flt-1, tie-2), integrinler, hiicre adezyon
molekdlleri, proteazlar, membran glikoproteinleri (PSMA, ED-B, FB5) enzimler,

DNA ve mikrotubuller hedef alinarak ¢alisiimistir.

2.1.6. GBM’ de Genetik ve Cevresel Faktorlerin Etkisi

GBM genel olarak herhangi bir cevresel risk faktori veya ailesel yatkinlik ile
iliskili olmayan bir timordur. Fakat Salcman tarafindan 2001 yilinda yapilan
arastirmada Ailesel Kanser Sendromu’ nda glial timorlerin insidansinda da artis
tespit edilmistir. Onkogenlerin normalden fazla Gretilmesinin ise GBM vakalarinda
yasam suresiyle ters orantili oldugu g0sterilmistir [Salcman, 2001]. Bununla beraber
p53 genindeki mutasyonun, dominant olabilecegi One suriulmistir ve p53, GBM
olusumunda 6nemli bir faktor olmustur [Nozaki et al., 1999]. Primer GBM gozlenen
olgular genellikle 60-70 yas araligindadir. Daha geng popilasyonda ise genellikle
sekonder GBM gozikiir. Ozellikle timor supresor genlerin mutasyona ugramasiyla
diistik dereceli astrositomlardan GBM olusmaktadir [Kleihues and Ohgaki, 1999].
Primer ve sekonder GBM’ lerdeki genetik degisiklikler ayn1 degildir. Sekonder GBM

lerde sik olarak p53 mutasyonu goézukirken, bir timaor supresor geni olan PTEN” in
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eksikligi ve EGFR normalden fazla Gretimi primer GBM lerde daha sik gozlkdr
[Yoon et al., 2001], [Fujisawa et al., 2000], [Tohma et al., 1998]. Primer GBM”’ ler
bastan itibaren hizla gelisir ve ylksek dereceli lezyonlar ortaya koyar. Buna karsin,
sekonder GBM’ ler daha yavas gelisir [Mitsutoshi et al., 2011].

Literatlirdeki caligmalar, tek bir genetik mutasyonun degil, birden fazla
mutasyonun GBM olusumunu tetikledigini gostermistir. GBM ayn1 zamanda genetik
olarak kalitsal bir gecise sahip degildir. Petrokimyasal maddeler ve radyasyon
disinda GBM olusumunda etkisi olan ¢evresel bir faktor ise hentiz bilinmemektedir
[Salcman, 2001]. Fakat son yirmi yilda bircok olayin kombinasyonunun GBM’ e
neden oldugu cesitli caligmalarla ortaya ¢ikmustir (Sekil 2.3.), [Mitsutoshi et al.,
2011].

NORMAL

Hiicre
Dongiisi

Kontrol
Kaybh

Bilyiime Faktirlerinin

f
Asirt Ekspresyonu
J’ f $ pres)
Genetik Y 4
Istikrarsizhk f .

Apoptoz
Bozuklugu

invazyon
Migrasvon

Anjiyogenez

KOTU HUYLU
(Malign) HUCRE

Sekil 2.3: GBM’ de neoplastik doniisiim ve gliomagenez siirecinde baslica olaylar.

Gliomagenez sirecindeki ilk olay, hicrelerin hiicre déngistndeki kontrol
noktalarinin mutasyona ugramasidir. Bunlar arasinda en dikkat ¢eken hiicre dongiisii
kontrol noktast G1-S noktasidir. Tim yuksek dereceli tumorlerin (Anaplastik
astrositoma, GBM gibi.,) neredeyse hepsi G1-S kontrol noktasinin mutasyonuna
sahiptir. Ikinci olay, biiyiime faktorlerinin ve reseptdrlerinin agir1 sentezlenmesidir.

EGF, PDGF, bazik fibroblast buyiime faktori (b0FGF, FGF-2), doniistiiriicii bitylime
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faktorl (TGF) -a ve insiilin benzeri biiytime Faktorii (IGF) -1 GBM'de asir1 eksprese
edilir ve bu nedenle neoplastik hiicrelere bir biiylime avantaji saglar. Bunlardan EGF
ve PDGF GBM'lerde en iyi karakterize edilen biyume faktorleridir [Wong et al.,
1987], [Westermark et al., 1995]. Malign gliomalar vaskiler timérlerdir bu nedenle
GBM’ e ilerlemede anjiyogenez olusumu da 6nemli bir 6zelliktir. Anjiyogenez
olusumu MRG’ de hizla biiyiimekte olan tiimérleri ¢evreleyen halka benzeri yapilar
olarak gorulurler [Brat and Mapstone, 2003]. En ¢cok GBM’ de olmak {izere malign
gliomlarin hepsinde fazla miktarda anjiyogenik molekiile rastlanir [Louis, 2006].
VEGEF diisiik dereceli astrositomlarda rastlanmayan fakat GBM gibi malign tlimorler
icin 6nemli bir endotel hiicre mitojenik faktoridir. GBM’ in bir diger 6nemli 6zelligi
ise invaziv olmasidir. ECM molekullerinin ve hiicre yilzey reseptorlerinin
ekspresyonu, sinyal iletimini degistirip GBM’ deki invazivligi etkileyebilir [Rao,
2003], [Onishi et al., 2011]. Glioma hiicreleri, yalnizca ¢ogalmay1 arttirmak igin
degil, ayn1 zamanda apoptozuda ortadan kaldirmak icin ¢esitli degisikliklere ugrar.
Gliomagenez siirecinde en 6nemlisi p53 olmak (izere birgok gen apoptozda rol oynar
[Chao et al., 2000], [Sarkar et al., 2005]. En son hicre ici olay ise genetik
istikrarsizliktir. Bircok tiimdriin 6zelligi olan genetik istikrarsizlik, daha fazla
genomik hasar1 tesvik eder ve bdylece daha malign klonlarin olusmasina izin verir
[Leung et al., 2000]. Bu nedenle, "genomun koruyucusu™ olarak da bilinen p53'teki
mutasyonlar, genomik instabilite yoluyla timor ilerlemesine neden olabilir (Sekil
2.3).
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3. ANJIYOGENEZ

Vaskilogenez ve anjiyogenez mekanizmalarmin her ikisi de farkli yollarla kan
damar1 olusumunu saglamaktadir. Vaskillogenez mezoderm kokenli vaskiler agin
olugturulmas: anlamini tasimaktadir. Hemanjiyoblastlarin kan adaciklar1 olarak
kiimelenmesi ile vaskiilogenez baslamis olur. Bu mekanizmada mezoderm kdkenli
endotel hiicre proliferasyonu ile tupsi yapilar olusturulur [Coffin and Poole, 1988],
[Kili¢ vd., 2005], (Sekil 3.1.), [Douglas et al., 1998].

Onceleri vaskiilogenezin sadece embriyogenezde rol aldigi diisiiniilmiistiir.
Daha sonra, hematopoetik progenitdr hiicrelerin, endotel hlicreye embriyogenez
sonrasinda da doniisebildikleri, yeni kapiller olusumunda rol aldiklar1 ve yara
iyilesmesi, iskemik dokunun tekrar damarlanmasi1 gibi sireclerde vaskiilogenezin
onemli rol oynadigi gosterilmistir. Endotel hiicreleri embriyoda anjiyoblastlardan,
erigkinde ise kemik iligindeki endotelyal 6ncil hiicrelerden kdken almaktadir. Buna
karsilik anjiyogenez ise aldigi sinyallerle zaten var olan damarlardan yeni kapiller
kan damari olusumudur [Hanahan and Folkman, 1996]. Embriyonik dénemde
meydana gelen vaskiilogenez, genetik olarak programlanmistir. Sonraki donemlerde
ise hemodinamik degisiklikler ve cevresel faktorler vaskilogenez Uzerine etkilidir.
Dogum sonrast donemde, vaskilogenez igin en 6nemli uyaranin hipoksi oldugu

diistiniilmektedir.

Vaskiilogenez Ektoderm .
Mezoderm-kdkenli
Mezoderm — anjioblastik olusum Embriyonik

m | kan adacrih
Endoderm " z @

. "

\_/

Mezengimal hiicre

A\ / \
&s*& éﬁ #L Anjioblastlar

Hemopoetik
‘ / Endotel hicre Kok hiicreleri
Tiipsti yapt olusumu proliferasyonu

Sekil 3.1: Vaskiilogenez olusum sureci.

Anjiyogenez glioma hicreleri tarafindan salinan anjiyogenik faktorler
tarafindan baglatilir. Bu faktorler, endotel hiicre proliferasyonunu ve goglnu tetikler.
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ekstrasellliler matriksin (ECM) bozulmasindan sonra, endotel hiicreleri tip seklinde
bir limene yerlestirilir ve son olarak yeni damar duvari olgunlasir. Anjiyogenez
surecinde endotel hiicrelerinin sinyallere kars1 olusturdugu belli basli yanitlar vardir.
I1k olarak endotel hiicrelerinin ana kapillerdeki boslukta ilerlemesini saglayacak olan
proteazlar Gretilir. Proteazlar bu asamada bazal membran ve ECM’ nin yikimini
saglar. Bu asamadan sonra endotel hticreleri sinyal kaynagina dogru hareket eder ve
prolifere olurlar. Bir sonraki asamada ise endotel hiicreleri prolifere olduklar1 yerde
bir limen olusturacak sekilde birbirilerine tutunurlar. Son olarak yeni bazal
membranin olugsmasiyla anjiyogenez tamamlanir [Kilig vd., 2005], (Sekil 3.2.),
[Mitsutoshi et al., 2011].

Anjiyogenez vucutta fizyolojik ve kontrol altinda olan bir siire¢ olabilecegi
(embriyogenez, yara iyilesmesi vb...) gibi patolojik ve kontrolsuz gerceklesen (g0z
hastaliklari, noroblastom, melanom, glioblastom, inflamatuvar hastaliklar vb...)
durumlarda da ortaya g¢ikabilmektedir [Carmeliet, 2003]. Anjiyogenezin olusmasi
pro-anjiyogenik ve anti-anjiyogenik faktorlerin arasindaki dengenin bozulmasiyla
meydana gelir. Bunun disinda vucutta anjiyogenezin yetersiz kaldigi (periferik arter
hastaliklari, gecikmis yara iyilesmesi vb.) durumlarda s6z konusudur [Issa et al.,
1999], [Yin et al., 2002]. Anjiyogenez mekanizmasi, hiicrelerden salinan sitokinler,
blytime faktorleri ve bunlarin reseptorleri ile c¢aligmaktadir [Lawrence and
Diegelmann, 1994], [Hu et al., 1993]. VEGF, fibroblast buylime faktoéri (FGF),
trombosit kokenli blyltme faktori (PDGF) ve endotelyal buyume faktori (EGF) gibi
blylime faktorleri anjiyogenezin asamalarinin ortaya konulmasinda en 6nemli

faktorlerdir.
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Sekil 3.2: Gliomalarda anjiyogenez olusum sireci.

Anjiyogenez aktivatorler ve inhibitorler arasindaki denge ile diizenlenir. Tamor
boyutu 2-3 mm’ yi gectigi andan itibaren anjiyogenez uyarilir. Bununla beraber bir
diger 6nemli nokta ise anjiyogenik aktivatorlerin asir1 aktivitesi ve anjiyogenez

inhibitorlerininde negatif regiilasyonu anjiyogenezin baslamasi i¢in gerekli sartlardan
biridir (Sekil 3.3 a), b)), [Nishida et al., 2006].

Anjiyogenez kontrol anahtar

aktivatdrior
aklivatdrior

inhibitdrer

inhibitSrer

L)

Sekil 3.3: Anjiyogenez kontrol anahtar1. a) Anjiyogenez anahtar1 kapali,
b) Anjiyogenez anahtar1 agik.

Anjiyogenez sureci mikrovaskiler

dizeyde pro-anjiyogenik ve anti-
anjiyogenik faktorler arasindaki dengeye baghidir. Bu faktorler timor hucreleri,

fibroblastlar ve monositler gibi ortamdaki hiicrelerden veya bazal membran ve ECM’
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nin yikimi sonrasinda ortaya ¢ikabilirler. Anjiyogenezi inhibe eden ve aktive eden

faktorlerden yaygm olarak bilinenler Tablo 3.1’ de gosterilmektedir [Erdem ve

Giindogdu, 2005].

Tablo 3.1: Anjiyogenez aktivatorleri ve inhibitorleri.

ANJIYOGENEZI INHIBE EDEN
FAKTORLER

ANJIYOGENEZI AKTIVE EDEN
FAKTORLER

- Trombospondin

- Vaskuler endotelyal buyiume faktori

- Anjiyostatin (plasminojen kismi)

- Ana Fibroblast blytme faktori

- Endostatin (kollajen XVIII kismi)

- Asit Fibroblast buytime faktori

- AaAt (antithrombin IIT kismi1)

- Platelet kaynakli biiytime faktorii

- Vazostatin

- Hepatosit blyime faktoriu

- Prolaktin

- Epidermal buyume faktori

-Troponin 1

- Insiilin-benzeri bilyiime faktorii

- Alfa interferon

- Leptin

-Gamma interferon

- TUmor nekrosis faktor a

- Interlokin 12

- Plasental buytme faktor

- Fibronektin - Anjiyopoietin-1
- Metalloproteinaz doku inhibitorleri - Anjiyogenin
- Plazminojen aktivator inhibitor 1 - Pleotrofin

- Platelet faktor 4 (PF 4)

- Interlokin 8

- Pigment epitelyal hiicre faktori

- Granulosit-koloni uyarici faktor

- Retinoik asit

- Proliferin

- Anjiyopoietin-2

3.1. GBM’ de Anjiyogenez

Folkman 1971°de timor gelisimini anjiyogeneze baglayarak, anjiyogenez

konusundaki asil gelisimi baslatmistir [Folkman, 1971]. Folkman timdrlerin 2-3 mm

capa kadar oksijen ve besin ihtiyacini diflizyon ile karsiladigini1 daha sonra ise olgun

konak¢1 damarlarindan kendisine dogru yeni kapiller damarlarin anjiyogenezini

baglatabildigini ifade etmistir.

olusturabilecektir.

