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ÖZET 

MTX-211‘ĠN NONSTEROĠDAL ANTĠENFLAMATUAR BĠR ĠLAÇ ĠLE 

KOMBĠNASYONUNUN ANTĠKANSER, ANTĠENFLAMATUAR VE 

ANTĠANJĠYOJENĠK ETKĠLERĠNĠN ARAġTIRILMASI 

 

Züleyha BARAN 

Farmakoloji Anabilim Dalı 

Anadolu Üniversitesi, Lisanüstü Eğitim Enstitüsü, Ocak 2024 

DanıĢman: Prof. Dr. MiriĢ DĠKMEN 

 

Glioblastoma multiforme, tümör heterojenitesi, kemoterapötiklerin kan beyin 

bariyerinden geçiĢlerinin zorluğu, tedavide kullanılan ilaçlara hızlıca direnç geliĢmesi 

ile tedavilerin baĢarısızlıkla sonuçlandığı en agresif beyin tümörüdür.  

Tez çalıĢmamızda glioblastomada aĢırı eksprese edilen EGFR ve PI3Kinaz‘ı 

inhibe eden MTX-211 ve glioblastomanın geliĢmesinde ve ilerlemesinde önemli rol 

oynayan COX-2/PGE2‘yi inhibe eden diklofenak dietilaminin THP-1, HUVEC ve 

U87MG hücrelerinde sitotoksik etkileri ile kombin uygulamaların sinerjistik/antagonist 

etkileri, U87MG ve THP-1 ko-kültürde apoptotik, antienflamatuar, antimetastatik 

etkileri ve HUVEC ve THP-1 ko-kültürde antianjiyojenik etkileri incelenmiĢtir.  

MTX-211 ve diklofenak dietilamin ile THP-1 hücre hattında kayda değer bir 

sitotoksik etki gözlenmezken, HUVEC hücre hattında zaman ve konsantrasyona bağlı 

sitotoksik etkilerin olduğu, U87MG hücre hattında güçlü sitotoksik etkilerin meydana 

geldiği ve U87MG hücre hattında kombinasyon uygulamasının sinerjistik etkili olduğu 

belirlenmiĢtir. MTX-211 ve diklofenak dietilamin kombinasyonları ile apoptoz 

indüklenmiĢ, LPS ile indüklenen IL-1β, IL-6, IL-8, IL-10 ve TNFα proinflamatuar 

sitokin ekspresyonları inhibe edilmiĢ, U87MG ve HUVEC hücre migrasyonları güçlü 

bir Ģekilde inhibe edilerek güçlü antimetastatik ve antianjiyojenik etkiler meydana 

gelmiĢtir.  
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Sağlıklı hücreler ve kanser hücrelerinin kullanılmasıyla gerçekleĢtirilen deneyler 

sonucunda, preklinik aĢamada bir madde olan MTX-211, nonsteroidal antienflamatuar 

bir ilaç olan diklofenak dietilamin ve kombinasyonlarının kanser tedavisi için umut vaat 

eden özelliklere sahip olduğu belirlenmiĢtir.  

Anahtar Kelimeler: MTX-211, Diklofenak, Glioblastoma, Antikanser 
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ABSTRACT 

INVESTIGATION OF THE ANTI-CANCER, ANTI-INFLAMMATORY AND 

ANTIANGIOGENIC EFFECTS OF MTX-211 COMBINATION WITH A 

NONSTEROIDAL ANTI-INFLAMMATORY DRUG 

 

Züleyha BARAN 

Department of Pharmacology 

Anadolu University, Graduate School of Education, January 2024 

Supervisor: Prof. Dr. MiriĢ DĠKMEN 

 

Glioblastoma multiforme is the most aggressive brain tumor where treatments 

fail due to tumor heterogeneity, difficulty in passing chemotherapeutics through the 

blood-brain barrier and rapid development of resistance to the drugs used in treatment. 

In our thesis study, we examined the cytotoxic effects of MTX-211, which 

inhibits EGFR and PI3Kinase, which are overexpressed in glioblastoma and diclofenac 

diethylamine, which inhibits COX-2/PGE2, which plays an important role in the 

development and progression of glioblastoma and the synergistic/antagonist effects of 

combined applications on THP-1, HUVEC and U87MG cells and apoptotic, anti-

inflammatory, antimetastatic effects in U87MG and THP-1 co-culture and 

antiangiogenic effects in HUVEC and THP-1 co-culture were examined. 

While no significant cytotoxic effect was observed with MTX-211 and 

diclofenac diethylamine on the THP-1 cell line, it was determined that there were time- 

and concentration-dependent cytotoxic effects in the HUVEC cell line, strong cytotoxic 

effects occurred in the U87MG cell line and the combination application was 

synergistic in the U87MG cell line. Apoptosis was induced with MTX-211 and 

diclofenac diethylamine combinations, LPS-induced IL-1β, IL-6, IL-8, IL-10 and TNFα 

proinflammatory cytokine expressions were inhibited, U87MG and HUVEC cell 
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migrations were strongly inhibited, resulting in strong antimetastatic and antiangiogenic 

effects occurred. 

As a result of experiments conducted using healthy cells and cancer cells, it was 

determined that MTX-211, a preclinical substance, diclofenac diethylamine, a 

nonsteroidal anti-inflammatory drug and their combinations had promising properties 

for cancer treatment. 

Keywords: MTX-211, Diclofenac, Glioblastoma, Anticancer 
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1.GİRİŞ VE AMAÇ 

Kanser, programlanmıĢ hücre ölümünden kaçmayı, genom istikrarsızlığını ve 

mutasyonları teĢvik etmeyi, proliferatif sinyalleme ve tümör baskılayıcı genlerdeki 

mutasyonları içeren kompleks bir hastalıktır (Sinkala, 2023). Tedavi edilmediği takdirde 

ölümle sonuçlanabilecek anormal hücrelerin kontrolsüz büyümesi ve yayılması ile 

karakterizedir (American Cancer Society, 2023).   

Glioblastoma multiforme (GBM), nöroglial kök veya progenitör hücreleri 

etkileyen genetik değiĢikliklerden kaynaklandığı düĢünülen, her yaĢta ortaya çıkabilen 

intrinsik bir beyin tümörüdür. 2005'ten bu yana cerrahi rezeksiyon ve ardından 

radyoterapi ve eĢ zamanlı idame temozolomid kemoterapisi bakım standardını 

tanımlamaktadır. Vasküler endotelyal büyüme faktörü (VEGF) antikoru bevacizumabın 

sağladığı uzun süreli progresyonsuz sağkalım dıĢında, hastalığın seyrini değiĢtirecek 

hiçbir farmakolojik ajan geliĢtirilememiĢtir. Glioblastomada spesifik olarak 

fosfoinositid 3-kinaz (PI3K)/protein kinaz B (AKT) /rapamisinin memeli hedefi 

(mTOR) veya epidermal büyüme faktörü reseptörü (EGFR) gibi hücresel yolaklar 

hedeflenmiĢ ancak telafi edici mekanizmalar, kısmen kan beyin bariyeri ile ilgili 

yetersiz hedef kapsamı, zayıf tolere edilebilirlik ve güvenlik nedeniyle baĢarısız 

olunmuĢtur (Rhuna vd., 2019). 

GBM‘nin kemoterapiye dirençli ve agresif olması ve hastaların ortalama yaĢam 

süresinin kısa olması, yeni tedavi yöntemlerine ve tedavide kullanılacak yeni 

kemoterapötiklerin araĢtırılmasına yol açmıĢtır.   

Bu tez çalıĢmasında, PI3Kinaz ve EGFR inhibitörü olan MTX-211 ve COX 

inhibitörü diklofenak dietilaminin tekli ve kombine uygulamaları ile U87MG, THP-1 ve 

HUVEC hücrelerinde sitotoksik etkilerinin belirlenmesi, MTX-211 ve diklofenak 

dietilamin kombinasyonlarının CDI hesaplamaları ile sinerjistik/antagonistik etkilerinin 

belirlenmesi, MTX-211‘in U87MG glioblastoma hücrelerinde medyan inhibitör 

konsantrasyon (IC50) değerinin belirlenmesi, MTX-211‘in migrasyon üzerindeki 

etkisinin belirlenmesi, MTX-211‘in diklofenak dietilamin ile sinerjistik etki 

gözlemlediğimiz konsantrasyonların kombinasyonunun ko-kültür modellerinde 

antiproliferatif, apoptotik, antienflamatuar ve çizik deneyleri ile hücre migrasyonuna 

etkilerininin belirlenmesi amaçlanmıĢtır. 



2 

 

2. GENEL BİLGİLER 

2.1. Kanser 

Kanser, tarihte ilk kez ‗tıbbın babası‘ olarak da bilinen Yunan tıp doktoru 

Hipokrat (MÖ 460-370) tarafından ‗karkinos‘ kelimesi ile tanımlanmıĢ ve vücut 

yüzeyinde ortaya çıkan, büyüyen, ağrılı, kızarık ĢiĢkinliklere bu isim verilmeye 

baĢlanmıĢtır. ‗Karkinos‘ Yunancada yengeç anlamına gelmektedir ve ĢiĢliklerin neden 

olduğu ağrı, yengeç ısırığında ortaya çıkan ağrıya benzetildiğinden ve ayrıca kanser 

Ģekil olarak yengece de benzetildiğinden dolayı kullanılmıĢtır. Hipokrat‘tan sonra 

Romalı tıp doktoru olan Celsus (MÖ 28-50) ‗karkinos‘ yerine Latincede yengeç 

anlamına gelen ‗cancer‘ i ve daha sonra Romalı tıp doktoru olan Galen (MS 130-200) 

de Yunancada ĢiĢlik anlamına gelen ‗oncos‘ kelimesini kullanmaya baĢlamıĢtır. 

Günümüzde kanser bilimine verilen ‗onkoloji‘ ismi Yunancada ĢiĢlik anlamına gelen 

‗oncos‘ kelimesinin kökenine dayanmaktadır (Baran ve Kiraz, 2018). 

Günümüze kadar yapılan bilimsel araĢtırmalar ıĢığında, kanserin temel olarak 

DNA‘da meydana gelen değiĢikliklerden (mutasyon) kaynaklandığı ortaya konmuĢtur. 

ÇeĢitli nedenlerle oluĢan bu mutasyonlar ile kanser hücreleri, normal hücrelerden farklı 

olarak (Hanahan ve Weinberg, 2000) büyüme faktörlerine ihtiyaç duymadan 

büyüyebilme, sınırsız bölünme potansiyeli ve ölümsüzlük, apoptotik sinyallerden 

kaçma, büyümeyi baskılayan sinyallerden kaçma, anjiyogenez, invazyon ve metastaz, 

bağıĢıklık sisteminden kaçma, kanserleĢmeyi destekleyen inflamasyon, genetik 

mutasyonlar ve enerji metabolizmasını değiĢtirme özelliklerine sahiptir (Hanahan ve 

Weinberg, 2011). 

Kansere baĢlıca DNA mutasyonları neden olmaktadır. Normalde sağlıklı 

hücrelerde de mutasyonlar meydana gelmekte ancak DNA tamir mekanizmaları 

tarafından düzeltilmektedir (Stratton vd., 2009). Hücre döngüsünde yer alan farklı 

kontrol noktaları ile DNA hasarının varlığı kontrol edilmekte ve hasarın yavru hücrelere 

geçiĢi engellenmektedir. Hücre döngüsünde bu regülasyonu sağlayan anahtar proteinler 

siklinler ve siklin bağımlı kinazlardır (CDK).  Siklin ve siklin bağımlı kinazlarda 

meydana gelen bir mutasyon, kontrol noktalarında tutulması gereken mutant hücrelerin 

hücre döngüsünü bitirmesine ve sonuç olarak aynı mutasyonu taĢıyan 2 yeni hücre 

oluĢmasına neden olmaktadır (Park ve Lee, 2003). Tümör baskılayıcı bir protein olan 
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p53 proteini de mutant hücreyi kontrol noktalarında tutmakta ve hücrenin apoptoz 

mekanizmalarında görev almaktadır. P53 gen mutasyonu da tümör baskılama 

aktivitesinde düĢüĢ meydana getirmekte, mutant hücrenin hayatta kalma ve büyüme 

potansiyelinde artıĢa neden olmaktadır (Rivlin vd., 2011). 

Diyet, alkol, enfeksiyonlar, iyonize radyasyon, kronik inflamasyona neden olan 

diyet bileĢenleri ve obezite, arsenik gibi ağır metaller, kontraseptifler ve diğer 

hormonların kullanılması ile hormon regülasyonundaki değiĢimin de karsinogenezde rol 

oynayan çevresel faktörler olduğu belirlenmiĢtir (Burrel vd., 2013; Rappaport, 2012; 

Yadav ve Lowenfels, 2013). 

Kanser metabolizmasının kökeni, normal dokularla karĢılaĢtırıldığında, kanser 

dokusunun oksijen varlığında bile laktat üretmek için bol miktarda glikoz kullandığını 

gözlemleyen (Warburg Etkisi) ve farklılaĢmıĢ bir hücrenin proliferatif bir kanser 

hücresine dönüĢmesi için bir ön koĢulun "solunum hasarı" olduğunu tahmin eden 

(Warburg, 1956), mitokondriyal solunum zinciri kompleksi IV'ü keĢfeden ve 1931 

yılında Nobel Tıp veya Fizyoloji Ödülünü alan Otto Warburg tarafından yapılan 

gözlemlere dayanmaktadır (Koppenol vd., 2011). 

Tümör hücreleri, disfonksiyonel vaskülarite ve yüksek besin tüketim oranlarına 

bağlı olarak tümör mikroçevresinde besin ve oksijen miktarı az olan, metabolik 

plastisite ile metabolik yolları tekrar yapılandırarak, alternatif besinler kullanarak ve 

diğer hücreler ile etkileĢime girerek bu stres ortamını yöneten ve hayatta kalıp 

çoğalmaya devam eden hücrelerdir (Ada vd., 2021). 

Kanser hücrelerinin çoğunun, tümör büyümesi için gerekli metabolitleri 

sağlamak üzere trikarboksilik asit (TCA) döngüsünü kullandığı (Cardaci, 2015), 

piruvattan TCA döngüsü metaboliti olan oksaloasetatı üreten piruvat karboksilazın 

birincil ve metastatik tümör büyümesi için gerekli olduğu (Sellers, 2015; Christen, 

2016; Davidson, 2016), hem kanserli fare modellerinde hem de kanserli hastalarda 

tümör büyümesini destekleyen önemli bir anabolik merkez olduğu (Krall, 2021; 

Martinez-Reyes, 2020; Ghergurovich, 2021) ve sonuç olarak günümüzde hem glikoliz 

hem de TCA döngüsünün, metabolit biyosentezi yoluyla tümör büyümesini desteklediği 

tespit edilmiĢtir (DeBerardinis ve Chandel, 2020; Ghergurovich, 2021).  
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2.2. Glioblastoma Multiforme (GBM) 

Ġlk olarak 1865 yılında Alman patolog Rudolf Virchow tarafından keĢfedilen 

glioblastoma (DeAngelis vd., 2011) en sık görülen, son derece hızlı seyreden, ölüme 

neden olan, klinik ve cerrahideki ilerlemelere rağmen prognozları kötü olmaya devam 

eden (Ohgaki vd., 2004), astrositik glial hücrelerden kaynaklanan (Perry ve Wesseling, 

2016) beyin tümörüdür.  

Primer ve sekonder glioblastoma olmak üzere 2 farklı Ģekli vardır (ġekil 2.1). 

Primer glioblastomalar, kısa bir klinik öyküden hemen sonra, öncü lezyon olmaksızın 

hızlı bir Ģekilde ve tipik olarak yaĢlı hastalarda ortaya çıkarken, sekonder 

glioblastomlar, daha yavaĢ bir Ģekilde düĢük dereceli (DSÖ evre II) veya anaplastik 

astrositomdan (DSÖ evre III) ilerleme ile orta yaĢlı hastalarda geliĢmektedir (Ohgaki 

vd., 2004; Filippini vd., 2008). 

 

Şekil 2.1: Primer ve sekonder GBM'nin en sık görülen ve ilgili moleküler anormallikleri (Crespo vd., 

2015) 
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GBM özellikle ileri yaĢlarda teĢhis edilmekte ve çocuklarda çok nadir 

görülmektedir (Ostrom vd., 2013). Ortalama sağkalımı 6-9 ay olan yüksek dereceli 

gliomalı genç hastalar iyi prognozlu olarak sınıflandırılırken, ortalama sağkalımı 12-24 

ay olan yaĢlı ve daha düĢük performanslı hastalar kötü prognozlu hastalar olarak 

sınıflandırılmaktadır (Gupta ve Sarin, 2002).  

Hansen ve ark. GBM'li hastaların %83‘ünün 50 yaĢ üzeri (Hansen vd., 2018), 

Cheo ve ark. ile Gosh ve ark. hastaların yaygın olarak 60'lı yaĢlarda olduğunu (Cheo 

vd., 2017; Ghosh vd., 2017), Li ve arkadaĢları hastaların %47.9'unun 65 yaĢ üzeri 

olduğunu, hastalığın özellikle 70‘li yaĢlarda pik yaptığını ve 80 yaĢ sonrasında düĢüĢ 

yaĢandığını bildirmiĢlerdir (Li vd., 2018).  

Dünyada GBM görülme sıklığının en yüksek olduğu ülke ABD‘dir. Bu sıklığın 

100.000 nüfusta 3.2 olduğu tahmin edilmekte ve özellikle yaĢlı hastalarda (75 ile 84 yaĢ 

hastalarda) 100.000 nüfusta 15.24 ile en yüksek insidansa ulaĢmaktadır (Ostrom vd., 

2015). GBM, Avrupalı Amerikalılarda, Afrikalı Amerikalılara göre 2.5 kat daha yüksek 

oranda görülmekte ve GBM‘nin özellikle beyaz ırkta siyah ırka oranla daha yaygın 

olduğu bildirilmektedir (Thakkar vd., 2014; Song vd., 2009). 

 

Şekil 2.2: TC sağlık bakanlığı 2015 verilerine göre yaşa özel beyin ve sinir sistemi kanserleri (C70-72) 

hızları 
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TC Sağlık Bakanlığı 2015 verilerine göre (ġekil 2.2) GBM görülme sıklığı her 

iki cinste de genç eriĢkinlikte artmaya baĢlar. Kadınlarda 65 yaĢta pik yapıp daha ileri 

yaĢlarda azalırken, erkeklerde yaĢa bağlı olarak sürekli artmaktadır. Erkeklerde görülme 

sıklığı kadınlara oranlara daha yüksektir (Özduman vd., 2019). 

Tüm merkezi sinir sistemi tümörlerinin %14.5'ini, malign merkezi sinir sistemi 

tümörlerinin %48.6'sını oluĢturan en agresif malignitelerden biri olan GBM‘li 

hastalarda (Grochans vd., 2022) tümör en yaygın olarak supratentoryal bölgede (frontal, 

temporal parietal ve oksipital loblarda) gözlemlenmekte, (Chakrabarti vd., 2005) 

omurilik ve beyincikte nadiren görülmektedir (Engelhard vd., 2010; Adams vd., 2013). 

2.3. Glioblastoma Epidemiyolojisi 

Merkezi sinir sisteminin primer malign bir tümörü olan GBM‘nin görülme 

sıklığı diğer merkezi sinir sistemi tümörlerine oranla (her 100.000 kiĢi de 4.40 

(Gittleman vd., 2018) son derece yüksektir. Farklı ülkelerde yapılan çalıĢma sonuçları 

ile elde edilen veriler ABD‘de her 100.000 kiĢi de 3.20 (Ostrom vd., 2017), Kanada‘da 

4.06 (Walker vd., 2019), Fransa‘da 4.17 (Fabbro-Peray vd., 2019) ve Ġngiltere‘de 4.64 

(Brodbelt vd., 2015) ile GBM insidansının düĢük olduğunu göstermektedir.  

Ġnsan organizmasının iĢleyiĢi üzerinde önemli bir etkiye sahip olan cinsiyet, 

çeĢitli hastalıklara karĢı duyarlı veya dirençli olmaya neden olabilmektedir. Örneğin 

kadın cinsiyet osteoporoz ve kardiyovasküler hastalıklar için bir risk faktörü iken, 

yapılan çalıĢmalar GBM prevalansının erkeklerde yüksek olduğunu göstermektedir 

(Siminska vd., 2021).  

Mevcut çalıĢmalar beden kitle indeksi ve obezitenin GBM hastalarında 

morbidite veya mortalite riskini etkilemediğini, dolayısıyla GBM ile herhangi bir 

korelasyonunun olmadığını göstermektedir (Helseth vd., 1989; Jones vd., 2010; 

Wiedmann vd., 2017). Ancak küçük yaĢlarda beden kitle indeksinin yüksek olması ( 

>30) ileri yaĢlarda GBM görülme sıklığını artırmaktadır (Moore vd., 2009; Little vd., 

2013). 

GBM için bir baĢka risk faktörü ise boyun uzamasından sorumlu genlerin, sinyal 

yolaklarının ve ilgili hormonların, özellikle insülin benzeri büyüme faktörleri (IGF) ve 

büyüme hormonunun (GH) kanser geliĢimine olan katkısından dolayı uzun boylu 

olmaktır (Tripaldi vd., 2013; Perry vd., 2013; Watts vd., 2019; Boguszewski vd., 2019). 
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Yapılan çalıĢmalar erkekler ve kadınlarda uzun boylu olmanın GBM riskini artırdığını 

(Helseth vd., 1989, Wiedmann vd., 2017, Cote vd., 2018) ancak erkeklerde bu riskin 

daha yüksek olduğunu göstermektedir (Jones vd., 2010). 

2.4. Glioblastoma Etiyolojisi  

2.4.1. Çevresel faktörler  

Gliomların oluĢumu konusunda en iyi bilinen çevresel faktör iyonize 

radyasyondur. DüĢük ve yüksek doz radyasyon ve radyasyona maruziyet yaĢının 

küçüklüğü GBM riskini artırmaktadır (Inskip vd., 2016). Ġyonize radyasyon DNA hasarı 

oluĢturan bir etkendir ve GBM geliĢiminde DNA tamir mekanizmalarındaki 

eksikliklerin önemli bir rolü olduğu tespit edilmiĢtir (Ulgen vd., 2019). Ġyonize 

radyasyonun yanı sıra analog, kablosuz, cep telefonu ve WĠFĠ kullanımı gibi 

radyofrekans (RF) radyasyonun da GBM riskini artırdığı (Carlberg ve Hardell, 2017; 

Vocht, 2016) ve bu riskin erken yaĢta ve uzun süreli telefon kullanımı, uzun RF 

radyasyona maruz kalma süresi ile paralel olarak arttığı gösterilmiĢtir (Carlberg ve 

Hardell, 2017).  

2.4.2. Alerji hikayesi  

Atopik bünye ve solunum yolu alerjileri, astım ve egzamalar gibi alerji 

hikayesinin henüz bilinmeyen bir mekanizma ile GBM riskini azalttığına dair 

epidemiyolojik kanıtlar mevcuttur (Amirian vd., 2016).  

2.4.3. Ailesel kalıtım  

Kanserin genetik bir hastalık olduğu yüz yıldan uzun bir süredir bilinmekte olup 

(Boveri, 1914) kalıtılabileceği fikri ilk defa Broca tarafından dile getirilmiĢtir (Broca, 

1866). Bir tümörde gözlenen genetik bozukluklar ailesel olarak ―kalıtılmıĢ‖ (germline) 

ya da sonradan ―kazanılmıĢ‖ (somatik) olabilir (Broca, 1866). Ailesel genetik 

yatkınlığın GBM oluĢumunda da büyük etkisi olduğu bilinmektedir (Rice, 2016). 

Diğer önemli kalıtım Ģekli insanda birçok hastalığa yatkınlığı, hastalık gidiĢatını 

ve ilaçlara olan yanıtları belirleyen poligenik kalıtımdır. GeliĢmiĢ moleküler genetik 

yöntemler kullanılarak tüm genomu kapsayan genetik asosiyasyon çalıĢmaları ile farklı 

genetik bölgedeki polimorfizmlerin gliom yatkınlığı konusunda insanlar arasında 

belirgin farklar oluĢturduğu gösterilmiĢtir (Melin vd., 2017;  Wrensch vd., 2009).  
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2.5. Glioblastomada Genetik Patogenez 

Farklı yaĢlarda ve farklı genetik yollar ile geliĢen primer ve sekonder 

glioblastoma,  EGFR, PTEN, TP53, IDH ´, 10q heterozigotluk kaybı, ATRX, TERT 

mutasyonları gibi genetik değiĢiklikler ile karakterizedir. 

ATRX (Alfa talasemi X‘e bağlı zihinsel gerilik sendromu), Xq21.1'de bulunan 

gen tarafından kodlanmakta ve histon varyantı H3.3'ün telomerik kromatine dahil 

edilmesini düzenleyerek normal telomer homeostazını sağlamaktadır. Kromatin 

remodelingde, hücre döngüsünün düzenlenmesi ve histon proteinlerle etkileĢerek 

genomik stabiliteyi korumak gibi önemli fonksiyonları olan ATRX, GBM‘de 

inaktivedir. ATRX inaktivasyonuna mutasyonlar, delesyonlar, gen füzyonları neden 

olabilmekte, mutasyonlar özellikle astrositik tümörlerde sık görülmektedir. Sıklıkla 

yetiĢkin diffüz gliomalarda görülen ATRX değiĢiklikleri, sekonder GBM'lerin %80'inde 

ve primer GBM'lerin %7'sinde ve ayrıca IDH1/2 ve TP53 mutasyonları taĢıyan 

astrositik tümörlerde görülmektedir (Nandakumar vd., 2017; Liu vd., 2012; Jiao vd., 

2012; Schwartzentruber vd., 2012). 

Telomerlerin korunmasına yol açarak tümörlerin yaĢlanmasını önleyen 

telomeraz aktivitesi neredeyse bütün kanser türlerinde artmıĢtır ve telomeraz 

aktivitesinin artmasına neden olan TERT (Telomeraz revers transkriptaz) promotor 

mutasyonları, belli kanser türleri, özellikle de GBM ile önemli ölçüde iliĢkilidir 

(Vinagre vd., 2013; Labussiere vd., 2014). 

Replikasyon sırasında DNA zincirine 3‘ucundan nükleotit eklemekten sorumlu 

bir enzim olan telomeraz, TERT geni tarafından kodlanmaktadır. TERT gen promotor 

mutasyonu, vakaların neredeyse %80‘inde görülmekte ve en yaygın görülen mutasyonu 

sırasıyla 124 ve 146 baz çiftlerinde bulunan ve bu promotörü kodlayan C228T ve 

C250T'dir. Bu mutasyonlar telomeraz aktivitesini artırmakta, telomer uzamasına neden 

olmakta ve TERT ifadesinde dört kata kadar bir artıĢa neden olmaktadır (Killela vd., 

2013; Vinagre vd., 2014; Nakahara vd., 2004). 

Astrositomlarda yapılan genetik analizler, kromozomda tümör baskılayıcı gen 

olan TP53 (Tümör protein p53)'ü içeren I7p delesyonlarının veya GBM‘nin %45‘inde 

TP53 nokta mutasyonlarının olduğunu göstermiĢtir (Chung vd., 1991). Glioblastomalar 

sıklıkla TP53 mutasyonu ile iliĢkilidir ve kötü prognoz, kemoradyoterapiye verilen kötü 
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yanıt, tedavi sırasında hastalığın ilerlemesi ve hastanın hayatta kalma süresi ile 

yakından iliĢkilidir. TP53, yaĢlanma, DNA onarımı, apoptoz ve hücre döngüsü dahil 

birçok hücresel yanıtta yer alan transkripsiyonel hedef genleri düzenleyen, mutasyona 

uğramıĢ veya hasar görmüĢ hücreleri seçici olarak ortadan kaldıran, kanser hücrelerinin 

çoğalmasını azaltan ve normal hücrelerin kanser hücrelerine dönüĢümünü engelleyen 

tümör baskılayıcı gendir (Lee vd., 2020). 

Serin/treonin kinaz ailesinin bir üyesi olan B-Raf proteininin üretiminden 

sorumlu bir gen olan BRAF, hücre proliferasyonu, hücrenin hayatta kalması ve 

farklılaĢmasında rolü olan mitojenle aktive protein kinaz (MAPK) hücre sinyal 

yolağında rol oynayarak ERK yolağını aktive eden, en yaygın V600E mutasyonu ile 

kanserde sık görülen, sinyal kaskadı hiperaktivasyonuna ve kontrolsüz hücre 

bölünmesine ve ayrıca negatif geri besleme mekanizmalarına karĢı duyarsızlığa neden 

olarak tümör oluĢumuna neden olan kinazdır.  

Santral sinir sistemi (SSS) tümörlerine sıklıkla neden olan BRAF V600E 

mutasyonu,  pleomorfik ksantoastrositoma, ganglioglioma ve pilositik astrositom gibi 

bazı beyin tümörlerinde sıklıkla görülürken,  epitelioid ve dev hücreli glioblastomada 

nadiren ortaya çıkmaktadır. Prevalansı GBM‘de %69‘dur ve pediatrik hastalarda (%7) 

yetiĢkin hastalara (%4) oranla daha sık görülmektedir (Andrews vd., 2021; Takahashi 

vd., 2015). 