Baoylelikle tumoral

Kitle buyluylp metastaz
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Kanser hucreleri kontrolsiizce ¢ogalmadan 6nce oldukca uzun ve sessiz bir
donem gegirirler. TUmor hiicreleri bulunduklar1 dokuda yeni kan damari olusumuna
ihtiyac duymadan 2-3 mm buyuklige kadar ulasabilirler [Folkman, 2006]. Bu
blyiklukten fazla biyiiklige ulasabilmeleri i¢in yeni kan damari olusumuna
(anjiyogenez) ihtiyaglar1 vardir ve yeni mikrovaskuler yapilar gelismedigi siirece
timor gelisiminin duracag ifade edilmistir. TUmorler ¢ok sayida anjiyogenik faktor
salgilar ve bunlarmn ¢ogu endotel hiicrelerindeki tirozin kinaz reseptorlerine
baglanirlar. Sonu¢ olarak anjiyogenez meydana gelir [Folkman, 2006], [Liu and
Deisseroth, 2006]. Bu anjiyogenik faktorlerin bashicalari; FGF-1, -2, -3, -4, EGF,
interlokin-8 (IL-8), granilosit koloni uyarici faktér (G-CSF), transforme edici
blylime faktor-a, -b (TGF-a, -b), hepatosit bliylime faktéri (HGF) ve VEGF’ dir.

Anjiyogenezin  sagladigi  timor  buyumesi  Oolumcul  etkilerin  ana
mekanizmasidir. Yiksek dereceli gliomlarda (anaplastik astrositom, GBM gibi)
neovaskilerizasyon ve vaskiler endotel proliferasyon sik goralir. Gliom
damarlanmasinda diz kas hucrelerinin proliferasyonu 6nemlidir [Haddad et al.,
1992]. Brem ise astrositomlarda damar proliferasyonunun timdor derecesi ile
baglantili oldugunu; dusuk yasam siresinin ylksek skor ile iligkili oldugunu ifade
etmistir [Brem, 1976].

GBM anjiyogenezinde esas rollerden birine VEGF sahiptir. VEGF gen ailesi 6
glikoproteinden meydana gelir bunlar; VEGF-A, VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D,
VEGF-E ve plasental biyime faktori (PIGF)’ dur. VEGF-A (VEGF olarak ta
adlandirilir), iki tirozin kinaz reseptori, VEGFR-1 ve VEGFR-2 ye baglanir.
Anjiyogenezdeki esas rol VEGFR-1 ve VEGFR-2 uzerindedir. VEGF-B ve PIGF,
VEGFR-1’ e; VEGF-E, VEGFR-2 ye; VEGF-C ve -D, VEGFR-3 ’e baglanir ve
VEGFR-3 esas olarak lenfanjiyogenezde rol alir. [Jo et al., 2012]. VEGFR-2
endotelyal hiicre proliferasyonunu arttirir, VEGFR-1’in aktivasyonu ise VEGFR-2
iligkili hicre buyumesini indukler [Rahimi et al., 2000]. VEGFR-1 ve VEGFR-2,
GBM tumorogenezinde Ras/MAPK ve PI3/AKT sinyal yolaklarinda aktif rol
oynarlar. VEGFR-1 endotel hucrelerinin yani sira bazi timor hiicrelerindende
eksprese edilir. VEGFR-1’ in esas aracilik ettigi durum VEGF’ in uyardig1 endotel
migrasyonunudur. VEGFR-2 endotel hucreleri, primitif hematopoietik kdk hicreler
ve bazi timor hucreleri ile az sayida erigkin hiicresinde eksprese edilir ve VEGF
ligandlarimin (VEGF-A, VEGF-C ve VEGF-D) endotel hiicrelerinin proliferasyonu,
sag kalimi1 ve damar gegirgenligi etkilerine aracilik eder. Timor anjiyogenezinde
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baslica sorumlu VEGFR-2 dir. VEGFR-2 bloke edilirse hiicre migrasyonu,
proliferasyonu, sagkalimmi ve damar permeabilitesi azalir. [Kaliberov et al., 2004].
VEGF ekspresyonu GBM’ lerde normalden 10 kat fazla bulunmustur. VEGF’ in
fazla ekspresyonu vaskiiler dansite ile dogru orantilidir. Kemik iliginden progenitor
hicrelerin salinnmina VEGF’ in neden olmasi ve bu hicrelerin timér yataginda
cesitli pro-anjiyogenik faktorleri uyarmasiylada timor anjiyogenezi ortaya gikabilir
[Peters et al., 2005]. Pro-anjiyogenik faktorler VEGF disinda GBM hcreleri
tarafindanda uyarilirlar ve anjiyogeneze katkida bulunurlar. GBM’ de eksprese
edilen diger anjiyogenik faktorler ise instlin blyltme faktéri (IGF-1), integrin ve
matriks metalloproteinazlardir ve bu faktorler GBM tedavisinde potansiyel
hedeflerdir [Chambaut-Guerin et al., 2000].

Anjiyogenez sadece tumor blyimesinde gérev almaz ayni1 zamanda pre-malign
timorun kansere ilerlemesinde ve metastazik lezyonlarin olugsmasinda da gorev
aldig1 anlasilmigtir. Anjiyogenez kanserin malign olmayan evrelerinden, metastaz
olan son evrelerine kadar her evresinde rol alir [Hanahan and Folkman, 1996], [Poon
et al., 2001].
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4. VASKULER ENDOTELYAL BUYUME
FAKTORU

Trombosit kaynakli biylme faktor ailesinin bir Uyesi olan VEGF bilinen en
spesifik endotel hucresi mitojenik faktoriidir ve heparin-binding glikoprotein
yapisinda bir molekildur. VEGF, tumor hiicreleri [Boocock et al., 1995], makrofajlar
[Sunderkotter et al., 1994], trombositler [Verheul et al., 1997], keratinositler [Frank
et al., 1995] gibi bir¢ok hiicre tipi tarafindan Uretilir ve vaskuler endotel hicreler
Uzerinde etki gOsterir. Hipoksiye ve pro-anjiyogenik faktorlere araci olup,
anjiyogenezin kontrolinde 6nemli bir role sahiptir. VEGF ayrica damar
gecirgenligini arttirir, diiz kas hiicre hiperplazisini diizenler ve lenfanjiogenezde rol
oynar [Guba et al., 2004].

VEGF ailesinin cesitli alt gruplari tanimlanmistir. Bunlar; VEGF-A (human
VEGF, sadece VEGF olarakta bilinir.), VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D, VEGF-E,
VEGF-F (svWEGF) ve PIGF’ dir. Amino asit sayilarina gore ise VEGF121,
VEGF165, VEGF189, VEGF206 ve VEGF145 gibi izoformlar1 bulunmaktadir
[Ferrara, 2000]. Basta VEGF-A olmak uzere vicutta olan birgcok fizyolojik
(vaskulogenez, anjiogenez gibi) ve/veya patolojik olayda (kanser, neovaskiler
hastaliklar gibi...) rol oynarlar. VEGF’ in vaskilogenez ve anjiyogenezde oynadigi
rol timor buyumesi ve yayilmasinda ¢ok 6nemlidir.

Kanser ¢alismalarinda anti-VEGF stratejileri, VEGF’ in pro-anjiyogenik
fonksiyonunu hedeflemek ve Dbdylece anjiyogenezi inhibe etmek igin
tasarlanmiglardir. TUmor hdrelerinin VEGF ile dogrudan uyarilmasinin, hiicreleri
apoptozdan koruyabilecegini ve kemoterapi ya da radyoterapiye karsi direncini
artabilecegini ileri stiren ¢alismalar mevcuttur [Harmey and Bouchier-Hayes, 2002].
Bunun yani sira kemoterapi ve radyoterapinin timorlerde VEGF ekspresyonunu
arttirdig1 gosterilmistir. Bu nedenle anti-VEGF terapilerinin hem pro-anjiyogenik
aktiviteyi hem de VEGF’ in anti-apoptotik islevini hedeflemesi muhtemeldir.
Kemoterapi ve/veya radyoterapi ile kombine kullanilan anti-VEGF tedavilerinin
bircok timor tipine karst olumlu etkisi gosterilmistir. Kisaca VEGF blokaj1 timor
hicrelerini konvaksiyonel tedaviye kars1 daha duyarl hale getirir.

VEGF spesifik olarak ilgili tirozin kinaz reseptorlerine baglanarak, timor

anjiyogenezine, proliferasyonuna ve invazyonuna neden olur. VEGF gibi daha bircok

20



blylime faktoride benzer sekilde etkinlik gosterirler [Tremont-Lukas and Gilbert,
2003], [Lal et al., 2002]. Sonu¢ olarak VEGF tirozin kinaz inhibitorlerinin
anjiyogenezi engelleyebilecegi diisiiniilmekte ve bu konuda tedavi stratejileri
uretilmektedir [Takano et al., 2003].

GBM hicreleri yuksek miktarda VEGF salgilarlar. Anjiyogenik faktorler
icinde en iyi bilinen faktér VEGF’ dir [Sonoda et al., 2003], [Miyagami et al., 1998].
Tumor hicreleri tarafindan salgilanan VEGF, endotel hicrelerindeki reseptorleri
tanir ve bu reseptorlere baglanarak anjiyogenezi tetikler. Bilinen reseptorler
VEGFR-1, VEGFR-2, VEGFR-3, norofilin 1 ve 2 dir (Sekil 4.1.), [Tabernero, 2007].

VEGFR-1, hicre etkilesimlerini kontrol eder ve doku yapisinin
belirlenmesinden sorumludur. Endotel hicrelerinde proliferasyona ve migrasyona
neden olan reseptor ise VEGFR-2’dir. VEGFR-3, lenfatik endotel hiicrelerinden
eksprese olur ve lenfangiogenezin dizenlenmesiyle iliskilidir [Shibuya, 2006],
[Angell-Andersen et al., 2004], [Compton, 2000], [Sugarbaker, 1995], (Sekil 4.2.),
[Prakash and Maulik, 2010].

Hipoksi PDGF
\ 1 IGF-1
IL-8 -’ /
bFGF — VEGF salimmu
&
cox-2 o QQ'
NO % \ VEGF reseptériine baglanma

Onkogenler ve aktivasyon

Endotel Hiicre Artmus Ekspresyon
(MMP, tPA, uPA, uPAr,

eNOS, etc) ANJiYOGENEZ

Permabilite

Sekil 4.1: Tumor hicrelerinden VEGF ekspresyonu.
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Sekil 4.2: VEGF ailesi ve reseptorleri.

VEGF’ in biyolojik etkilerinin ortaya ¢ikmasi, vaskuler endotelyal hiicrelerde
eksprese olan VEGFR-2 ‘ye baglanmasiyla ilgilidir. Bu reseptdr daha déncede bahsi
gectigi gibi tirozin kinaz aktivitesine sahip bir yapiya sahiptir [Angell-Andersen et
al., 2004], [Compton, 2000], [Sugarbaker, 1995]. VEGFR-2; VEGFR A, VEGFR C,
VEGFR D ve VEGFR E nin reseptorudir. VEGF (VEGF A), VEGFR-1’e VEGFR-2
den daha yuksek bir affiniteyle baglanmasma ragmen VEGFR-1 in tirozin kinaz
aktivitesi zayif oldugu icin, VEGF mitojenik ve kemotaktik aktivitelerini yanlnizca
VEGFR-2 vyi eksprese eden hiicrelerden gosterebilecegi diisiiniilmektedir [Angell-
Andersen et al., 2004], [Compton, 2000], [Sugarbaker, 1995]. VEGF’in VEGFR-2 ye
baglanmasiyla beraber c¢esitli hiicre ici sinyal ileti yollar1 aktive olmaktadir
[Carpelan-Holmstrom et al., 2004]. VEGF ve VEGFR-2’nin baglanmasiyla,
VEGFR-2 dimerizasyonu olusur ve reseptor tirozin kinaz aktivitesi baslar. Tirozin
kinaz aktivitesinin baslamasiyla beraber VEGFR-2’nin otofosforilasyonu induklenir.

VEGFR’ lerin aktivasyonu; Ras guanozin trifosfataz (ras GTPaz) proteinleri ve
fosfolipaz-C proteinleri gibi sinyal iletim proteinlerini fosforilasyona ugratarak

endotel hticrelerinin ¢ogalmasimi ve goguni saglamaktadir [Dvorak et al., 1995]. Ras,
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SRC ve HER-2 onkogenleri, p53 gen mutasyonu, tiimér nekrozu faktori-o (TNF-a),
nitrik oksit (NO), oksidatif stres, diisiik glikoz seviyesi ve 0zellikle hipoksik ortam
gibi bir ¢cok faktér VEGF ekspresyonunu arttirmaktadir [Ria et al., 2003], [Longo et
al., 2002].

Anjiyogenez sireci damar endotelini déseyen bazal membranin proteolitik
yikimi ile baslamaktadir [Mignatti and Rifkin, 1996]. Normalde endotel htcreleri
yayilma ve bolinme etkisi gostermeyen tek tabakadan olusan hiicrelerdir. Endotel
hlcreleri anjiyogenez olacagi durumlarda bolinme ve ¢ogalma egilimi gosterirler.
Salgilanan anjiyogenik blytme faktorleri, membran ve hiicreler arasinda bir
bolinme meydana getirmektedir. Bunun nedeni anjiyogenik faktorlerin, kan
damarlarinim, endotel hicrelerindeki reseptorlerine baglanmasidir. Blylme
faktorlerinin aktive ettigi enzimler 6ncelikle bazal membran ve endotel hicrelerini
doseyen ECM bilesenlerini yikima ugratir. Bazal membranin yikilmasiyla hiicre
gocu ve kapiller filizlenme olusmakta ve bu slirecin sonunda hiicre i¢i ve hiicreler
aras1 boslukta damarlar1 olusturan limenler gelismektedir [Ausprunk and Folkman,
1997]. Aktive olan endotel hicrelerinin ECM’ ye go¢ ederek ¢ogalmasinda VEGF
rol oynamaktadir [Ferrara et al., 2003].

ECM yikimindan sorumlu olan matriks metalloproteazlar gibi molekillerin
saliniminida VEGF’ i uyarmakta ve boylelikle timor invazyon ve metastazi da
kolaylagsmaktadir [Ferrara and Davis-Smyth, 1997]. Damar olusumundan sonra
anjiyogenik faktorler azalirken, anjiyogenez inhibitorleri artar ve sessiz hale birinen
endotel hiicrelerinin olusturdugu kan damarlarindan kan akimi baslamaya hazir hale
gelir [Haroon et al., 1999], [Pepper et al., 1996].

Klinik veriler anjiyogenez siddeti ve metastaz arasinda dogru orant1 oldugunu
ve bu faktdrlerin prognozu etkiledigini desteklemektedir [Weidner et al., 1991].
Anjiyogenezin siddetini belirlemek i¢in kullanilan yontemler anjiogenik proteinlerin
doku duzeylerinin saptanmasi, anjiogenik faktorlerin kan ve idrarda Olculmesi,
mikrodamar dansitesinin saptanmasidir. Anjiogenez inhibitorleri, anjiogenez
aktivatorlerinin engellenmesi, matriks yikimmin engellenmesi, endotel hiicrelerinin
direkt inhibisyonu, nonspesifik mekanizmalar ve integrin inhibisyonunda etkisini
gostermektedir.

Anjiyogenik faktorlerin lretimiyle karakterize olan tlimorler bu faktorlerin
ekspresyonunun veya aktivasyonunun baskilanmasiyla durdurulabilirler. Bunlardan

en 6nemli olan hedefler VEGF ve reseptorleridir.
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4.1. Vaskiler Endotelyal Buyime Faktori Reseptori-2

VEGFR-2 ayn1 zamanda kinaz insert domain reseptérii (KDR) olarak bilinen
bir VEGF reseptoriidir. KDR, VEGFR-2’ yi eksprese eden insan genidir ve ayni
zamanda flk1 (faredeki homolog geni) diyede bilinir. KDR’nin SHC2 [Warner et al.,
2000], annexxin A5 [Wen et al., 1999] ve SHC1 [Zanetti et al., 2002] ile etkilesimi
oldugu yapilan ¢alismalarda gosterilmistir.

VEGFR-2, 200-230 kDa’luk ve Kinaz-insert-domaini-iceren bir VEGF
reseptéridur. Tim endotelyal hiicre cevaplarini ileten bir glikproteindir. VEGFR-2,
VEGFR-1’¢ gore VEGF’e daha dusiik affiniteyle baglaniyor olsada, ligandla
baglandiktan sonra tirozinle ¢ok daha etkin bir sekilde fosforile edilir. VEGFR-2
sinyal yolaklarin1 harekete geciren ve cesitli biyolojik tepkileri indikliyen oldukca
aktif bir kinaz reseptorudir [Meyer et al., 2002]. VEGF ve reseptoriiniin baglanmasi
sonras1 endotel hiicrelerinde huicre blylmesi, farklilagsmasi, go¢u ve tibil olusumu
gibi degisiklikler meydana gelir [Terman et al., 1992]. Endotel hiicre yuzeyine
lokalize olan VEGFR-2’ nin hticre i¢i sinyal iletimini baslattigi bilinmektedir.

Reseptor tirozin kinaz aktivitelerinin diizenlenmesinde otofosforilasyon
bolgeleri yer alir. Otofosforilasyon bdlgeleri sinyal iletimini baslatacak proteinler
icin baglanma yeri olarak gorev yaparlar. Fosfoinositid 3-kinaz (P13K) sinyal iletim
yolu, VEGFR-2’ nin endotel hiicre canliligi ve proliferasyonunu uyarmak icin
kullandig1 ana sinyal yolaklarindan biridir.

Yapilan in vivo ve in vitro c¢alismalarda, VEGFR-2 ile PI3K’ nm asir1
aktivasyonunun endotel hiicre sagkalimini, proliferasyonu ve anjiyogenezi arttirdigi
gosterilmistir. PI3K spesifik inhibitorl kullanilan bir ¢alismada VEGF ile uyarilan
endotel hiicre sagkalimi inhibe edilmistir [Gerber et al., 1998]. Bir diger ¢calismada
ise aynm1 sinyal yolaginda olan PTEN’ in asir1 ekspresyonu ile VEGF aracili endotel
hicre proliferasyonu inhibe edilmistir [Huang and Kontos, 2002]. Bu g¢alismalarin
yani sira VEGFR-2 geni susturulmus embriyonik farelerde bozulmus vaskiilogenezis
ve hematopoez gosterilmis ve sonu¢ olarak embriyo yasamina devam edememistir.
[Dai and Rabie, 2007].
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4.2. Anti-Vaskuler Endotelyal Bliytime Faktort Stratejileri

VEGF’in etkinligi bir ¢ok farkli yénden inhibe edilebilmektedir [Jung et al.,
2002], [Kim et al., 2002]. Son on yilda spesifik olarak VEGF yolagini hedefleyen bir
dizi monoklonal antikor tek baslarina veya kemoterapi ile birlikte ¢alisiimistir.
Omegin Bevacizumab, VEGF’ i baglayan monoklonal bir antikordur (mAb) ve
standart kemoterapdétiklerle birlikte olmak Uzere bir kag¢ farkli timér tipinde tedavi
icin kullanilmaktadir [Sullivan and Brekken, 2010]. Bevacizumab ve Avastin gibi
anti-anjiyogenik ve anti-tumor insan monoklonal VEGF antikorlar1 faz |
caligmalarinda kemoterapi ile birlikte kullanildiginda farkli tiimorlerde buyumeyi
inhibe ettikleri ve serum VEGF seviyelerini diisiirdiikleri tespit edilmistir. Bu sekilde
hastalarin yasam suresinin uzadigi ve timor progresyonunda azalma oldugu
gozlemlenmistir [Margolin et al., 2001], [Hurwitz et al., 2004].

Monoklonal antikorlarin disinda uygulanan bir diger inhibisyon yolu ise
spesifik tirozin kinaz inhibitorleri araciligiyla VEGF’in reseptorlerinin hedef
alinmasidir. Burada hedef alinan reseptorlerden en Onemlisi endotel hicre
proliferasyonu ve kemotaksisinden sorumlu olan VEGFR-2 dir [Ferrara, 1999].
Biyolojik ve preklinik ¢alismalar, VEGFR-2 inhibisyonu, timoér kaynakl
anjiyogenezi durdurmak icin umut vadeden bir stratejidir [Hamerlik et al., 2012]. Bu
mekanizmayla VEGFR-2 nin otofosforilasyonunun baskilanmasi amaglanmaktadir.
Tirozin kinaz inhibitorlerinden imatinib, erlotinib, gefitinib, sorafenib ve sunitinibin
su an halihazirla kullanilmakta olan ajanlardir. Bu ajanlar RTK’ lara baglanarak
otofosforilasyon mekanizmasmi durdurur ve antikanser tedavisinde etkili olurlar
[Faivre et al., 2006]. Bir ftalazin tirevi olan vatalanib de (PTK787/ZK22854) bu
etkinligi inhibe eden ajanlar arasindadir. Vatalanib bir VEGFR-1 ve —2 reseptor
inhibitoriddr. Vatalanibin, metastazi olan kolorektal kanserli hastalarda kan akimini
belirgin bir sekilde azalttigi gozlemlenmistir [Trarbach et al., 2003]. Tirozin kinaz
antikanser tedavisi monoklonal antikorlardan farkli olarak hicre ici sinyal yollarini
hedeflemektedir. VEGF/VEGFR yolagmi daha iyi bloke etmek i¢in mevcut ajanlari

kombine ederek kullanmak ayr1 bir stratejidir.
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5. TIROZIN KiNAZLAR ve ETKI
MEKANIZMALARI

Insan Genom Projesinden elde edilen verilere gore, insan genomunda yaklasik
32.000 gen vardir ve %20’si sinyal iletiminde gorev alan proteinleri kodlamaktadir.
Bu proteinler membran yizey reseptorleri ve hiicre ici sinyal iletimini saglayan
proteinlerdir.

Protein kinazlar protein fosforilasyonu/aktivasyonu ile sinyal iletimini
saglarlar. Kinazlar membran yerlesimli reseptor tirozin kinazlar ve stoplazmik tirozin
kinazlar olmak Uzere ikiye ayrilir ya da Katalitik Ozelliklerine gore tirozin ve
serin/treonin kinazlar olmak Uzere gruplandirilirlar. Bir gok blyume faktoru ve
VEGF hedef hiicrelerindeki etkilerini reseptor tirozin kinazlar araciligiyla gosterir.
Protein kinazlarim asir1 sentezlenmesi onkojenik transformasyona yol acabilir
[Blume-Jensen and Hunter, 2001]. Son yillarda yapilan arastirmalara gére 250 nin
uzerinde genin kansere neden oldugu bildirilmistir. Cesitli mekanizmalarin ise
kansere neden oldugu bilinmektedir. Uzerinde en ¢ok calisilan mekanizmalardan
ikisi ise, tirozin kinaz mekanizmas1 olan MAPK (Mitogen-activated protein kinases)
/ ERK (Extracellular signal regulated kinase) ve PISK/AKT”’ dur.

MAPK/ERK sinyal yolaginda, tirozin kinaz reseptorleri; hormonlar, PDGF,
VEGF, FGF, EGF gibi buylme faktorleri ve sitokinler araciligiyla aktiflestirilirler.
MAPK/ERK sinyal yolaginda Ras, Raf, MEK ve ERK proteinleri gérev alirlar ve bu
proteinler hiicre gogl, cogalmasi, farklilagmasi, apoptozu gibi olaylara etki ederler.
Bu genlerden Ras ve Raf birer proto-onkogendir. Istirahat halindeki hiicrelerde Ras
proteinleri inaktif (Ras-Guanin-2-fosfat) halde bulunurlar ve aktif hale gelebilmek
icin hicrede tirozin kinaz reseptorlerinin uyarilmasi ve proteinin hiicre membranina
yerlesmesi gerekir. SOS ve Grb2 gibi ¢esitli adaptor proteinler, Ras’a guanin-2-fosfat
yerine guanin-3-fosfat baglanmasin1 saglar ve Ras’in aktif hale gecmesi tetiklenir.
Aktiflesmis Ras proteinleri, Raf kinazlara baglanarak onlarinda hiicre membranina
yerlesmesini ve aktif hale gegmesini saglarlar. Aktif haldeki Raf kinazlar, ERK ve
MAPK proteinlerinin aktivasyonu araciligiyla, hicre ici sinyalleri stoplazmadan
nilkleusa tasiyarak ilgili genlerin ekspresyonunu saglarlar [Yajima et al., 2011]. Insan

timorlerinin %30’unda bu yolagin asir1 aktivasyonu gorulmektedir. Mutasyona
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ugramis Ras proteinleri (Ras-guanin-3-fosfat), hiicrelerin kontrolsiiz bolinmesinden
sorumlu tutulmaktadirlar [Dhillon et al., 2007].

PI3K (Fosfoinozitid-3 kinaz) /AKT sinyal yolagida reseptor tirozin kinazlarin
aktive ettigi bir diger hicre ici sinyal yolagidir. Bu yolak glukoz tasinmasi ve
kullanimi, protein biyosentezi, hiicre blylUmesi, hicre ¢ogalmasi ve apoptozda
onemlidir. PI3K, biyume faktori reseptor tirozin kinazlarmmin 6énemli bir sinyal
bileseni konumundadir [Cantley, 2002]. PI3K, fosfatidilinositol-3,4,5-trifosfat (P1P3)
uretimini katalize eder. PIP3 sirasiyla serin-treonin protein kinaz AKT’ da dahil
olmak Uzere genis bir yelpazede asagi dogru hedeflerin toplanmasi ve
etkinlestirilmesine katkida bulunur. AKT protein kinazi, protein sentezini, hiicre
¢ogalmasini ve gen anlatimini uyararak hiicre canliligini uyarmaktadir. Aktive edilen
reseptor tirozin kinazlar sayesinde PI3K hiicre membranma baglanarak sinyal
iletimini baglatir. PI3K membran fosfolipidlerini fosforile ederek sirasiyla Pl
(fosfatidil inositol)’yi PIP1>ye, PIP1 (fosfatidil inositol 1-fosfat)’yi PIP2>ye Ve PIP
(fosfatidil inositol-2-fosfat)’yi PIP3 (fosfatidil inositol-3-fosfat)’e dOniistiiriir. AKT
kinaz aktivitesinin yan1 sira PIP2 ve PIP3’teki 3-fosfata baglanabilen bir bdlgede

tagir. PIP3’ye baglanarak aktive olan en 6nemli kinaz AKT dir. AKT en (st seviyede

aktive olmak icin PDK1 (3-fosfotidilinositol-bagimli protein kinaz-1) ve PDK2 (3-
fosfotidilinositol-bagimli  protein kinaz-2) kinazlara ihtiya¢ duyar ve bunlar
tarafindan fosforillenerek aktive oldugunda membrandan ayrilip baska hedef
proteinleri fosforiller [Xing, 2010], (Sekil 5.1.), [Nikos et al., 2013]. PI3K-AKT
sinyal yolagi, timorigenez icin kritik olan hicre proliferasyonu, canlilgi, blytmesi
ve hareketlilik surecgleri de dahil olmak tzere bir ¢ok normal hicresel islemi
dizenler. Nitekim bu yolun onkogenezisdeki rolli kapsamli olarak arastirilmis ve bu
yolagin birgok bileseninin degismis eksresyonuna veya mutasyonuna insan
kanserinde karsilagilmistir [Vivanco and Sawyers, 2002]. PI3K-AKT’ m asagi
akisindaki molekuler yollar son yillarda ayrmtili olarak gdézden gecirilmistir
[Cantley, 2002], [Vivanco and Sawyers, 2002]. Bu nedenle arastirmacilar kanser
tedavileri icin bu yolu hedeflemeye yonelmektedirler.