GATA4 (GATA-binding protein 4), GATA6 ailesinin bir üyesi olan, insan 

emriyonik ve yetiĢkin nöron ve glialarında bulunan, tümör oluĢumunu baskılayan, hücre 

proliferasyonu ve apoptozu düzenleyen bir transkripsiyon faktörüdür  (Vaitkiene vd., 

2013). GBM‘li hastaların yaklaĢık %60‘ında GATA4 expresyonu kaybolmakta, 

yokluğu GBM‘de proliferasyonu artırıp, kemoterapi ve radyoterapiye direnç 

geliĢmesine neden olmaktadır (Agnihotri vd., 2009; Agnihotri vd., 2011). 

FGFR1 (Fibroblast büyüme faktörü reseptörü-1), tirozin kinaz iĢlevine sahip bir 

transmembran reseptör grubudur. GBM‘de FGFR1 expresyon düzeyi yüksektir ve bu 

durum invazyon, progresyon, terapilere direnç ve kötü prognozla iliĢkilidir. FGFR1 

susturulmuĢ glioma hücrelerinin radyoterapiden sonra hayatta kalma süreleri 

kısalmakta, migrasyonları azalmakta, radyoterapiye olan duyarlılığı artmaktadır 

(Anderson vd., 2018; Gouaz vd., 2016; Kowalskı-Chauvel vd., 2019).  
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Astrositik tümörlerin en maligni olan GBM‘nin karakteristik özelliği, 

neovaskülarizasyon için gerekli bir olay olan endotel hücre proliferasyonudur ve 

GBM‘yi karakterize eden yüksek derecede vaskülarite ve invazivlik, anjiyojenik 

büyüme faktörlerinin veya büyüme faktörü reseptörlerinin anormal ekspresyonu ile 

ilgilidir. FGFR1, GBM‘de aĢırı exprese edilmekte ve astrositik tümör davranıĢlarında 

kritik bir rol oynamaktadır (Morrison vd., 1994). Gliomada yalnızca FGFR1 

mutasyonları veya overexpresyonu değil aynı zamanda gliomanın patogenezinde önemli 

rol oynayan FGFR1‘in tirozin kinazları ve de FGFR1 ailesine bağlanan FGF reseptör 

ailesinin üyelerinde de değiĢiklikler görülmektedir. Pilositik astrositomların yaklaĢık 

%10‘unda tirozin kinazları etkileyen FGFR1 nokta mutasyonları bildirilmiĢtir (Venneti 

ve Huse, 2015). 

Guaninin O6 bölgesindeki metili sistein kalıntılarına aktararak hasarlı guanin 

nükleotitlerini onaran, O6-metilguanin-DNA metiltransferaz olarak bilinen MGMT (O6 

–metilguanin DNA metiltransferaz), alkilleyici ajanlara direnç geliĢmesinde önemli rol 

oynayan bir DNA onarım enzimidir. Yapılan çalıĢmalardan elde edilen veriler ıĢığında, 

kemoterapinin gliomalarda MGMT ekspresyonunu artırdığı, özellikle MGMT‘nin 

overexpresyonunun GBM için gelecek vaat eden bir alkilleyici olan temozolamid vb 

ajanlar için hızla direnç geliĢmesine neden olduğu, DNA metilasyonu transkripsiyonu 

inhibe edebildiğinden MGMT promotörünün metilasyonu alkilleyici ajanlara duyarlılığı 

artırdığı sonucuna varılmıĢtır (Yu vd., 2020). 

Çocukluk çağı böbrek tümörü olan ‗Wilms tümör'den sorumlu gen olarak 

tanımlanan Wilms tümör geni (WT1), ilkin bir tümör baskılayıcı gen olarak 

tanımlanmıĢ daha sonra çeĢitli hematolojik malignitelerde, katı tümörlerde ve özellikle 

GBM‘nin %94‘ünde aĢırı eksprese edildiği ve gliomagenezde önemli rol oynadığı tespit 

edilmiĢtir. Son zamanlarda, WT1 proteini, bazı tümörlerde özellikle de son derece 

yüksek oranda exprese edildiği GBM‘de kanser immünoterapisinin yeni bir moleküler 

hedefi olarak kabul edilmektedir (Nakahara vd., 2004). 

Ġzositrat dehidrogenaz (IDH) 1/2 enzimleri temelde sitoplazmada bulunan, 

izositrattan 2-ketogluterat dönüĢümüne neden olan, hücrede yağ yıkımı yoluyla enerji 

üretimine neden olan NADPH (Nikotinamid adenin dinükleotid fosfat) molekülü açığa 

çıkaran ve hücreyi reaktif oksijen türlerinden (ROS) koruyan enzimlerdir. Yapılan 

araĢtırmalarda evre 2-3 ve sekonder GBM‘nin yaklaĢık %80‘inde IDH1 mutasyonlarına 



11 

 

rastlanmakta, IDH2 mutasyonları IDH1‘e oranla daha az görülmekte ve genellikle IDH1 

mutasyonlarına eĢlik etmektedir. Mutasyon sonucu enzim iĢlevsiz hale gelmekte, 

hücrede α-ketogluterat ve NADPH‘da azalma görülmektedir. Böylece hücrede ROS 

biriktiğinden dolayı gerekli hücresel aktiviteler aksamaktadır. IDH genlerinde görülen 

mutasyonlar hücre proliferasyonuna ve koloni oluĢumuna neden olan driver (baĢlatıcı) 

mutasyonlardır. Mutant enzimler α-ketogluteratı bir onkometabolit olan 2-

hidroksiglutarata çevirmekte aynı zamanda hipermetilasyon yoluyla epigenetik 

değiĢikliklere neden olarak bazı genlerin susturulmasına da neden olmaktadırlar 

(Bayram, 2022). 

PTEN (Fosfataz ve tensin homolog), kromozomun 10q23 bölgesinde yer alan, 

tümör baskılayıcı özelliklerinin çoğu lipid fosfataz özelliklerinden kaynaklanan protein 

fosfataz ve lipid fosfataz iĢlevlerine sahip proteindir (Akdeniz vd., 2018). PTEN 

fosfataz aktivitesinin kanserdeki en önemli hedefi, tümör oluĢumunda öneli rol oynayan 

hücre büyümesi ve kanser hücresinin hayatta kalmasını sağlayan PI3K/AKT/mTOR 

sinyal yolağıdır (Luongo vd., 2019). 

Tümör oluĢumunda rol oynayan protein kinaz sinyalleme kaskadlarını negatif 

olarak düzenleyerek tümör baskılayıcı etki yaratan bir gen olan PTEN‘deki 

heterozigotluk kaybı veya metilasyon mutasyonu gibi genetik değiĢiklikler, PTEN 

fonksiyon kaybına neden olmaktadır. Fonksiyonel PTEN kaybı önemli bir onkojenik 

sinyal yolağı olan PI3K/AKT/mTOR sinyal yollarının serbestleĢtirilmesine ve bunun 

doğal bir sonucu olarak hücre sağkalımı, hücre büyümesi ve çoğalmasının 

düzenlenmesinin bozulmasına neden olmaktadır (ġekil 2.3). PTEN fonksiyon kaybı 

glioblastoma vakalarının en az %60'ında görülmektedir. Tümör baskılayıcı bir gen olan 

PTEN‘deki mutasyonlar ile geliĢen inaktivasyon, düĢük dereceli tümörlerde nadiren 

görülmesi tümörü baĢlatıcı bir etken olmadığını, hastalığın ileri evrelerinde çok yüksek 

düzeyde görülmesi tümörün ilerlemesine neden olan önemli bir etken olduğunu 

göstermektedir (Koul, 2008; Knobbe vd., 2002; Hopkins vd., 2014).  
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Şekil 2.3: Kanser kök hücrelerinin PTEN aracılı mekanizmaları (Luongo vd., 2019) 

Primer glioblastomaların geliĢmesinde en önemli sinyal ileti yolu 

EGFR/PTEN/AKT/mTOR‘dur.  

2.5.1. EGFR (Epidermal büyüme faktörü reseptörü) 

Erb ailesinin bir üyesi olan, Erb1 ve HER1 olarak da bilinen EGFR, 

ekstraselüler domain ve sitoplazmik tirozin kinaz bölgelerinden oluĢan transmembran 

tirozin kinaz reseptörüdür. ErbB/EGFR ailesinin üyeleri bir ligand tarafından 

uyarıldığında hücre büyümesi ve bölünmesi, migrasyon, adezyon, farklılaĢma ve 

apoptoz gibi çeĢitli hücresel süreçlerin gerçekleĢmesine aracılık etmektedir. 1980‘de 

avian eritroblastosis tumour virüs‘te anormal kodlandığı tespit edilmiĢ ve kanserle ilk 

defa iliĢkilendirilmiĢtir (Yarden vd., 2001). 
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EGFR‘ye spesifik olarak EGF, TGFα ve Amfiregülin ligandları bağlanır (Hynes 

ve Lane, 2005) ve çok sayıda hücresel yanıtı düzenleyen PI3K, MAPK, STAT3 

kaskadlarının aktivasyonuna yol açar (ġekil 2.4) (Hynes ve Lane, 2005).  Ligand 

bağlanması reseptör aktivasyonu ve otofosforilasyon, hücresel proteinlerin 

fosforilasyonu ve protein-protein ağlarınn oluĢması gibi hücre içi bir dizi biyokimyasal 

olayları baĢlatır.  Bunun yanı sıra aktive reseptör, dimerizasyon ve otofosforilasyona 

uğrayarak Cbl (Casitas B-soylu lenfoma protoonkogen)‘i de aktive eder. Cbl 

aktivasyonu reseptör endositozunu destekleyerek negatif mekanizmaları aktive eder 

(Dikic, 2003).    

 

Şekil 2.4: EGFR’nin hücre içi sinyal ileti yolları ve etkileri (Huang vd., 2009) 

 

EGFR aktivasyonu ve otofosforilasyonu, hücre içinde RAS/RAF/MEK/ERK 

yolağı, PI3K/AKT yolağı, JAK/STAT yolağı ve PKC yolağını aktive ederek hücre 

proliferasyonu ve farklılaĢması gibi çeĢitli hücresel süreçlerin baĢlamasında ve 

düzenlenmesinde merkezi bir rol oynamaktadır (An vd., 2018). 

PI3K, p85 düzenleyici ve p110 katalitik alt birimlerden oluĢan heterodimerdir. 

Reseptör aktive edildiğinde p85 alt birim reseptöre bağlanarak p110‘u inhibe edici 
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etkisini azaltır ve p110 alt birim fosfatidilinositol 4,5-bifosfatı (PIP2) fosforile ederek 

fosfatidilinositol (3,4,5)-trisfosfatı (PIP3) oluĢturur (ġekil 2.5). p110 aynı zamanda bir 

Ras-bağlama alanı içerir ve bu bölüm RAS tarafından aktivasyona da aracılık eder. 

PTEN ve INPP4B, PI3K‘ın negatif düzenleyicileridir ve PIP3'ü defosforile ederek PI3K 

sinyal çıkıĢını inhibe eder. AKT, SGK ve PDK1 gibi çeĢitli plekstrin homoloji (PH) 

alanı içeren proteinler, plazma zarında PIP3'e bağlanır. PDK1, AKT‘ı T308 de 

mTORC2 kompleksini de S473‘de fosforile ederek aktive etmektedir. AKT, GSK3α, 

GSK3β, FoxO transkripsiyon faktörlerini ve MDM2, BAD ve p27KIP1 i fosforile 

ederek hücrenin hayatta kalmasını sağlar ve hücre döngüsüne giriĢi kolaylaĢtırır (Mayer 

ve Arteaga, 2016).  

 

Şekil 2.5: Reseptör tirozin kinazlarının Ras aracılı etkileri 

 

AKT, tuberini fosforile ederek inaktivasyonuna neden olur ve bu da mTORC1 

birikmesine ve aktivasyonuna neden olmaktadır. Sonuç olarak protein sentezi, RNA 

translasyonu, hücre büyümesi ve otofaji düzenlenmiĢ olur. AKT ayrıca glikoz 

taĢıyıcılarının ekspresyonunu ve membran lokalizasyonunu kolaylaĢtırarak 

metabolizmayı da teĢvik etmektedir (Rathmell vd., 2003).  
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Reseptör ligandla aktive edildiğinde, Shc, Grb2, Gab2 ve SHP-2 gibi moleküller 

büyüme faktörü reseptörlerine alınır ve Ras guanin nükleotid değiĢim faktörlerini aktive 

eder. Guanin nükleotitlerinin Ras'tan ayrıĢmasını katalize eden GEF molekülleri (SOS1 

ve SOS2, RasGRFS1 ve RasGRFS2 ve RasGRP1 ila RasGRP4), GDP yi GTP ye 

çevirerek Ras-GTP sevilerini yükseltmektedir. Ras extraselüler stimulusları intraselüler 

sinyallere çevirmekte ve aktivitesi GTP hidrolizi (Ras negatif düzenleyicileri; 

Nörofibromin1; NF1 ve p120 RasGAP) ile sonlanmaktadır (Ward vd., 2012). 

Ras-GTP Raf kinaz-1‘i alarak Raf‘ı aktive eder. Raf-1 öncelikle tirozin treonin 

kinaz olan MAPK (Erk kinaz)‘ı VE MAPK‘da Erk1 ve Erk2‘yi fosforile etmektedir. 

Ras ile aktive edilen sadece MAPK-Erk yolağı değil ayrıca PI3K ve RalGDS yolakları 

da Ras ile aktive edilmektedir (ġekil 2.6). Böylece hücre proliferasyonu, farklılaĢması 

ve hücrenin hayatta kalma süresi gibi önemli fonksiyonlar düzenlenmektedir 

(Fehrenbacherb vd., 2009). 

 

Şekil 2.6: Ras aracılı hücre içi etkiler 

 

STAT (sinyal transdüserleri ve transkripsiyon aktivatörleri), büyüme faktörü 

reseptör sinyallerinin hücre içindeki efektörleri ve sitoplazmik transkripsiyon 

faktörleridir. JAK/STAT sinyal yolu, Janus kinazlarının (JAK) veya büyüme faktörleri 

reseptör kinazlarının aktivasyonunu, STAT proteinlerinin fosforilasyonunu, 
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dimerizasyonunu ve STAT'ların transkripsiyon faktörleri olarak çekirdeğe 

translokasyonunu içerir (ġekil 2.7) (Swiatek-Machado ve Kaminska, 2020). 

 

Şekil 2.7: Membran reseptörleri aracılı STAT aktivasyonu 

 

TanımlanmıĢ 7 farklı STAT geni (STAT1, STAT2, STAT3, STAT4, STAT5A, 

STAT5B ve STAT6) bulunmaktadır ve hücreler arası sinyalleĢme, çok hücreli 

organizmalarda geliĢimsel düzenleme, büyüme kontrolü ve homeostaz için kritik öneme 

sahiptir. STAT1, büyümeyi durduran ve apoptoza neden olduğu bilinen bir tümör 

supressör iken, STAT3 ve STAT5‘in hücre döngüsünün ilerlemesini, hücresel 

transformasyonu ve apoptozu önlemede önemli rol oynadığı bilinmektedir. Bu nedenle 

özellikle STAT3 ve STAT5'in anormal aktivasyonu gliomalar dahil olmak üzere çok 

sayıda tümörde bulunmuĢtur (Aaronson ve Horvath, 2002). 

EGFR'ye ligand bağlanması, reseptörün internalizasyonuna ve bozulmasına 

neden olan bir protoonkogen olan Cbl‘nin ubikuitin ligazları sürece dahil etmesi yoluyla 

negatif düzenleyici mekanizmaları da baĢlatır. Reseptör dimerizasyonu ve 

otofosforilasyonu ile Cbl, aktive EGFR'ye bağlanarak konformasyonel değiĢikliğe uğrar 

ve CIN85 ile etkileĢimi artar. CIN85, endofilinleri EGFR-Cbl komplekslerine alarak 

plazma zarının eğriliğini değiĢtirmek suretiyle EGFR endositozunu düzenler. Bu 

nedenle Cbl, hem reseptör monoubikitinasyonuna aracılık eder hem de CIN85-endofilin 
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komplekslerini aktive edilmiĢ EGFR'lere alarak EGFR endositozunu destekler (Dikic, 

2003). 

BCL-XL, antiapoptotik BCL-2 ailesinin bir üyesidir. Normal Ģartlarda apoptoz 

ve hücre çoğalması denge halindeyken, EGFR overexpresyonu ve mutasyonları BCL-

XL düzeylerinde artıĢ meydana getirdiğinden hücre ölümsüzlüğüne neden olmaktadır  

(Huang vd., 2015). 

Glioblastoma neredeyse tedavi edilemez durumda olan merkezi sinir sisteminin 

en yaygın, en agresif tümörüdür ve en tipik özelliklerinden biri de EGFR 

overexpresyonudur. Kan-beyin bariyeri penetrasyonun zayıflığı, tümör heterojenitesi, 

mutasyonlar ve telafi edici sinyal yolları gibi birçok faktör dirence katkıda bulunmakta 

ve direnç kemoterapide ciddi sıkıntılar oluĢturmaktadır (Oprita vd., 2021). 

2.5.1.1. Glioblastomada EGFR’nin Onkojenik Sinyal Oluşturmasına Neden Olan 

Mekanizmalar  

 

Şekil 2.8: Glioblastomada EGFR’nin onkojenik sinyal oluşturmasına neden olan mekanizmalar 
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2.5.1.1.1. EGFR overexpresyonu  

EGFR gen amplifikasyonu, GBM‘lerin yaklaĢık 75%‘inde görülmektedir 

(Frederick vd., 2000) ve normal fizyolojik durumda EGFR reseptör sayısı 4x10⁴-6x10⁴ 

iken (Carpenter ve Cohen, 1979) kanser hücrelerinde 10
6
‘dan fazladır (Gullick vd., 

1986). Hücre membranında artan EGFR konsantrasyonu hem büyüme uyarıcı sistemi 

aktive etmekte hem de normal sinir hücrelerinin tümör hücrelerine dönüĢmesine ve 

hastalığın ilerlemesine katkıda bulunmaktadır (Brennan vd., 2013). 

2.5.1.1.2. Otokrin ligand üretimi  

Primer GBM‘lerde EGFR aĢırı ekspresyonuna bazen EGF ve TGFα artıĢı da 

eĢlik etmektedir  (Singh ve Harris, 2005).  

GBM‘de hücre-hücre füzyonunda, hücre adezyonunda, hücre membranından 

protein atılmasında ve proteolizde yer alan çok iĢlevli bir molekül olan ADAM12 (bir 

disintegrin ve metalloproteaz 12) metaloproteinazın yüksek oranda eksprese edildiği ve 

ayrıca heparin bağlayıcı EGF benzeri büyüme faktörünün (HBEGF) artan salınımı tespit 

edilmiĢtir (Kodama vd., 2004). Bütün bu durumlar otokrin bir döngünün varlığını 

göstermekte ve düzensiz EGFR sinyali ile sonuçlanmaktadır.   

2.5.1.1.3. Heterodimerizasyon ve crosstalk  

EGFR, ErbB ailesinin üyeleri, diğer reseptör tirozin kinazlar (RTK), hücre 

adezyon molekülleri, sitokin reseptörleri, iyon kanalları ve G-protein bağlı reseptörler 

ile iletiĢiminden dolayı kanserde önemli fonksiyonel role sahiptir. EGFR, ErbB2 gibi 

ErbB ailesinin diğer üyeleriyle heterodimerler oluĢturmakta ve bu heterodimerler 

hücresel transformasyonun ve mitojenik sinyalleĢmenin en güçlü ve en etkili 

indükleyicisi olarak görünmektedir (Zandi vd., 2007). 

2.5.1.1.4. EGFR downregülasyonunun bozulması 

Defektif EGFR downregülasyonu, anormal EGFR sinyallerine ve sağlıklı 

hücrelerin tümör hücrelerine dönüĢmesine neden olmaktadır.  EGFR downregülasyonu, 

hücre içi sinyali zayıflatan bir olaydır ve özellikle mutant EGFR varlığıyla ilgilidir. 

EGFR downregülasyonunda rol oynayan c-Cbl, EGFR hücre içi alanındaki spesifik 

fosforile bölgelere bağlanarak ubikuitin ile etiketlemeye aracılık edip, aktive edilmiĢ 

reseptörü lizozomal bozunmaya yönlendirir. EGFR mutantları, c-Cbl bağlanmasından 
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yoksun olduklarından vahĢi tip EGFR‘den daha güçlü mitojenik sinyaller ortaya 

çıkarmaktadır (Zandi vd., 2007). 

2.5.1.1.5. EGFR mutasyonları 

Hücre içi alanda değiĢikliklere (delesyonlar ve ekzon duplikasyonları) yol açan 

mutasyonlar ve spesifik olarak hücre içi tirozin kinaz alanında değiĢikliklere yol açan 

mutasyonlar (ekzon insersiyonları ve duplikasyonları) mevcuttur. Hücre dıĢı alanda 

değiĢikliklere yol açan (hücre dıĢı alanın tamamını veya bir kısmını kodlayan spesifik 

eksonların silinmesi) en sık görülen mutasyonlardır ve en iyi karakterize edilen tip 2 ve 

7 ekzonlarından yoksun EGFRvIII‘tir. EGFR gibi, EGFRvIII de hücre içi sinyal 

yolaklarını RAS-RAF-MEK-ERK ve PI3K-AKT‘yi etkinleĢtirebilir. Ligandla aktive 

olan EGFR‘nin aksine, EGFRvIII‘ün ayrıca PI3K yoluyla Jun Nterminal Kinaz‘ı (JNK) 

aktive ettiği, ancak STAT1 ve STAT3 aktivatörlerini aktive edemediği gösterilmiĢtir 

(Zandi vd., 2007).  

Tümör içi heterojenliğin tedaviye yanıt almayı güçleĢtiren bir etken olmasının 

yanısıra, EGFR‘yi hedefleyen tirozin kinaz inhibitörleri, aĢılar ve monoklonal antikorlar 

gibi farklı sınıf EGFR inhibitörlerinin, tümör baskılayıcı bir gen olan PTEN üzerinde 

inaktive edici mutasyonlara neden olduğu belirlenmiĢ ve bu nedenle EGFR 

inhibitörlerinin tedaviye direnç geliĢtirebileceği Fenton ve arkadaĢları tarafından ortaya 

konmuĢtur (Fenton vd., 2012). 

EGFR inhibitörlerinin kullanıldığı durumlarda bile PI3K sinyal iletim yolunda, 

PI3K‘yi aktifleĢtirebilecek EGFR dıĢında farklı tirozin kinazlar mevcut olduğundan, 

farklı sinyal iletim yolları arasındaki çapraz etkileĢimler sonucu PI3K‘ın aktivasyonu 

meydana gelmekte ve bu durum dirençle sonuçlanmaktadır. EGFR inhibitörleri 

kullanılmasına rağmen glioblastoma dahil olmak üzere farklı kanser türlerinde bu tür 

direnç geliĢimi gözlenmiĢtir (Taylor vd., 2012; Clark vd., 2012; Turke vd., 2010).  

2.6. Glioblastoma ve Tümör Mikroçevresi 

Kanser hücreleri, tümör geliĢimi ve metastaz için heterojen yapıda olan hücresel 

ve hücresel olmayan bileĢenler içeren tümör mikroçevresine (TMÇ) ihtiyaç 

duymaktadır. TMÇ kanser metastazını kolaylaĢtıracak proliferatif sinyallerin 

sürdürülmesi, hücre ölümüne direnç geliĢmesi, anjiogenezin indüksiyonu, immün 
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yıkımdan kaçma, hipoksik ve inflamasyonlu ortamından dolayı immünoterapinin 

etkinliğini azaltarak ilaç dirençliliği meydana getirmektedir (BaĢ Topcu, 2022). 

TMÇ’nin hücresel olmayan bileşenleri 

TMÇ‘de tümör fenotipini ve ilaç tepkilerini Ģekillendirmede büyük öneme sahip 

olan hücresel olmayan bileĢenlerle ilgili son zamanlarda hem biyomarker araçlar hem 

de potansiyel terapötik hedefler olarak kullanımı için çalıĢılmaktadır. Hücresel olmayan 

bileĢenler ile hücresel etkileĢimler, tümör metastazının yönlendirilmesinde önemli rol 

oynamakta ve tümör-stromal hücre etkileĢimi büyüme faktörlerinin, sitokinlerin, 

kemokinlerin ve matriks metalloproteazların (MMP) üretimini artırarak tümör 

büyümesini ve anjiogenezi kolaylaĢtırmaktadır (Patel vd., 2018). Kanser hücreleri 

invazyon yapabilmek için laminin ve fibronektin gibi birçok protein içeren bazal 

membranı ve ekstraselüler matriks (ECM) kollajenini, MMP adı verilen proteolitik 

enzimler aracılığıyla degregasyona uğratmakta ve degredesyon sonucu hücresel göçün 

oluĢması, büyüme faktörlerinin/sitokinlerin düzenlenmesi, apoptoz ve 

neovaskülarizasyon meydana gelmektedir (Azevedo vd., 2020). 

TMÇ‘nin hücresel olmayan bileĢenleri arasında yer alan interlökinler, 

interferonlar, tümör nekroz faktör ailesi ve transforme edici büyüme faktörü β (TGFβ) 

protein ailesi gibi farklı iĢlevlere sahip sitokinler, büyümeyi uyarıcı ajanlar olarak tümör 

hücrelerine doğrudan etki ederken, dolaylı olarak inflamatuar hücreleri uyarıp tümör 

oluĢumunu etkileyebilmektedirler (Patel vd., 2018).  

Kapsamlı araĢtırmalar kanser ve tümör infiltre hücrelerden salınan bazı 

sitokinlerin, proliferasyon, invazyon ve epitel-mezenkimal geçiĢ (EMT) oluĢumuna 

destek olmak suretiyle TMÇ‘nin geliĢimini kolaylaĢtırdığını (Tsai vd., 2014), MMP 

ekspresyonunu artırmak suretiyle anjiogenez ve invazyonu teĢvik ettiğini ve böylece 

tümör geliĢimine katkı sunduğunu göstermiĢtir  (Xu vd., 2014). 

TMÇ’nin hücresel bileşenleri 

TMÇ, tümörün büyümesini ve ilerlemesini sağlayan farklı hücre tiplerinden 

oluĢur. Bu farklı hücrelerin karakterleri ve extraselüler matriks, invazyon ve metastazı 

belirlemede merkezi rol oynar. TMÇ‘nin hücresel bileĢenleri bağıĢıklık hücreleri (T 

lenfositleri, (CD8+, CD4+, Treg) B lenfositleri, doğal öldürücü hücreler (NK), tümör 



21 

 

iliĢkili makrofajlar (TAM), myeloid türevli baskılayıcı hücreler, dendritik hücreler 

(DC), tümör bağlantılı nötrofiller, mast hücreleri), glioma kök hücreleri, kanserle iliĢkili 

fibroblastlar, endotel hücreler, perisitler, adipositler, lenfotik endotelyal hücreler, 

ekstraselüler matriks ve ekstraselüler veziküllerden  (eksozomlar, ektozomlar, apoptotik 

cisimcikler ve büyük onkozolar) meydana gelmektedir (Mona, 2018). 

2.6.1. Tümör ilişkili makrofajlar ve inflamasyon  

Cerrahi rezeksiyonla elde edilen glioma dokusu incelendiğinde, kanser hücreleri 

dıĢında en yoğun bulunan hücre tipinin TAM olduğu tespit edilmiĢtir (Ghosh Anirban, 

2010; Graeber vd., 2002; Watters vd., 2005).  

TMÇ oldukça heterojen bir yapıya sahiptir ve bu oldukça karmaĢık olan hücresel 

ağ sitokinlerin, kemokinlerin, biyoaktif lipitlerin ve hücre dıĢı matris bileĢenlerinin 

üretimi yoluyla iletiĢim kurar, iletiĢim ve etkileĢim yoluyla çevrelerini Ģekillendiren 

çeĢitli proinflamatuar ve antienflamatuar yanıtları belirlerler (Gieryng vd., 2017). 

Glioma mikroçevresindeki hücrelerin %30-50'sini oluĢturan ve dolayısıyla en 

çok bulunan mikroglia ve periferik makrofajlar (GAM), tümör üzerinde çok güçlü bir 

etkiye sahip olup tümör derecesi ile pozitif, hastanın sağkalımı ile ters bir iliĢkiye 

sahiptir (Rossi vd., 1987; Hambardzumyan vd., 2015). Bu inflamatuar hücrelerin 

TMÇ'deki varlığı hem düzensiz inflamasyona hem de immünsupresif etkiye neden olur 

ki bu durum, kanser ve inflamasyon arasındaki köklü iliĢkiyle de tutarlıdır (Colotta vd., 

2009). 

Enfeksiyona karĢı fagositik ve sitotoksik özelliklere sahip olan GAM'lar tümör 

büyümesini, immün baskılamayı ve anjiyogenezi teĢvik eden sitokinler, büyüme 

faktörleri ve biyoaktif lipitler (IL-1, IL-6, TGF-B, Epidermal büyüme faktörü (EGF), 

Prostaglandin E2 (PGE2)) gibi inflamatuar maddeleri üretir (Nakano vd., 2008; Mostofa 

vd., 2017). 

Ġnflamasyon, kanserin güçlü bir tetikleyicisi ve ayırt edici özelliklerinden biri 

olarak kabul görmektedir (Colotta vd., 2009). Gliomada inflamasyon 4 temel aĢamadan 

meydana gelen karmaĢık bir süreçtir. Ġlk aĢama, bağıĢıklık hücrelerinin tümör bölgesine 

toplanması ve infiltrasyonu; ikinci aĢama, küçük moleküllerin salınımı ve komĢu 

hücreler üzerindeki reseptörlerin aktivasyonu ile tümör hücreleri ile çok sayıda 

bağıĢıklık hücresi arasındaki karmaĢık sinyallerin meydana gelmesi; üçüncü aĢama, 
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çoğalma, transkripsiyonel düzenleme, göç ve farklılaĢmayı içeren tümör hücresi 

yanıtları ve dördüncü aĢama, bağıĢıklıktan kaçınma, neovaskülarizasyon ve doku 

yeniden yapılanması tarafından yönlendirilen tümör ilerlemesi.  

GAM'lerin etkinleĢtirilmesi tümör büyümesine, anjiyogeneze ve bağıĢıklığın 

baskılanmasına neden olan sitokinlerin, büyüme faktörlerinin ve diğer inflamatuar 

mediatörlerin salınmasına neden olmaktadır  (Phillip vd., 2023). Gliomada bu etkilere 

aracılık eden temel madde PGE2 ve onun biyosentetik enzimi olan COX-2‘dir ve 

TMÇ'de aĢırı eksprese edilmektedir (Qiu vd., 2017; Ching vd., 2020). 

2.6.1.1. COX ve PGE2 

Sırasıyla Prostaglandin G/H sentaz 1/2 (PTGS1/2) olarak da bilinen 

siklooksijenaz 1/2 (COX-1/2), araĢidonik asidi (AA) prostaglandin G2 (PGG2) ve 

PGH2'ye dönüĢtüren hız sınırlayıcı enzimlerdir. PGH2 prostanoidler olarak bilinen 5 

biyoaktif lipit (PGE2, PGI2, PGD2, PGF2a, Tromboksan A2 (TXA2) oluĢturmak üzere 

prostaglandin E sentaz (PGES) tarafından metabolize edilir (Qiu vd., 2017; Colquhoun., 

2017). 

COX-1 çoğu dokuda yapısal olarak eksprese edilirken, COX-2 normal 

koĢullarda çok düĢük yapısal ekspresyona sahiptir ve patolojik ve inflamatuar 

(sitokinler, büyüme faktörleri ve çeĢitli tümör promotörleri gibi) uyarılarla hızlı ve 

güçlü bir Ģekilde indüklenmektedir (Qiu vd., 2017; Wang ve Dubois, 2006). COX 

aktivitesinin indüksiyonu ve COX ürünlerinin aĢırı üretimi ateĢ, akut ağrı, lokal doku 

hasarı ve artrit gibi klasik inflamatuar durumlara neden olmakta ve bu durumların 

tedavisinde kullanılan nonsteroidal antienflamatuar ilaçlar (NSAĠ) tarafından COX 

enzimi hedef alınmaktadır (Hinz vd., 2002). 

PGE2, COX-2'nin baskın ürünüdür ve meme (Chen ve Smith, 2011), kolorektal 

(Sheng vd., 2020), akciğer (Harris, 2009)  ve SSS  (Qiu, 2017) gibi solid tümörlerin 

ilerlemesinde önemli rol oynar. 66 glioma hasta örneği üzerinde yapılan bir çalıĢma ile 

GBM tümör numunelerinin %71'inde %50'den fazla COX-2 pozitif hücre olduğu 

(Shono, 2001) ve bu oranın cerrahi rezeksiyon sonrası önemli ölçüde azaldığı 

bildirilmiĢtir (Loh, 2002). 

PGE2, G proteini bağlı EP reseptör ailesi (EP1-4) üyelerine bağlanarak hücre içi 

sinyal yolaklarını aktive eder. Gq bağlı EP-1'in etkinleĢtirilmesi hücre içi Ca
2+

'u artıran 
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ve protein kinaz C'yi (PKC) aktive eden fosfolipaz C'nin  aktivasyonuna; Gi-bağlı EP-3 

reseptörü adenilat siklaz/cAMP sinyalinin inhibisyonuna; Gs bağlı EP-2 ve EP-4'ün her 

ikisi de protein kinaz A nın aktivasyonuna aracılık eden reseptörlerdir (ġekil 2.9). PGE2 

tarafından EP2 ve EP4 aktivasyonu, B-Arrestin ve protoonkogen olan tirozin-protein 

kinazın (c-Src) aktivasyonuna ve ardından EGFR transaktivasyonuna yol açarak hücre 

içi PI3K-AKT, RAS/RAF/MAPK ve JNK sinyal yolaklarını aktive edip hücre 

çoğalmasını, göçünü ve farklılaĢmasını sağlamaktadır (Chun vd., 2010; Yun vd., 2011; 

Jiang ve Dingledine, 2013; Oliver vd., 2016). 

Çoklu moleküler sinyal yolakları aktive eden PGE2, glioblastoma hücresinin 

hayatta kalmasına, çoğalmasına, migrasyonuna, invazyonuna, anjiyogenezin 

geliĢmesine, immünsupresyonun oluĢmasına neden olmaktadır (Jiang vd., 2017). 

 

Şekil 2.9: EP Reseptörleri aracılığıyla PGE2 sinyallemesinin gliomagenezdeki rolü (Jiang vd., 2017) 

 

PGE2‘nin COX-2 üretimi ve COX-2 expresyonunun PGE2 regülasyonu ile ilgili 

farklı feedback mekanizmalar mevcuttur. PGE2‘nin EP2 ve EP4 reseptörlerini uyarması 

ile CREB nükleer translokasyona uğrar ve sonrasında COX-2 promotoruna bağlanarak 

COX-2 ekspresyonunu artırır ve sonuç olarak daha fazla PGE2 üretimi gerçekleĢir 
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(ġekil 2.10A). Makrofajlar, mikroglia ve tümör hücreleri, otokrin ve parakrin sinyaller 

aracılığıyla COX-2/PGE2 üretme ve bunlara yanıt verme yeteneğinin sürekliliği ile 

siklik inflamasyon fırtınası meydana getirir (ġekil 2.10B) (Dean ve Hooks, 2023). Bu 

döngünün Ģiddetlenmesi, TMÇ'de COX-2/PGE2'nin upregülasyonunu güçlü bir Ģekilde 

artırarak tümörü teĢvik eden etkilere ve kötü prognoza yol açar (Dean ve Hooks, 2023). 

GBM'nin geleneksel tedavilere direnç geliĢtirmesi, tedavisinde farklı hedeflere 

ve yaklaĢımlara ihtiyaç duyulmasına neden olmaktadır. COX-2'nin kanser 

ilerlemesindeki çok yönlü ve önemli rolü GBM tedavisi için potansiyel bir hedef 

olabileceğini düĢündürmektedir. COX-2'nin NSAĠ tarafından inhibe edilmesi 

kanserlerin yaygın bir tedavisidir ve hastaların hayatta kalma süresini artırmıĢtır 

(Esbona vd., 2022). 

 

Şekil 2.10: GBM TMÇ'deki COX-2/PGE2 otokrin ve parakrin geri besleme döngüleri. (A) COX-2 

ekspresyonu, EP-2/4'ün PGE2 tarafından aktivasyonu yoluyla indüklenmesi. (B) Tümör 

hücreleri ve glioma ilişkili makrofajlar (GAM), otokrin ve parakrin mekanizmaları yoluyla 

PGE2 aktivasyonu üzerine COX-2 ekspresyonunu yükseltmesi 

 

Ancak NSAĠ‘ın COX-2 için seçici olmaması, COX-1 sentezini de inhibe etmesi 

ve bundan dolayı baĢta gastrointestinal sisteme bağlı yan etkiler olmak üzere çok sayıda 

yan etkiye neden olması kullanımlarını sınırlandırmaktadır (Goradel vd., 2019). Kanser 

tedavisinde terapötik potansiyelini koruyan ve daha az yan etkilere neden olan selektif 
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COX-2 inhibitörü olan ilaçların kulllanılması hasta açısından büyük önem arz 

etmektedir.  

2.7. MTX-211  

MTX-211, Leopold laboratuvarında, EGFR ve PI3K'yı seçici ve eĢzamanlı 

olarak inhibe edecek küçük moleküller tasarlamak için hesaplamalı modelleme kullanan 

bir ilaç tasarım kampanyasından ortaya çıkmıĢ, EGFR inhibitörü erlotinib ve PI3K 

inhibitörü omipalisib kimyasal yapıları örnek alınarak sentezlenmiĢ (ġekil 2.11), iki 

hedef arasında ters çevrilmiĢ bağlanma moduyla bağlanarak her iki hedefi de inhibe 

eden dual etkili inhibitördür (ġekil 2.12). Tirozin, serin/treonin ve lipid kinaz dizisini 

kapsayan geniĢ bir kinaz panelinin taranmasıyla ortaya konduğu gibi HER ve PI3K 

ailesi üyeleri için oldukça seçici bir molekül olan MTX-211'in antiproliferatif aktivitesi, 

KRAS mutant (KRAS
MT

) ve BRAF mutant (BRAF
MT

) kolorektal kanserde, lösemi, 

melanoma (Abecunas vd., 2023), SSS tümörleri, meme ve prostat kanser modelleri için 

belirgindir (Maust, 2018).   

 

Şekil 2.11: MTX-211 kimyasal yapısı 
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Şekil 2.12: EGFR ve PI3K'a bağlı MTX-211'in X-ışını kristal yapısı. (A) EGFR kinaz alanına (1M17) 

bağlı erlotinibin ve sol ve sağda sırasıyla PI3K gammaya (3L08) bağlı omipalisibin X-ışını 

kristal yapıları. (B) EGFR (sol) ve PI3K gama (sağ) kinaz alanına bağlı MTX-211'in x-ışını 

kristal yapıları (Maust, 2018). 

 

2.8. Diklofenak Dietilamin 

Diklofenak, Ciba-Geigy tarafından geliĢtirilen (Joint Formulary Committee, 

2015), analjezik, antienflamatuar ve antipiretik özelliklere sahip olduğu kanıtlanmıĢ, 

çeĢitli akut ve kronik ağrı ve inflamatuar durumların tedavisinde kullanılmak üzere 

yaygın olarak reçete edilen nonsteroid antienflamatuar bir ilaçtır.  

Diklofenak, COX-2‘ye olan afinitesi daha yüksek olmakla beraber 

siklooksijenaz enziminin her iki izoformunun (COX-1 ve COX-2) seçici olmayan bir 

inhibitörüdür (Baigent vd., 2013).  
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Diklofenak                                                        Diklofenak dietilamin 

Şekil 2.13: Diklofenak ve diklofenak dietilamin kimyasal yapısı 

 

Tüm NSAĠ‘de olduğu gibi diklofenak etkisini, COX-1 ve COX-2 enzimlerini 

inhibe ederek prostaglandin sentezini azaltarak göstermektedir. Yapılan kapsamlı 

araĢtırmalar, diklofenakın farmakolojik aktivitesinin sadece COX inhibisyonu değil 

kanser tedavisinde de düĢünülmesini sağlayacak yeni etki mekanizmalarına sahip 

olduğunu göstermektedir (ġekil 2.14) (Cryer ve Feldman, 1998). 

Diklofenakın COX inhibisyonunun ötesinde anti-tümör etkisine iliĢkin ilk kanıt, 

1983 yılında bir sıçan modelinde implante edilmiĢ tümörlerde (fibrosarkom ve 

hepatom) Peterson tarafından gösterilmiĢ (Peterson, 1983) olup 2002 yılında Hoferova 

ve arkadaĢları tarafından yapılan farelere implante edilmiĢ fibrosarkom tümörleri 

üzerindeki çalıĢmalar ile doğrulanmıĢtır (Hofer vd., 2002; Hoferova vd., 2003).  

PGE2, EP1 ve EP4 reseptörleri aracılığıyla VEGF üretimini artırmak suretiyle 

anjiyogenezi tetiklediği (Ben-Av vd., 1995; Amano vd., 2003; Howe vd., 2013; Von 

Rahden vd., 2005), farklı kanser türlerinde COX-2 ekspresyonunun kemoterapi ve 

radyoterapiye duyarlılığı etkilediği, artan COX-2 ekspresyonunun kemoterapiye 

dirençle iliĢkili olan çoklu ilaca dirençli gen (MDR1) ve P-glikoprotein (P-gp) 

ekspresyonu ile doğru orantılı olduğu (Surowiak vd., 2005) yapılan vaka analizleri ile 

belirlenmiĢtir. Diklofenak, COX-2 inhibiyonu aracılığıyla VEGF‘yi azaltmak suretiyle 

antianjiyojenik etki meydana getirmekte ve kemoterapi/radyoterapiye duyarlılığı 

artırmaktadır. 
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Şekil 2.14: Diklofenakın etki mekanizmaları (Pantziarka vd., 2016). 

 

Kanserde yaygın görülen trombositoz kötü prognozla iliĢkilidir. Trombositler, 

proanjiyojenik faktörlerin salınması, tümör hücrelerinin NK hücrelerinden 'gizlenmesi' 

ve metastatik niĢlerin hazırlanması gibi birçok süreçte önemli rolleri olan, tümör 

progresyonuna ve metastazına olumlu katkılar sağlayarak kanser yanlısı bir etki 

meydana getiren hücrelerdir  (Gay vd., 2011; Digklia ve Voutsadaki, 2014; Rachidi vd., 

2014; Kim vd., 2014).  Diklofenak, COX-2 afinitesi daha yüksek olmasına rağmen 

COX-1‘i de inhibe ederek antitrombositik etki meydana getirmektedir (Van Hecken vd., 

2000; Bajaj vd., 2004). Trombosit inhibisyonu sonucu anti-anjiyojenik, 

immünmodülatör ve antimetastatik etkiler oluĢturmaktadır. 

COX-2/PGE2 ekspresyonunu immünsupresyon ile iliĢkilendiren (Obermajer vd., 

2011; Johnson vd., 2014; Baratelli vd., 2010) çok sayıda çalıĢma mevcuttur. COX-2 ve 

PGE2 seviyelerindeki artıĢ, lenfosit popülasyonlarında mitojen yanıtında azalmaya 

(Wasserman vd., 1989; Blomgren vd., 1990), T-reg hücre sayılarında artıĢa (Kalinski, 

2012; Baratelli vd., 2010; Baratelli vd., 2005; Cho vd., 2005) ve antijen sunucu 

hücrelerin (APC)/dendritik hücre (DC) indüksiyonu ve olgunlaĢmasının inhibisyonuna 

neden olarak tümörle iliĢkili immünsupresyon meydana getirmektedir  (Sombroek vd., 

2002;  Shiraishi vd., 2008). Tümör kaynaklı PGE2 düzeylerinin selektif olmayan COX 
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inhibitörleri kullanılarak azaltılması T-reg popülasyonlarını ve aktivitesini azaltarak 

immünsupresyonu tersine çevirmektedir (Yaqub vd., 2008; Lee vd., 2009; Lönnroth vd., 

2008; Ogawa vd., 2014; Chirasani vd., 2013).   

Diklofenak ve diğer NSAĠ‘nin DNA parçalanması ve kaspaz bağımlı bir yolak 

olan (Johnsen vd., 2004)  AKT/PI3K sinyal yolağının inhibiyonu (Rana vd., 2015),  

hücre içi ROS düzeyindeki artıĢ, kaspaz-9 ve kaspaz-3'ün artması, Bcl-2/Bax oranının 

azalması ve sitokrom c'nin mitokondriyal salınımı ile iliĢkili pro-apoptotik etki 

mekanizmalara sahip olduğunu (Albano vd., 2013) gösteren çalıĢmalar mevcuttur. 

COX inhibitörü etkisinden bağımsız olarak diklofenak tümör metabolizmasını 

da etkilemektedir.  İn vitro ve in vivo farklı kanser modellerinde Myc gen 

ekspresyonunu ve glukozu downregüle etmekte, Myc gen ekspresyonu üzerindeki 

etkiden bağımsız olarak hücresel laktat seviyelerinde artıĢa neden olmakta ve 

proliferasyon hızının azalmasına yol açmaktadır (Chirasani vd., 2013; Gottfried vd., 

2013; Leidgens vd., 2015).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



30 

 

3. GEREÇLER  

3.1. Deneylerde Kullanılan Hücreler 

ÇalıĢmamızda kullanılan hücreler ATCC (Amerikan Tissue Culture 

Collection)‘den sağlanmıĢtır. THP-1 insan monosit hücresi (ATCC kodu: TIB-202), 

U87MG insan glioblastoma hücresi (ATCC kodu: HTB-14), HUVEC insan umbilikal 

ven endotel hücresi (ATCC kodu: PCS-100-013) deneylerde kullandığımız hücre 

hatlarıdır. 

3.2. Kullanılan Kimyasal Maddeler ve Cihazlar 

MEM (Minimum Essential Medium)  Sigma–Aldrich, Almanya 

F12K Medium Sigma-Aldrich, Almanya 

RPMI-1640 Medium  Thermo Scientific, ABD 

Dimetilsülfoksit (DMSO) Sigma–Aldrich, Almanya  

Fetal Bovine Serum (FBS) Sigma–Aldrich, Almanya  

L-glutamin Sigma–Aldrich, Almanya  

Penisilin/Streptomisin Gibco, ABD  

Β-Merkaptoetanol AppliChem, Almanya  

EGFR  Sigma–Aldrich, Almanya 

Tripsin-EDTA 10X Pan Biotech, Almanya  

Tripan mavisi Roche, Almanya  

Phosphate Buffer Saline (PBS) Invitrogen, Almanya  

CellTiter-Blue reagent Promega, ABD 

MTX-211 Sigma–Aldrich, Almanya 

Diklofenak dietilamin  Sigma–Aldrich, Almanya 

Lipopolisakkarit (LPS) Sigma–Aldrich, Almanya  

FITC Annexin V Apoptosis Detection Kit BD  Pharmingen, ABD 

PE Active Caspase-3 Apoptosis Kit  BD Pharmingen, ABD 

PE Anti-Human IL-6 Antibody Biolegend, ABD 

PE Anti-Human IL-10 Antibody Biolegend, ABD 

PE Anti-Human IL-1β Antibody Biolegend, ABD 

PE Anti-Human TNFα Antibody Biolegend, ABD 

Anti-Hu IL-8 Antibody Ġnvitrogen, Almanya 
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10, 100, 1000 ve 5000 μL‘lik pipetör Eppendorf, Kanada  

10, 200, 1000 μL‘lik mikropipet ucu Greiner bio-one, ABD  

12 kanallı otomatik pipet Axygen, Ġngiltere  

15 ve 50 mL‘lik santrifüj tüpleri Isolab, Almanya  

2 mL‘lik Ependorf tüp Greiner bio-one, ABD  

24 ve 96 kuyucuklu hücre kültür plakası TPP, Ġsviçre  

Cedex Smart Slide Roche, Almanya  

Parafilm Pechiney, Fransa  

ġarjlı pipetör Starlab, Almanya  

Kryotüp (2mL) Greiner Bio-One, ABD  

Hücre kazıyıcı Greiner Bio-One, ABD  

96 kuyucuklu hücre kültür plakası TPP, Ġsviçre  

E-plate 16 Roche, Almanya  

xCELLigence E-plate 16 Roche, Almanya  

xCELLigence CIM-plate 16 Roche, Almanya 

Cytofix/Cytoperm BD Biosciences, ABD  

24 kuyucuklu ko-kültür plakası Corning, ABD 

Otomatik pipetler Eppendorf, Almanya 

Thermo Flask, Filtreli Kapak (75 cm
2
) Thermo Scientific, ABD 

Thermo Flask, Filtreli Kapak (25 cm
2
 ) Thermo Scientific, ABD 

HERAcell 150 Steril CO2 inkübatörü Thermo Scientific, ABD  

Laminer flow kabini Heal Force, Çin  

Masaüstü soğutmalı santrifüj Eppendorf, Almanya  

Hücre sayımı için Cedex XS Innovatis, ABD  

Cytation 3 Multi-Mode Reader Bio-Tek, ABD  

RTCA DP Roche, Almanya  

Derin dondurucu buzdolabı Altus, Türkiye  

Hassas terazi Ohaus, Avustralya  

Inverted mikroskop Leica, Almanya  

Mikro santrifüj Hettich, Almanya  

NanoDrop 2000 Spektrofotometre Thermo Scientific, ABD  

Otoklav Alp, Türkiye  

Sterilizatör Nüve, Türkiye  
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Su banyosu Nüve, Türkiye  

Vorteks Daihan, Güney Kore 

Akım sitometri cihazı BD Acuri C6, ABD 

  

3.3. Kullanılan Malzemelerin Steril Edilmesi  

ÇalıĢmalarda kullanılacak cam ve metal malzemeler alüminyum folyolara sarılı 

olarak kuru sterilizatörde 180ºC‘de 2 saat, sıvı solüsyonlar ise 121ºC, 1.5 atm/Hg‘de 

otoklavda 20 dakika steril edilecektir. 

3.4. Kullanılan Kimyasal Maddelerin ve İlaçların Hazırlanması  

Diklofenak dietilamin: DMSO içinde çözülerek 100 mM konsantrasyonda ana stok 

hazırlanmıĢtır. Hazırlanan ana stok, aliquatlanarak -20°C‘de saklanmıĢ, stok 

solüsyondan, kültür medyumunda çeĢitli seyreltme iĢlemleri yapılarak, gerekli deney 

konsantrasyonları taze olarak hazırlanmıĢtır.  

MTX-211: DMSO ile çözülerek 10 mM ana stok hazırlanmıĢtır. Hazırlanan ana stok, 

aliquatlanarak -20°C‘de saklanmıĢ, stok solüsyondan, kültür medyumunda çeĢitli 

seyreltme iĢlemleri yapılarak, gerekli deney konsantrasyonları taze olarak 

hazırlanmıĢtır. 

MEM (U87MG Hücre Hattı İçin): 10% FBS + 1% Penisilin+Streptomisin 

RPMI-1640 (THP-1 Hücre Hattı İçin): 10% FBS + 1% Penisilin+Streptomisin + 

0.37% Merkaptoetanol 

F12K (HUVEC Hücre Hattı İçin): 10% FBS + 1% Penisilin+Streptomisin + 

Epidermal Growth Factor  (1.25 μL 50 mL) 

Lipopolisakkarit (LPS): Liyofilize halde bulunan LPS (L4005-100MG, Sigma) steril 

distile su içinde çözülerek 5 μg/mL konsantrasyonda ana stok hazırlanmıĢtır. LPS‘den 

hazırlanan ana stok, aliquatlanarak -20ºC‘de saklanmıĢtır.  
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4. YÖNTEMLER  

Tez çalıĢmamızda, U87MG, THP-1 ve HUVEC hücre kültürlerinde MTX-211 

ve diklofenak dietilaminin antiproliferatif etkileri ve kombinasyonlarının sinerjistik 

sitotoksik etkileri, U87MG hücre kültüründe MTX-211‘in hücre proliferasyonu, 

migrasyonu üzerindeki etkileri ve IC50 değeri, U87MG ve THP-1 ko-kültürde MTX-

211, diklofenak dietilamin ve sinerjistik etki belirlediğimiz konsantrasyonlarının 

kombinasyonları ile apoptotik, antimetastatik ve antienflamatuar etkileri, HUVEC ve 

THP-1 ko-kültürde antianjiyojenik etkileri araĢtırılmıĢtır. Kullanılan yöntemler Tablo 

4.1’de gösterilmektedir. 

Tablo 4.1. Yapılan çalışmalar ve uygulanan yöntemlerin şematik olarak gösterilmesi 

2D HÜCRE KÜLTÜRÜ ÇALIŞMALARI 

Tekli Hücre Kültürü Çalışmaları 

THP-1, U87MG ve HUVEC hücrelerinde 

CellTiter-Blue yöntemi ile MTX-211 ve diklofenak 

dietilaminin sitotoksik etkilerinin belirlenmesi 

MTX-211 (5 µM, 10 µM, 20 µM) ve diklofenak 

dietilaminin (50 µM, 100 µM, 300µM) 

kombinasyonlarının U87MG, HUVEC ve THP-1 

hücreleri üzerinde sinerjistik sitotoksik etkilerinin 

belirlenmesi 

Gerçek zamanlı hücre analiz sistemi (RTCA DP) 

ile U87MG hücrelerinde MTX-211‘in 

antiproliferatif etkilerinin belirlenmesi 

Gerçek Zamanlı Hücre Analiz Sistemi (RTCA DP) 

kullanılarak U87MG hücre migrasyonunun 

incelenmesi 

Ko-Kültür Çalışmaları 

THP-1 hücrelerinin LPS ile aktive edilmesi 

Gerçek zamanlı hücre analiz sistemi (RTCA DP) 

kullanılarak U87MG ve THP-1 ko-kültür 

ortamlarında hücre proliferasyonunun belirlenmesi 

Antikanser Etkinin Belirlenmesi 

AkıĢ sitometride Annexin V-PI yöntemi ile 

apoptotik etkinin belirlenmesi  

AkıĢ sitometride kaspaz-3 aktivasyonu ile 

apoptotik etkinin belirlenmesi  

Antienflamatuar Etkinin Belirlenmesi 

U87MG ve THP-1 ko-kültürde akıĢ sitometride 

interlökin 1 beta (IL-1β) seviyelerinin belirlenmesi 

U87MG ve THP-1 ko-kültürde akıĢ sitometride IL-

6, IL-8, IL-10 ve TNFα seviyelerinin belirlenmesi 

 

Çizik Deneyi ile U87MG ve THP-1 ve HUVEC 

ve THP-1 ko-kültürde Migrasyonun İncelenmesi  
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Tablo-4.1. (Devam) Yapılan çalışmalar ve uygulanan yöntemlerin şematik olarak gösterilmesi 

 
U87MG ve THP-1 ko-kültürde U87MG 

hücrelerinin migrasyonunun incelenmesi  

HUVEC ve THP-1 ko-kültürde HUVEC 

hücrelerinin migrasyonunun incelenmesi 

 

4.1. U87MG, THP-1 ve HUVEC Hücrelerinin Kültür Ortamında Çoğaltılması, 

Hücre Sayımı ve Deneylere Hazırlık 

Stoktan çıkarılan U87MG hücreleri, %10‘luk FBS ve %1 penisilin-streptomisin 

içeren MEM (% 1 L-glutamin, %1 sodyum pirüvat) besiyeri içinde, flasklarda %95 

bağıl nem ve %5 CO2‘li gaz ortamında ve 37°C‘deki inkübatörde kültüre edilmiĢtir. 

Çoğalan hücreler yeni 25 cm²‘lik flasklara pasajlanmıĢtır ve deneylerde kullanılmak 

üzere hücre stokları hazırlanmıĢtır. 

Stoktan çıkarılan HUVEC hücreleri, %10‘luk FBS, %1 penisilin-streptomisin, 

%1 L-glutamin içeren F-12 Kaighn‘s modifiye medyum ile (1:50 endotel hücre büyüme 

faktörü (ECGF) besiyeri içine eklenmiĢtir) %95 bağıl nem ve %5 CO2‘li gaz ortamında 

37°C‘de inkübatörde kültüre edilmiĢtir. Çoğalan hücreler flasklara pasajlanarak 

deneysel çalıĢmalarda kullanılmıĢtır.  

Stoktan çıkarılan THP-1 hücre hücreleri %10 FBS, %1 penisilin-streptomisin ve 

%0,37 merkaptoetanol içeren RPMI-1640 besiyerinde belli yoğunluğa ulaĢana kadar 

%5 CO2 ve %95 bağıl nemli inkübatörde 37°C‘de inkübe edilmiĢtir. Çoğalan hücreler 

flasklara pasajlanarak deneysel çalıĢmalarda kullanılmıĢtır.  

Flasklarda çoğalan U87MG ve HUVEC hücreleri flask zeminine yapıĢan hücre 

olmaları nedeniyle besiyeri uzaklaĢtırıldıktan sonra PBS ile yıkanmıĢ, 1 mL 1X tripsin 

ilave edilmiĢ ve 3 dakika inkübatörde bekletilerek hücrelerin yapıĢtıkları flasktan 

kalkmaları sağlanmıĢtır. 4 mL besiyeri eklendikten sonra santrifüj edilmiĢ süpernatant 

atıldıktan sonra pellet 1 mL besiyerinde çözülmüĢtür. THP-1 hücreleri süspanse 

hücreler olmaları sebebi ile flasktan direk santrifüj tüpüne alınarak süpernatant atılmıĢ 

ve pellet 1 mL besiyerinde çözünmüĢtür.  

Hücreler gerçekleĢtirilecek olan yöntemler uygulanmadan önce 10 μL tripan 

mavisi ve 10 μL hücre çözeltisi karıĢımı sağlanarak ölü hücrelerin maviye boyanması 

sağlanmıĢ, 10 μL boya-hücre karıĢımından alınarak hücre sayım cihazında (Cedex, 



35 

 

Roche) sayılmıĢtır. CellTiter-Blue testi için 5000 hücre/kuyucuk olacak Ģekilde 96 

kuyucuklu plakaya hücre ekimi gerçekleĢtirilmiĢtir.  

4.2. 2D Hücre Kültürü Çalışmaları  

4.2.1. CellTiter-Blue ile U87MG, THP-1 ve HUVEC hücrelerinde sitotoksisitenin 

belirlenmesi 

CellTiter-Blue testi, çok kuyucuklu plakalarda bulunan canlı hücrelerin sayısını 

tahmin etmek için kullanılan homojen ve florometrik bir yöntemdir. Hücre canlılığının 

bir göstergesi olan hücrelerin metabolik kapasitesini ölçmek için resazurin boyası 

kullanılmaktadır. Canlı hücreler, koyu mavi renkli resazurini oldukça floresan olan 

pembe renkli resorufine indirger (ġekil 4.1). Ġndirgemenin ardından resorufin, 

floresansta çarpıcı bir artıĢa uğrar ve çoğu deneysel durumda bu artıĢ canlı hücre sayısı 

ile doğru orantılıdır.   