MAPK/ERK ve PI3K/AKT sinyal yolaklar1 apoptozu azaltmak, hicre
blylmesini ve proliferasyonunu ise arttirmak icin birlikte calisirlar. Her iki yolak
reseptor tirozin kinazlarin normalden fazla olan aktivitesi ile uyarilir [Pazarbasi vd.,
2011].

27



Glioma biyumesinde ve ilerlemesinde, proliferasyon sinyali biyiuk délglde
proliferasyonu dizenleyen hiicreici sinyal iletim yollarin1 kontrol eden hiicre yiizeyi
membran reseptoriinin aktivitesine baglhdir; baska bir deyisle, 6nde gelen oyuncu

tirozin kinazdir.

VEGF (D

Hiicre Zarn

PI3K ~ l \
/ @& rLC
JAK2
pips O — l
} @S pke
AKVPKB -\ l
eNOS D Sagkalim O Raf-1
i o STATS . T MEK 1/2
/ \ W Erk 1/2
Permeability Migrasyon /

Proliferasyon

Anjiyogenez

Sekil 5.1: VEGF ve tirozin kinaz olan VEGF reseptor yolagiin sematize edilmis
hali.

5.1. Tirozin Kinaz inhibitorleri

Tirozin kinazlar sinyal iletim yoluyla pek ¢ok protein ailesini aktive eden bir
enzim ailesidir. VEGF ve VEGFR sentez asamasin1 bloke edebilmek igin tirozin
kinaz inhibisyonu gereklidir. Bu tirozin kinaz inhibitorlerine 6rnek olarak Vatalanib,
Pazopanib, Sunitinib verilebilir [Chappelow and Kaiser, 2008]. Tirozin kinaz
aktivasyonundaki artigin kanserdeki rollinlin ortaya ¢ikarilmasi, bu aktivasyonun bir
sekilde baskilandiginda hastaligin ortadan kaldirilabilecegi veya hafifletilebilecegini
diistindiirmistiir (Sekil 5.2.), [Hojjat-Farsangi, 2014].

Tirozin kinaz inhibitorleri (TKI) ise adi Ustinde tirozin kinazlarin

inhibisyonundan sorumlu ilaglardir ve tirozin kinazlarin ATP baglanma bdlgesinden
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baglanarak etkilerini gosterirler. Etkinligi gosterilen ilk TKI imatinib mesilattir.
VEGF reseptorleri tirozin kinaz aktivasyonuna sahip oldugu igin TKI’lar ayni
zamanda anjiyogenezi engellemek icinde kullanilmistir. TKI* lar kullanildigi zaman
anjiyogenez sureci, hiicre gogalmasi ve hicre iletisimi yavaslamakta ve apoptoz

uyarilmaktadir.

Aktif RTK Tirozin Kinaz inhibisyonu

e
TK domaini Q [E I

Sinyal iletimi Sinyal lletimi
devam eder inhibisyonu

Sekil 5.2: Tirozin kinaz inhibitorlerinin, reseptor tirozin kinazlarin fosforilasyonunu
inhibe etmesi.
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6. FTALAZIN

Ftalazin CsHsN2 molekuler formiline sahip heterosiklik organik bilesiktir
(Sekil 6.1). Molekiler agirhigi 130.14664 g/mol dir. Benzo-orthodiozin veya
benzopyridazine olarak da adlandirilir. Ftalazin tirevlerinin  kimyasal yapisi
dolayisiyla antimikrobiyal ve sitotoksik 6zellige sahip oldugu bilinmektedir [Easmon
et al., 1997]. Genel olarak azot iceren heterosiklik bilesikler gesitli kemoterapotik
etkinliklere sahiptirler [Al-Assar et al., 2002], [Jain and Vederas, 2004]. Ftalazin
threvleri anti-timor ajanlar1 olarak blyuk ilgi ¢ekmistir [Miller-Moslin et al., 2009],
[Eldehna et al., 2015]. Gicli bir VEGF inhibitoru olarak ilk yayinlanan ftalazin
threvi vatalanib (PTK787) ° dir [Bold et al., 2000]. Son 20 yilda ftalazin ttrevleri

VEGFR-2 inhibitorlerinin gelistirilmesi icin umut vermistir.

N
_N

Sekil 6.1: Heterosiklik organik bir bilesik olan ftalazin’ in genel formiili (CsHeN2).

Vatalanib (PTK787/ZK-222584), aminoftalazin kimyasal sinifina ait bilinen
tim VEGF reseptorlerini inhibe eden kiglk bir anti anjiyojenik molekuldur (Sekil
6.2).

Sekil 6.2: Bir ftalazin turevi olan vatalanib’ in (N-(4-chlorophenyl) -4-(pyridin-4-
ylmethyl) phthalazin- 1-amine) genel formula.
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Coklu bir VEGF reseptor inhibitorii olan vatalanib bilinen tim VEGF
reseptorlerinin hicre igi tirozin kinaz aktivitesini bloke eder ve bu nedenle patolojik
timor neovaskilarizasyonunun uzun vadeli terapisi i¢cin uygundur [Brandes et al.,
2010]. VEGFR-1, VEGFR-2, ve VEGFR-3’ Un hepsini inhibe etmesine ragmen
VEGFR-1 ve VEGFR-2’ ye kars1 daha kuvvetli etkisi vardir. Su an icin faz 11 ve faz
Il galigmalar1 devam eden bir ajandir. Vatalanib VEGF reseptorleri disinda 3
reseptor tirozin kinazi daha inhibe eder. Bunlar; PDGF reseptor tirozin kinaz, c-Kit
(kok hicre faktort) protein tirozin kinaz ve c-Fms (koloni simule faktor 1
reseptoriinii)’ dir (Tablo 6.1.), [Lorenz et al., 2006].

Tablo 6.1: Bir ftalazin tiirevi olan vatalanib’ in hedef molekulleri ve deneme

agsamalar1.
AJAN HEDEF DENEME ASAMASI

« Vatalanib - VEGFR-1 - Faz 111 (Kolon)
- VEGFR-2 - Faz 1l (Beyin, meme,
- VEGFR-3 akciger, lenfoma, melanom,
- PDGFR pankreas, prostat,
- c-kit néroendokrin)
- c-Fms

Vatalanib 1998 yilinda Novartis ve Schering AG tarafindan ortaya ¢ikarilmisg
bir ftalazin tdrevidir ve en gucli ve secici ilk nesil VEGFR kinaz inhibitérlerinin biri
olmustur [Bold et al., 2000].

Vatalanibin hiicreler tzerinde antiproliferatif etkisi yoktur [Bold et al., 2000],
[Wood et al, 2000]. Agiz yoluyla verilerek timor buyumesini engellemesi
hedeflenmistir. Anjiyogenezi inhibe ederken metastatik potansiyelide engellemis olur
[Fan et al., 1995]. Vatalanib daha 6nce meme karsinomlar1 [Scott et al., 1998],
akciger [Takahama et al., 1998], mide-bagirsak [Takahashi et al., 1995], prostat
[Ferrer et al., 1998], karaciger [Mross et al., 2005], yumurtalik [Nakanishi et al,
1997], [Sowter et al., 1997], beyin ve bdbrek hiicrelerinde [Nakagawa et al, 1997]
denenmistir. Jeffrey ve arkadaslari vatalanib ile yaptiklar1 faz Il ¢alismasinda,
vatalanib’ in menenjiomlarda doza bagimli olarak VEGF e bagli anjiyogenezi inhibe
ettigini gostermiglerdir [Jeffrey et al., 2014]. Vatalanib radyoterapi ve anti kanser
ajanlar ile kombine olarakta denenmis ve etkisine bakilmis bir kemoterdpatiktir.

Ftalazinin bir ¢ok tirevi vardir ve bunlarin farkli kanser tirlerinde VEGFR-2

inhibitord olarak potansiyellerine bakilmaktadir. VVatalanib basarili olmus turevlerden
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biridir [Sahar et al., 2016]. Ftalazinin gesitli tirevleri halen gelistirilmektedir ve

arastirmacilar tarafindan denenmektedir.
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7. GEREC VE YONTEMLER

7.1. Geregler

7.1.1. Kullamilan Cihazlar

Deneyler, Marmara Universitesi Tip Fakiiltesi Biyokimya Anabilim Dali
laboratuvarinda bulunan cihazlar ile yapildi. Deneylerde kullanilan cihazlarin listesi
agagidadir.

-80°C derin dondurucu (Sanyo U7386S), -152°C derin dondurucu (Sanyo), buz
makinasi (Scotsman), karbondioksit (COz2) inkiibatér (Sanyo), elektroforez sistemi
(Bio-Rad), etiiv (Memmert), hassas terazi (Denver), hiicre kiiltiirii odas1 hava
temizleme cihazi (Uvion Air Aura), masaiistii sogutmali eppendorf, santrifiij
(Beckman Coulter Microfuge 22R ), chemiDoc MP goriintiileme cihazi (Biorad),
multimode plate okuyucu (Moleculer Device), otoklav (Sanyo), pH metre (IKA),
smif 2 biyolojik giivenlik kabini (Scanlaf), vorteks (IKA), su banyosu (Memmert), -
20°C derin dondurucu (Beko), santrifiij (Universal 16R), mikroskop (Nive, NF400),
western 95°C (Techne DRI-BLOCK), shaker (Stuart, SSL1), +4°C buzdolabi (Beko),

transblot turbo transfer sistemi (Bio-Rad).
7.1.2. Kullamilan Hticre Kulttra Malzemeleri

Besiyeri (Dulbecco’s Modified Eagle Media (DMEM)), fetal bovine serum
(FBS), penisilin/streptomisin, I-glutamine, tripsin/EDTA, fosfat tamponu (Phosphate
buffer saline (PBS)), dimetilstlfoksit (DMSO), tripan mavisi.

Plastik sarf malzemeler: T75 flask, 100 mm petri kaplari, hiicre kaziyici (cell
scraper), 15 ve 50 mI’lik steril tiip, 5, 10, 25 ml’lik pipet ve pipetman, otomatik pipet

ve steril pipet uclari, steril ependorf, freezing kriotiip (dondurmak igin kriottp).
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7.1.3. Kullanilan Hiicre Hatti

Bu calismada “’European Collection of Authenticated Cell Cultures
(ECACC)”’ tarafindan uretilip sertifikalanan ve ’SIGMA-ALDRICH”’ firmasindan
temin edilen U251 insan GBM huicre hatti (katalog no. 09063001) kullanilmistir.

7.1.4. Kullanilan Cozeltiler ve Cozeltilerin Hazirlanmasi

e Tam Besiyeri (Complete Growth Medium)
- Hazirr olarak satin alinan DMEM %10 FBS, %1 L-glutamin ve %1
penisilin/streptomisin eklenerek hazirlandi ve bu hazirlanan tam besiyeri bir
hafta icerisinde tiketilecek sekilde 4°C ‘de muhafaza edildi.

e Jel Elektroforez Tamponu (1000 ml)
- 14.4 gr glisin, 3 gr tris baz ve 2 gr sodyum dodesil siilfat (SDS) distile su ile
1000 mI’ye tamamlanarak ¢6ziindiiriildii. Tampon +4°C’de muhafaza edildi.

e Jelden Membrana Protein Aktarim Tamponu (1000 ml)
- 6 gr tris baz, 28.8 gr glisin ve 200 ml metanol distile su ile 1000 ml ‘ye
tamamlanarak ¢oziindiiriilmesi ile hazirlandi.

e TBS (Tris-tuz) Cozeltisi (500 ml)
- 0.7882 gr tris-hidroklorik asit (HCI) ve 4.383 gr sodyum kloriir (NaCl) distile
su ile 400 ml’ye tamamlanarak ¢6ziindiiriildii. Cozelti, sodyum hidroksit ve
hidroklorik asit kullanilarak pH 8’e ayarlandi ve distile su ile 500 ml’ye
tamamlanarak hazirland:.

e TBST (Tris-tuz-tween 20) Cozeltisi (300 ml)
- TBST, 300 ml TBS ¢o6zeltisine 150 pl tween-20 eklenerek hazirlandi.

e Bloklama Soliisyonu (50 ml)
- 2.5 gr yagsiz siit tozu, 50 ml TBST ¢ozeltisi i¢inde ¢oziindiiriilmesi ile
hazirlandi.

e PBS (Fosfat-tuz tamponu)
- 1 PBS tableti 100 ml distile su i¢inde ¢Oziindiiriilerek hazirland1

e Tris-HCI Cozeltisi (100 ml, 1.25M) (pH 6.4)
- 19.7 gr Tris-HCI, 90 ml distile su i¢inde ¢oziindiirildi. Cozelti, sodyum
hidroksit ve hidroklorik asitle pH 6.4’e ayarland1 ve distile su ile 100 ml

34



tamamlanarak otoklavlandi. Cozelti oda 1sisinda muhafaza edildi.