Canlı hücreler 

 

 

 

 

Şekil 4.1: Canlı hücreler tarafından resazurinin resorufine indirgenmesi  

 

Canlı olmayan hücreler hızla metabolik kapasitelerini kaybettiklerinden dolayı 

indikatör boyayı indirgeyemez ve bu nedenle floresan sinyali üretmezler. Kültür 

ortamında resorufin uyarımı ve emisyon zirveleri içeren serum sırasıyla yaklaĢık 579 

nm ve 584 nm'dir ve floresans ölçümlerine izin verir. CellTiter-Blue zaman 

kazandırması, test formatı (96 ve 384 kuyulu plakalarda) ve tespit yöntemi (florosan 

veya absorbans) seçimine izin vermesi,  kullanıĢlı olması ve kullanılan reaktifin toksik 

Redüksiyon 

Reaksiyon 

reaksiyon 



36 

 

olmaması nedeni ile uzun inkübasyon sürelerine izin vermesi gibi avantajlara sahip 

olduğundan dolayı kullanılmaktadır (CellTiter-Blue cell viability assay protokolü). 

96 kuyucuklu plakalara U87MG, THP-1 ve HUVEC hücreleri sayım yapılarak 

her bir kuyucukta 100 µL de 5×10³ hücre olacak Ģekilde besiyeri ortamına ekilmiĢtir. 

THP-1 hücrelerine ekim yapıldıktan 4 saat sonra, U87MG ve HUVEC hücrelerinin 

plakaya yapıĢmaları için 24 saat inkübasyon süresi sonunda MTX-211‘in 5 µM, 10 µM 

ve 20 µM ve diklofenak dietilamin (Dik) 50 µM, 100 µM ve 300 µM konsantrasyonları 

hücrelere tekli ve kombinasyonlar halinde uygulanarak (Tablo 4.2) 24 ve 48 saatlik 

inkübasyona bırakılmıĢtır. Kontrol % 0.1‘lik DMSO ile hazırlanmıĢtır.  

Tablo 4.2: Kontrol, MTX-211, diklofenak dietilamin ve kombinasyonlarının 96 kuyucuklu plakalara 

uygulanma düzeni 

Ġnkübasyon süreleri tamamlanan 96 kuyucuklu plakalara 20μl/kuyu CellTiter-

Blue reaktifi eklenmiĢ ve 10 saniye çalkalanarak inkübasyona bırakılmıĢtır. 3 saatlik 

inkübasyon süreleri sonunda plakalar inkübatörden alınarak 10 sn çalkalanmıĢ ve 

Cytation 3 Cell Imaging MultiMode Reader‘da florosan (exitasyon 560, emisyon 590) 

ve absorbans (570 nm) değerleri ölçülmüĢtür. Kontrol kuyularının absorbans değerleri 

ortalaması %100 kabul edilmiĢ ve maddelerin konsantrasyonları uygulanan grupların % 

hücre canlılık değerleri hesaplanmıĢtır. 

                 % Canlılık  =   Örneğin absorbans değeri   x 100 

           Kontrolün absorbans değeri 

Dik 300µM MTX-211 5µM+ Dik 

300µM 

MTX-211 10µM+ Dik 

300µM 

MTX-211 20µM+ Dik 

300µM 

Dik 100µM MTX-211 5µM+ Dik 

100µM 

MTX-211 10µM+ Dik 

100µM 

MTX-211 20µM+ Dik 

100µM 

Dik 50µM MTX-211 5µM+ Dik 

50µM 

MTX-211 10µM+ Dik 

50µM 

MTX-211 20µM+ Dik 

50µM 

Kontrol  MTX-211 5µM MTX-211 10µM MTX-211 20µM 
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4.2.2. MTX-211 (5 µM, 10 µM, 20 µM ) ve diklofenak dietilaminin (50 µM, 100 µM 

ve 300 µM) kombinasyonlarının U87MG, HUVEC ve THP-1 hücreleri üzerinde 

sinerjistik sitotoksik etkilerinin belirlenmesi 

MTX-211 (5 µM, 10 µM, 20 µM) ve diklofenak dietilaminin (50 µM, 100 µM ve 

300 µM) U87MG, HUVEC ve THP-1 hücreleri üzerinde antagonist/sinerjist 

etkileĢimleri CDI formülüne göre, CellTiter-Blue testi absorbans sonuçlarının % hücre 

canlılık değerlerine dönüĢtürülmesiyle hesaplanmıĢ ve değerlendirilmiĢtir. Buna göre; 

CDI =  Kombin (X+Y) % Hücre Canlılığı            x 100 

      X % Hücre Canlılığı x Y % Hücre Canlılığı 

kontrol grubu %100 kabul edilerek CDI formülüne göre yapılan hesaplamada, CDI < 1 

olması durumunda sinerjistik etki, CDI < 0.7 olması durumunda kuvvetli sinerjistik etki, 

CDI = 1 olması durumunda additif etki ve CDI > 1 olması durumunda antagonist etki 

meydana geldiği bildirilmiĢtir (Lopez-Acevedo vd., 2014; Zhao vd., 2014; Hao vd., 

2008). 

4.2.3. Gerçek zamanlı hücre analiz sistemi (RTCA DP) ile U87MG hücrelerinde 

MTX-211’in antiproliferatif etkilerinin belirlenmesi  

Gerçek zamanlı hücre analiz sistemi (RTCA-DP), e-plaka altındaki altın 

plakalarda bulunan elektrotlarda, hücrelerin adhezyon miktarlarını ölçen hücresel bir 

biyosensördür (Kho vd., 2015). Altın plakalardaki elektrodlardan elde edilen elektronik 

empedans okumasına dayanarak iĢlev gören RTCA ile sitotoksisite, hücre 

proliferasyonu, invazyon, migrasyon ve ko-kültür çalıĢmaları yapılabilmektedir 

(Dikmen vd., 2017). Cihazdan elde edilen hücre indeks verileri, hücrelerin plaka 

yüzeyine tutunurken ve birbirinden ayrılırken meydana getirdiği empedans 

değiĢikliğinin matematiksel algoritmalar yoluyla hesaplanması sonucu elde 

edilmektedir. Hücre indeks değeri ile zemine tutunan hücre sayısı arasında paralel bir 

iliĢki vardır (ġekil 4.2) (Moniri vd., 2015; Marlina vd., 2015).  
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Şekil 4.2: RTCA DP cihazı, elektrotların yerleştiği 3 plaka yuvası ve elektrotların tabanlarına yapışan 

hücre sayısına göre değişen empedans değeri arasındaki ilişki  

 

Bu sistem ile MTX-211‘in U87MG hücre proliferasyonu ve migrasyonuna 

etkileri hem gerçek zamanlı olarak kayıt altına alınmıĢ hem de bilgisayar bağlantılı 

sistemle eĢ zamanlı olarak izlenmiĢtir. Gerçek zamanlı hücre analiz sisteminde hücre 

proliferasyonunun analizi için CellTiter-Blue testi ile belirlediğimiz MTX-211 

konsantrasyonları (1 µM, 5 µM, 10 µM, 20 µM) U87MG hücreleri bulunan E-plaka 

kuyucuklarına 100 µL medyum içinde uygulanmıĢtır. Konsantrasyonlar uygulandıktan 

48 saat sonra cihaz durdurulmuĢ ve analiz aĢamasına geçilmiĢtir. RTCA DP ile elde 

edilen hücre indeks değerlerine göre MTX-211‘in IC50 değeri U87MG hücreleri için 

RTCA DP Software 1.2.1 programı kullanılarak hesaplanmıĢtır. 

4.2.4. Gerçek zamanlı hücre analiz sistemi (RTCA DP) ile U87MG hücre 

migrasyonunun incelenmesi 

MTX-211‘in U87MG hücrelerinin migrasyonu üzerindeki etkilerinin 

belirlenmesi için RTCA DP ve bu sisteme uygun 16 kuyucuklu plakalar (CIM-16) 

kullanılmıĢtır. 2 bölüm ve 3 parçadan meydana gelen CIM-16 kodlu plakanın (Roche 

Applied Science, Mannheim, Germany) en alttaki parçasına hücre medyumu ve 

kemoatraktan (FBS vb.), altın kaplı elektrot içeren parçasına serumsuz medyumda 

hazırlanmıĢ hücreler eklenmektedir. En üstte bulunan parça ise plakanın kapağı olarak 

görev görmektedir (Bird ve Kirstein, 2009). 
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Şekil 4.3: Gerçek zamanlı hücre analiz sistemi (RTCA DP) modeli ve CIM-16 kodlu plakanın parçaları 

 

MTX-211 (5 µM, 10 µM, 20 µM) konsantrasyonlarının U87MG hücre 

migrasyonu üzerine etkileri, gerçek zamanlı hücre analiz sistemi (RTCA DP) 

kullanılarak 48 saat süresince 10 dakikalık periyotlar ile incelenmiĢtir.  

4.3. Ko-Kültür Çalışmaları  

4.3.1. THP-1 hücrelerinin LPS ile aktive edilme çalışmaları  

Proliferasyon çalıĢmasında 16 kuyucuklu E-plaka insert kullanılmıĢtır. THP-1 

hücreleri 250.000 hücre/200 µL insert bölümüne ekilmiĢ 20 saat inkübasyon sonunda 2 

µL LPS ilave edilerek 6 saat inkübasyona bırakılmıĢ ve LPS ile aktivasyonu 

sağlanmıĢtır.  

4.3.2. Gerçek zamanlı hücre analiz sistemi (RTCA DP) ile THP-1 ve U87MG ko-

kültür ortamlarında hücre proliferasyonunun belirlenmesi 

16 kuyucuklu E-plaka insert kullanılarak U87MG hücre proliferasyonu 

belirlenmiĢtir. THP-1 hücreleri insert bölümüne ekilmiĢ ve LPS ilavesiyle aktivasyonu 

sağlanmıĢtır. E-plate‘in alt alıcı kısmına U87MG hücreleri 50.000 hücre/100 µL 

ekilmiĢ, zemine yapıĢmaları için 24 saat beklenmiĢ ve taze medyum içinde MTX-211 

konsantrasyonları uygulanarak E-plate insert içinde LPS ile aktive edilmiĢ THP-1 ile 

birleĢtirilmiĢ ve ko-kültür oluĢturulmuĢtur. 

U87MG ve THP-1 ko-kültür ortamında, U87MG hücrelerinde LPS (-) Kontrol 

grubuna göre LPS (+) Kontrol ve MTX-211 (5 µM, 10 µM, 20 µM)  

konsantrasyonlarının antiproliferatif etkileri gerçek zamanlı (10 dakikalık veri 
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alınmıĢtır) olarak 96 saat süresince incelenmiĢ ve RTCA DP Software 1.2.1 programı 

kullanılarak konsantrasyon-hücre indeksi eğrileri oluĢturulmuĢtur.  

4.3.3. Antikanser etkinin belirlenmesi 

4.3.3.1. U87MG ve THP-1 ko-kültürde (insertlü)  akış sitometride Annexin V-PI 

yöntemi ile apoptotik etkinin belirlenmesi  

Sağlıklı hücrelerde, hücre zarının sitoplazmik yüzü olan iç kısmındaki membran 

lipidlerinden biri olan fosfatidilserin, hücrenin apoptoza gitmesi durumunda hücre 

zarının dıĢ yüzüne transloke olur. Hücre membran bütünlüğünün bozulmadığı bu evre 

apoptozun erken evresidir.  

Annexin V-PI yöntemi, apoptotik hücrelerde hücre zarının parçalanması sonucu 

hücre zarının iç kısmında yer alan fosfatidilserinin hücrenin dıĢ kısmına çıkması esasına 

dayanır (Boğa, 2009). Anneksin v, floresan bir madde olan FITC ile iĢaretlenerek, 

hücrenin dıĢ yüzeyine transfer olan fosfatidilserine bağlanarak apoptotik hücreyi 

görünür hale getirilebilirken (Gatti vd., 1998; Kopman vd., 1994; Overbeeke vd., 1998; 

Zhang vd., 1997) DNA ya da çift sarmallı RNA‘ya bağlanan propidyum iyodid (PI) ise, 

membran yapısı bozulmuĢ geç apoptotik ve nekrotik hücreleri belirlemek için 

kullanılmaktadır (Boğa, 2009).  

Annexin V‘in hücre yüzeyindeki fosfatidilserine ve PI‘nin hücrenin genetik 

materyaline bağlanma oranı akıĢ sitometri ile ölçülebilmektedir. Annexin V-FITC (yeĢil 

floresan) ve PI (kırmızı floresan) ile eĢ zamanlı boyanan hücreler canlı hücreler iken, 

sadece Annexin-V ile boyanan hücreler erken apoptotik hücreler, sadece PI ile boyanan 

hücreler nekrotik hücreler ve her iki boya ile boyanan hücreler ise geç apoptotik 

hücreler olup, akıĢ sitometri ile bu ayrım sağlanabilmektedir (Overbeeke vd., 1998; 

Tesarik vd., 1998). 

Bu çalıĢma için BD Pharmingen Annexin V Apoptosis Detection Kit protokolü 

uygulanmıĢtır. Her bir kuyucuğa 50.000 hücre/100 µL U87MG ve her bir inserte 

250.000 hücre/200 µL THP-1 ekilmiĢtir. 1 insert hariç hepsine 2 µL LPS uygulanmıĢ ve 

24 saat inkübe edilmiĢtir. 24 saat sonra eski medyumlar atılmıĢ ve her kuyucuğa 1mL 

hacimde ilaçlar uygulanmıĢtır. Ġnsertler (12 adet) üst 2 sıraya yerleĢtirilerek ko-kültür 

ortamı oluĢturulmuĢ ve MTX-211, diklofenak dietilamin ve kombinasyonları ile 48 saat 
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inkübasyona bırakılmıĢtır. 48 saat inkübasyon süresi sonunda her kuyunun fotoğrafları 

çekildikten sonra U87MG hücreleri falkon tüplerde toplanmıĢ, 1200 RPM‘de 5 dakika 

santrifüj edilmiĢtir. Süpernatant uzaklaĢtırıldıktan ve hücre pelleti 2 kez 2 mL soğuk 

PBS ile yıkandıktan sonra kalan pellet 100 µL PBS ile resüspanse edilmiĢ ve 100 µL 

Binding Bufffer (1x) ilave edilmiĢtir. Ependorf tüplere 5 µL Annexin ve 5 µL PI boyası 

eklenmiĢ ve 200 µL resüspanse hücreler tüplere eklenerek boyalarla karıĢması 

sağlanmıĢ, karanlıkta ve oda sıcaklığında 20 dakika inkübasyona bırakılmıĢtır. 

Ġnkübasyon süresi sonunda 400 µL Binding Bufffer (1x) ilave edilerek akıĢ sitometri 

cihazında (Accuri C6, BD) grupların apoptotik okumaları yapılmıĢtır. 

4.3.3.2. U87MG ve THP-1 ko-kültürde (insertlü) akış sitometride kaspaz-3 

aktivasyonu ile apoptotik etkinin belirlenmesi  

Hücre iskeletine ait proteinlerin yıkımından, DNA fragmentasyonundan ve 

kromatin kondensasyonundan sorumlu olan kaspaz-3, dıĢsal ve içsel (mitokondriyal) 

apoptotik yolak üzerinden aktifleĢebilen ve apoptozu sonlandırıcı kaspazlardan biridir. 

Bu fonksiyonlarından ötürü bir hücrenin apoptoza gittiğinin en önemli göstergelerinden 

biri kaspaz-3 aktivitesinin belirlenmesidir (Slee E.A vd., 2001).  

Hücrelere önce geçirgen hale getirilmek üzere kit içeriğinde bulunan 

Cytofix/Cytoperm solüsyonları ilave edilmekte ve daha sonra PE Rabbit Anti-Aktif 

kaspaz-3 ile boyanarak akıĢ sitometri cihazında analizi yapılarak aktif kaspaz-3 

yüzdeleri belirlenmektedir. 

Kaspaz-3 aktivasyonun belirlenmesinde PE Active Caspase-3 Apoptosis Kit 

protokolü uygulanmıĢtır. Her bir kuyucuğa 50.000 hücre/100 µL U87MG ve her bir 

inserte 250.000 hücre/200 µL THP-1 ekilmiĢtir. 1 insert hariç hepsine 2 µL LPS 

uygulanmıĢ ve 24 saat inkübe edilmiĢtir. 24 saat sonra eski medyumlar atılmıĢ ve her 

kuyucuğa 1mL hacimde ilaçlar uygulanmıĢtır. Ġnsertler (12 adet) üst 2 sıraya 

yerleĢtirilerek ko-kültür ortamı oluĢturulmuĢ ve MTX-211, diklofenak dietilamin ve 

kombinasyonları ile 48 saat inkübasyona bırakılmıĢtır. Ġnkübasyon süresi sonunda 

U87MG hücreleri falkon tüplerde toplanmıĢ, 1200 RPM‘de 5 dakika santrifüj edilmiĢtir. 

Süpernatant uzaklaĢtırıldıktan ve hücre pelleti 2 kez 2 mL soğuk PBS ile yıkandıktan 

sonra kalan pellet 100 µL PBS ile resüspanse edilmiĢ ve hücre geçirgenliği ve fiksasyon 

sağlamak için 500 µL cytofix/cytoperm solüsyonu ilave edilerek 20 dk buzun içinde 

bekletilmiĢtir. Ġnkübasyon süresi sonunda 1200 RPM‘de 5 dk santrifüj yapıldıktan sonra 
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pellet 2 kez 500 µL perm wash ile yıkanmıĢ, 50 µL perm wash ile resüspanse edildikten 

sonra ependorf tüplere alınmıĢ, 10 µL antibody (PE Rabbit Anti kaspaz-3) eklenmiĢ,  30 

dk oda sıcaklığında bekletildikten sonra akıĢ sitometri cihazında (Accuri C6, BD) 

okutularak analiz edilmiĢtir. 

4.3.4. Antienflamatuar etkinin belirlenmesi 

4.3.4.1. U87MG ve THP-1 ko-kültürde (insertsüz) akış sitometride interlökin-1 beta 

(IL-1β) seviyelerinin belirlenmesi  

IL-1β seviyesinin belirlenmesi için PE Anti-Human IL-1β Antibody Kit 

Protokolü uygulanmıĢtır. U87MG ve THP-1 (insertsüz) ko-kültür modeli 

oluĢturulmuĢtur. 24 kuyucuklu plakanın her bir kuyusuna 50.000 hücre/500 µL U87MG 

ekilerek 24 saat inkübasyona bırakılmıĢ, süre sonunda eski medyumlar atılarak her bir 

kuyucuğa 100.000 hücre/500 µL THP-1 eklenerek U87MG ve THP-1 ko-kültürü 

oluĢturulmuĢ, LPS (+) kuyucuklara 2 µL LPS eklenmiĢtir. 

Ko-kültür hücre grupları MTX-211 ve diklofenak dietilamin ile 48 saat inkübe 

edilmiĢ ve bu süre sonunda U87MG hücreleri falkon tüplerde toplanmıĢ, 1200 RPM‘de 

5 dakika santrifüj edilmiĢtir. Süpernatant uzaklaĢtırıldıktan ve hücre pelleti 500 mL 

soğuk PBS ile yıkandıktan sonra kalan pellet 100 µL PBS ile resüspanse edilmiĢ ve 400 

µL cytofix/cytoperm solüsyonu ilave edilerek 20 dk buzun içinde bekletilmiĢtir. 

Ġnkübasyon süresi sonunda 1200 RPM‘de 5 dk santrifüj edildikten sonra pellet 2 kez 

500 µL perm wash ile yıkanmıĢ, 100 µL PBS ile resüspanse edildikten sonra ependorf 

tüplere alınmıĢ,  5 µL antibody eklenmiĢ,  20 dk oda sıcaklığında bekletildikten sonra 

akıĢ sitometri cihazında (Accuri C6, BD) okutularak analiz edilmiĢtir. 

4.3.4.2. U87MG ve THP-1 ko-kültürde (insertsüz) akış sitometride interlökin -6, -8, -

10 (IL-6, IL-8, IL-10) ve tümör nekroz faktörü a (TNFa) seviyelerinin belirlenmesi 

IL-6, IL-10 ve TNFα seviyelerinin belirlenmesi için PE Anti-Human IL-6 

Antibody Kit protokolü, PE Anti-Human IL-10 Antibody Kit protokolü, PE Anti-

Human TNFα Antibody Kit protokolü ve IL-8 seviyesinin belirlenmesi için Ġnvitrogen 

IL-8 Antibody Kit protokolü uygulanmıĢtır. U87MG ve THP-1 (insertsüz) ko-kültür 

modeli oluĢturulmuĢtur. 24 kuyucuklu plakanın her bir kuyusuna 50.000 hücre/500 µL 

U87MG ekilerek 24 saat inkübasyona bırakılmıĢ ve süre sonunda eski medyumlar 
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atılarak her bir kuyucuğa 100.000 hücre/500 µL THP-1 eklenmiĢ ve U87MG ve THP-1 

ko-kültürü oluĢturulmuĢ, LPS (+) kuyucuklara 2 µL LPS eklenmiĢtir.   

Ko-kültür hücre grupları MTX-211 ve diklofenak dietilamin ile 48 saat inkübe 

edilmiĢ ve bu süre sonunda U87MG hücreleri falkon tüplerde toplanmıĢ, 1200 RPM‘de 

5 dakika santrifüj edilmiĢtir. Süpernatant uzaklaĢtırıldıktan ve hücre pelleti 500 µL 

soğuk PBS ile yıkandıktan sonra kalan pellet 400 µL PBS ile resüspanse edilerek 400 

µL hücre çözeltisi 4 sitokin analizi için, her bir ependorfa 100 µL hücre çözeltisi 

alınmıĢtır. Her bir ependorfa sitokin antibody‘si 5 µL eklenmiĢ, karanlıkta ve oda 

sıcaklığında 20 dk inkübasyona bırakılmıĢtır. Ġnkübasyon süresinin sonunda akıĢ 

sitometri cihazında (Accuri C6, BD) okutularak analiz edilmiĢtir. 

4.3.5. Çizik deneyi ile U87MG ve THP-1, HUVEC ve THP-1 ko-kültürde (insertlü) 

migrasyonun incelenmesi  

Hücre kültüründe U87MG ve HUVEC hücrelerinin migrasyonunun 

değerlendirilebilmesi amacıyla çizik deneyi yapılmıĢtır. 

24 kuyucuklu plakalarda U87MG ve THP-1 ve HUVEC ve THP-1 ko-kültür 

oluĢturmak üzere her kuyucuğuna 100.000 hücre/mL U87MG ve 100.000 hücre/mL 

HUVEC hücreleri ekilmiĢ ve 24 saat süresince 37ºC, %5 CO2 ve %95 bağıl nemli 

inkübatörde kültüre edilmiĢtir.  

Her bir inserte 250.000 hücre/200 µL THP-1 ekildikten 20 saat sonra 2 µL LPS 

ilave edilerek 6 saat inkübasyona bırakılmıĢtır. 24 saatlik inkübasyon süresi sonunda, 

her bir kuyucuk tabanının hücrelerle yeterli yoğunlukta kaplandığı mikroskopta kontrol 

edildikten sonra, test bileĢiklerinin migrasyon üzerindeki etkilerini incelemek üzere 

steril 200 µL mikropipet ucu ile kuyucuğun çapı doğrultusunda çizik yapılmıĢtır (Ho 

vd., 2016; Muniandy vd., 2018).  

Kuyucuklardaki besiyeri pipetle çekilerek atılmıĢ, hücre artıklarının ortamdan 

uzaklaĢtırılması için 1X PBS ile yıkama yapılmıĢtır. Kuyucuklara MTX-211 (10 µM), 

diklofenak dietilamin  (100 µM) ve kombinasyonları uygulanmıĢ, 0. saat fotoğrafları 

Leica DM 300 invert mikroskop ile çekilmiĢtir. LPS ile stimüle edilmiĢ THP-1 

hücrelerinin bulunduğu insertler 24 kuyucuklu plakanın 12 kuyusuna yerleĢtirilerek %5 

CO2‘li etüvde, 37ºC ve %95 bağıl nemde 24 ve 48 saat inkübe edilmiĢtir. MTX-211 ve 

diklofenak dietilamin konsantrasyonlarının uygulanmasından 24. ve 48. saatlerde de 
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fotoğraflar çekilmiĢtir.  Hücrelerin göreceli migrasyonunu belirlemek için görüntülerde 

çizilen alanlar ölçülerek Leica LAS Görüntü Analizi programı ile analiz edilmiĢtir. 

4.4. İstatistiksel Değerlendirmeler  

Ġstatistiksel değerlendirmeler ve grafiklerin çizilmesi için GraphPad Prism 10 

programı kullanılmıĢtır. Elde edilen veriler tek yönlü ANOVA ile post-hoc olarak 

Tukey testi uygulanarak analiz edilmiĢtir. Anlamlılık değerleri; p>0.05 fark yok,  

p<0.05* fark var, p<0.01** anlamlı fark var, p<0.001*** önemli fark var ve 

p<0.0001**** çok önemli fark var olarak değerlendirilmiĢtir. 
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5. BULGULAR VE TARTIŞMA 

5.1. 2D Hücre Kültürü Çalışmalarının Değerlendirilmesi  

5.1.1. MTX-211 ve diklofenak dietilaminin tekli ve kombinasyonlarının CellTiter-

Blue ile THP-1 hücrelerinde 24. ve 48. saat sitotoksik etkilerinin değerlendirilmesi 

THP-1 hücrelerinde MTX-211‘in 5 µM, 10 µM ve 20 µM konsantrasyonları ve 

diklofenak dietilaminin 50 µM, 100 µM ve 300 µM konsantrasyonları tekli ve kombin 

uygulamalarının 24. ve 48. saatte % hücre canlılığı üzerine etkileri Şekil 5.1 ve Şekil 

5.2‘de verilmiĢtir.  

Şekil 5.1‘de görüldüğü gibi MTX-211 ve diklofenak dietilamin 

konsantrasyonları uygulanan THP-1 hücrelerinde % hücre canlılık değerleri 24. saatte 

kontrole göre MTX-211‘in 5 µM, 10 µM ve 20 µM konsantrasyonları, diklofenak 

dietilaminin 50 µM, 100 µM ve 300 µM konsantrasyonları, MTX-211 5 µM + 

diklofenak dietilaminin 50 µM, MTX-211 5 µM + diklofenak dietilaminin 100 µM, 

MTX-211 5 µM + diklofenak dietilaminin 300 µM, MTX-211 10 µM + diklofenak 

dietilaminin 50 µM, MTX-211 10 µM + diklofenak dietilaminin 100 µM, MTX-211 10 

µM + diklofenak dietilaminin 300 µM, MTX-211 20 µM + diklofenak dietilaminin 50 

µM, MTX-211 20 µM + diklofenak dietilaminin 100 µM, MTX-211 20 µM + 

diklofenak dietilaminin 300 µM konsantrasyonları sırasıyla %97.39, %93.84, %90.87, 

%99.41, %99.05, %94.82, %98.83, %98.61, %98.57, %97.94, %97.85, %97.60, 

%97.28, %96.78 ve %88.96 olarak hesaplanmıĢtır. Kontrole göre istatistiksel anlamlılık 

yalnızca MTX-211 20 µM + diklofenak dietilaminin 300 µM konsantrasyonunda 

belirlenmiĢ (p<0.05*), diğer tekli ve kombin bütün uygulamalarda hücrelerin 

canlılığının anlamlı azalmadığı ve önemli bir sitotoksik etki olmadığı belirlenmiĢtir. 
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Şekil 5.1: THP-1 hücrelerinde MTX-211, diklofenak dietilamin ve kombin konsantrasyonlarının 24. 

saatte CellTiter-Blue testi ile hesaplanan % canlılık değerleri ve bu değerlerin istatistiksel 

olarak değerlendirilmesi (kontrol: %0.1 DMSO, n=8, ortalama±standart sapma, p>0.05 fark 

yok, p<0.05* fark var). 

 

Şekil 5.2‘de görüldüğü gibi MTX-211 ve diklofenak dietilamin 

konsantrasyonları uygulanan THP-1 hücrelerinde % hücre canlılık değerleri 48. saatte 

kontrole göre MTX-211‘in 5 µM, 10 µM ve 20 µM konsantrasyonları, diklofenak 

dietilaminin 50 µM, 100 µM ve 300 µM konsantrasyonları, MTX-211 5 µM + 

diklofenak dietilaminin 50 µM, MTX-211 5 µM + diklofenak dietilaminin 100 µM, 

MTX-211 5 µM + diklofenak dietilaminin 300 µM, MTX-211 10 µM + diklofenak 

dietilaminin 50 µM, MTX-211 10 µM + diklofenak dietilaminin 100 µM, MTX-211 10 

µM + diklofenak dietilaminin 300 µM, MTX-211 20 µM + diklofenak dietilaminin 50 

µM, MTX-211 20 µM + diklofenak dietilaminin 100 µM, MTX-211 20 µM + 

diklofenak dietilaminin 300 µM konsantrasyonları sırasıyla %92.95, %91.12, %88.81, 

%96.54, %90.85, %90.73, %99.08, %93.63, %93.24, %97.04, %92.10, %92.07, 

%90.70, %88.73 ve %84 olarak hesaplanmıĢtır. Kontrole göre istatistiksel anlamlılık 

MTX-211 20 µM, MTX-211 20 µM + diklofenak dietilaminin 50 µM, MTX-211 20 
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µM + diklofenak dietilaminin 100 µM uygulanan gruplarda p<0.05* ve MTX-211 20 

µM + diklofenak dietilaminin 300 µM uygulanan grupta p<0.01** olarak belirlenmiĢtir. 