o Akrilamid/Bisakrilamid Stok Cozeltisi (100 ml, %30)
- 29 gr akrilamid ve 1 gr bisakrilamid distile su ile 100 ml’ye tamamlanarak
¢Oziindiiriildii ve +4°C’de cam sise igerisinde muhafaza edildi.

e Amonyum Persiilfat Stok Cozeltisi (100 ml, %10)
- 10 gr amonyum persiilfat distile su ile 100 mI’ye tamamlanarak ¢oziindiirtildii
ve +4°C’de muhafaza edildi.

e Sodyum Dodesil Siilfat Stok Cozeltisi (SDS) (100 ml, %10)
- 10 gr SDS distile su ile 100 mlI’ye tamamlanarak ¢oziindiiriildii ve 0.22
mikronluk filtreden gecirilerek sterilize edildi. Cozelti oda 1sisinda muhafaza
edildi.

e Tris Baz Stok Cozeltisi (100 ml, 1,5 M)
- 18.165 gr Tris baz distile su ile 90 ml’ye tamamlanarak c¢oziindiiriildii.
(Cozelti, sodyum hidroksit ve hidroklorik asit kullanilarak pH 6.8’e ayarland1 ve
distile su ile 100 ml’ye tamamlandi. Daha sonra ¢ozelti otoklavlanarak oda
1s1sinda muhafaza edildi.

e Hiuicre Dondurma Besiyeri
- %90 FBS ve %10 oraninda DMSO karistirilarak hazirlandi.

e Tris-EDTA Tamponu
10 mM Tris—HCI (pH 8.0) ve 1ImM EDTA (pH 8.0) karistirilarak hazirlandi.

e Ponceau S. Boyasi
- 0,1 gr ponceu S boyas1 500 pl asetik asit ile karistirilarak distile su ile 50 ml’
ye tamamland.

e Ornek Tamponu
- 1 M Tris baz (pH 6.8) 2.5 ml, 0.8 gr SDS, 4 ml Gliserol, 2 ml %100 28
mercaptoethanol ve 3 mg bromfenolblue bidistile suda ¢oziilerek 10 ml’ ye
tamamlandi. Alimiinyum folyoya sarilarak (bromfenolblue 1518a duyarli oldugu

i¢cin) 4 °C’ de sakland:.

7.1.5. Kullanilan Kitler

- Phospho-AKT Pathway Antibody Sampler Kit (Cell Signaling)
- Phospho-VEGF Receptor 2 Antibody Sampler Kit (Cell Signaling)
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- AKT Antibody (Cell Signaling)

- VEGF Receptor 2 Antibody Sampler Kit (Cell Signaling)
- Anti-rabbit 1gG, HRP-linked Antibody (Cell Signaling)

- GAPDH (Cell Signaling)

- Bovine Serum Albumin (BSA) (Cell Signaling)

- Cell Proliferation Reagent WST-1 (Roche)

- BCA protein assay kit (Thermo)

7.1.6. Kullanilan Ftalazin Turevleri

Caligmada kullanilan ftalazin turevlerinden vatalanib (PTK787, -N-(4
chlorophenyl)-4-(pyridin-4-ylmethyl)phthalazin-1-amine) (Selleckchem)) molekdiler
agirlig1 419.73 olan bir protein kinaz inhibitorutir (Sekil 7.1.a)). Anjiyogenezi inhibe
etme ozelligiyle, anti-kanser ajan olarak faz 1l ve faz Ill galigmalar1 halen devam
etmektedir. Calismada kullandigimiz diger ftalazin tiirevleri ise YTU Fen Fakiiltesi
Kimya Boéliminde Kadir Turhan yonetiminde kimyasal sentez yoluyla tiretilmis
bilesiklerdir. Her biri 6zgun molekullerdir ve bu bilesikler ztf-1t, ztf-2t, ztf-3t, ak-
3ep, akt-1 olarak isimlendirilmislerdir (Sekil 7.1.b) ztf-1t, c) ztf-2t, d) ztf-3t, e) ak-
3ep, f) akt-1. Molekiler formulleri ve agirliklart ise sirasiyla ztf-1t igin C2sH20N203
ve 372.4165, ztf-2t igin C23Hi9N3Os ve 417.41406, ztf-3t igin C23sHisCI2N203 ve
441.30662, ak-3ep Co24Hi3N3Os ve 423.37712, akt-1 icin ise CzsH2sN203 ve
414.49624 diir.
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Sekil 7.1: Ftalazin tirevlerinin molekdiler yapilari. a) Vatalanib, b) Ztf-1t, c) Ztf-2t,
d) Ztf-3t, e) Ak-3ep, f) Akt-1.

7.2. Yontemler

7.2.1. Hiicre Cozme Islemi

Islemlere baslamadan 6nce laminar kabin icerisindeki T75 flasklar, iclerine
koydugumuz 14’er ml besiyeri (DMEM) ile 37°C, %5 COz2 sartlarinda inkubatorde
bekletildi. Bu basamak besiyerinin hicreler igin normal pH degeri olan 7.0-7.6
sartlarina gelmesini saglamaktadir.

Oncelikle DMSO ile  dondurulmus hiicrelerin = ¢ozdirilme  islemi
gergeklestirildi. DMSO oda sicakliginda htcreler igin ylksek derecede toksik bir
maddedir. Eritme islemi yaklasik 2 dakikalik slire boyunca su banyosunda yapildi.

Laminar kabin icerisinde 15 mlI’lik steril tipe 10 ml kiltur besiyeri eklendi ve
buzda tutulan kriotlp laminar kabin igerisine dis kismi %70’lik etanol ile
temizlenerek alindi. Kriotlpte bulunan hiicreleri strese ugratmamak igin hticreler 10
ml’lik besiyeri iceren steril tipe damla damla alind1 ve daha sonra 1500 rpm de 5 dk
santrifiij edildi. Santrifuj isleminden sonra Ustteki besiyeri aspire edildi. Altta kalan 1
ml besiyeri icindeki hiicreler reslispanse edilerek, ©6nceden 14 ml besiyeri
ekledigimiz T75 flasklara alindi. Hazirlanan flasklar 37 °C, %5 CO2 sartlarindaki
inklibatére koyuldu.

37



7.2.2. Hiucre Kulturt

Bu calismada ‘‘SIGMA-ALDRICH”’ firmasindan, donmus hticre hatti olarak
satm alman U251 (katalog no. 09063001) isimli insan glioblastoma multiforme beyin
kanseri hucre hatt1 kullanildi (Sekil 7.2.).

Sekil: 7.2: Glioblastoma multiforme (U251 GBM hticreleri) hiicrelerinin 1s1k
mikroskobu goriintlsu. a) 4x, b) 10x

Tum kultirleme iglemleri steril kabinde (Class Il Laminar Flow, Scanlaf)
gerceklestirildi ve hiicreler 37°C’da %5 CO2 saglayan etivde (Memmert) ¢ogaltild.
Pasajlama isleminin ilk adiminda 75 cm?’lik kiiltlir kab1 icindeki hiicrelerin ylzeyini
kaplayan besi yeri (15 ml) uzaklastirildi. Kaptaki besiyeri artiklarinin, bir sonraki
asamada hUcreleri ¢ogaldiklar1 ylzeyden ayirmak icin kullanilacak tripsin enzimini
inhibe etmemesi icin, 5 ml (0.2 ml/cm?) tuzlu fosfat tamponu (PBS, pH 7.4) ile 3 kez
yikama yapildi. Ardindan Kiltur kabina, 1,5 ml enzim soliisyonu (% 0.2 tripsin, %
0.04 EDTA) eklenerek tim yiizeyi kaplamasi saglandi. Hucreler, kultir kabinin
yuzeyinden bir film seklinde ayrilincaya kadar (1 dakika) 37°C’da %5 CO: saglayan
inklibatorde tutuldu ve tekrar 5 ml (0.2 ml/cm?) besiyeri (DMEM) eklendi. Pipetaj
yardimiyla stspanse edilen hicrelerin birbirlerinden ve tutunduklar1 yiizeyden
ayrilmalar1 saglandi. Stspansiyondaki hiicreler bir hemositometre yardimiyla bolim
7.2.4° te belirtildigi sekilde sayildi ve rutin bir alt kultdr icin gerekli olan sayida
(1x108 hiicre/ml) hiicre, yeni bir kiltiir kabma aktarildi. Hiicreler 37°C’da %5 CO2

saglayan inkubatorde dretildi ve 3 guinde bir pasajlandi.
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7.2.3. Hemositometrik Hucre Sayimi

Canli hicre saymmi ““Thoma’’ lami1 kullanilarak gergeklestirildi. Bu islem igin
hiicreler PBS iginde hazirlanmis %0.5 tripan mavisi ile 1:1 (v/v) oraninda karistirild1.
Hazirlanan karigim lam Uzerindeki uygun Dbolgelere uygulandiktan sonra
boyanmayan canli hicreler mikroskop altinda sayildi ve kiltirin  bir

milimetresindeki canli hiicre sayis1 asagidaki formile gore hesaplandi.
Canl1 hiicre sayisy/ml = N x 2 x 10* (7.2)
o N=lam (zerindeki sayma alanindaki hiicre sayisi.
7.2.4. Hiicre Dondurma Islemi

Hucreler tripsinleme asamasi ardindan sayildiktan sonra 1500rpmx5dk
santrifij edildi. Bekleme esnasinda dondurmak igin kullanilan 6zel kriotlpler
laminar kabin icinde hazirlandi. Kriotiplerin (zerine hiicre hatti adi, kodu,
donduruldugu tarih, kriotlipe koyulan hiicre sayisi ve pasaj numarasi yazildi. Kriotip
basma 1x10° hiicre olucak sekilde dondurma coOzeltisi ile restispanse edildi.
Dondurma ¢ozeltisi DMSO icerdigi i¢in oda sicakliginda yuksek derecede toksiktir.
Bu ylizden hucrelerle dondurma ¢ozeltisi eklendikten sonra buz Gstlinde ¢aligilda.

Kriotuplere paylastirilan hucreler ilk olarak ani donmay: engellemek icin
isopropanol iceren ve 6zel dondurma kab1 olan Mr. Frosty icerisinde -80°¢ kaldirilda.

Bir gece gectikten sonra kriottpler stok yapmak amaciyla sivi nitrojene aktarild.
7.2.5. Ftalazin Turevi Konsantrasyonlarimin Hazirlanmasi

Calismada kullanilan Ftalazin tirevleri (vatalanib, ztf-1t, ztf-2t, ztf-3t, ak-3ep,
akt-1) icin en uygun ¢Ozucuyl belirlemek adina yapilan literatur taramas1 sonucunda
dimetilstlfoksitin (DMSO), en uygun ¢6zicl oldugu belirlendi. Kullanilan tirevlerin
her birinin molarite hesaplar1 yapilarak her biri ana stok (10.000 uM), 1. Ara stok
(100 puM) ve 2. Ara stok (10 uM) seklinde seyreltilerek hazirlandi. Ftalazin
threvlerinin ayr1 ayri DMSO iginde ¢ozdiiriilmiis stogu (10 pM), DMEM besiyeri ile
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uygun oranlarda karistirilarak farkli konsantrasyonlarda ftalazin tirevleri iceren
besiyerleri hazirlandi. Sonug olarak; ftalazin turevleri igeren besiyerleri ile ¢zucu

kontroll (%0,1 DMSO iceren besiyeri) test materyallerini olusturdu.

7.2.5.1. Ftalazin Tarevlerinin Farkh Konsantrasyonlarda Huicrelere
Uygulanmasi

Bu islem farkli konsantrasyon ve inkiibasyon surelerinde gerceklestirildi.

[lk asamada %10 luk FBS iceren besiyeri ile U251 GBM hiicreleri toplam
hacim 100 pl olacak sekilde 5000 hucre/kuyucuk olacak oranda, 96’lik plaklara,
elimizdeki her kimyasal ajan igin, ¢ tekrarli ekildi. Ftalazin tlrevleri (Vatalanib,
Ztf-1t, ztf-2t, ztf-3t, Ak-3ep, Akt-1) bir gin sonra 0.1, 1, 5, 10 uM’ Ik
konsantrasyonlarda hticrelere uygulandi [Paesler et all., 2010]. 24 saatlik inkibasyon
sonunda hiicre canlilik testi (WST-1) yapildi.

[k dozlarm ardindan aldigimiz sonuglara gére farkli doz araliklarinda ikinci bir
WST-1 deneyi gergeklestirildi. Tekrar %10 luk FBS iceren besiyeri ile U251 GBM
hicreleri toplam hacim 100 ul olacak sekilde 5000 hicre/kuyucuk olacak oranda,
96’lik plaklara, elimizdeki her kimyasal ajan icin, ug¢ tekrarh ekildi. Ftalazin turevleri
bir gin sonra, ztf-3t ve vatalanib igin 1, 5, 10, 20 uM*‘lik konsantrasyonlarda ve ztf-
1t, ztf-2t, ak-3ep, akt-1 igin 1, 10, 20, 50, 100 uM’lik konsantrasyonlarda hiicrelere
uygulandi. 24. saat sonunda hticre canlilik testi (WST-1) yapild1.

24 saattlik inkubasyonlardan sonra, inkubasyon suresinin hiicre canliligina
etkileri karsilastirildi. %10 luk FBS igeren besiyeri ile U251 GBM hiicreleri toplam
hacim 100 ul olacak sekilde 5000 hucre/kuyucuk olacak oranda, 96’lik plaklara,
elimizdeki her kimyasal ajan icin, u¢ tekrarli ekildi. Ztf-3t ve vatalanib 1, 5, 10, 20
uM‘lik konsantrasyonlarda ve ztf-1t, ztf-2t, ak-3ep ve akt-1 1, 10, 20, 50, 100 uM’lik
konsantrasyonlarda hiicrelere uygulandi. 24 ve 48 saat sonunda yapilan hiicre canlilik
testi (WST-1) karsilagtirild.