MTX-211 ve diklofenak dietilamin uygulanan diğer tekli ve kombin uygulamalarda 

kontrole göre hücrelerin canlılığının anlamlı azalmadığı ve önemli bir sitotoksik etki 

olmadığı hücre belirlenmiĢtir. 

 

Şekil 5.2: THP-1 hücrelerinde MTX-211, diklofenak dietilamin ve kombin konsantrasyonlarının 48. 

saatte CellTiter-Blue testi ile hesaplanan % canlılık değerleri ve bu değerlerin istatistiksel 

olarak değerlendirilmesi (kontrol: %0.1 DMSO, n=8, ortalama±standart sapma, p>0.05 fark 

yok, p<0.05* fark var, p<0.01** anlamlı fark var). 

5.1.2. MTX-211 ve diklofenak dietilaminin tekli ve kombinasyonlarının CellTiter-

Blue ile HUVEC hücrelerinde 24. ve 48. saat sitotoksik etkilerinin 

değerlendirilmesi 

HUVEC hücrelerinde MTX-211‘in 5 µM, 10 µM ve 20 µM konsantrasyonları 

ve diklofenak dietilaminin 50 µM, 100 µM ve 300 µM konsantrasyonları tekli ve 

kombin uygulamalarının 24. ve 48. saatte % hücre canlılığı üzerine etkileri Şekil 5.3 ve 

Şekil 5.4‘de verilmiĢtir.  

Şekil 5.3‘de görüldüğü gibi MTX-211 ve diklofenak dietilamin 

konsantrasyonları uygulanan HUVEC hücrelerinde % hücre canlılık değerleri 24. saatte 

kontrole göre MTX-211‘in 5 µM, 10 µM ve 20 µM konsantrasyonları, diklofenak 
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dietilaminin 50 µM, 100 µM ve 300 µM konsantrasyonları, MTX-211 5 µM + 

diklofenak dietilaminin 50 µM, MTX-211 5 µM + diklofenak dietilaminin 100 µM, 

MTX-211 5 µM + diklofenak dietilaminin 300 µM, MTX-211 10 µM + diklofenak 

dietilaminin 50 µM, MTX-211 10 µM + diklofenak dietilaminin 100 µM, MTX-211 10 

µM + diklofenak dietilaminin 300 µM, MTX-211 20 µM + diklofenak dietilaminin 50 

µM, MTX-211 20 µM + diklofenak dietilaminin 100 µM, MTX-211 20 µM + 

diklofenak dietilaminin 300 µM konsantrasyonları sırasıyla %98.39, %96.32, %93.62, 

%98.62, %97.04, %91.59, %97.23, %95.52, %90.53, %95.74, %94.76, %89.61, 

%93.49, %90.86 ve %88.28 olarak hesaplanmıĢtır. Kontrole göre istatistiksel anlamlılık 

MTX-211 10 µM + diklofenak dietilaminin 300 µM ve MTX-211 20 µM + diklofenak 

dietilaminin 300 µM uygulanan gruplarda p<0.05* olarak belirlenmiĢ ve diğer tekli ve 

kombin bütün uygulamalarda hücrelerin canlılığının anlamlı azalmadığı ve önemli bir 

sitotoksik etki olmadığı görülmüĢtür. 

 

Şekil 5.3. HUVEC hücrelerinde MTX-211, diklofenak dietilamin ve kombin konsantrasyonlarının 24. 

saatte CellTiter-Blue testi ile hesaplanan % canlılık değerleri ve bu değerlerin istatistiksel 

olarak değerlendirilmesi (kontrol: %0.1 DMSO, n=8, ortalama±standart sapma, p>0.05 fark 

yok, p<0.05* fark var). 

Şekil 5.4’de görüldüğü gibi MTX-211 ve diklofenak dietilamin 

konsantrasyonları uygulanan HUVEC hücrelerinde 48 saat inkübasyon sonunda kontrol 
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grubuna göre istatistiksel anlamlılık diklofenak dietilamin 100 µM ve diklofenak 

dietilamin 300 µM, uygulanan gruplar için istatistiksel anlamlılık p < 0.05* ve % hücre 

canlılık oranı kontrole göre sırasıyla %88.52, %85.01; MTX-211 10 µM ve diklofenak 

dietilamin ve MTX-211 (50 µM + 5 µM) uygulanan gruplar için istatistiksel anlamlılık 

p < 0.01** ve sırasıyla kontrole göre % hücre canlılık oranları %83.02, %84.78; MTX-

211 20 µM, diklofenak dietilamin ve MTX-211 (100 µM + 5 µM) ve diklofenak 

dietilamin ve MTX-211 (50 µM + 10 µM) uygulanan gruplarda istatistiksel anlamlılık p 

< 0.001*** ve sırasıyla kontrole göre % hücre canlılık oranları %79.63, %77.78 ve 

%75.30;  diklofenak dietilamin ve MTX-211 (300 µM + 5 µM), diklofenak dietilamin 

ve MTX-211 (100 µM + 10 µM), diklofenak dietilamin ve MTX-211 (300 µM + 10 

µM),  diklofenak dietilamin ve MTX-211 (50 µM + 20 µM),  diklofenak dietilamin ve 

MTX-211 (100 µM + 20 µM) ve diklofenak dietilamin ve MTX-211 (300 µM + 20 µM) 

uygulanan gruplarda istatistiksel anlamlılık p<0.0001**** ve sırasıyla kontrole göre % 

hücre canlılık oranları %71.58, %73.28, %68.60, %71.28, %68.63 ve %67.10 olarak 

belirlenmiĢtir. MTX-211 5 µM ve diklofenak dietilamin 50 µM uygulanan gruplarda ise 

hücrelerin canlılığının anlamlı azalmadığı ve önemli bir sitotoksik etki olmadığı 

belirlenmiĢtir.  

 

Şekil 5.4: HUVEC hücrelerinde MTX-211, diklofenak dietilamin ve kombin konsantrasyonlarının 48. 

saatte CellTiter-Blue testi ile hesaplanan % canlılık değerler ve bu değerlerin istatistiksel 

olarak değerlendirilmesi (kontrol: %0.1 DMSO, n=8, ortalama±standart sapma, p>0.05 fark 

yok, p<0.05* fark var, p<0.01** anlamlı fark var, p<0.001*** önemli fark var, p<0.0001**** 

çok önemli fark var). 
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5.1.3. MTX-211 ve diklofenak dietilaminin tekli ve kombinasyonlarının CellTiter-

Blue ile U87MG hücrelerinde 24. ve 48. saat sitotoksik etkilerinin 

değerlendirilmesi 

U87MG hücrelerinde MTX-211‘in 5 µM, 10 µM ve 20 µM konsantrasyonları ve 

diklofenak dietilaminin 50 µM, 100 µM ve 300 µM konsantrasyonları tekli ve kombin 

uygulamalarının 24. ve 48. saatte % hücre canlılığı üzerine etkileri Şekil 5.5 ve Şekil 

5.6‘da verilmiĢtir.  

Şekil 5.5‘de görüldüğü gibi MTX-211 ve diklofenak dietilamin 

konsantrasyonları uygulanan U87MG hücrelerinde % hücre canlılık değerleri 24. saatte 

kontrole göre MTX-211‘in 5 µM, 10 µM ve 20 µM konsantrasyonları, diklofenak 

dietilaminin 50 µM, 100 µM ve 300 µM konsantrasyonları, MTX-211 5 µM + 

diklofenak dietilaminin 50 µM, MTX-211 5 µM + diklofenak dietilaminin 100 µM, 

MTX-211 5 µM + diklofenak dietilaminin 300 µM, MTX-211 10 µM + diklofenak 

dietilaminin 50 µM, MTX-211 10 µM + diklofenak dietilaminin 100 µM, MTX-211 10 

µM + diklofenak dietilaminin 300 µM, MTX-211 20 µM + diklofenak dietilaminin 50 

µM, MTX-211 20 µM + diklofenak dietilaminin 100 µM, MTX-211 20 µM + 

diklofenak dietilaminin 300 µM konsantrasyonları sırasıyla %98.12, %52.88, %49.80, 

%98.49, %75.05, %49.91, %94.72, %73.29, %48.90, %51.93, %38.58, %26.31, 

%48.74, %37.10 ve %20.35 olarak hesaplanmıĢtır. Kontrole göre MTX-211 5 µM, 

diklofenak dietilaminin 50 µM ve MTX-211 5 µM + diklofenak dietilaminin 50µM 

uygulanan gruplarda istatistiksel anlamlılık bulunmamıĢ, diklofenak dietilamin 100 µM 

uygulanan grupta p<0.001*** ve diğer bütün gruplarda istatistiksel anlamlılık 

p<0.0001**** olarak belirlenmiĢtir. Şekil 5.5’de görüldüğü gibi, MTX-211 ve 

diklofenak dietilamin konsantrasyonlarının 24 saatlik inkübasyon süreleri sonununda 

U87MG hücre canlılığını %50‘nin altına indirdiği görülmektedir. 
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Şekil 5.5: U87MG hücrelerinde MTX-211, diklofenak dietilamin ve kombin konsantrasyonlarının 24. 

saatte CellTiter-Blue testi ile hesaplanan % canlılık değerleri ve bu değerlerin istatistiksel 

olarak değerlendirilmesi (kontrol: %0.1 DMSO, n=8, ortalama±standart sapma, p>0.05 fark 

yok, p<0.001*** önemli fark var, p<0.0001**** çok önemli fark var). 

 

 

Şekil 5.6‘da görüldüğü gibi MTX-211 ve diklofenak dietilamin 

konsantrasyonları uygulanan U87MG hücrelerinde % hücre canlılık değerleri 48. saatte 

kontrole göre MTX-211‘in 5 µM, 10 µM ve 20 µM konsantrasyonları, diklofenak 

dietilaminin 50 µM, 100 µM ve 300 µM konsantrasyonları, MTX-211 5 µM + 

diklofenak dietilaminin 50 µM, MTX-211 5 µM + diklofenak dietilaminin 100 µM, 

MTX-211 5 µM + diklofenak dietilaminin 300 µM, MTX-211 10 µM + diklofenak 

dietilaminin 50 µM, MTX-211 10 µM + diklofenak dietilaminin 100 µM, MTX-211 10 

µM + diklofenak dietilaminin 300 µM, MTX-211 20 µM + diklofenak dietilaminin 50 

µM, MTX-211 20 µM + diklofenak dietilaminin 100 µM, MTX-211 20 µM + 

diklofenak dietilaminin 300 µM konsantrasyonları sırasıyla %96.73, %50.51, %49.62, 

%97.61, %73.52, %47.13, %85.80, %70.95, %44.97, %48.79, %36.84, %23.65, 

%48.21, %36.43 ve %18.25 olarak hesaplanmıĢtır. Kontrole göre MTX-211 5 µM ve 

diklofenak dietilaminin 50 µM uygulanan gruplarda istatistiksel anlamlılık bulunmamıĢ,  

MTX-211 5 µM + diklofenak dietilaminin 50 µM uygulanan grupta istatistiksel 

anlamlılık p<0.05* ve diğer bütün tekli ve kombin gruplarda istatistiksel anlamlılık 
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p<0.0001**** olarak belirlenmiĢtir. Şekil 5.6’da görüldüğü gibi, 48 saatlik inkübasyon 

süreleri sonunda MTX-211 ve diklofenak dietilamin konsantrasyonlarının U87MG 

hücre canlılığını %50‘nin altına indirdiği tespit edilmiĢtir. 

 

Şekil 5.6: U87MG hücrelerinde MTX-211, diklofenak dietilamin ve kombin konsantrasyonlarının 48. 

saatte CellTiter-Blue testi ile hesaplanan % canlılık değerleri ve bu değerlerin istatistiksel 

olarak değerlendirilmesi (kontrol: %0.1 DMSO, n=8, ortalama±standart sapma, p>0.05 fark 

yok,  p<0.05* fark var, p<0.0001**** çok önemli fark var). 

 

5.1.4. MTX-211 (5 µM, 10 µM, 20 µM) ve diklofenak dietilaminin (50 µM, 100 µM, 

300 µM) kombinasyonlarının U87MG, HUVEC ve THP-1 hücreleri üzerinde 

sinerjistik sitotoksik etkilerinin değerlendirilmesi 

MTX-211 (5 µM, 10 µM, 20 µM ) ve diklofenak dietilaminin (50 µM, 100 µM ve 

300 µM) U87MG, HUVEC ve THP-1 hücreleri üzerinde antagonist/sinerjist 

etkileĢimleri CDI formülüne göre, CellTiter-Blue testi absorbans sonuçlarının % hücre 

canlılık değerlerine dönüĢtürülerek hesaplanmıĢ ve değerlendirilmiĢtir. Buna göre; 

CDI =  Kombin (X+Y) % Hücre Canlılığı            x 100 

      X % Hücre Canlılığı x Y % Hücre Canlılığı 
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kontrol grubu %100 kabul edilerek CDI formülüne göre yapılan hesaplamada, CDI < 1 

olması durumunda sinerjistik etki, CDI < 0.7 olması durumunda kuvvetli sinerjistik etki, 

CDI = 1 olması durumunda additif etki ve CDI > 1 olması durumunda antagonist etki 

meydana geldiği bildirilmiĢtir (Lopez-Acevedo vd., 2014; Zhao vd., 2014; Hao vd., 

2008). 

İlaç etkileşim katsayısı (CDI) hesaplama 

Ġlaç etkileĢiminin sinerjistik, additif veya antagonist olduğu bilgisini veren CDI, 

ilaç kombinasyonlarının etkilerini analiz etmek için kullanılmakta ve Ģu Ģekilde 

hesaplanmaktadır;  

CDI = XY/(X × Y) 

CDI, XY kombin grupların kontrol grubuna oranının X veya Y tek ajan grubunun 

kontrol grubuna oranı olup CDI < 1 sinerjistik,  CDI = 1 additif,  CDI > 1 antagonist ve 

CDI < 0.7 ise ilaçların önemli derecede sinerjistik olduğunu göstermektedir (Lopez-

Acevedo vd., 2014; Zhao vd., 2014; Hao vd., 2008). 

MTX-211, diklofenak dietilamin ve kombinasyonlarının THP-1 hücreleri üzerinde 

antagonist/sinerjist etkileşimleri  

CellTiter-Blue sonuçları ile elde edilen % hücre canlılık değerleri 

incelendiğinde, THP-1 hücrelerinde MTX-211 ve diklofenak dietilamin 

kombinasyonlarında, 24 saatte bütün kombin uygulamalarda CDI = 1 olarak 

hesaplanmıĢ ve additif etki meydana getirdikleri belirlenmiĢtir (Tablo 5.1). 

 

Tablo 5.1. THP-1 hücrelerinde MTX-211, diklofenak dietilamin ve kombinasyonlarının 24. saatteki % 

hücre canlılık oranları (Ortalama ± Standart sapma) ve CDI değerleri. Kontrol grubu 

%100 kabul edilmiştir. CDI: İlaç etkileşim katsayısı 

Konsantrasyon % Canlılık CDI 

Diklofenak dietilamin 50µM –MTX 211 5µM 98,83 ±1.15 1,02 

Diklofenak dietilamin 100µM –MTX 211 5µM 98,61 ±1.29 1,02 

Diklofenak dietilamin 300µM –MTX 211 5µM 97,58 ±1.22 1,06 

Diklofenak dietilamin 50µM –MTX 211 10µM 97,95 ±1.26 1,04 

Diklofenak dietilamin 100µM –MTX 211 10µM 97,85 ±1.16 1,05 

Diklofenak dietilamin 300µM –MTX 211 10µM 97,60 ±1.30 1,09 
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Tablo 5.1. (Devam) THP-1 hücrelerinde MTX-211, diklofenak dietilamin ve kombinasyonlarının 24. 

saatteki % hücre canlılık oranları (Ortalama ± Standart sapma) ve CDI değerleri. 

Kontrol grubu %100 kabul edilmiştir. CDI: İlaç etkileşim katsayısı 

Konsantrasyon % Canlılık CDI 

Diklofenak dietilamin 50µM –MTX 211 20µM 97,28 ±1.26 1,07 

Diklofenak dietilamin 100µM –MTX 211 20µM 96,78 ±1.23 1,07 

Diklofenak dietilamin 300µM –MTX 211 20µM 88,97 ±1.03 1,03 

 

CellTiter-Blue sonuçlarından elde edilen % hücre canlılık değerlerine göre THP-

1 hücrelerinde 48 saatte diklofenak dietilamin ve MTX-211 (50 µM + 20 µM), 

diklofenak dietilamin ve MTX-211 (100 µM + 20 µM), diklofenak dietilamin ve MTX-

211 (300 µM + 20 µM) kombine uygulamaları sonucunda CDI = 1 olarak hesaplanarak 

additif etki meydana getirdikleri ve diğer bütün kombin uygulamalarda CDI > 1 olarak 

hesaplanarak antagonist etkili oldukları belirlenmiĢtir (Tablo 5.2). 

 

 

MTX-211, diklofenak dietilamin ve kombinasyonlarının HUVEC hücreleri 

üzerinde antagonist/sinerjist etkileşimleri  

CellTiter-Blue sonuçlarından elde edilen % hücre canlılık değerlerine göre 

HUVEC hücrelerinde MTX-211 ve diklofenak dietilamin kombine uygulamaları 

sonucunda, 24 saatte bütün kombin uygulamalarda CDI = 1 olarak hesaplanmıĢ ve 

additif etki meydana getirdikleri belirlenmiĢtir (Tablo 5.3). 

 

Tablo 5.2. THP-1 hücrelerinde MTX-211, diklofenak dietilamin ve  kombinasyonlarının 48. saatteki % 

hücre canlılık oranları (Ortalama ± Standart sapma) ve CDI değerleri. Kontrol grubu 

%100 kabul edilmiştir. CDI: İlaç etkileşim katsayısı 

Konsantrasyon %  Canlılık CDI 

Diklofenak dietilamin 50µM – MTX-211 5µM 99,08 ±0.92 1,10 

Diklofenak dietilamin 100µM – MTX-211 5µM 93,63 ±1.78 1,11 

Diklofenak dietilamin 300µM – MTX-211 5µM 93,24 ±0.78 1,11 

Diklofenak dietilamin 50µM – MTX-211 10µM 97,04 ±1.26 1,10 

Diklofenak dietilamin 100µM – MTX-211 10µM 92,10 ±0.74 1,11 

Diklofenak dietilamin 300µM – MTX-211 10µM 92,08 ±1.13 1,11 

Diklofenak dietilamin 50µM – MTX-211 20µM 90,71 ±1.15 1,02 

Diklofenak dietilamin 100µM – MTX-211 20µM 88,73 ±0.37 1,08 

Diklofenak dietilamin 300µM – MTX-211 20µM 84,00 ±1.49 1,04 
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Tablo 5.3. HUVEC hücrelerinde MTX-211, diklofenak dietilamin ve kombinasyonlarının 24. saatteki % 

hücre canlılık oranları (Ortalama ± Standart sapma) ve CDI değerleri. Kontrol grubu %100 

kabul edilmiştir. CDI: İlaç etkileşim katsayısı 

Konsantrasyon % Canlılık CDI 

Diklofenak dietilamin 50µM – MTX-211 5µM 97,23 ±4.24 1,00 

Diklofenak dietilamin 100µM – MTX-211 5µM 95,53 ±3.32 1,00 

Diklofenak dietilamin 300µM – MTX-211 5µM 90,54 ±4.36 1,00 

Diklofenak dietilamin 50µM – MTX-211 10µM 95,75 ±2.63 1,00 

Diklofenak dietilamin 100µM – MTX-211 10µM 94,77 ±1.27 1,01 

Diklofenak dietilamin 300µM – MTX-211 10µM 89,62 ±2.82 1,02 

Diklofenak dietilamin 50µM – MTX-211 20µM 93,49 ±2.21 1,01 

Diklofenak dietilamin 100µM – MTX-211 20µM 90,87 ±2.26 1,00 

Diklofenak dietilamin 300µM – MTX-211 20µM 88,28 ±3.58 1,03 

 

CellTiter-Blue sonuçlarından elde edilen % hücre canlılık değerlerine göre 

HUVEC hücrelerinde MTX-211 ve diklofenak dietilamin kombine uygulamaları 

sonucunda, 48 saatte bütün kombin uygulamalarda CDI < 1 olarak hesaplanmıĢ ve 

sinerjistik etki meydana meydana getirdikleri belirlenmiĢtir (Tablo 5.4). 

 

Tablo 5.4. HUVEC hücrelerinde MTX-211, diklofenak dietilamin ve kombinasyonlarının 48. saatteki % 

hücre canlılık oranları (Ortalama ± Standart sapma) ve CDI değerleri. Kontrol grubu %100 

kabul edilmiştir. CDI: İlaç etkileşim katsayısı 

Konsantrasyon % Canlılık CDI 

Diklofenak dietilamin 50µM – MTX-211 5µM 84,78 ± 2.11 0,96 

Diklofenak dietilamin 100µM –MTX 211 5µM 77,78 ±2.61 0,90 

Diklofenak dietilamin 300µM –MTX 211 5µM 71,58 ±2.72 0,86 

Diklofenak dietilamin 50µM –MTX 211 10µM 75,30 ±2.68 0,99 

Diklofenak dietilamin 100µM –MTX 211 10µM 73,28 ±1.32 0,99 

Diklofenak dietilamin 300µM –MTX 211 10µM 68,60 ±0.94 0,97 

Diklofenak dietilamin 50µM –MTX 211 20µM 71,28 ±2.18 0,98 

Diklofenak dietilamin 100µM –MTX 211 20µM 68,63 ±2.24 0,97 

Diklofenak dietilamin 300µM –MTX 211 20µM 67,10 ±2.07 0,99 

 

MTX-211, diklofenak dietilamin ve kombinasyonlarının U87MG hücreleri 

üzerinde antagonist/sinerjist etkileşimleri  

CellTiter-Blue sonuçları ile elde edilen % hücre canlılık değerleri 

incelendiğinde, U87MG hücrelerinde MTX-211 ve diklofenak dietilamin 
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kombinasyonlarının, 24 saatte bütün kombin uygulamalarda CDI < 1 olarak 

hesaplanmıĢ ve sinerjistik etki meydana meydana getirdikleri belirlenmiĢtir (Tablo 5.5). 

 

Tablo 5.5. U87MG hücrelerinde MTX-211, diklofenak dietilamin ve kombinasyonlarının 24. saatteki 

% hücre canlılık oranları (Ortalama ± Standart sapma) ve CDI değerleri. Kontrol grubu 

%100 kabul edilmiştir. CDI: İlaç etkileşim katsayısı 

Konsantrasyon % Canlılık CDI 

Diklofenak dietilamin 50µM – MTX-211 5µM 94,72 ±3.92 0,98 

Diklofenak dietilamin 100µM – MTX-211 5µM 73,29 ±4.43 0,99 

Diklofenak dietilamin 300µM – MTX-211 5µM 48,90 ±4.82 0,99 

Diklofenak dietilamin 50µM – MTX-211 10µM 51,93 ±4.58 0,99 

Diklofenak dietilamin 100µM – MTX-211 10µM 38,58 ±3.07 0,97 

Diklofenak dietilamin 300µM – MTX-211 10µM 26,31 ±4.45 0,99 

Diklofenak dietilamin 50µM – MTX-211 20µM 48,74 ±4.05 0,99 

Diklofenak dietilamin 100µM – MTX-211 20µM 37,10 ±4.12 0,99 

Diklofenak dietilamin 300µM – MTX-211 20µM 20,35 ±3.04 0,81 

 

CellTiter-Blue sonuçlarından elde edilen % hücre canlılık değerlerine göre 

U87MG hücrelerinde MTX-211 ve diklofenak dietilamin kombine uygulamaları 

sonucunda, 48 saatte bütün kombin uygulamalarda CDI < 1 olarak hesaplanmıĢ ve 

sinerjistik etki meydana getirdikleri belirlenmiĢtir (Tablo 5.6). 

 

Tablo 5.6. U87MG hücrelerinde MTX-211, diklofenak dietilamin ve kombinasyonlarının 48. saatteki 

% hücre canlılık oranları (Ortalama ± Standart sapma) ve CDI değerleri. Kontrol grubu 

%100 kabul edilmiştir. CDI: İlaç etkileşim katsayısı 

Konsantrasyon % Canlılık CDI 

Diklofenak dietilamin 50µM – MTX-211 5µM 85,81 ±0.89 0.90 

Diklofenak dietilamin 100µM – MTX-211 5µM 70,95 ±2.01 0.99 

Diklofenak dietilamin 300µM – MTX-211 5µM 44,98 ±0.54 0.98 

Diklofenak dietilamin 50µM – MTX-211 10µM 48,79 ±0.22 0.98 

Diklofenak dietilamin 100µM – MTX-211 10µM 36,84 ±1.77 0.99 

Diklofenak dietilamin 300µM – MTX-211 10µM 23,65 ±0.73 0.99 

Diklofenak dietilamin 50µM – MTX-211 20µM 48,22 ±1.02 0.99 

Diklofenak dietilamin 100µM – MTX-211 20µM 36,43 ±1.48 0.99 

Diklofenak dietilamin 300µM – MTX-211 20µM 18,25 ±0.92 0.78 
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Bu tez çalıĢması ile MTX-211, diklofenak dietilamin ve kombinasyonlarının 

U87MG, HUVEC ve THP-1 hücreleri üzerinde sitotoksik etkileri CellTiter-Blue testi ile 

araĢtırılmıĢ, antiproliferatif etkinlikleri değerlendirilmeye çalıĢılmıĢ ve 

sinerjist/antagonist etkinlikleri arasındaki iliĢki CDI değerleri hesaplanarak 

belirlenmiĢtir.  

ÇalıĢmamızda U87MG, THP-1 ve HUVEC hücre canlılığını belirlemek için 5-

20 µM MTX-211 ve 50-300 µM diklofenak dietilamin konsantrasyon aralıkları seçilmiĢ 

ve hücre canlılığının kontrole oranla artan konsantrasyonlarda azaldığı belirlenmiĢtir. 

MTX-211, diklofenak dietilamin ve kombin uygulamaların U87MG hücrelerinde 24 ve 

48 saatlik inkübasyon sonucunda hücre canlılığını %50‘nin altına düĢürerek güçlü 

sitotoksik etki meydana getirdiği, HUVEC hücrelerinde zaman ve konsantrasyona bağlı 

sitotoksik etki oluĢturduğu ve THP-1 hücrelerinde kayda değer bir sitotoksik etki 

gözlenmediği,  THP-1 ve HUVEC hücrelerinde canlılığın %50‘nin altına düĢmediği 

belirlenmiĢtir.  

Kapsamlı literatür taramalarımızda U87MG hücrelerinde MTX-211 ve 

diklofenak dietilaminin çalıĢıldığı literatüre rastlanılmamıĢtır. MTX-211, HCT-116 

tümörlü hayvanlarda, 50 mg/kg MTX-211 ile yapılan tek bir oral doz uygulaması ile 

hem in vivo, hem de BRAF
MT

 RKO ve KRAS
MT

 HCT-116 kolorektal hücrelerde 

yapılan in vitro çalıĢmaların western blot analizlerinde EGFR ve PI3Kinaz‘ı inhibe eden 

dual etkili bir inhibitör olduğu kanıtlanmıĢ (Maust, 2018) ve Abecunas ve arkadaĢları 

tarafından da NF1
LoF

 melanomada in vitro ve in vivo çalıĢmalarda  Ras aktivatörü SYK 

Kinaz‘ı (IC50: 6.02 nM) güçlü bir Ģekilde inhibe ettiği belirlenmiĢtir (Abecunas vd., 

2022). 

PIK3R3 siRNA'nın U373MG glioblastoma hücrelerine transfekte edildikten 

sonra erlotinib ile kombinasyonunun U373MG hücreleri üzerindeki etkilerinin 

araĢtırıldığı bir çalıĢmada, PIK3R3 siRNA'nın U373MG hücrelerine transfekte 

edildikten sonra PIK3R3 mRNA ekspresyonunun zamana bağlı belirgin bir Ģekilde 

bastırıldığı, transfeksiyondan 24, 48 ve 72 saat sonra, PIK3R3 mRNA'nın nispi 

ekspresyon seviyelerinin sırasıyla %82.10, %72.44 ve %61.02 olduğunu bildirilmiĢtir. 

Erlotinib ile kombine olduğunda erlotinibin 24 ve 48 saatlik IC50 değerlerini 

düĢürdüğünü, PIK3R3 siRNA, hücre hayatta kalma oranını 24 ve 48 saat sonra 
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(sırasıyla %84.61 ve %79.12) önemli ölçüde azalttığını,  PIK3R3 siRNA ile 

kombinasyon halinde erlotinib, tek baĢına erlotinib veya tek baĢına PIK3R3 siRNA'ya 

göre hücre hayatta kalma oranını daha fazla azalttığını (p<0,05*),  PIK3R3 siRNA, 

erlotinibin IC50 değerini sırasıyla 24 ve 48 saat sonra 44.48 μM‘dan 31.84 μM‘a ve 

25.86 μM'dan 18.38 μM'a belirgin Ģekilde düĢürdüğünü, U373MG glioblastoma hücre 

hattında PIK3R3 siRNA ve EGFR inhibitörü erlotinibin hücre canlılığı ve apoptoz 

üzerinde sinerjistik etki meydana getirdiğini bildirmiĢlerdir (Amini vd., 2021). 