7.2.6. Hucre Canhihgmmn Belirlenmesi

Test ve kontrol gruplarma ait canli hiicre sayilari, WST-1 yontemi ile
belirlendi. Bu yontemin temeli, sar1 renkli tetrazolyum tuzunun mitokondriyal

solunum zincirinde yer alan ve sadece canli hiicrelerde aktif olan mitokondriyal
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dehidrogenaz enzimi araciligiyla, koyu kirmizi renkli, suda ¢éziinmeyen formazan
kompleksine doniismesine dayanmaktadir. Mitokondriyal dehidrogenaz aktivitesi,
canli hlicre sayis1 ile dogru orantilidir. Dolayisiyla, spektrofotometrik olarak aktif
(canli) hlcre sayismin bir 6lgttudir. Bu iglem icin 0nce 96 kuyucuklu kualtar
kaplarinda bulunan hicrelerin (zerine WST-1 soliisyonundan 10ul eklenerek
inkiibatorde 2 saat bekletildi. inkiibasyon islemi sona erdiginde Galkalayici etlivde
(37°C, 5 dakika, 180 devir/dakika) bekletildi. Absorbanslar, dalga boyu 440 nm’ye
ve referans dalga boyu 520 nm’ye ayarlanmis mikroplak okuyucuda (Molecular
Device) oOlculdu. Absorbans degerleri asagidaki formilde yerine konularak her bir

grubun hiicre canlilik orani (%) hesaplandi:

Hicre canlilik orani (%) = (Atest - Ablank /Akontrol - Ablank) X 100 (7.2)

o Awst = Test grubunun absorbansi
e Akontrol = Kontrol grubunun absorbansi

e Aviank = Blank grubunun absorbansi

Tum analizler 3 tekrarli olarak gergeklestirildi ve istatistiksel degerlendirmeler

two-way ANOVA testi kullanilarak GraphPAD prism 5 programiyla yapildi.

7.2.7. SDS-PAGE Jel Elektroforezi ve immiinblotlama

7.2.7.1. Huicrelerden Protein izolasyonu

U251 GBM hucreleri 100 luk petrilere (500.000 huicre/petri) 3 tekrarli sekilde
ekildi. Hicreler kiltlr kaplarinda (petrilerde) ftalazin turevleri (vatalanib, ztf-1t, ztf-
2t, ztf-3t, ak-3ep, akt-1) ile 1-10 uM’lik dozlarda muamele edildi. 24 saat inkiibe
edildikten sonra hticreler 2 kez 3’er ml PBS ile yikandi. Daha sonra 250 ul liziz
tamponu (cell lysis buffer-cell signaling) ile 2-3 dakika bekletilerek pargalanip hiicre
kaziyici (cell scraber) ile hiicreler kaldirildi ve ependorflara aktarildi. Ependorflara
alinan htcreler buzun icerisinde insilin enjektoriinden 15-20 kez gecirilerek
pargalandi. Slispansiyon dnce -20°C derin dondurucuda 15 dakika bekletildikten
sonra 37°C’ de 5 dakika inkiibe edildi. Daha sonra +4°C’de 14000 rpm de 10 dakika
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santrifiijlendi. Stpernatant kismi1 ayrilarak -20°C’de saklandi. Tim asamalar buz

Uzerinde gergeklestirildi.

7.2.7.2. Protein Miktar Tayini

Hucrelerin lizis edilmesinden sonra drneklerdeki total protein konsantrasyonu,
BCA (bicinchoninic acid) protein tayin yontemi ile élctldii. Oncelikle Bovine Serum
Albumin (BSA) kullanilarak 25, 125, 250, 500, 750, 1000, 1500, 2000 ug/ml
konsantrasyonlarda standartlar hazirlandi. 96 kuyulu plaklara 6rneklerden ve
standartlardan 10 ul konuldu ve tzerine 200 pl BCA reaktifinden eklendi. 30 dakika
inklibatorde bekletildi. 30 dakika sonunda oda sicakligina gelmesi beklenerek 595
nm’de plak okuyucuda okutularak absorbans degerleri alindi. Olusturulan standart
egriye gore orneklerdeki protein miktar1 hesaplandi (Sekil 7.3.).

080 1, _ 0,0003x + 0,0195

R? = 0,0942 *

045 A
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0 500 1000 1500 2000
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Sekil 7.3: BCA kalibrasyon egrisi.

7.2.7.3. Jel Elektroforezi

Ik olarak %5°lik yiikleme jeli ve %10’lik ayirma jeli hazirland1 (Tablo 7.1.).
Jeller elektroforez tankina yerlestirildi. 40pg protein O6rnek tamponu ile 1’e 3
oraninda sulandirildi ve 95°C’de 5 dakika isitilarak proteinlerin denatiire olmasi
saglandi. Denatlire edilen ornekler ve protein molekil agirligi belirleyicisi (marker)
(thermo prestained protein ladder, 10 to 250 kDa) jele yiklendi. Elektroforez tankina
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elektroforez tamponu (running buffer) eklenerek 100 volt sabit akimda 10 dakika,
daha sonra 120 volt sabit akimda 60 dakika proteinlerin ayrismasi saglandi.
Ayristirilan  proteinler transfer sistemi ile nitroseliloz membrana aktarildi.
Transfer islemi sonrasi proteinler Ponceau S. boyas: ile boyandi. Daha sonra
membran %5 oraninda sut tozu iceren TBST ile 1 saat oda sicakliginda ¢alkalayicida
tutuldu (bloklama). Sonrasinda membran %5 sut tozu-TBST karisimi ile 1:500
oraninda spesifik primer (Phospho-AKT Pathway Antibody Sampler Kit (Cell
Signaling), Phospho-VEGF Receptor 2 Antibody Sampler Kit (Cell Signaling), AKT
Antibody (Cell Signaling), VEGF Receptor 2 Antibody Sampler Kit (Cell Signaling),
GAPDH (Cell Signaling)) antikoru hazirlanarak bir gece +4°C’de ¢alkalayicida
inkiibe edildi. Baglanmamis antikorlarin TBST ile yikanarak uzaklastirilmasindan
sonra membran %5’lik st tozu-TBST karisimi kullanilarak 1:500 oraninda
hazirlanan sekonder antikor (Anti-rabbit 1gG, HRP-linked Antibody (Cell Signaling))
ile 1 saat oda sicakliginda ¢alkalayicida inkibe edildi. Membran 5’er dakika 3 kez
TBST ile yikandiktan sonra kemiliminesans substrat (SuperSignal West Pico
Chemiluminescent Substrate-Thermo) ile 1dk. karanlikta inkiibe edildi. Inkiibasyon
sonunda membran Chemi Doc Mp cihazinda goruntiilendi ve bant yogunluklarinin

alanlar1 hesaplanarak istatistiksel olarak analizi yapildi.

Tablo 7.1: Elektroforez jelinin hazirlanmasinda gerekli malzemeler.

%?5 Bisakrilamid Jel %10 Bisakrilamid Jel
(Yaratme Jeli) (Ayirma Jeli)

Bidistile su 2,7ml 3,970 ul

1M Tris HCL pH 6,8 500 pl

%30 akrilamid/bisakrilamid 670 ul 3,33 ul

%10 SDS 40 pl 0,100 pl

%10 APS (Amonyum 40 pl 0,100 pl

Persulfat)
TEMED (Tetra metilen 4 ul 4 ul
diamin)
1,5M Tris HCL pH 6,8 e 2,500 pl
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7.2.8. Kullanilan istatistik Yontemler

Bu galigmanin istatistiksel analizleri GraphPadPrism5 yazilimi kullanilarak
yapilmistir.  Istatistiksel degerlendirmelerde two-way ANOVA ve Bonferroni
posttest’i kullanilarak anlamlilik smir1 p<0,05 olarak alinmistir. Degerler ortalama +

standart sapma olarak gosterilmistir.
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8. BULGULAR

8.1. Hicre Canhlik Deneyi

Calismada U251 GBM hiicre hattindan olusan Kdltirler uygun kosullarda
cogaltildiktan sonra, 6zgun ftalazin tdrevlerinin western blotting deneyinde
uygulanacak  dozlarimin  belirlenebilmesi  ve  anti-proliferatif  etkilerinin
degerlendirilebilmesi i¢in hiicre canlilik deneyi (WST-1) gerceklestirildi.

Calismanin ilk kisminda ftalazin tlrevlerinin, %210 Iluk FBS igeren
besiyerindeki U251 kdkenli GBM hiicrelerine (5000 hiicre/kuyucuk), 0.1, 1, 5, 10
uM’lik dozlarda 24 saat inkubasyonu sonrasi hiicre canliliginda meydana getirdigi
degisimler incelendi. Elde edilen bulgularda, ftalazin tiirevlerinden ak-3ep, akt-1, ztf-
1t ve ztf-2t* nin belirtilen dozlarmin anlamli bir anti-proliferatif etki yaratmadig:
(p>0,05), buna karsin, ztf-3t grubundaki canliligin kontrol grubuna gore sirasiyla
%79, %68, %81, %57 ve vatalanib uygulanan hicrelerdeki canliligin ise kontrol
grubuna gore sirasiyla %97, %100, %80, %55 oranlarinda azaldig1 gozlendi.

Bu sonuclara gore, %10’ luk FBS igeren besiyerindeki U251 kdkenli GBM
hicrelerine (5000 hiicre/kuyucuk) vatalanib ve ztf-3t> yi 1, 5, 10, 20 uM ve diger
ftalazin tlrevleri olan ak-3ep, akt-1, ztf-1t, ztf-2t> yi ise 1, 10, 20, 50, 100 uM’lik
dozlarda uygulayarak 24 saatlik ve 48 saatlik inklibasyon sonrasi hiicre canliligi
degerlendirilmesi uygun bulundu (Sekil 8.1.).
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Sekil 8.1: Farkli doz araliklarinda U251 GBM hiicre hattindan olusan kultirlere
uygulanan ftalazin tirevleri, 24 ve 48 saat inkiibasyon sonunda hiicrelerin canlilik
oranlar1 (Veriler ANOVA, Bonferroni posttest ile degerlendirildi, sonuclar + standart
sapma olarak verildi, n=3; *, p<0.05, **, p<0.01, ***, p<0.001).

%10 FBS iceren DMEM besiyerindeki U251 GBM hicrelerinin (5000
hicre/kuyucuk) 24 saatl inkiibasyonu sonucunda vatalanib grubunda %88, %68,
%61, %50, ztf-3t grubunda %86, %88, %95, %79, ak-3ep grubunda %83, %109,
%95, %96, %52, akt-1 grubunda %97, %118, %102, %94, %61, ztf-1t grubunda
%82, %86, %84, %91, %72 ve ztf-2t grubunda ise %81, %67, %91, %84, %73
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oraninda canlilik degisimi g6zlendi. 48 saatlik inkibasyon sonunda ise hicre
canlilig1 vatalanib grubunda %148, %130, %120, %85, ztf-3t grubunda %124, %124,
%141, %117, ak-3ep grubunda %136, %133, %125, %102, %40, akt-1 grubunda
%155, %145, %134, %113, %88, ztf-1t grubunda %159, %218, %174, %178, %118
ve ztf-2t grubunda ise %135, %176, %138, %153, %99 oraninda degisti.

24 saatlik canliik (WST-1) deneyinin sonunda hiicre canliligi bakimindan
vatalanib grubunun 20 uM’lik dozunda (p<0,05) ve ak-3ep grubunun 100 uM’ lik
dozunda (p<0,01) anlamli bir disiis gOzlenirken, 48 saatlik canlilik deneyinin
sonunda ise sadece ak-3ep grubunun 100 uM’ ik dozunda anlamli bir anti-
proliferatif etkiye rastlandi1 (p<0,001). Ztf-1t, ztf-2t, ztf-3t ve akt-1’ in kendi kontrol
gruplarina kiyasla her iki inkibasyon siresindede hiicre canliligi bakimmdan bir
anlamlilik gostermedikleri gozlendi(p>0.05).

Bu sonuglar; birer tirozin kinaz inhibitori olan 6zgun ftalazin tirevlerinin
hiicre canliligin1 anlamli bir fark gosterecek kadar etkilemedigini ortaya g¢ikardu.
Western blotting deneyleri igin ise, ftalazin tlrevlerinin, GBM hicrelerine (U251

hiicre hatti) 1 ve 10 uM’ Iik konsantrasyonlarda uygulanmasi uygun bulundu.

8.2. Western Blotting Deneyi

Bolim 7.2.7 de tamimlana yonteme uygun olarak gergeklestirilen western blott
deneyi sonrasi yapilan goriintilemede protein bant yogunluklar1 6lgllerek sonuclar
analiz edildi. Burada test edilen proteinlerin bant yogunluklarinin ftalazin
tlrevlerinin uygulanmasina bagli olarak kontrol grubuna gore yizdelik degisimi

degerlendirildi.

Ik olarak VEGFR-2 protein bant yogunlugu analiz edildi. Vatalanib’ in 1uM’
lik ve 10 uM’ lik dozlarinda sirasiyla %116 ve %51, akt-1" in 1uM” lik ve 10 uM” ik
dozlarinda sirasiyla %77 ve %57, ak-3ep grubunun 1pM’ ik ve 10 pM’ lik
dozlarinda sirasiyla %86ve %69, ztf-1t grubunun 1uM’ lik ve 10 pM’ lik dozlarinda
sirastyla %66 ve %87, ztf-2t grubunun 1uM’ lik ve 10 uM’ lik dozlarinda sirasiyla
%59 ve %55 son olarak ztf-3t grubunun 1uM’ lik ve 10 uM’ lik dozlarinda sirasiyla
%150 ve % 150 oranlarinda VEGFR-2 protein bant yogunlugu analiz edilmistir
(Sekil 8.2.).
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Sekil 8.2: GBM hucrelerinde, uygulanan ftalazin tiirevlerine ve konsantrasyonlarina
gore, VEGFR-2 degisimlerinin grafikleri ve bant yogunluklari1 (Veriler ANOVA,
Bonferroni posttest ile degerlendirildi, sonuglar + standart sapma olarak verildi, n=3;
*, p<0.05, **, p<0.01, ***, p<0.001).