GBM hastalarında faz II klinik denemelerinde olan yeni bir pan ERBB 

inhibitörü PF-00299804 (dakomitinib), tek baĢına veya PI3K/mTOR ikili inhibitörü PF-

05212384 ile kombinasyon halinde yerleĢik ve hastadan türetilmiĢ birincil GBM 

hatlarından oluĢan bir panelde, hem PARP ekspresyonu hem de hücre canlılığı 

üzerindeki etkileri incelenmiĢtir. Maddeler uygulandıktan sonra 96 saat inkübasyona 

bırakılmıĢ, PI3Kinaz/mTOR inhibitörü PF-05212384 ve dakomitinib kombinasyonunun 

hücre canlılığında yarattığı azalma, dakomitinib monoterapisinden daha fazla 

bulunmuĢtur (Zhu vd., 2014). 

Prasad ve arkadaĢları tarafından yapılan baĢka bir çalıĢmada PI3K/mTOR 

inhibitörü XL765‘in klinik öncesi potansiyeli hem in vitro hem de in vivo olarak 

değerlendirildiğinde, XL765 ve erlotinibin kombin etkileri, monoterapilerine oranla 

ksenograft nude farelerde sitotoksisite üzerinde ilave etkiler göstermiĢtir (Prasad vd., 

2009). 

Leidgens ve arkadaĢları tarafından HTZ-349, U87MG ve A172 glioma 

hücrelerinde yapılan in vitro bir çalıĢmada 96 saat boyunca asetilsalisilik asit (ASA) 

(0,05–0,2 mM), diklofenak (0,05–0,2 mM) ve ibuprofen (0,5–2,0 mM) uygulanmıĢ, 

IC50 değerleri ibuprofen için 1 mM ve diklofenak için 0,1 mM bulunmuĢken COX-1 ve 

COX-2 afinitesi eĢit derecede olan ASA‘nın hücre proliferasyonu üzerinde anlamlı bir 

etkisi gözlemlenmemiĢtir (Leidgens vd., 2015). Selektif COX-2 inhibitörü selekoksib ve 

nonselektif COX inhibitörleri olan sulindak, flurbiprofen ve indometazin A172 ve 

LN229 glioblastoma hücre hatlarına uygulanmıĢ, özellikle selektif COX-2 inhibitörü 

olan selekoksib ile çok güçlü antiproliferatif etki meydana geldiği belirlenmiĢtir 

(Kardosh vd., 2004). Bernardi ve arkadaĢları tarafından indometasin, asetaminofen, 

sulindak sülfür ve NS-398‘in C6 sıçan glioma hücre canlılığı MTT ile test edilmiĢ, 

zaman ve konsantrasyona bağlı olarak hücre çoğalması inhibe edilmiĢtir (Bernardi vd., 
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2006). NSAĠ türevlerinin insan dıĢı glioblastoma hücrelerinde naproksen, flurbiprofen, 

ibuprofen gibi antienflamatuar ilaçların sitotoksik potansiyelinin değerlendirildiği baĢka 

bir çalıĢmada, U87MG hücre hattında konsantrasyona bağlı sitotoksik etkiler 

sergiledikleri, tümör baskılayıcı PTEN‘in upregülasyonuna ve AKT1, RAF1 ve EGFR 

gibi bazı onkogenlerin downregülasyonuna neden oldukları bildirilmiĢtir (Özdemir vd., 

2020). NSAĠ‘ın gliomalarda farmakolojik müdahale için klinik olarak önemli 

olabileceği açıktır. 

Diklofenak dietilamin ile U87MG hücrelerinde bir literatüre rastlanılmamıĢtır 

ancak COX-2 afinitesi yüksek olan diklofenak sodyumun U87MG hücre 

proliferasyonunu %50‘nin altına düĢürdüğü çalıĢmalar mevcuttur (Sareddy vd., 2013). 

Tirozin kinaz inhibitörü famitinib ve EGFR inhibitörü HS-10296‘nın HUVEC 

proliferasyonu ve migrasyonu üzerindeki etkilerinin incelendiği bir çalıĢmada, tek 

baĢına famitinib HUVEC proliferasyonunu 9,9 nM'lik bir IC50 değeriyle önemli ölçüde 

inhibe ederken, 1 μM veya 2 μM HS-10296 varlığında, inhibisyon aktivitesinin IC50 

değerlerinin sırasıyla 3,2 ve 1,7 nM'a düĢtüğü ve PI3Kinaz ve EGFR inhibitörünün 

kombinasyonu ile sinerjik etki meydana geldiği bildirilmiĢtir (Zhang vd., 2021). MTX-

211‘in sitotoksik etkilerininin mesane kanseri hücrelerinde (5637, EJ ve UMUC3) ve 

normal epitel hücrelerinde (SV-HUC-1 ve HUVEC) incelendiği bir çalıĢmada, MTX-

211‘in kanser hücre canlılığını zaman ve konsantrasyona bağlı güçlü bir Ģekilde inhibe 

ettiği (5637 48 saat IC50:1.478 µM, 72 saat IC50:1.075 µM;  EJ 48 saat IC50:2.483 

µM, 72 saat IC50:1.514 µM;  UMUC3 48 saat IC50:3.205 µM, 72 saat IC50:2.189 µM) 

ve normal epitel hücre duyarlılığının (SV-HUC-1 48 saat IC50:7.657 µM, 72 saat 

IC50:5.561 µM;  HUVEC 48 saat IC50:19.360 µM, 72 saat IC50:7.840 µM) kanser 

hücrelerinden daha düĢük olduğunu tespit etmiĢlerdir (Hu vd., 2023).  

Diklofenak 0.1-1000 μM konsantrasyonlarda HUVEC hücre proliferasyonunu 

artan doza bağımlı olarak inhibe ederken (Isenberg vd., 2007), 0.1 ve 0.2 mM 

konsantrasyonda 24 ve 48 saatlik inkübasyon süreleri sonunda THP-1 hücrelerinde 

proliferasyonun inhibisyonu üzerindeki etkisi ile ilgili kontrole göre istatistiksel 

anlamlılık bildirilmemiĢtir (Renner vd., 2018). MTX-211 veya EGFR ve PI3Kinaz 

inhibitörlerinin THP-1 hücrelerinde sitotoksik etkilerini inceleyen bir araĢtırma 

bulunmamıĢtır. 0-1000 nM konsantrasyonda uygulanan proteozom inhibitörü 

bortezomibin antiproliferatif etkisi THP-1 hücrelerinde  araĢtırılmıĢ ve hücre 
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proliferasyonunun kontrole göre %80‘in üzerinde olduğu belirlenmiĢtir (Choy vd., 

2015). MTX-211, diklofenak dietilamin ve kombinasyonlarının kanser hücre canlılığını 

zaman ve konsantrasyona bağlı güçlü bir Ģekilde inhibe ettiği, HUVEC hücre 

duyarlılığının kanser hücrelerinden düĢük olması ve THP-1 monosit hücrelerinde kayda 

değer bir sitotoksik etki meydana getirmemiĢ olmaları literürü desteklemektedir. 

EGFR ve PI3Kinaz‘ı hedefleyen monoterapilerde meydana gelen direnci kırmak 

için son derece uygun bir aday olan dual etkili MTX-211, tümör mikroçevresi ve kronik 

inflamasyonla iliĢkili yüksek PGE2 seviyelerini (Nakanishi vd., 2013; Dubois, 2014) 

düĢüren diklofenak dietilamin ile ideal bir kombinasyon olabileceği varsayımıyla 

U87MG, HUVEC ve THP-1 hücrelerindeki etkinlikleri incelenmiĢ ve U87MG hücre 

hattında MTX-211 ve diklofenak dietilaminin uygulanan bütün ikili kombinasyonlarda 

24 ve 48 saatlik inkübasyon süreleri sonunda sinerjist etki (CDI < 1), THP-1 

hücrelerinde 24 saatlik inkübasyon ile elde edilen veriler ıĢığında MTX-211 ve 

diklofenak dietilaminin bütün ikili kombin uygulamalarının additif etki (CD = 1), 48 

saatlik inkübasyonları sonucunda ise diklofenak dietilamin ve MTX-211 (50 µM + 20 

µM), diklofenak dietilamin ve MTX-211 (100 µM + 20 µM), diklofenak dietilamin ve 

MTX-211 (300 µM + 20 µM) kombine uygulamaları sonucunda additif etki (CDI = 1) 

ve diğer bütün ikili kombin uygulamarda antagonist etki (CDI > 1), HUVEC 

hücrelerinde 24 saatlik inkübasyon ile elde edilen veriler ıĢığında MTX-211 ve 

diklofenak dietilaminin bütün ikili kombine uygulamaları sonucunda additif etki (CD = 

1) ve 48 saatlik inkübasyonları sonucunda sinerjistik etki (CDI < 1) meydana getirdiği 

belirlenmiĢtir.  

Kanserde MEK inhibisyonuna karĢı geliĢen dirence, HER ailesi üyelerinin 

yeniden aktivasyonu ve kısmen de PI3K/AKT yolunun aktivasyonuna yol açan EGFR 

üzerinde ERK aracılı inhibitör geri besleme fosforilasyonunun kaybının neden olduğu 

gösterilmiĢtir (Li vd., 2008b; Turke vd., 2012a). Bu durum MTX-211 ile EGFR ve 

PI3K‘ın eĢ zamanlı inhibe edilmesinden dolayı, ERK yolu müdahalesinde dirence yol 

açan çoklu kaçıĢ yollarının hedef alınacağı varsayımıyla, MTX-211‘in ERK yolunu 

hedefleyen ajanlarla kombinasyon için ideal bir aday olduğu düĢünülmüĢ, bir MEK 

inhibitörü olan trametinib ile kombinasyonu KRAS
MT 

ve BRAF
MT

 hücrelerde denenmiĢ 

ve HER3 ekspresyonunu etkin bir Ģekilde bastırdığı belirlenmiĢtir. MTX-211, UM59 

pankreatik duktal adenoma modelinde, MEK inhibisyonuna yanıt olarak ortaya çıkan 
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pHER3 ekspresyonunun upregülasyonunu da kombinasyon halinde uygulandığında 

ortadan kaldırmıĢtır. MTX-211 ile tedavi edilen HCT-116 ve RKO hücreleri ve bir dizi 

MEK veya ERK inhibitörü ile yürütülen klonojenik deneylerde MTX-211‘in ERK yolu 

müdahalesi ile kombinasyon halinde sinerjik olduğu belirlenmiĢtir (Maust, 2018). 

5.1.5. Gerçek zamanlı hücre analiz sistemi (RTCA DP) ile U87MG hücrelerinde 

MTX-211’in antiproliferatif etkilerinin değerlendirilmesi 

MTX-211‘in U87MG hücre hattında, hücre proliferasyonu ve migrasyonu 

üzerindeki etkileri RTCA DP ile gerçek zamanlı olarak kayıt altına alınmıĢtır.  

Hücre proliferasyon analizi için U87MG hücrelerinin ekilmiĢ olduğu E-plaka 

kuyucuklarına, CellTiter-Blue testi ile belirlediğimiz MTX-211 konsantrasyonları (1 

µM, 5 µM, 10 µM, 20 µM) 100 µL medyum içinde uygulanmıĢ, 48 saatlik inkübasyon 

süresi sonunda cihaz durdurularak analiz aĢamasına geçilmiĢtir. RTCA DP ile elde 

edilen hücre indeks değerlerine göre MTX-211‘in U87MG hücreleri için IC50 değeri 

RTCA DP Software 1.2.1 programı kullanılarak hesaplanmıĢtır (ġekil 5.7, ġekil 5.8). 

 

Şekil 5.7: MTX-211 konsantrasyonlarının 48 saatlik U87MG hücre proliferasyon eğrileri (sarı ok: 

konsantrasyon uygulaması, n=6, ortalama±standart sapma) 

        Kontrol   MTX-211 1 µM   MTX-211 5 µM   MTX-211 10 µM  MTX-211 20 µM 
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Şekil 5.8: RTCA DP sisteminde U87MG hücrelerinde MTX-211’in 48. saatteki hücre indeks değerlerine 

göre IC50 değerinin hesaplandığı konsantrasyon-hücre indeksi eğrisi (IC50: 9.187 µM) 

 

ġekilde (ġekil 5.7) MTX-211 (5 µM, 10 µM, 20 µM) konsantrasyonlarının 

U87MG hücrelerinde antiproliferatif etkileri gerçek zamanlı (10 dakikalık veri 

alınmıĢtır) olarak görülmektedir. RTCA DP Software 1.2.1 programı kullanılarak 

konsantrasyon-hücre indeksi eğrileri (ġekil 5.8) sonucu hesaplanan IC50 değeri 

gösterilmiĢtir. MTX-211 in U87MG hücrelerinde 48. saatte IC50 değeri 9.187 µM 

olarak hesaplanmıĢtır. Artan MTX-211 konsantrasyonları ile paralel olarak 

antiproliferatif etkinin de arttığı belirlenmiĢtir. 

U87MG glioblastoma kanser hücrelerinin, gerçek zamanlı hücre analiz sistemine 

uygun bir hücre hattı olduğu ve E-plakalara ekildikten sonraki 24 saat içinde gerekli cell 

indeks değerlerine ulaĢtığı daha önceki çalıĢmalarda bildirilmiĢtir (Dikmen vd., 2017; 

Gökhaner, 2018). 

Çok sayıda kinazın yer aldığı bir panelin taranmasıyla EGFR ve PI3K‘ı inhibe 

eden dual etkili bir inhibitör olduğu belirlenen MTX-211, ilk olarak KRAS
MT

 ve 

BRAF
MT

 kolorektal ve pankreas kanserlerinde EGFR otofosforilasyonunu güçlü bir 

Ģekilde bloke etmesi ile son derece etkin bir antiproliferatif aktiviteye (sırasıyla 

IC50:1.11 µM ve IC50:5 µM) sahip olduğu ve yine aynı çalıĢmada lösemi (IC50:1.17 

µM), melanoma (IC50:1.29 µM), santral sinir sistemi kanseri (IC50:1.43 µM), renal 

kanser (IC50:1.45 µM), meme kanseri (IC50:1.75µM), prostat kanseri (IC50:1.93 µM), 

küçük hücreli olmayan akciğer kanseri (IC50:2.69 µM) ve over kanseri (IC50:3.47 µM) 

üzerinde de denenerek farklı kanser tiplerinde de güçlü antiproliferatif etki gösterdiği 

bildirilmiĢtir (Maust, 2018).  
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5.1.6. Gerçek zamanlı hücre analiz sistemi (RTCA DP) ile U87MG hücre 

migrasyonunun değerlendirilmesi 

 

 

Şekil 5.9: Gerçek zamanlı hücre analiz sistemi (RTCA DP) ile MTX-211 bileşiğinin U87MG hücrelerinin 

migrasyonu üzerine etkilerinin zaman ve konsantrasyona bağlı değişim grafikleri.  

Kontrol     MTX-211 5 µM    MTX-211 10 µM     MTX-211 20 µM 

 

MTX-211 (5 µM, 10 µM, 20 µM) konsantrasyonlarının U87MG hücre 

migrasyonu üzerine etkileri, 48 saatlik inkübasyonda 10 dakikalık periyotlarla, gerçek 

zamanlı hücre analiz sistemi (RTCA DP) kullanılarak incelenmiĢtir. Kontrol grubunda 

keskin bir artıĢ olduğu, proliferasyon deneyine paralel olarak MTX-211‘in artan 

konsantrasyonuna bağlı bir Ģekilde U87MG hücre migrasyonunu baskıladığı 

belirlenmiĢtir (ġekil 5.9). 

EGFR ve PI3Kinaz inhibitörü MTX-211 ile U87MG hücre hattında migrasyon 

analizi daha önce çalıĢılmamıĢtır ancak EGFR inhibitörü erlotinibin U87MG hücre 

motilitesini ve migrasyonunu inhibe ettiği (Ramis vd., 2012) ve PI3K/AKT/mTOR 

inhibitörü olan LY294002 ve rapamisinin 24 saatlik inkübasyonu sonucunda U87MG 

hücre hattında migrasyon ve invazyonu baskıladığı bildirilmiĢtir (Huang vd., 2018). 

Deney sonucumuz EGFR ve PI3Kinaz‘ın migrasyonu baskıladığı bilgisini 

desteklemektedir. 

5.2. Ko-kültür Çalışmalarının Değerlendirilmesi 

5.2.1. Gerçek zamanlı hücre analiz sistemi (RTCA DP) ile THP-1 ve U87MG ko-

kültür ortamlarında hücre proliferasyonunun değerlendirilmesi 
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Şekil 5.10: MTX-211 konsantrasyonlarının 48 saatlik U87MG ve THP-1 ko-kültür ortamında U87MG 

hücre proliferasyon eğrileri (sarı ok: konsantrasyon uygulaması, n=6, ortalama±standart 

sapma) 

 LPS (-) Kontrol  LPS (+) Kontrol  MTX-211 5µM MTX-211 10µM  MTX-211 20µM      

 

Şekil 5.10’da U87MG ve THP-1 ko-kültür ortamında U87MG hücrelerinde LPS 

(-) Kontrol grubuna göre LPS (+) Kontrol ve MTX-211 (5 µM, 10 µM, 20 µM)  

konsantrasyonlarının antiproliferatif etkileri 96 saat süresince 10 dakikalık periyotlarla 

gerçek zamanlı olarak incelenmiĢtir. RTCA DP Software 1.2.1 programı kullanılarak 

konsantrasyon-hücre indeksi eğrileri (ġekil 5.10) karĢılaĢtırılmıĢtır. Bu sonuçlara göre 

LPS‘nin U87MG hücre proliferasyonunu azalttığı ve LPS‘li ko-kültür ortamında MTX-

211‘in artan konsantrasyonlarına bağlı antiproliferatif etkide artıĢ meydana geldiği 

belirlenmiĢtir.  

1943 yılında Shear ve Turner tarafından aktif madde olarak Coley toksininden 

LPS izole edildiğinden beri (Shear ve Turner, 1943) LPS'nin antikanser etkisi altında 

yatan mekanizma, in vivo hayvan modelleri ve in vitro hücre hatları kullanılarak 

araĢtırılmaktadır. Farklı tip kanser tanısı konmuĢ 10 hastaya LPS tedavisi uygulanmıĢ, 5 

hastanın tümör boyutları ölçülmüĢ, tümör belirteçleri ve tümör boyutlarında önemli 

oranda azalma olduğu tespit edilirken (Goto vd., 1996) bir baĢka çalıĢmada insan 

özofagus kanserini temsil eden OE19 (adenokarsinom) ve OE21 (skuamöz karsinom) 

hücre hatlarında LPS'nin hücre çoğalması ve canlılığı üzerindeki etkisi MTT testi ile 

ölçülmüĢ, zaman ve konsantrasyona bağlı olarak hücre canlılığını ve proliferasyonunu 

azalttığı bildirilmiĢtir (Gonçalves vd., 2016). Deney sonucumuz, farklı kanser tiplerinde 
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etkisi denenmiĢ olan LPS‘nin hücre proliferasyonunu azalttığı literatür bilgisi ile 

uyumludur.  

5.2.2. Akış sitometride Annexin V-PI yöntemi ile apoptotik etkinin 

değerlendirilmesi 

U87MG ve THP-1 ko-kültür modelinde, MTX-211 (10 µM) ve diklofenak 

dietilamin (100 µM) ve kombinleri U87MG hücrelerine uygulanmıĢ ve plakalar 48 

saatlik inkübasyonlara bırakılmıĢtır. 48 saatlik inkübasyon sonunda U87MG hücreleri 

kaldırılarak, ‗‘BD Pharmingen FITC Annexin V Apoptosis Detection Kit I‘‘ kit 

protokolü uygulanmıĢ ve örnekler akıĢ sitometri cihazında (Accuri C6, BD) ölçülerek 

analiz edilmiĢtir. Sonuçlar Şekil 5.11, 5.12, 5.13 ve Tablo 5.7’de verilmiĢtir. 

    

   

       

Şekil 5.11: U87MG hücrelerinde MTX-211 (10 μM), diklofenak dietilamin (100 μM) ve kombinlerinin 

apoptotik etkilerinin akış sitometride belirlenmesi. 
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Tablo 5.7. U87MG hücrelerinde MTX-211 (10 μM), diklofenak dietilamin (100 μM) ve kombinlerinin 

Annexin-PI apoptoz sonuçları (%). 

GRUPLAR CANLI HÜCRE % ERKEN APOPTOTİK HÜCRE % 

Kontrol LPS (-) 91 9 

LPS (-) MTX-211 10µM 33.3 66.7 

LPS (-) Dik 100µM 48.2 51.8 

LPS (-) Dik 100µM; MTX-211 10µM 53.5 46.5 

Kontrol LPS (+) 78.3 21.7 

LPS (+) MTX-211 10µM 76.5 23.5 

LPS (+) Dik 100µM 19.9 80 

LPS (+) Dik 100µM; MTX-211 10µM 52.6 47.4 

 

 

 

  

Şekil 5.12: U87MG ve THP-1 ko-kültür gruplarında MTX-211 (10 μM), diklofenak dietilamin (100 μM) 

ve kombinasyonlarının toplam apoptotik hücre ölümü yüzdesi ve istatistiksel olarak 

değerlendirilmesi (kontrol: %0.1 DMSO, n=3, ortalama±standart sapma,  p<0.0001**** 

çok önemli fark var) 
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LPS (-) Kontrol LPS (+) Kontrol   

 

LPS (-) MTX-211 10µM 

 

LPS (+) MTX-211 10µM 

  

 

LPS (-) Dik 100µM 

 

LPS (+) Dik 100µM 

  

 

LPS (-) MTX-211 10µM; Dik 100µM 

 

LPS (+) MTX-211 10µM; Dik 100µM 

  

Şekil 5.13: U87MG hücrelerinde MTX-211 (10 μM), diklofenak dietilamin (100 μM) ve 

kombinasyonlarının 48 saatlik inkübasyon süresi sonundaki ışık mikroskop görüntüsü 

(MB:10X). 
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Literatürde, LPS‘nin çeĢitli in vitro kanser hücre hatlarında ve in vivo deney 

hayvanlarında yapılan çalıĢmalarda apoptozu tetiklediği bildirilmektedir (Reisser vd., 

2002; Wona vd., 2003). Tablo 5.7‘de görüldüğü üzere U87MG glioblastoma hücre 

hattında LPS‘nin apoptozu tetiklediği görülmüĢ ve kontrole göre 2 katından fazla bir 

değere sahip olduğu belirlenmiĢtir.   

Şekil 5.11, 5.12 ve Tablo 5.7’de görüldüğü gibi U87MG hücrelerinde MTX-

211, diklofenak dietilamin ve kombinasyonları ile yapılan deneyde en yüksek apoptoz 

LPS (+) diklofenak dietilamin 100 µM ve daha sonra LPS (-) MTX-211 10 µM grupta 

tespit edilerek sırasıyla toplam apoptoz %80 ve %66.7 olarak hesaplanmıĢtır. MTX-211 

ve diklofenak dietilamin kombinasyonunda ise LPS (+) ko-kültürde %47.4 ve LPS (-) 

ko-kültürde %46.5 olarak belirlenmiĢtir. LPS, MTX-211 10 μM ve diklofenak 

dietilamin 100 μM uygulanan tüm gruplarda apoptoz indüklenmiĢ, özellikle erken 

apoptotik hücreler tespit edilmiĢ ve istatistiksel olarak kontrol grubuna göre 

(p<0.0001****) çok önemli fark olduğu belirlenmiĢtir. Nekrotik hücre ve geç apoptotik 

hücre bulunmamıĢtır.  

Şekil 5.13’de görüldüğü üzere U87MG glioblastoma hücrelerinde MTX-211 10 

μM, diklofenak dietilamin 100 μM ve kombinasyonlarının 48 saatlik inkübasyon süresi 

sonundaki mikroskop görüntüleri incelendiğinde hücrelerin morfolojik yapılarının 

değiĢtiği, hem MTX-211 hem de diklofenak dietilamin ile akson ve dentritlerin incelip 

uzadığı görülmekte ve bu bilgiler literatürü destekler niteliktedir.   

Ġnsan nöroglioma hücresi olan H4 hücrelerinin 24 saat boyunca EGFR inhibitörü 

gefitinibin farklı konsantrasyonları ile tedaviden sonra ıĢık mikroskobu ile hücre 

morfolojisinin gözlemlendiği bir çalıĢmada, düĢük doz (10 uM) gefitinib ile kayda 

değer morfolojik değiĢiklik olmadığı, yüksek doz (40 uM) gefitinib ile hücresel 

yuvarlaklaĢma, büzülme, membran kabarcıklanması ve komĢu hücrelerden ayrılma gibi 

belirgin morfolojik değiĢiklikler gözlemlendiği bildirilirken (Chang vd., 2011), bir 

baĢka EGFR inhibitörü olan erlotinib 0-40 µM konsantrasyon aralığında U251 glioma 

hücre hattında hücre morfolojisini değiĢtirmediği, luteolin ile kombine halde 

uygulandığında morfolojide değiĢiklikler meydana getirdiği gözlemlenmiĢtir (Powe vd., 

2022). PI3Kinaz inhibitörü buparlisib (1 uM) ile yapılan bir baĢka çalıĢmada da U251 

glioma hücrelerinde morfolojik değiĢiklik meydana geldiği ve hücrelerin tamamen 

yuvarlaklaĢtığı bildirilmiĢtir (Speranza vd., 2016). Diklofenak dietilaminin U87MG 
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hücre morfolojisi üzerindeki etkilerini inceleyen literatüre rastlanılmamıĢtır. Ancak 

diklofenakın PC3 prostat kanseri hücrelerinde kısalıp yuvarlaklaĢmaya neden olduğu 

bildirilmiĢtir (Arisan vd., 2019). 

PI3K yolu, siklin D1'in ana düzenleyicisidir ve hücre döngüsü giriĢini geniĢ 

ölçüde engellemektedir (Klein vd., 2008; Li vd., 2008a; Liu vd., 2013; She vd., 2005; 

Shimura vd., 2012; Will vd., 2014). Bu bilgiye dayanarak MTX-211‘in hücre 

döngüsünün durmasına ve/veya apoptoza yol açacağı tahmin edilerek yapılan 

çalıĢmada, apoptozun göstergesi olarak MTX-211‘in HCT-116 hücrelerinde önemli 

derecede G1 fazını indüklemesi ve apoptoza neden olduğu bilinen bölünmüĢ PARP 

ekspresyonunu zamana bağlı indüklemesi ile doğrulanmıĢtır (Maust, 2018). MTX-

211‘in HCT-116 hücre hattında yapılan Annexin V-PI apoptoz deneyinde PI3Kinaz 

inhibitörü omipalisib ile  %3.47, EGFR inhibitörü erlotinib ile %6.26 olarak belirlenen 

erken apoptoz, EGFR ve PI3Kinaz inhibitörü MTX-211 ile indüklenerek  %6.89‘a 

yükselmiĢtir. Yine aynı çalıĢmada MEK inhibitörü trimetinib ile erken apoptoz %7.90 

olarak belirlenirken MTX-211 ile kombinasyonunda %21.33‘e yükseldiği ve sinerjistik 

etki meydana getirdiği belirlenmiĢtir (Maust, 2018). MTX-211‘in sitotoksik etkilerinin 

mesane kanseri hücrelerinde incelendiği baĢka bir çalıĢmada 48 saatlik inkübasyon 

sonunda 2 μM MTX-211‘in 5637 ve EJ hücrelerinde geç apoptoz oranını önemli ölçüde 

arttırdığını ve sırasıyla geç apoptoz oranının %15.8 ve %7.23 (p<0.001***) olduğunu 

bildirmiĢlerdir (Hu vd., 2023). 

EGFR inhibitörü erlotinib, selekoksib ve kombinasyonları ile HCC827 ve 

H1650 akciğer kanseri hücre hatlarında apoptoza etkileri öncelikle western blot analizi 

ile bölünmüĢ PARP düzeyleri incelenmiĢ kombinasyon ile erlotinib ve selekoksibden 

çok daha kalın bir bant elde edildiği, Annexin V-PI deneyi ile de erlotinib ile görülen 

apoptoz oranının selekoksibden yüksek olduğu ve kombinasyonlarının apoptozu 

indükleyerek kontrole göre istatistiksel olarak anlamlı farka sahip olduğu (p<0.01**) 

belirlenmiĢtir (Li vd., 2016). 

5.2.3. Akış sitometride kaspaz-3 aktivasyonu ile apoptotik etkinin 

değerlendirilmesi 

U87MG ve THP-1 ko-kültür modelinin oluĢturulmasından sonra MTX-211 10 

μM ve diklofenak dietilamin 100 μM konsantrasyonları U87MG hücrelerine 

uygulanmıĢ ve plakalar 48 saatlik inkübasyonlara bırakılmıĢtır. 48 saatlik inkübasyon 
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sonunda U87MG hücreleri kaldırılarak, ‗‘PE Active Caspase-3 Apoptosis Kit‘‘ 

protokolü uygulanmıĢ ve örnekler akıĢ sitometri cihazında (Accuri C6, BD) ölçülerek 

analiz edilmiĢtir. Sonuçlar Şekil 5.14, 5.15 ve Tablo 5.8’de verilmiĢtir. 