%VEGFR-2 analizleri sonucunda her bir grubun kendi icginde farkli
konsantrasyonlarinda ve gruplar arasinda herhangi bir anlamlilik gézlenmemistir
(p>0.05).

p-VEGFR protein bant yogunlugu analizinde ise sonuglar vatalanib grubunun 1
uM’ lik ve 10 uM’ lik dozlarinda sirastyla %39 ve %46, akt-1 grubunun 1 uM’ lik ve
10 uM’ lik dozlarinda sirasiyla %22 ve %27, ak-3ep grubunun 1puM’ ik ve 10 pM’
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lik dozlarinda swrasiyla %29 ve %23, ztf-1t grubunun 1 uM’ ik ve 10 uM’ lik

dozlarinda sirastyla %61 ve %41, ztf-2t grubunun 1uM lik ve 10 pM lik dozlarinda

sirastyla %38 ve %32 son olarak ztf-3t grubunun 1uM Iik ve 10 uM lik dozlarinda

sirastyla %33 ve % 37 oranlarinda p-VEGFR protein bant yogunlugu analiz

edilmistir (Sekil 8.3.).
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Sekil 8.3: GBM hiicrelerinde, uygulanan ftalazin tiirevlerine ve konsantrasyonlarina
gore, p- VEGFR-2 degisimlerinin grafikleri ve bant yogunluklari (Veriler ANOVA,
Bonferroni posttest ile degerlendirildi, sonuglar * standart sapma olarak verildi, n=3;
*, p<0.05, **, p<0.01, ***, p<0.001).
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%p-VEGFR analizleri sonucunda vatalanib grubunun her iki dozundada kendi
kontrol grubuna gore bir anlamlilik gézlenmistir (p<0.01). Diger ftalazin tiirevlerinde
ise sirastyla akt-1 ve ak-3ep’ de her iki dozda kontrol grubuna gore anlaml bir diisiis
(p<0.001), ztf-1t grubunda 1 uM’ lik dozda (p<0.05) ve 10 uM’ lik dozda (p<0.01)
anlamh bir diisiis, ztf-2t grubunda 1 uM’ Iik dozda (p<0.01) ve 10 uM’ lik dozda
(p<0.001) anlaml bir diisiis ve ztf-3t grubunda ise 1 uM” lik (p<0.001) ve 10 uM’ ik
dozda (p<0.01) anlamli bir diisiis gozlenmistir.

Daha sonra AKT protein bant yogunlugu sonuglarinda vatalanib grubunun 1uM
ik ve 10 uM lik alt grubunda sirasiyla %85 ve %77, akt-1 grubunun 1uM lik ve 10
uM lik alt grubunda sirasiyla %109 ve %168, ak-3ep grubunun 1uM lik ve 10 uM lik
alt grubunda sirasiyla %88 ve %80, ztf-1t grubunun 1uM lik ve 10 uM lik alt
grubunda sirasiyla %88 ve %93, ztf-2t grubunun 1uM lik ve 10 uM lik alt grubunda
sirastyla %84 ve %113 son olarak ztf-3t grubunun 1uM lik ve 10 uM lik alt grubunda

sirastyla %113 ve %85 oranlarinda AKT protein bant yogunlugu analiz edilmistir
(Sekil 8.4.).
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Sekil 8.4: GBM hucrelerinde, uygulanan ftalazin tlrevlerine ve konsantrasyonlarina
gore, AKT degisimlerinin grafikleri ve bant yogunluklar1 (Veriler ANOVA,
Bonferroni posttest ile degerlendirildi, sonuglar * standart sapma olarak verildi, n=3;
* p<0.05, **, p<0.01, ***, p<0.001).

%AKT analizleri sonucunda her bir grubun kendi kontrol grubuna gore farkli
konsantrasyonlarinda ve gruplar arasinda herhangi bir anlamh fark gézlenmedi
(p>0.05).

P-AKT protein bant yogunlugu sonuglarinda gozlemlenen ise vatalanib

grubunun 1uM lik ve 10 uM lik alt grubunda sirasiyla %80 ve %81, akt-1 grubunun
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1uM lik ve 10 uM lik alt grubunda sirasiyla %82 ve %135, ak-3ep grubunun 1uM lik
ve 10 uM lik alt grubunda sirasiyla %65 ve %102, ztf-1t grubunun 1uM lik ve 10 uM
lik alt grubunda sirasiyla %73 ve %76, ztf-2t grubunun 1uM lik ve 10 uM lik alt
grubunda sirastyla %63 ve %88 son olarak ztf-3t grubunun 1uM lik ve 10 uM lik alt
grubunda sirasiyla %83 ve %64 oranlarinda p-AKT protein bant yogunlugu analiz

edilmistir (Sekil 8.5.).
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Sekil 8.5: GBM hiicrelerinde, uygulanan ftalazin tlrevlerine ve konsantrasyonlarina
gore, p-AKT degisimlerinin grafikleri ve bant yogunluklar1 (Veriler ANOVA,
Bonferroni posttest ile degerlendirildi, sonuglar * standart sapma olarak verildi, n=3;
* p<0.05, **, p<0.01, ***, p<0.001).

% p-AKT analizleri sonucunda her bir grubun kendi kontrol grubuna gore
farkli konsantrasyonlarinda ve gruplar arasinda herhangi bir anlamlilik

gbzlenmemistir (p>0.05).
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9. TARTISMA

GBM, primer merkezi sinir sistemi timorleri icinde VEGF’ in yiksek
ekspresyonu ile karakterize olan oldukga malign ve kontrol edilmesi zor bir
timordur. Standart model olan cerrahi, radyoterapi ve kemoterapi yaklasimlarina
ragmen GBM tedavisinde henuz tam olarak basariya ulagilamamistir ve bu
basarisizigin en 6nemli nedeni GBM’ in lokal kontroliniin saglanamamasidir.
Goruntuleme, cerrahi ve radyoterapi tekniklerinde kaydedilen ilerlemelere ragmen
GBM hastalarinin prognozu kotudir. Bu nedenle daha etkili kemoterapétik ajanlar
icin yapilan ¢alismalar hizla devam etmektedir [Tubbs et al., 2009]. GBM” in 1.6/1
oraninda erkeklerde kadinlardan daha fazla gOriildigiiniin tespit edilmis olmasi
[Salcman, 2001], [Giles and Gonzales, 2001], Ponten ve arkadaslarinin 75 yasidaki
GBM’ i bir erkekten gelistirdigi U251 GBM hiicre hattim1 bu c¢alismada
kullanmamizda etkili olmustur [Ponten, 1975]. Bunun yanmi sira U251 GBM hiicre
hattinin, insanlarda gorulen GBM’in histolojik ve immunohistokimyasal dzelliklerini
tekrarlamasi, ve bu hiicre hattinin GBM” in gbze ¢arpan Ozelliklerini taklit ettiginin
saptanmis olmas1 [Jacobs et al., 2011], ¢alismada diger hicre hatlar1 yerine U251
hattin1 tercih etmemizde etkili olmustur.

Son yillarda, kanser tedavisindeki gelismeler molekuler hedef tedavilere dogru
yogunlasmistir. Molekiler hedef ajanlar1 kanser hicrelerindeki genetik degisiklikleri
hedefleyerek calisirlar ve bu ajanlarin kanser tedavilerinin gelecegini olusturacaklari
diistiniilmektedir. Bu tedavilerle, 6zellikle timdr hiicrelerinin blydmelerini saglayan
sinyalleri durdurmak ve timorin yayilmasina veya malign doniisiimiine neden olan
anjiyogenezin olusumunu engellemek hedeflenmektedir. Kanser tedavisini
gelistirmek igin kanserli ve normal hiicreler arasindaki farkin iyi anlasilmasi
gereklidir. Kanser hicreleri normal hicrelerden apoptoz mekanizmalarini
kaybetmeleri, hicre bolinmelerinin sinirsiz olmasi, anjiyogenik faktorleri asir1 ifade
etmeleri, metastaz yapmalari, hlicresel farklilasmalarinin bozulmasi, anormal sinyal
iletimi ve blylUme faktoru reseptorlerinin diizensizligi gibi faktorlerle ayrilirlar.

Calismada U251 GBM hicreleri Uzerinde etkilerine bakilan 6zgiin ftalazin
tlrevlerinin her biri, halihazirda faz ¢alismalar1 devam eden ve yine bir ftalazin
tlrevi olan vatalanib ile karsilastirmali olarak degerlendirilmistir. Vatalanib, bilinen
tim VEGF reseptorlerinin hicre ici tirozin kinaz aktivitesini bloke eden ve bu

nedenle patolojik tumor neovaskilarizasyonunun uzun vadeli terapisi igin uygun bir
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ajandir [Brandes et al., 2010]. Novartis ve Schering AG tarafindan piyasaya surilen
vatalanib (PTK787 / ZK222584), glicll, nispeten selektif, oral yoldan verilen birinci
nesil VEGFR inhibitoridir. Vatalanib’ in VEGFR-1, VEGFR-2 ve VEGFR-3’ {n
yan1 sira PDGFR ve c-Kit gibi diger TK’ lar1 da en az 10 kat ylksek
konsantrasyonda olmak kaydiyla inhibe ettigi gosterilmistir [Bold et al., 2000],
[Wood et al., 2000]. Vatalanib VEGF odakli GBM tedavisi icin gelecek vaadeden bir
ajandir.

Vatalanib daha ©6nce meme karsinomlar1 [Scott et al., 1998], akciger
[Takahama et al., 1998], mide-bagirsak [Takahashi et al., 1995], prostat [Ferrer et al.,
1998], karaciger [Mross et al., 2005], yumurtalik [Nakanishi et al, 1997], [Sowter et
al., 1997], beyin ve bobrek hicrelerinde [Nakagawa et al, 1997] denenmistir.
Vatalanib’ in, kemirgen modellerinde deri altina implante edilen insan tumor
ksenograftlarinda biiylimeyi ve mikro-damar yapisini azalttigi bildirilmistir. Ayrica
timor dokularindaki damar yogunlugunu timor hicrelerine dogrudan etkisi
olmaksizin diistirdiigii, boylelikle vatalanib’ in birincil etki mekanizmasinin
anjiyogenezi inhibe etmek oldugu gosterilmistir [Lin et al., 2002], [Rini and Small,
2005]. Jeffrey ve arkadaslarinin vatalanib ile yaptiklari faz Il caligmasinda,
vatalanib’ in menenjiomlarda da VEGF’ e bagl anjiyogenezi inhibe ettigi
gosterilmistir [Jeffrey et al., 2014]. Literatir taramalarimizdan edindigimiz bu
bilgiler dogrultusunda tumor hicresi proliferasyonunu ve VEGF aktivasyonunu in
vitro olarak onleyecegini diisiindiigiimiiz ve daha Once literatlirde bu amagcla
kullanimina rastlamadigimiz YTU kimya boliimiinde sentezlenen ve karsilastirmali
grubumuz vatalanib gibi ftalazin tiirevi olan, 6zgun ftalazin tirevlerinin U251 GBM
hicre hatt1 Gzerindeki etkileri aydinlatilmaya g¢alisilmis ve GBM’ in hipervaskiler
dogas1 nedeniyle meydana getirdigi anjiyogenez ve dolayisiyla timdr buyumesi
Uzerindeki etkileri incelenmistir.

Calismada U251 GBM hiicre hattindan olusan kilttrlerimizi uygun kosullarda
cogalttiktan sonra, Ozgun ftalazin tlrevlerinin anti-proliferatif etkilerinin
degerlendirebilmek ve GBM hiicreleri Uzerindeki etkileriyle ilgili genel bir fikir
edinebilmek icin yaptigimiz hiicre canlilik deneyinde 24 saat sonunda hiicre canliligi
bakimindan vatalanib’in 20 uM’ lik dozunda (p<0,05) ve ak-3ep’in 100 uM’ lik
dozunda (p<0,01) anlamli bir anti-proliferatif etkiyle karsilastik. 48 saat sonunda ise
sadece ak-3ep’in 100 uM’ lik dozunda anlamli bir anti-proliferatif etkiye rastladik

(p<0,001). Elimizdeki 6zgun ftalazin tirevleriyle karsilastirmali olarak baktigimizda,
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vatalanib’ in 48 saat sonunda anti-proliferatif etki gostermemis olmasi, Shankar ve
arkadaglarinin 10 pM vatalanib’ in U251 GBM hucrelerinde 24 ve 48 saat sonunda
herhangi bir anti-proliferatif etki géstermedigi bulgulariyla ortiisiiyotdu [Shankar et
al., 2016]. Gauman ve arkadaslar1 ise vatalanib’ in 0.1, 1 ve 10 uM’ lik dozlarinin
leyomiyosarkom hiicrelerinde 24, 48 ve 72 saat sonunda canlilik oranlarinda bir
diistis gostermedgini ifade etmislerdir [Gauman et al., 2014]. Calismada kullanilan
ak-3ep’ in 24 ve 48 saat sonunda 100 uM’ lik konsantrasyonda gosterdigi anti-
proliferatif etki ise, bu dozun hucreler i¢in toksik olmasi ve hiicreler tzerinde daha
diisiik konsantrasyonlarda canlilik bakimindan etki gostermemesi nedeniyle gézardi
edildi. Diger ftalazin tlrevlerinin ise her iki inkiibasyon siiresinde (24 ve 48 saat) ve
farkli konsantrasyonlarda canlilik oranlarinda anlamli bir etki gdéstermedikleri
gorildu. Bu sonuglar; birer tirozin kinaz inhibitorti olan 6zgin ftalazin tirevlerinin
hicre canlihigini etkili bir sekilde degistirmedigini ve her birinin GBM hicreleri
uzerindeki etkilerinin, farkli mekanizmalar baglaminda incelememiz gerekliligini
ortaya c¢ikardu.