 

 

 

 

 

 

Şekil 5.14: U87MG hücrelerinde MTX-211 (10 μM), diklofenak dietilamin (100 μM) ve 

kombinasyonlarının kaspaz-3 seviyelerinin akış sitometride belirlenmesi. 
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Tablo 5.8. U87MG hücrelerinde MTX-211 (10 μM), diklofenak dietilamin (100 μM) ve 

kombinasyonlarının kaspaz-3 sonuçları (%). 

GRUPLAR KASPAZ-3 NEGATİF 

% 

KASPAZ-3 POZİTİF % 

Kontrol LPS (-) 97.9 2 

LPS (-) MTX-211 10µM 81.4 18.6 

LPS (-) Dik 100µM 78.5 21.5 

LPS (-) Dik 100µM; MTX-211 10µM 97.7 2.3 

Kontrol LPS (+) 87.9 12.1 

LPS (+) MTX-211 10µM 87.4 12.6 

LPS (+) Dik 100µM 86.3 13.7 

LPS (+) Dik 100µM; MTX-211 10µM 77.5 22.5 

 

Şekil 5.15: U87MG ve THP-1 ko-kültür gruplarında MTX-211 (10 μM), diklofenak dietilamin (100 μM) 

ve kombinasyonlarının % kaspaz-3 seviyelerindeki değişim yüzdesi ve istatistiksel olarak 

değerlendirilmesi (kontrol: %0.1 DMSO, n=3, ortalama±standart sapma, p<0.0001**** çok 

önemli fark var) 

 

Şekil 5.14, 5.15 ve Tablo 5.8’de görülen kaspaz-3 analiz sonuçları Annexin V-

PI deney sonuçlarımızı desteklemekte, her iki deneyde de MTX-211, diklofenak 
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dietilamin ve kombinasyonları apoptozu indüklemektedir. Deney sonuçlarımıza göre 

LPS, kaspaz-3 aktivitesini 6 kat arttırmıĢ,  kontrol grubuna göre istatiksel olarak 

(p<0.0001****) çok önemli farka sahip olduğu belirlenmiĢtir. En yüksek kaspaz-3 

aktivasyonunun görüldüğü grup LPS (-) diklofenak dietilamin 100 µM ve daha sonra 

LPS (-) MTX-211 10 µM uygulanan gruplarda tespit edilmiĢ, sırasıyla kaspaz-3 oranları 

%21.5 ve %18.6 olarak belirlenmiĢtir ve kontrole göre istatistiksel olarak 

(p<0.0001****) çok önemli fark olduğu belirlenmiĢtir  (Tablo 5.8). LPS‘siz ortamda 

MTX-211 ve diklofenak dietilamin kombinasyonu kaspaz-3 aktivitesini %2.3‘e ve 

LPS‘li ortamda kombinasyon %22.5‘a yükselterek her iki ortamda da kontrole göre 

aktif kaspaz-3 düzeyini arttırmıĢtır. 

Hu ve arkadaĢları MTX-211‘in in vitro sitotoksik etkilerini mesane kanseri 

hücrelerinde (5637, EJ ve UMUC3) western blot ile analiz ettikleri apoptozla iliĢkili 

bölünmüĢ PARP ve bölünmüĢ kaspaz-3 protein ekspresyon düzeylerini önemli ölçüde 

arttığını ve 10 mg/kg MTX-211 ile nude farelerde yaptıkları in vivo bir çalıĢma ile de 

ksenograftların büyümesininin belirgin Ģekilde azaldığını bildirmiĢlerdir (Hu vd., 2023). 

Bazı in vitro çalıĢmalar, diklofenakın kanserde pro-apoptotik rolünü 

kanıtlamıĢtır. Örneğin, lösemi hücrelerinde (HL-60) PI3Kinaz yoluyla reaktif oksijen 

türlerinin (ROS) artıĢı, kaspaz aktivasyonu, sitokrom c salınımı, DNA fragmantasyonu; 

nöroblastoma hücrelerinde DNA fragmantasyonu, kaspaz aktivasyonu, ROS, kaspaz-3 

ve -9 aktivasyonu; melanom hücrelerinde (A2058 ve SAN) Bcl-2/Bax oranını azaltıp 

sitokrom c salınımını arttırması ve (Galisteo vd., 2021) PC3 prostat kanseri hücrelerinde 

hücre döngüsünün S fazında tutuklanması, pro-kaspaz-3 düzeylerini indüklemesi, 

antiapoptotik Bcl-2 ve Bcl-xl protein düzeylerini güçlü bir Ģekilde inhibe etmesi (Arisan 

vd., 2019) ile apoptoz meydana getirmektedir. 

5.2.4. U87MG ve THP-1 ko-kültürde (insertsüz) akış sitometride IL-1β 

seviyelerinin değerlendirilmesi  

U87MG ve THP-1 ko-kültür modelinin oluĢturulmasından sonra MTX-211 10 

μM ve diklofenak dietilamin 100 μM konsantrasyonları U87MG hücrelerine 

uygulanmıĢ ve plakalar 48 saatlik inkübasyonlara bırakılmıĢtır. 48 saatlik inkübasyon 

süresi sonunda U87MG hücre içi IL-1β seviyeleri akıĢ sitometri yöntemi ile belirlenmiĢ 

ve analiz edilmiĢtir. Sonuçlar Şekil 5.16, 5.17 ve Tablo 5.9‘da verilmiĢtir.  
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Şekil 5.16: U87MG ve THP-1 ko-kültür gruplarında MTX-211 (10 μM), diklofenak dietilamin (100 μM) 

ve kombinasyonlarının IL-1β seviyelerine etkisi. 

 

 

Tablo 5.9. U87MG ve THP-1 ko-kültür gruplarında MTX-211 (10 μM), diklofenak dietilamin (100 μM) 

ve kombinasyonlarının IL-1β seviyelerine etkisi (%) 

GRUPLAR IL-1β NEGATİF % IL-1β POZİTİF % 

Kontrol LPS (-) 93.4 9.6 

Kontrol LPS (+) 83.5 16.5 

LPS (+) MTX-211 10µM 89.4 10.6 

LPS (+) Dik 100µM 85.1 14.9 

LPS (+) Dik 100µM; MTX-211 10µM 86.8 13.2 
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Şekil 5.17: U87MG ve THP-1 ko-kültür gruplarında MTX-211 (10 μM) ve diklofenak dietilamin (100 

μM) konsantrasyonları IL-1β pozitif hücre yüzdesi ve istatistiksel olarak değerlendirilmesi 

(kontrol: %0.1 DMSO, n=3, ortalama±standart sapma, p<0.05* fark var, p<0.0001**** çok 

önemli fark var) 

 

Şekil 5.16, 5.17 ve Tablo 5.9’da görüldüğü gibi U87MG ve THP-1 ko-kültürde 

LPS, IL-1β expresyonunu indüklemiĢtir ve LPS (-) kontrole (%9.6) göre istatistiksel 

olarak (p<0.0001****) çok önemli farka sahip olduğu belirlenmiĢtir. LPS ile 

indüklenen IL-1β ekspresyonları MTX-211 (%10.6) ve kombin (%13.2) uygulama ile 

LPS (+) kontrole (%16.5) göre IL-1β ekspresyonunu inhibe etmiĢ ve istatistiksel 

anlamlılık p<0.0001**** olarak bulunmuĢtur.  Diklofenak dietilamin uygulanan grupta 

IL-1β ekspresyonu inhibe edilmiĢ ve istatistiksel anlamlılık p<0.05* olarak 

belirlenmiĢtir. 

MTX-211‘in U87MG hücrelerinde antienflamatuar etkileri ilk kez bu tez 

çalıĢmasında belirlenmiĢtir. EGFR inhibitörü erlotinib, COX-2 inhibitörü selekoksib ve 

kombinasyonunun H1650 ve HCC827 akciğer kanseri hücre hatlarında IL-1β, IL-6 ve 

IL-8 mRNA ekspresyonlarına olan etkisinin incelendiği çalıĢmada, IL-1β ekspresyonları 

her iki hücre hattında inhibe edilmiĢ, kontrole göre istatistiksel anlamlılık selekoksib ile 

gözlenmezken, erlotinib ile kontrole göre istatistiksel anlamlılık HCC827 hücre hattında 

p<0.01** ve H1650 hücre hattında p<0.05*, HCC827 hücre hattında kombinasyonda 
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erlotinibe göre anlamlılık gözlenmezken H1650 hücre hattında istatistiksel anlamlılık 

p<0.05* olarak belirlenmiĢtir (Li vd., 2016).  

IL-1β sıklıkla gliomada ekprese edilmekte (Sasaki vd., 1998) ve tümör 

progresyonu ile iliĢkili olduğu düĢünülmektedir (Sasaki vd., 2001). U87 ve T98 

hücrelerine IL-1β 10 ng/ml ve TNFα 10 ng/ml uygulanarak COX-1 ve COX-2 

düzeylerine olan etkilerinin incelendiği bir çalıĢmada, sitokinlerin COX-1 düzeyini 

değiĢtirmediği ancak COX-2 ekspresyonunu dikkate değer ölçüde arttırdığı 

bildirilmiĢtir (Taniura vd., 2008). IL-1β ekspresyonunun test bileĢiklerimiz tarafından 

inhibisyonu dolaylı olarak COX-2 düzeylerinin de azalmasına katkı sunacaktır. 

5.2.5. U87MG ve THP-1 ko-kültürde (insertsüz) akış sitometride IL-6, IL-8, IL-10 

ve TNFα seviyelerinin değerlendirilmesi 

U87MG hücreleri ile THP-1 ko-kültür modelinin oluĢturulmasından sonra 

MTX-211 10 μM ve diklofenak dietilamin 100 μM konsantrasyonları U87MG 

hücrelerine uygulanmıĢ ve plakalar 48 saatlik inkübasyonlara bırakılmıĢtır. 48 saatlik 

inkübasyon süresi sonunda hücre içi TNFα seviyeleri akıĢ sitometri yöntemi ile 

belirlenmiĢ ve analiz edilmiĢtir. Sonuçlar Şekil 5.18, 5.19 ve Tablo 5.10’da verilmiĢtir.  

 
 
 

Şekil 5.18: U87MG ve THP-1 ko-kültür gruplarında MTX-211 (10 μM), diklofenak dietilamin (100 μM) 

ve kombinasyonlarının TNFα seviyelerine etkisi. 
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Şekil 5.18: (Devam) U87MG ve THP-1 ko-kültür gruplarında MTX-211 (10 μM), diklofenak dietilamin 

(100 μM) ve kombinasyonlarının TNFα seviyelerine etkisi. 

 

Tablo 5.10. U87MG ve THP-1 ko-kültür gruplarında MTX-211 (10 μM), diklofenak dietilamin (100 

μM) ve kombinasyonlarının TNFα seviyelerine etkisi (%). 

GRUPLAR TNFα NEGATİF % TNFα POZİTİF % 

Kontrol LPS (-) 84.5 15.5 

Kontrol LPS (+) 71.2 28.8 

LPS (+) MTX-211 10µM 81.8 18.2 

LPS (+) Dik 100µM 82.8 17.2 

LPS (+) Dik 100µM; MTX-211 10µM 80.6 19.4 

 

 

Şekil 5.19: U87MG ve THP-1 ko-kültür gruplarında MTX-211 (10 μM), diklofenak dietilamin (100 μM) 

ve kombinasyonlarının TNFα pozitif hücre yüzdesi ve istatistiksel olarak değerlendirilmesi 

(kontrol: %0.1 DMSO, n=3, ortalama±standart sapma, p<0.0001**** çok önemli fark var) 
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Şekil 5.18, 5.19 ve Tablo 5.10’da görüldüğü gibi U87MG ve THP-1 ko-kültür 

modelinde 48 saatlik inkübasyon süresi sonunda LPS, TNFα ekspresyonunu indüklemiĢ 

(%28.8) ve kontrole göre istatistiksel olarak (p<0.0001****) çok önemli farka sahip 

olduğu belirlenmiĢtir. MTX-211 (%18.2), diklofenak dietilamin (%17.2) ve 

kombinasyonları (%19.4) LPS ile indüklenen TNFα ekspresyonunu inhibe etmiĢ ve LPS 

(+) kontrole göre istatistiksel anlamlılık p<0.0001**** olarak belirlenmiĢtir.  

Kolon kanseri modeli oluĢturulmuĢ ratlara verilen diklofenak 8 mg/kg doz 

tedavisi ile TNFα ve IL-1β proinflamatuar sitokin düzeylerini düĢürmüĢtür (Rana vd., 

2012). 

   TNFα, baĢlıca makrofajlardan türetilen, in vitro malign hücrelere karĢı sitostatik 

ve sitotoksik etkileri olan ve in vivo bazı tümörlerde hemorajik nekroza neden olduğu 

bilinen (Carswell vd., 1975) sitokin ağı içerisinde birçok immünmodülatör rolü olan, 

hücre büyümesinin ve farklılaĢmasının desteklenmesi ve sitotoksisite gibi birçok 

biyolojik ve pleiotropik fonksiyona sahip olan sitokindir (Beutler vd., 1988; Hofman 

vd., 1990; Jaattela vd., 1991). Biyolojik aktivitesini hücre yüzey reseptörleri ile gösteren 

TNFα reseptörlerinin glioma dokularındaki varlığını bildiren raporlar bulunmaktadır 

(Roessler vd.,1995). 

Maruno ve arkadaĢları tarafından yapılan çalıĢmada 26 glioma örneği (4 

astrositom (AS); 2 oligoastrositom (OA); 1 anaplastik astrositom (AA); 1 anaplastik 

oligoastrositom (AOA); 18 glioblastoma (GB)) antihuman TNFα kullanılarak 

immünohistokimyasal olarak incelenmiĢ ve AA, AOA ve GB‘nin dahil olduğu 20 

örnekten 16'sının, ancak AS ve OA'nın 6 örnekten yalnızca 1‘inin TNFα için pozitif 

reaksiyon gösterdiği ve de malign gliomalarda (AA, AOA, GB)  TNFα proteini içeren 

hücrelerin bening gliomalara (AS, OA) oranla daha fazla olduğu bildirilmiĢtir. TNFα 

yalnızca tümör dokusunda değil aynı zamanda komĢu beyin dokularında, tümör 

damarlarının endotelinde, reaktif astrositlerde, nöronlarda ve ağırlıklı olarak da malign 

gliomalarda görülmüĢtür (Maruno vd., 1997). TNFα kültürlenmiĢ hücrelerde astrosit 

proliferasyonunu indüklemektedir (Lachman vd., 1987; Selmaj vd., 1990) ve tüm bu 

veriler TNFα‘anın çeĢitli SSS hastalıklarında büyüme faktörü olduğunu kanıtlar 

niteliktedir. 

Wei ve arkadaĢları yaptıkları bir çalıĢmada glioma hücrelerinin IL-8 ve CCL2 

sitokinlerini salgılayarak GAM‘ların TNFα üretmesini, salgılanan TNFα‘da VCAM1, 
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ICAM1, CXCL5 ve CXCL10'un ekspresyonunu arttırarak endotel hücrelerini aktive 

ettiğini, in vitro ve in vivo ortamda TNFα'nın ilaçlar veya antikorlar ile inhibisyonunun 

GAM kaynaklı EC aktivasyonunu inhibe ettiğini ve in vivo fare glioma modelinde 

farenin daha uzun süre hayatta kalmasını sağladığını bildirdiler. Fare glioma modelinde 

TNFα‘nın yüksek ekspresyonu VEGF inhibitörü bevacizumaba kötü yanıta, 

antianjiyojenik tedaviye direnç geliĢmesine ve tedavinin baĢarısızlığına neden 

olmaktadır (Wei vd., 2021). 

U87MG hücreleri ile THP-1 ko-kültür modelinin oluĢturulmasından sonra 

MTX-211 10 μM ve diklofenak dietilamin 100 μM konsantrasyonları U87MG 

hücrelerine uygulanmıĢ ve plakalar 48 saatlik inkübasyonlara bırakılmıĢtır. 48 saatlik 

inkübasyon süresi sonunda U87MG hücre içi IL-6 seviyeleri akıĢ sitometri yöntemi ile 

belirlenmiĢ ve analiz edilmiĢtir. Sonuçlar Şekil 5.20, 5.21 ve Tablo 5.11‘de verilmiĢtir.  

 

 

  

 

Şekil 5.20: U87MG ve THP-1 ko-kültür gruplarında MTX-211 (10 μM), diklofenak dietilamin (100 μM) 

ve kombinasyonlarının IL-6 seviyelerine etkisi.  
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Tablo 5.11. U87MG ve THP-1 ko-kültür gruplarında MTX-211 (10 μM), diklofenak dietilamin (100 μM) 

ve kombinasyonlarının IL-6 seviyelerine etkisi (%). 

GRUPLAR IL-6 NEGATİF % IL-6 POZİTİF % 

Kontrol LPS (-) 83.4 17.6 

Kontrol LPS (+) 78.6 21.4 

LPS (+) MTX-211 10µM 82 18 

LPS (+) Dik 100µM 80.6 19.4 

LPS (+) Dik 100µM; MTX-211 10µM 86.3 13.7 

 

 

Şekil 5.21: U87MG ve THP-1 ko-kültür gruplarında MTX-211 (10 μM), diklofenak dietilamin (100 μM) 

ve kombinasyonlarının IL-6 pozitif hücre yüzdesi ve istatistiksel olarak değerlendirilmesi 

(kontrol: %0.1 DMSO, n=3, ortalama±standart sapma, p>0.05 fark yok, p<0.001*** önemli 

fark var, p<0.0001**** çok önemli fark var) 

 

Şekil 5.20, 5.21 ve Tablo 5.11’de görüldüğü gibi U87MG ve THP-1 ko-kültür 

modelinde 48 saatlik inkübasyon süresi sonunda LPS‘nin IL-6 ekspresyonunu 

indüklediği (%21.4) ve kontrole göre (p<0.001***) önemli farka sahip olduğu 

belirlenmiĢtir. Diklofenak dietilamin (%19.4) kontrol grubuna göre IL-6 ekspresyon 

düzeyini düĢürdüğünü ancak istatistiksel olarak bir anlamlılığın olmadığı, MTX-211‘in 

ise (%18) IL-6 ekspresyonunu inhibe ettiği ve kontrole göre istatiksel anlamlılığının 

p<0.001*** olduğu belirlenmiĢtir. MTX-211 ve diklofenak dietilamin kombinasyonu 
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(%13.7) IL-6 ekspresyonunu inhibe etmiĢ ve kontrole göre istatiksel anlamlılık 

p<0.0001**** olarak bulunmuĢtur. 

EGFR inhibitörü erlotinib, COX-2 inhibitörü selekoksib ve kombinasyonunun 

H1650 ve HCC827 akciğer kanseri hücre hatlarında IL-1β, IL-6 ve IL-8 mRNA 

ekspresyonlarına olan etkisinin incelendiği çalıĢmada, her iki hücre hattında da IL-6 

ekspresyonları inhibe edilmiĢ, kontrole göre istatistiksel anlamlılık selekoksib ile 

gözlenmezken, erlotinib ile kontrole göre ve kombinasyon ile erlotinibe göre p<0.05* 

olarak belirlenmiĢtir (Li vd., 2016).  

IL-6, glioma dahil olmak üzere çok sayıda malign tümörde önemli rol oynayan, 

immün düzenleme ve inflamatuar reaksiyonlara katılan bir sitokindir (Sun vd., 2014; 

Wang vd., 2014; Zhu vd., 2014). Gliomada IL-6 eksprese edildiği, glioma büyümesini 

destekleyebileceğini ve hastaların prognozunu kötü etkileyeceğine dair kanıtlar 

mevcuttur (McFarland vd., 2013; Kesanakurti vd., 2013).  

Normal beyin dokusu ile kıyaslandığında gliomada IL-6 ekspresyonu belirgin 

Ģekilde yüksektir ve IL-6 düzeyi gliomanın derecesinin artmasıyla birlikte artan bir 

eğilim göstermektedir (Shan vd., 2015; Hotfilder vd., 2000; Michaud-Levesque vd., 

2012). Gliomada kan beyin bariyeri bozulduğundan dolayı, tümör tarafından salgılanan 

proteinler ve hatta malign hücreler BOS ve periferik kanda tespit edilebilmektedir. 86 

glioma hastasının ameliyat öncesi ve sonrası serum ve BOS‘ta IL-6 değerleri ölçülmüĢ, 

IL-6 değerinin ameliyattan sonra düĢtüğü ve hastalığın prognozu ile yakın iliĢkili 

olduğu bildirilmiĢtir. Serum ve BOS‘ta IL-6 değeri aynı Ģekilde gliomanın derecesi ile 

paralel olarak yüksek bulunmuĢtur.  U251, U87, A172 ve T98G hücre hatlarında IL-6 

tespit edilmiĢ, ekzojen IL-6 (100 ng/ml) ile inkübasyon sonucu U87 ve A172 

hücrelerinde invazyonun önemli ölçüde artabileceği bildirilmiĢtir  (Shan vd., 2015). 

IL-6, çok sayıda solid tümörde yüksek oranda eksprese edilmekte ve kanser 

hücrelerinin büyümesi, invazyonu ve apoptozuyla ilgili patolojik süreçleri 

düzenleyebilmektedir (Sun vd., 2014; Wang vd., 2014; Chen vd., 2015; Xu vd., 2014).  

IL-6‘nın gliomanın temel özelliği olan yüksek invazivliğe katkısı olduğu, EMT'ye bağlı 

bir mekanizmada tümör istilasını artırabildiği Chen ve arkadaĢları tarafından (Chen vd., 

2015) bildirilmiĢ, Shan ve arkadaĢları tarafından yapılan çalıĢmada da U251, U87, 

T98G ve A172 hücrelerinin süpernatanında IL-6 tespit edilmesi ile doğrulanmıĢtır 

(Shan vd., 2015). 



81 

 

Ġnflamasyonda önemli rol oynayan IL-6, akut inflamatuar reaksiyonu 

düzenleyebilmekte, B ve T lenfositlerinin farklılaĢmasını ve aktivasyonunu modüle 

edebilmekte ve bazı hücre türlerinin büyümesi üzerinde önemli etkiler göstermektedir 

(Neurath ve Finotto, 2011). 

Tümör hücrelerinde IL-6'nın ekspresyonu ve salgılanması NF-κB, Notch, S1PR1 

ve STAT3 fosforilasyonunu gibi çok sayıda bileĢen tarafından düzenlenmektedir 

(Berishaj vd., 2007; Schafer vd., 2007; Grivennikov vd., 2009). IL-6, STAT3 

fosforilasyonunu arttırarak, tümör hücrelerinin çoğalmasını sağlamakta ve apoptozunu 

önleyebilmektedir. Tümörle iliĢkili inflamasyonu düzenlemek için bağıĢıklık 

hücrelerinin tümöre infiltrasyonunu teĢvik edebilmekte (Xu vd., 2014) ve VEGF 

ekspresyonunu düzenleyerek tümör anjiyogenezini destekleyebilmektedir (Piperi vd., 

2011).  

U87MG ve THP-1 ko-kültür modelinde MTX-211 10 μM ve diklofenak 

dietilamin 100 μM konsantrasyonları U87MG hücrelerine uygulanmıĢ ve plakalar 48 

saatlik inkübasyonlara bırakılmıĢtır. 48 saatlik inkübasyon süresi sonunda hücre içi IL-8 

seviyeleri akıĢ sitometri yöntemi ile belirlenmiĢ ve analiz edilmiĢtir. Sonuçlar Şekil 

5.22, 5.23 ve Tablo 5.12’de verilmiĢtir.  

 

Şekil 5.22: U87MG ve THP-1 ko-kültür gruplarında MTX-211 (10 μM), diklofenak dietilamin (100 μM) 

ve kombinasyonlarının IL-8 seviyelerine etkisi. 
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Şekil 5.22: (Devam) U87MG ve THP-1 ko-kültür gruplarında MTX-211 (10 μM), diklofenak dietilamin 

(100 μM) ve kombinasyonlarının IL-8 seviyelerine etkisi. 

 

Tablo 5.12. U87MG ve THP-1 ko-kültür gruplarında MTX-211 (10 μM), diklofenak dietilamin (100 μM) 

ve kombinasyonlarının IL-8 seviyelerine etkisi (%). 

GRUPLAR IL-8 NEGATİF % IL-8 POZİTİF % 

Kontrol LPS (-) 82.1 17.9 

Kontrol LPS (+) 81.5 18.5 

LPS (+) MTX-211 10µM 84.9 15.1 

LPS (+) Dik 100µM 84.3 15.7 

LPS (+) Dik 100µM; MTX-211 10µM 87.5 12.5 

 

 

Şekil 5.23: U87MG ve THP-1 ko-kültür gruplarında MTX-211 (10 μM), diklofenak dietilamin (100 μM) 

ve kombinasyonlarının IL-8 pozitif hücre yüzdesi ve istatistiksel olarak değerlendirilmesi 

(kontrol: %0.1 DMSO, n=3, ortalama±standart sapma, p<0.01** anlamlı fark var, 

p<0.0001**** çok önemli fark var) 
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Şekil 5.22, 5.23 ve Tablo 5.12’de görüldüğü gibi sonuçlarımız, LPS‘nin IL-8 

üzerindeki uyarıcı etkisiye sahip (Braganhol vd., 2015) olduğu literatür bilgisini 

desteklemektedir. LPS ile indüklenen IL-8 ekspresyonunu MTX-211 (%15) ve 

diklofenak dietilamin (%15.7) LPS (+) kontrole (%18.5) göre inhibe etmiĢ ve kontrole 

göre istatistiksel anlamlılık p<0.01** olarak bulunmuĢtur. MTX-211 ve diklofenak 

dietilamin kombinasyonu (%12.5) IL-8 ekspresyonunu inhibe etmiĢ ve kontrole göre 

istatistiksel olarak (p<0.0001****) çok önemli farka sahip olduğu belirlenmiĢtir. 

EGFR inhibitörü erlotinib, COX-2 inhibitörü selekoksib ve kombinasyonunun 

H1650 ve HCC827 akciğer kanseri hücre hatlarında IL-1β, IL-6 ve IL-8 mRNA 

ekspresyonlarına olan etkisinin incelendiği çalıĢmada, IL-8 ekspresyonları her iki hücre 

hattında da inhibe edilmiĢ, selekoksib ile kontrole göre istatistiksel anlamlılık HCC827 

hücre hattında gözlenmezken H1650 hücre hattında p<0.05* olarak belirlenmiĢ, 

erlotinib ve ile kontrole göre ve kombinasyon ile ile erlotinibe göre p<0.05*  olarak 

belirlenmiĢtir (Li vd., 2016).  

Sitokinler konak savunması ve hücre proliferasyonu, apoptoz, kaçıĢ, migrasyon, 

anjiyogenez gibi gliomagenezin temel adımları üzerinde düzenleyici rollere sahiptirler 

(Palanisamy vd., 2012). 

IL-8, SSS dahil olmak üzere vücutta fizyolojik reaksiyonlar ve patolojik süreçler 

arasındaki dengenin korunmasına katılan bir kemokin olup (Semple vd., 2010) 

fizyolojik fonksiyonlarına ek olarak patogenez, tanı ve tedavi açısından gliomalar da 

dahil olmak üzere birçok SSS anormalliğine (Miller, 2009) ve ayrıca nöroinflamasyona 

büyük katkı sunan, beyin hasarını takiben beyin omurilik sıvısında seviyesi yükselen ve 

inflamasyonun akut fazı sırasında nötrofil kemotaksisine aracılık eden sitokindir 

(Kosmopoulos vd., 2018). 

Yapılan çalıĢmalarda glioma dokularında IL-8 düzeyinin yüksek olduğu tespit 

edilmiĢ ve bu durumun gliomagenezde kritik bir rol oynadığı düĢünülmüĢtür (Nitta vd., 

1992). Glioma dokularında IL-8 düzeyi yüksekliği GBM'lerin %50'sinde görülen EGFR 

mutasyonunun neden olduğu hücre içi sinyal ileti yolu hiperaktivasyonu sonucu 

MEKK1 aracılı (Bonavia vd., 2012) ve ayrıca astrositomalarda sıklıkla upregüle edilen 

PGE2‘nin IL-8 promotorunda H3 asetilasyonunu indüklemesinden kaynaklanan IL-8 

ekspresyonunu daha da güçlendirmesinden ileri gelmektedir (Venza vd., 2012). 
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Yakın zamanda yapılan bir araĢtırmaya göre glioblastoma ile iliĢkili nekroz da 

IL-8 üretimini tetiklemekte ve bu durum GBM hücrelerinin invaziv yeteneğinin artması 

ile sonuçlanmaktadır (Ahn vd., 2016). 

IL-8 expresyonu, transkripsiyon faktörü NF-κB ile indüklenmekte, glioma 

ilerlemesine, tümörün anjiyogenezi güçlendiren damarsal ihtiyaçlarını karĢılayarak ya 

da göç potansiyelini artırarak agresif bir tümör fenotipine neden olmaktadır (Ahn vd., 

2016; Kruczyk vd., 2014; Brat vd., 2005; Raychaudhuri ve Vogelbaum, 2011). Chen ve 

arkadaĢları tarafından IL-8‘in, hücrelerin hayatta kalması, proliferasyonu, endotelyal 

hücre göçü ve MMP'lerin aktivasyonunu etkileyen, hem kanserde hem de 

inflamasyonda güçlü bir anjiyogenez aracısı olduğu bildirilmiĢtir (Chen vd., 1999). 