Tumorin blylmesi ve metastaz yapmasi i¢in gerekli olan anjiyogenezin
rolu ilk olarak Dr. Judah Folkman tarafindan 1971 de savunulmustur. Literatiirde ilk
kez Folkman, neovaskilarizasyonun primer timérin daha da bulylmesine izin
verdigini ve bunun ardindan gelen metastazin ise anjiyogeneze bagimli oldugunu
savunmustur. Folkman, go¢ eden timdr hdcrelerinin sistemik dolasima erismesi,
uzak metastazlar kurmasi igin anjiyogenezin potansiyel bir yol olusturdugunu ve
solid timorlerin c¢aplarinin neovaskilarizasyon yoklugunda 2-3 mm ile smirh
kalacagimi ifade etmistir. Daha sonra ise timor blyimesinin anjiyogeneze bagh
oldugunu ¢esitli ¢aligmalarinda gostermistir [Folkman., 1971], [Folkman., 1990].
Arastirmacilar anjiyogenezin timortn uyku halinden malign hale gecisinde temel bir
adim oldugunu ifade etmislerdir [Klagsbrun and Moses., 1999], [Folkman., 2002],
[Folkman and Klagsbrun, 1987]. Kanserde anjiyogenez, anjiyogenez aktivatorleri ve
anjiyogenez inhibitorleri tarafindan dengelenemez ve patolojik hale gelir [Folkman
and Klagsbrun, 1987], [Tonini et al., 2003]. Bu nedenle, disaridan mudahale ile
inhibitér konsantrasyonunun arttirilmasi ya da aktivator seviyelerinin azaltilmasi,
dengeyi degistirebilir [Hanahan and Folkman., 1996]. Calismalar, anjiyogenezin
timor buylmesi ve invazyon icin Onemli oldugunu g@0stermis oldugundan,
anjiyogenezi inhibe etmek yeni kanser tedavilerinin gelistirilmesi i¢cin umut verici bir

strateji olusturmaktadir. GBM gibi agresif tumorlerde, vaskilarizasyon oldukga

56



fazladir ve timoérin daha malign bir hal almasii kolaylastirir. Bugiine kadar yapilan
caligmalarda Dbircok anti-anjiyogenik ajan gelistirilmistir. Birka¢ anjiyogenez
inhibitéri GBM” de artmis klinik fayda gostermis olmasina ragmen, bu farmakolojik
ajanlarin birgogu yasam suresini uzatmada basarisiz olmustur. Dolayisiyla, yeni ve
daha etkili anti-anjiyojenik ajanlara ihtiyag vardir.

VEGF anjiyogenezdeki en 6nemli aktivatérlerden biridir. VEGF / VEGFR
sinyal sistemi, endotel hicre proliferasyonu, migrasyon, invazyon, vaskiler
gecirgenlik ve vazodilatasyon da dahil olmak Gzere timor vaskilarizasyonunun
diizenlenmesinde ¢ok sayida fonksiyonu yerine getirir. Klinik gozlemlerden ve
laboratuvar arastirmalarindan elde edilen 6nemli kanitlar, VEGF/VEGFR ile
indtiklenen anormal anjiyogenez karaciger [Litz and Krystal., 2006], mesane [Brown
et al., 1993 a], bobrek [Brown et al., 1993 a], yumurtalik [Olson et al., 1994], prostat
[Soulitzis et al., 2006], gastrointestinal sistem kanseri [Brown et al., 1993 b],
melanoma [Gille, 2006], 16semi, lenfoma ve multipl miyelomada [Bellamy et al.,
1999] bildirilmistir. Dolayistyla VEGF/VEGFR sinyalizasyon sisteminin inhibisyonu
kanser tedavisi igin cekici bir yaklasim olarak kabul edilebilir. Cameron ve Davis
2009 yilinda, GBM’ de anjiyogenezin matematiksel modelini yaratmiglar ve bu
modele gére VEGF’ in GBM agresifliginin belirlenmesinde son derece etkili
oldugunu gostermislerdir [Cameron and Davis, 2009]. Bu c¢alisgmaya gore yuksek
VEGF ekspresyonu timor biyimesine neden olurken, diisik VEGF diizeyi timdorin
capmin 2 mm’ nin Uzerine ¢ikmasma izin vermez. Calismaya gore anti-VEGF
tedavileri klinik GBM tedavilerinin etkili bir yanin1 olusturmaktadir. Literatirdeki
buna benzer ¢alismalar, bize bu ¢alismada, GBM anjiyogenezini inhibe edebilmek
icin, oncelikli olarak VEGF ekspresyonu ve VEGFR aktivasyonuna odaklanmamiz
gerektigini diisiindiirdi.

VEGFR’ ler bir ligand baglayici bolge, bir transmembran ve bir tirozin kinaz
bolgesi tasiyan tipik tirozin kinaz reseptorleridir. VEGF, anjiyogenez sirasinda
VEGFR-1, VEGFR-2 ve VEGFR-3’e baglanir. Bunlarin arasinda anjiyogenezde en
6nemli role sahip reseptér VEGFR-2 (KDR / Flk-1)’ dir [Shibuya and Claesson-
Welsh, 2006] (Sekil 9.1.), [Roberts et al., 2013]. VEGF-A, VEGFR-1 (Flt-1) ve
VEGFR-2'ye baglanir ve bunlar1 aktive eder. VEGFR-1, VEGFR-2'ye kiyasla
VEGF’ e daha yiiksek bir afiniteyle baglanir, buna ragmen VEGFR-1" in tirozin
kinaz aktivitesi VEGFR-2'ye gore yaklasik 10 kat daha zayiftir [Sawano et al., 1996].
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Sekil 9.1: VEGFR-2'nin aktivasyonu ile hiicre canliligini, proliferasyonunu,
migrasyonunu ve anjiyojenezi destekleyen PI3K, MAPK ve Ras yolaklarmin asagi
akis sinyalizasyon yolu.

Calismamizda anjiyogenez indlksiyonu ac¢isindan VEGF reseptorlerinden
p-VEGFR-2 oranlarmin bize GBM hiicrelerindeki anjiyogenez
inhibisyonu/aktivasyonu agisindan bir fikir verebilecegini diisliniip ¢alismay1 buna
gore planladik. Canlilik deneylerimiz ve literatir arastirmalarimiz 1g1ginda immin
blotlama deneyi icin ftalazin tirevlerini, GBM hicrelerine (U251 hiicre hatti) 1 ve 10
uM’ ik konsantrasyonlarda uygulanmay1 uygun bulduk. Oncelikle VEGFR-2 protein
bant yogunluklarini1 analiz ettik ve bu analizlerin sonucunda her bir grubun kendi
icinde farkli konsantrasyonlarinda ve gruplar arasinda protein diizeyinde herhangi bir
anlamlilik gostermedigini gordik (p>0.05). Anjiyogenez inhibisyonu seviyesini
gormemiz igin 6nemli olan p-VEGFR-2 diizeylerinin analizi sonucunda ise her bir
trevin kendi kontrol gruplarina gore protein seviyelerinde anlamli bir disiis

gdstermesinin yani sira pozitif kontrol olarak kullandigimiz vatalanib grubundan, p-
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VEGFR-2 inhibisyonu agisindan, daha etkili tlrevlerimizin oldugunu gordik.
Bunlardan akt-1 ve ak-3ep’in her iki dozunda (1 ve 10 uM) (p<0.001), ztf-2t* nin 10
uM’ lik dozunda (p<0.001), ztf-3t” nin 1 uM’ ik dozunda (p<0.001), vatalanib’ den
daha etkili VEGFR-2 inhibisyonu sonucu aldik. Vatalanib’ in U251 GBM hcreleri
Uzerindeki etkilerinin arastirildigi bir bagka ¢aligmada ise; vatalanib’ in 10 uM’ da
niikleer VEGFR-2 oranini arttirirken membrana bagli VEGFR-2 oraninda anlamli bir
azalma sagladig1 bildirilmistir [Shankar et al., 2016]. Ozetle, elde ettigimiz sonuclara
gore kullandigimiz ftalazin tirevlerinin p-VEGFR-2 oranlarinda anlamli bir diisiis
meydana getirdigini dolayisiyla anjiyogenez inhibisyonu agisindan faydali
olabilecegi sonucuna vardik

Kanserde onemli olan sinyal yolaklarindan bir digeri ise PISK/AKT sinyal
yolagidir. PI3BK-AKT yolu hiicre canliligmin Kilit bir duzenleyicisidir (Sekil 9.1.).
PI3K-AKT yolu, Ras / MAPK yoluna paralel olarak, 6zellikle G1 /S gegisinde hicre
dongusi ilerlemesinin diizenlenmesine katkida bulunur. AKT hem normal hiicresel
fizyolojide hem de cesitli hastalik hallerinde énemli olan cesitli sinyal yolaklarinda
temel bir digiimdiir. AKT yolag: birincil olarak hiicre canliligini diizenler. Cesitli
onkoproteinler ve tumor stpresorleri AKT sinyal iletim yolunda kesisir ve kanserde
sirasiyla aktive veya inaktive edilirler [Li et al.,1997], [Steck et al., 1997]. Bu
nedenle, PI3K-AKT yolaginin hiperaktivasyonu genetik olarak timoér olusumu
sirasinda secilir ve bu yolagin bilesenleri, kanser terapotiklerinin gelistirilmesi igin
yeni hedefler olarak ele alinirlar. PI3K-AKT yolagmin inhibitorlerinin, hem in vitro
hem de in vivo tumor hiicresi biyimesinin baskilanmasinda etkili oldugu gOsterilmis
ve bu yolagin elemanlarma kars1 spesifik, yuksek afiniteli inhibitorleri gelistirme
cabalar1 yeni terapotik ajanlarin ortaya ¢ikmasini saglamistir. PI3K, blytme faktor
reseptdr tirozin kinazlarmin (RTKS) asagi yoninde Onemli bir sinyal bileseni
konumundadir [Cantley, 2002]. PI3K, hicre zarinda lipid ikincil mesajci
fosfatidilinositol-3,4,5-trifosfat (PIP3) Uretimini katalize eder. PIP3 sirasiyla, serin-
treonin protein kinaz AKT da (protein kinaz B olarak da bilinir) dahil olmak Gzere
genis bir yelpazedeki hedeflerin etkinlestirilmesine katkida bulunur. Calismada
p-VEGFR-2 oranlarindaki degisimleri gozlemlerken ayni zamanda asagi akis
yontndeki AKT’ 1 aktivasyonunu da inceledik. Sonu¢ olarak VEGFR-2 gibi baska
RTK’ larinda asagi akisinda bulunan AKT’ m fosforilasyon oraninin VEGFR-2 gibi
anlamh seviyede diismedigini gozlemledik. ilgingtir ki vatalanib’ in U251 GBM

hlcre hattinda p-AKT oranini diistirdiigii daha 6nce rapor edilmis olmasina ragmen,
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yine bir GBM hiicre hatt1 olan U87 hiicreleri Uzerinde p-AKT oranmi arttirdigi
yoninde c¢alismalar mevcuttur [Shankar et al., 2016].. Daha 6nce yaptigimiz hiicre
canlilik deneyindeki sonuglarimizda da, ftalazin tirevlerinin toksik olmayan dozlarda
GBM hucrelerinin canlilik oranlarinda anlamli bir degisiklik ortaya ¢ikarmadiklari
sonucu ile beraber, VEGFR-2 asag1 akis yoniinde olan PI3BK/AKT sinyal yolagina
paralel olan Ras/Raf/MEK/ERK sinyal yolagi bilesenlerindeki degisikliklerin ayr1 bir
caligmada degerlendirilmesi gerektigini diisiinmekteyiz.

Bulgularimiz degerlendirildiginde, yaptigimiz hiicre canlilik deneyi, ftalazin
threvlerinin disiik dozlarmm tumor hicrelerinde antiproliferatif etkiye sahip
olmadiklarin1 gosterdi. Daha sonra bu maddelerin tirozin kinaz inhibitor rolleri
diistiniilerek VEGFR-2, p-VEGFR-2, AKT, p-AKT duzeyinde etkilerine bakild.
Canlilik deneyi sonuglarmmizla baglantili olarak p-AKT dlzeylerinde anlamli bir
diisiis gozlemlenmedi. Literatlirdeki bilgilere paralel olarak ftalazin tirevlerinin asil
etki mekanizmalar1 VEGFR-2 fosforilasyonunu inhibe ederek VEGF aktivasyonunu
engellemek oldugu gorildi. Yaptigimiz istatistiksel degerlendirmelere gore her bir
ftalazin turevinin, p-VEGFR-2 oraninda anlamli derecede azalma sagladigi gorildu.
Sonu¢ olarak bulgularimiz, ftalazin tlrevlerinin, VEGFR-2 fosforilasyonunun
inhibisyonu yoluyla GBM hiicrelerindeki anjiyogenezi inhibe ettigini gostermektedir.

Gelecekteki c¢aligmalar icin ftalazin turevlerinin gesitli metodlar ile farkli

aktivitelerinin incelenmesi gerektigini 6nermekteyiz.
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