Gliomanın yüksek metabolik profili ve MMP‘nin, doku faktörünün ve MDA'nın aĢırı 

ekspresyonuna iliĢkin agresif fenotipi de IL-8 üretimini tetiklemektedir. IL-8, VEGF 

inhibisyonunun üstesinden gelen anjiyogeneze reseptörleri aracılığıyla katkıda 

bulunmakta (Kosmopoulos vd., 2018) ve antianjiyojenik etkileri dolayısıyla potansiyel 

terapötik ajanlar olarak araĢtırılan miR-93 ve T11-TS gibi moleküllerin temel hedefi 

olmaktadır (Fabbri vd., 2015; Singh vd., 2015; Kagelman vd., 2014). 

Gliomaların yüksek metabolik profili ve hücre proliferasyonunun artması, 

hipoksik bir ortam yaratmaktadır. Bu duruma hücresel adaptasyon, hipoksi ile 

indüklenebilir Faktör (HIF) ve IL-8'in artırılmıĢ ekspresyonu ile sağlanmakta ve ne 

yazık ki bu durum tedavi direncine neden olmaktadır (Batchelor vd., 2013). IL-8 

invazyon ve anjiyogeneze sunduğu katkıların yanı sıra gefitinib, sisplatin (Wang vd., 

2015) ve temozolamid (Bruyere vd., 2011) gibi ilaçlara karĢı direnç geliĢmesinde 

önemli rol oynamaktadır. 

U87MG ve THP-1 ko-kültür modelinde MTX-211 10 μM ve diklofenak 

dietilamin 100 μM konsantrasyonları U87MG hücrelerine uygulanmıĢ ve plakalar 48 

saatlik inkübasyonlara bırakılmıĢtır. 48 saatlik inkübasyon süresi sonunda hücre içi IL-

10 seviyeleri akıĢ sitometri yöntemi ile belirlenmiĢ ve analiz edilmiĢtir. Sonuçlar Şekil 

5.24, 5.25 ve Tablo 5.13’de verilmiĢtir.  
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Şekil 5.24 U87MG ve THP-1 ko-kültür gruplarında MTX-211 (10 μM), diklofenak dietilamin (100 μM) ve 

kombinasyonlarının IL-10 seviyelerine etkisi. 

 

Tablo 5.13. U87MG ve THP-1 ko-kültür gruplarında MTX-211 (10 μM), diklofenak dietilamin (100 μM) 

ve kombinasyonlarının IL-10 seviyelerine etkisi (%). 

GRUPLAR IL-10 NEGATİF % IL-10 POZİTİF % 

Kontrol LPS (-) 82.8 17.2 

Kontrol LPS (+) 78.8 21.2 

LPS (+) MTX-211 10µM 81.6 18.4 

LPS (+) Dik 100µM 81.7 18.3 

LPS (+) Dik 100µM; MTX-211 10µM 83.8 16.2 
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Şekil 5.25: U87MG ve THP-1 ko-kültür gruplarında MTX-211 (10 μM) ve diklofenak dietilamin (100 

μM) konsantrasyonları IL-10 pozitif hücre yüzdesi ve istatistiksel olarak değerlendirilmesi 

(kontrol: %0.1 DMSO, n=3, ortalama±standart sapma, p<0.001*** önemli  fark var, 

p<0.0001**** çok önemli fark var) 

 

Şekil 5.24, 5.25 ve Tablo 5.13’de görüldüğü gibi U87MG ve THP-1 ko-kültür 

modelinde 48 saatlik inkübasyon süresi sonunda LPS, IL-10 ekpresyonunu indüklemiĢ 

ve kontrole göre istatistiksel olarak (p<0.0001****) çok önemli farka sahip olduğu 

belirlenmiĢtir. LPS ile indüklenmiĢ IL-10 düzeyi MTX-211 (%18.4) ve diklofenak 

dietilamin (%18.3) uygulamaları ile inhibe edilmiĢ ve LPS (+) kontrole (%21.2) göre 

istatistiksel olarak (p<0.001***) önemli farka sahip olduğu belirlenmiĢtir. Kombin 

uygulamanın (%16.2) kontrol grubuna göre IL-10 düzeyini azalttığı ve istatistiksel 

olarak da  (p<0.0001****) çok önemli farka sahip olduğu belirlenmiĢtir. 

Diklofenak tedavisi mürin kemik iliği hücrelerinde artan doza bağlı olarak IL-10 

ekspresyonu azaltmakta ve fosforile STAT protein ekspresyonunu da azalttığından 

antiproliferatif etki meydana getirmektedir (Sridhar vd., 2013). Yine aynı Ģekilde 

GL261 glioma hücre hattında aĢırı eksprese edilen IL-10, IL-6 ve GM-CSF gibi 

immünsupresif sitokinler PGE2 inhibisyonu ile azalmaktadır (Authier vd., 2015). 
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Ġlk olarak Huettner ve ark. tarafından gliomada IL-10 exprese edildiği rapor 

edilmiĢ (Huettner vd., 1997), yüksek dereceli (derece III ve IV) gliomaların %87'sinde 

ve düĢük dereceli (derece II) gliomaların %4'ünde yüksek IL10 mRNA seviyeleri 

bildirilmiĢtir. Çin Glioma Genom Atlası (CGGA) ve Kanser Genom Atlası‘nda da IL10 

mRNA ekspresyonunun yüksek dereceli gliomada (derece III ve IV) düĢük dereceli 

(derece II) gliomaya kıyasla daha yüksek olduğunun bildirilmesi Huettner ve 

arkadaĢları tarafından yapılan çalıĢma sonuçları ile tutarlıdır (Widodo vd., 2021). 

Glioma hastalarında kandaki IL-10'un mRNA ve protein seviyeleri malignite ve glioma 

derecesi ile iliĢkilidir (Gieryng vd., 2017; Prosniak vd., 2013; Nitta vd., 1994). DüĢük 

ve yüksek dereceli glioma hücrelerinde tespit edilen IL-10 reseptörleri (IL10RA ve 

IL10RB) (Donson vd., 2017; Akil vd., 2015) glioma hücrelerinin IL-10'a duyarlı 

olduğunu, JAK-STAT3‘ü aktive ederek tümör hücresi çoğalmasını, migrasyonunu ve 

invazyonunu düzenlemektedir (Riley vd., 1999, Qi vd., 2016). IL-10 reseptörlerine 

gerek duymaksızın JAK2‘ye doğrudan bağlanarak JAK2-STAT3 sinyalini 

indükleyebilmekte ve glioma hücre proliferasyonunu uyarmaktadır (Qi vd., 2016). 

Garcia-Hernandez ve arkadaĢları B16 melanom fare modelinde, IL-10‘un anjiyogenezi, 

immünsupresyonu ve tümör hücresi proliferasyonunu uyararak tümör büyümesini 

arttırdığını bildirmiĢlerdir (Garcia-Hernandez vd., 2002). Kapsamlı literatür taramasında 

IL-10‘un immünsupresif ve immünstimulan aktiviteleriyle immünmodülatör 

fonksiyonlarının yanı sıra, kanser hücresi proliferasyonunu artırarak tümörün 

ilerlemesini desteklediği görülmektedir.  

IL-10, APC'leri ve T hücre proliferasyonunu inhibe ederek ve düzenleyici T 

(TREG) hücrelerinin aktivitesini indükleyerek immünsupresyon sağlayan (Trifunovic 

vd., 2015; Perng vd., 2015) önemli bir pleiotropik immün düzenleyici sitokindir (Groux 

vd., 1998). IL-10, gliomada tümör ve bağıĢıklık hücrelerine sızma aktivitesinin modüle 

edilmesinde önemli bir rol oynamakta ve ağırlıklı olarak bağıĢıklık baskılayıcı bir etki 

sağlamakta ancak bazı durumlarda bağıĢıklık sistemini uyarıcı etki meydana 

getirebilmektedir (Widodo vd., 2021). 

GBM‘li hastalarda kan beyin bariyeri bozulduğu için periferik lenfositler SSS'e 

girmekte ve tümöre sızmaktadır (Ratnam vd., 2019; Alvarez vd., 2008; Dubois vd., 

2014). Makrofaj ve diğer immün hücrelere kıyasla az sayıda olan CD4+ ve CD8+ T 

hücreleri (Klemm vd., 2020; Han vd., 2014) beyne göç ettikten sonra immünsupresif bir 
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mikro ortamla karĢılaĢır, sıklıkla perivasküler alanlarda birikir ve tipik olarak immün 

tükenmenin belirteçlerini eksprese eder (Berghoff vd., 2015; Woroniecka vd., 2018; 

Klemn vd., 2020). Hastadan elde edilen T hücreleri üzerinde IL10RA ve IL10RB'nin 

ekspresyonu ile kanıtlandığı gibi, tümör infiltre eden T hücreleri muhtemelen GBM 

TMÇ içindeki IL-10 parakrin sinyallemesine dahil olur (Zadka vd., 2017) ve IL-10, 

CD8+ T hücrelerinin (Groux vd., 1998), CD4+ tip 1 T yardımcı hücrelerinin (Th1), tip 

2 T yardımcı hücrelerinin (Th2) ve tip 17 T yardımcı (Th17) hücrelerinin 

fonksiyonlarını inhibe eder. Bu inhibisyona TREG‘ler ve APC‘ler aracılık etmektedir 

(Sawant vd., 2019; Chaudhry vd., 2011; Del Prete vd., 1993; Wang vd., 2016).   

Glioma hücre membranları yüzeyinde F-aktin açısından zengin invadopodia 

vardır ve  IL-10 uygulanan mikroglialarda F-aktin açısından zengin yapılar olan 

podozomların (Siddiqui vd., 2014) oluĢumu  arttığından bu yapılar glioma hücrelerinin 

invazyonunu kolaylaĢtırmaktadır (Stylli vd., 2008). Ginting ve arkadaĢları tarafından 

2017 yılında yapılan bir çalıĢma ile multipleks ELISA kiti kullanarak bir takım 

proinflamatuar sitokinlerin ekspresyonu küçük hücreli olmayan akciğer karsinomu 

(A549), glioblastoma multiforme (U87MG, T98G), meme adenokarsinomu (MDA-MB-

453, MCF7) ve hepatoselüler karsinom (Huh7) hücre hatlarında değerlendirilmiĢ, bütün 

kanser hücre hatlarında IL-6, IL-8, IL-10 ve TNFα ekspresyonu gözlenmiĢ, U87MG ve 

T98G glioblastoma hücre hatlarında özellikle IL-6 ve IL-8‘in yüksek oranda eksprese 

edildiği bildirilmiĢtir.  

5.2.6. U87MG ve THP-1 ko-kültürde (insertlü) U87MG hücrelerinin 

migrasyonunun değerlendirilmesi 

MTX-211 ve diklofenak dietilaminin (Dik) U87MG ve THP-1 ko-kültürde 

antimetastatik etkilerini değerlendirmek amacı ile çizik deneyi yapılmıĢtır. U87MG 

hücrelerinin MTX-211, diklofenak dietilamin ve kombinasyonlarının uygulandığı 

zaman aralığında, konsantrasyona ve zamana bağlı olarak hücrelerin ne kadar 

bölündüğü veya hareket ettiği gözlemlenmiĢtir. Ġlaç uygulamasından sonra 0., 24. ve 48. 

saatlerde fotoğraflanmıĢ ve Leica LAS Görüntü Analizi programı ile analiz edilmiĢtir. 

Sonuçlar istatistiksel olarak değerlendirilmiĢ ve grafik oluĢturulmuĢtur (ġekil 5.27). 

Konsantrasyonlar uygulandıktan sonra 0., 24. ve 48. saat görüntüler alınmıĢtır.  
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 0.saat 24.saat 48.saat 

LPS (-) Kontrol 

 

   

LPS (-) MTX-211 10µM 

 

   

LPS (-) Dik 100µM 

 

   

LPS (-) MTX-211 10µM + Dik 100µM 

 

   

LPS (+) Kontrol 

 

   

Şekil 5.26: MTX-211 (10 μM), diklofenak dietilamin (100 μM)  ve kombinasyonlarının U87MG hücre 

migrasyonu  üzerindeki etkilerinin  0., 24. ve 48. saat görüntüleri (10X) 
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 0.saat 24.saat 48.saat 

LPS (+) MTX-211 10µM 

 

   

LPS (+) Dik 100µM 

 

   

LPS (+) MTX-211 10µM + Dik 100 µM 

 

   

Şekil 5.26: (Devam) MTX-211 (10 μM), diklofenak dietilamin (100 μM)  ve kombinasyonlarının U87MG 

hücre migrasyonu  üzerindeki etkilerinin  0., 24. ve 48. saat görüntüleri (10X)  

 

 

Şekil 5.27: MTX-211 (10 μM), diklofenak dietilamin (100 μM)  ve kombinasyonlarının U87MG hücre 

migrasyonu  üzerindeki etkilerinin  0., 24. ve 48. saatteki % çizik genişlikleri ve istatistiksel 

olarak değerlendirilmesi (kontrol: %0.1 DMSO, n=3, ortalama±standart sapma, p>0.05 

fark yok, p<0.0001**** çok önemli fark var, Ort ± Standart Sapma n=3)) 
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Ġlaç uygulamasından 24 saat sonraki sonuçlar kontrol grubuna göre 

kıyaslandığında, MTX-211 ve diklofenak dietilaminin zamana bağlı olarak U87MG 

hücreleri üzerinde etkileri olduğu gözlemlenmiĢ ve LPS‘nin U87MG hücre 

migrasyonunu indüklediği gözlemlenmiĢtir (ġekil 5.26).  Kontrol grubu hücrelerinde 24 

saat sonra ölçülen migrasyon %24.2, LPS ile %45.5 olarak belirlenmiĢtir. LPS‘siz 

ortamda diklofenak dietilamin ile migrasyon gözlemlenmemiĢtir. MTX-211 ve 

diklofenak dietilamin ile kombinasyonunda hücre migrasyonu gözlemlenmemiĢ aksine 

çizik geniĢliği daha çok artarak sırasıyla %101.39 ve %105.68‘e ulaĢmıĢtır. LPS‘li 

ortamda MTX-211, diklofenak dietilamin ve kombinasyonunun uygulandığı hücrelerde 

de çizik geniĢliği artarak sırasıyla %105.91, %108.83 ve %111.58 olarak ölçülmüĢtür. 

Bunun nedeni, hücreler LPS, MTX-211, diklofenak dietilamin ve kombinasyonunu ile 

muamele edildiğinde apoptoza eğilim artmıĢ ve zaman geçtikçe hücrelerde azalma 

gözlemlenmiĢtir. 

Ġlaç uygulamasından 48 saat sonraki ölçümlere göre (ġekil 5.26) LPS‘siz ve 

LPS‘li kontrol grubunda oluĢturduğumuz çizik tamamen kapanmıĢtır. LPS‘siz ortamda 

diklofenak dietilamin ile migrasyon hiç gözlemlenmemiĢ, MTX-211 ve diklofenak 

dietilamin ile kombinasyon uygulamasında çizik geniĢliği zamana bağlı olarak artmıĢ, 

LPS‘siz ortamda sırasıyla %109.89 ve %113.26 olarak belirlenmiĢtir. MTX-211, 

diklofenak dietilamin ve kombinasyon uygulanmasında çizik geniĢliği LPS‘li ortamda 

sırasıyla %124.06, %121.18 ve %128.39 olarak ölçülmüĢtür. Bunun nedeni 24 saatlik 

sonuçlarda belirttiğimiz gibi hücreler apoptoza uğradıklarından hücre sayısında 

azalmaların olmasıdır. 

Özofagus skuamöz karsinom hücrelerinde (HKESC-2 ve HKESC-1) LPS, TLR4 

reseptörlerini selektin ve p38 aracılığıyla uyararak, hücrelerin migrasyonunu ve 

yapıĢma özelliklerini arttırmakta ve böylece tümör metastazına katkıda bulunmaktadır 

(Rousseau vd., 2013). 

Yang ve arkadaĢları 2014 yılında yaptıkları bir çalıĢmada LPS tarafından 

uyarılan TLR4 aracılığıyla, TLR4 insan meme kanseri hücrelerinde VEGF için mRNA 

ekspresyonunu düzenlediğinden, farelerin karaciğerinde tümör oluĢmasını ve metastatik 

lezyonlar geliĢimini desteklediğini bildirmiĢlerdir (Yang vd., 2014). ÇalıĢmamızı 

destekleyen bir baĢka çalıĢma LPS‘nin TLR4 aracılığıyla akciğer kanseri hücrelerinin 

invazyon ve migrasyonunu tetiklemesidir (Liu vd., 2015). Daha önce Thuringer ve 



92 

 

arkadaĢları tarafından LPS'nin in vitro U87 hücre göçünü hızlandırabildiği bildirilmiĢtir 

(Thuringer vd., 2015). Bedini ve arkadaĢları tarafından 2017‘de (Bedini vd., 2017) 

LPS‘nin hücre proliferasyonu ve migrasyonu üzerindeki etkilerini belirlemek amacıyla 

yapılan deneylerde LPS (10 ng/ml)‘nin 24 saatlik inkübasyonu sonucunda U87MG 

hücre proliferasyonunu arttırdığını ve çizik deneyinde TLR4 reseptörleri aracılığıyla 

hücre migrasyonunu uyardığı bildirilmiĢtir. Sarrazy ve arkadaĢları tarafından U118MG 

ve U87MG glioblastoma hücre hatlarında Fas ve TLR4 reseptörleri aracılığıyla hücre 

proliferasyonu ve migrasyonunu arttırdığı bildirilmiĢtir (Sarrazy vd., 2011). 

U87MG hücre hattında, EGFR inhibitörü gefitinib anjiyogenezin önemli 

belirteçleri olan VEGF ve MMP protein düzeylerini düĢürüp antianjiyojenik etki 

meydana getirmekte (Karami vd., 2021), diklofenak migrasyonu kontrole göre 

istatistiksel olarak çok önemli farkla inhibe etmektedir (Gerthofer vd, 2018).  

Erlotinib, selekoksib ve kombinasyonları H1650 ve HCC827 akciğer kanseri 

hücre hatlarında anjiyogenez belirteci cd31 düzeyini inhibe ederek kontrole göre 

istatistiksel anlamlılık selekoksib ile p<0.05*, erlotinib ile p<0.01** ve kombinasyon 

terapisi ile tamamına yakınını inhibe edilerek erlotinibe oranla istatistiksel anlamlılık 

p<0.01**  bulunmuĢtur. VEGF-A protein ekspresyonlarını da sırasıyla azdan çoğa 

selekoksib (p<0.05*), erlotinib (p<0.01**) ve kombinasyon (erlotinibe kıyasla 

p<0.01**) neredeyse tamamına yakınını inhibe ederek güçlü antianjiyojenik etki 

meydana getirmiĢtir (Li vd., 2016).  

5.2.7. HUVEC ve THP-1 ko-kültürde (insertlü) HUVEC hücrelerinin 

migrasyonunun değerlendirilmesi 

MTX-211 ve diklofenak dietilaminin (Dik) HUVEC ve THP-1 ko-kültürde 

antianjiyojenik etkilerini değerlendirmek amacı ile çizik deneyi yapılmıĢtır. HUVEC 

hücrelerinin MTX-211 ve diklofenak dietilamin ve kombinasyonlarının uygulandığı 

zaman aralığında, konsantrasyona ve zamana bağlı olarak hücrelerin ne kadar 

bölündüğü veya hareket ettiği gözlemlenmiĢtir. Ġlaç uygulamasından sonra 0., 24. ve 48. 

saatlerde fotoğraflanmıĢ ve Leica LAS Görüntü Analizi programı ile analiz edilmiĢtir. 

Sonuçlar istatistiksel olarak değerlendirilmiĢ ve grafik oluĢturulmuĢtur (ġekil 5.29). 

Şekil 5.28’de görüldüğü üzere konsantrasyonlar uygulandıktan sonra 0., 24. ve 48. saat 

görüntüler alınmıĢtır.  
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 0.saat 24.saat 48.saat 

LPS (-) Kontrol 

 

   

LPS (-) MTX-211 10µM 

 

   

LPS (-) Dik 100µM 

 

   

LPS (-) MTX-211 10µM + Dik 100µM 

 

   

LPS (+) Kontrol 

 

   

Şekil 5.28: MTX-211 (10 μM), diklofenak dietilamin (100 μM) ve kombinasyonlarının HUVEC hücre 

migrasyonu  üzerindeki etkilerinin 0., 24. ve 48. saat görüntüleri (10X)  
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 0.saat 24.saat 48.saat 

LPS (+) MTX-211 10µM 

 

   

LPS (+) Dik 100µM 

 

   

LPS (+) MTX-211 10µM + Dik 100 µM 

 

   

Şekil 5.28: (Devam) MTX-211 (10 μM), diklofenak dietilamin (100 μM) ve kombinasyonlarının HUVEC 

hücre migrasyonu  üzerindeki etkilerinin 0., 24. ve 48. saat görüntüleri (10X)  

                

Şekil 5.29: MTX-211 (10 μM), diklofenak dietilamin (100 μM)  ve kombinasyonlarının HUVEC hücre 

migrasyonu  üzerindeki etkilerinin  0., 24. ve 48. saatteki % çizik genişlikleri ve istatistiksel 

olarak değerlendirilmesi (kontrol: %0.1 DMSO, n=3, ortalama±standart sapma, p>0.05 

fark yok, p<0.0001**** çok önemli fark var, Ort ± Standart Sapma n=3)) 
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Konsantrasyonlar uygulandıktan 24 ve 48 saat sonraki sonuçlar kontrol grubuna 

göre kıyaslandığında, MTX-211 ve diklofenak dietilaminin zamana bağlı olarak 

HUVEC hücreleri üzerinde etkili oldukları gözlemlenmiĢtir (ġekil 5.28). 

Ġlaç uygulamasından 24 saat sonraki sonuçlar kontrol grubuna göre 

kıyaslandığında, MTX-211 ve diklofenak dietilaminin zamana bağlı olarak HUVEC 

hüreleri üzerinde etkileri olduğu gözlemlenmiĢ ve LPS‘nin HUVEC hücre 

migrasyonunu indüklediği ve 24 saatlik inkübasyonu sonucu çiziğin tamamen kapandığı 

gözlemlenmiĢtir.  

Kontrol grubu hücrelerinde 24 saat sonra %55 migrasyon gözlemlenirken, 

LPS‘siz ortamda migrasyon MTX-211 ile %2.01 olarak ölçülmüĢ, diklofenak dietilamin 

ile migrasyon gözlemlenmemiĢ, LPS ile çizik tamamen kapanmıĢ ve LPS‘li ortamda 

MTX-211 ve diklofenak dietilamin ile migrasyon sırasıyla %16.80 ve %12.1 olarak 

ölçülmüĢ ve kontrole göre istatistiksel olarak çok önemli farka sahip olacak Ģekilde 

migrasyonu baskılamıĢlardır. LPS‘siz ve LPS‘li ortamda kombin uygulamalarda hücre 

migrasyonu gözlemlenmemiĢ aksine çizik geniĢliği daha çok artarak sırasıyla %103.28 

ve %121.91 olarak ölçülmüĢtür. Bunun nedeni hücreler LPS, MTX-211, diklofenak 

dietilamin ve kombinasyonu ile muamele edildiğinde apoptoza eğilim artmıĢ ve zaman 

geçtikçe hücrelerde azalma gözlemlenmiĢtir. 

Ġlaç uygulamasından 48 saat sonraki ölçümlere göre (ġekil 5.28) LPS‘siz ve 

LPS‘li kontrol grubunda oluĢturduğumuz çizik tamamen kapanmıĢ, LPS‘siz ortamda 

hücre HUVEC hücre migrasyonu MTX-211 ile %11.11 olarak ölçülürken diklofenak 

dietilamin ile hiç gözlemlenmemiĢ ve LPS‘li ortamda sırasıyla %28.7 ve %57.11 olarak 

ölçülmüĢtür. MTX-211 ve diklofenak dietilamin kombin uygulamalarda LPS‘siz ve 

LPS‘li ortamda çizik geniĢliği sırasıyla %109.96 ve %149.53 olarak ölçülmüĢtür. Bunun 

nedeni 24 saatlik sonuçlarda belirttiğimiz gibi hücreler apoptoza uğradıklarından hücre 

sayısında azalmaların olmasıdır. 

MTX-211 ile çizik deneyi ilk kez bu tez çalıĢmasında yapılmıĢtır. EGFR 

inhibitörü HS-10296 ile HUVEC migrasyonunun transwell deneyi ile araĢtırıldığı bir 

çalıĢmada, kontrole göre hücre göçünün azaldığı ve kinaz inhibitörü famitinib ile 

kombine tedavi ile migrasyonun inhibiyonunun büyük ölçüde güçlendiği belirlenmiĢtir 

(Zhang vd., 2021).  
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Hücre istilası, anjiyogenezde endotel hücrelerinin kritik bir fonksiyonudur. Doku 

büyümesi ve olgunlaĢması için temel bir adım olan anjiyogenez, sıklıkla tümörlerde 

büyüme, geniĢleme ve metastazda rol oynayan patolojik bir süreçtir (Hall vd., 2015). 

EGFR inhibitörü erlotinib ve COX-2 inhibitörü selekoksibin çeĢitli kanserlerde 

anjiyogenezi ayrı ayrı hedefleyebildiğini öne süren çalıĢmalar mevcuttur (Reckamp vd., 

2008). 

Erlotinib ve selekoksib ile insan küçük hücreli olmayan akciğer kanseri 

hücrelerinin (NSCLC, HCC827 ve H1650) ksenograft modellerinde mikrodamar 

yoğunluğu incelenmiĢ, kontrol grubuna göre selekoksib, ardından erlotinib ve en az 

damar yoğunluğunun kombinasyon tedavisinde gözlendiği ve kontrole göre anlamlı 

derecede azalma meydana geldiği bildirilmiĢtir. Güçlü pro-anjiyogenik peptidlerden 

VEGF-A, CXCL1-2-3, IL-6, IL-8, IL- 1β ve VEGF-C gibi anjiyogenez aracılarının 

düzeyleri western blot analizi ile incelenmiĢ, kombinasyon grubunun en düĢük peptid 

düzeylerine sahip olduğu belirlenmiĢtir. HUVEC hücrelerinde yapılan çizik deneyinde, 

kontrol grubuna göre hücre göçünün en çok kombinasyon tarafından inhibe edildiği, 

sonra erlotinib ve en az selekoksibin hücre göçünü azalttığı gösterilmiĢtir (Li vd., 2016). 

HUVEC hücre göçünü EGFR inhibitörünün COX-2 inhibitöründen daha güçlü bir 

Ģekilde inhibe etmesi deney sonuçlarımız ile uyumludur.  

Tümör odaklı anjiyogenezin yeni bir ex vivo modeli kullanılarak, HT-29 kolon 

kanseri kaynaklı anjiyojenik yanıtlar, diklofenakın önleyici etkilerine karĢı oldukça 

hassastır. HT-29 eksplantlarının diklofenak tedavisi, hücre dıĢı matriks yoluyla vasküler 

göçte ve hücre sayısında azalmaya neden olmaktadır. Eksplant verileriyle tutarlı olarak 

HUVEC hücrelerini de doz bağımlı inhibe etmekte ve anjiyogenezi 

engelleyebilmektedir (Isenberg vd., 2007). 
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6. SONUÇ ve ÖNERİLER 

Glioblastoma multiforme neredeyse tedavi edilemez durumda olan SSS‘nin en 

yaygın, en agresif tümörüdür ve en tipik özelliklerinden biri EGFR overexpresyonu ve 

mutasyonlarıdır. EGFR‘yi hedefleyen tirozin kinaz inhibitörleri, aĢılar ve monoklonal 

antikorlar gibi farklı sınıf EGFR inhibitörlerinin, tümör baskılayıcı bir gen olan PTEN 

üzerinde inaktive edici mutasyonlara neden olduğu belirlenmiĢtir (Fenton vd., 2012). 

EGFR inhibitörlerinin kullanıldığı durumlarda, hücre büyümesi ve kanser hücresinin 

hayatta kalmasını sağlayan PI3K/AKT/mTOR sinyal yolağının negatif düzenleyicisi 

olan PTEN inaktivasyonu, PI3K aktivasyonuna ve dolayısıyla tedaviye direnç 

geliĢmesine neden olmaktadır. EGFR inhibitörleri kullanılmasına rağmen glioblastoma 

dahil olmak üzere farklı kanser türlerinde bu tür direnç geliĢimi gözlemlenmiĢtir (Taylor 

vd., 2012; Clark vd., 2012; Turke vd., 2010). Hem EGFR‘yi hedeflemek hem de 

EGFR‘yi hedeflerken PI3Kinaz‘ın aktivasyonu yoluyla meydana gelen direnci kırmak 

için son derece uygun bir aday olan dual etkili MTX-211, hem tümör mikroçevresi hem 

de kronik inflamasyonla iliĢkili yüksek mPGES-1 ve PGE2 seviyelerini (Nakanishi vd., 

2013; Dubois, 2014) düĢüren COX inhibitörü diklofenak dietilamin ile kombinasyon 

için ideal bir aday olabileceği varsayımıyla kanser hücrelerindeki etkinlikleri 

incelenmiĢtir.  

ÇalıĢmamızda ilk olarak MTX-211 (5 µM, 10 µM, 20 µM), diklofenak 

dietilaminin (50 µM, 100 µM, 300 µM) ve kombinasyonlarının U87MG glioblastoma 

hücre hattında ve THP-1 ve HUVEC sağlıklı hücre hatlarında sitotoksik etkileri 

araĢtırılmıĢ, farklı konsantrasyonlardaki kombin uygulamaların ilaç etkileĢim katsayısı 

(CDI) hesaplamaları yapılarak, değiĢen konsantrasyonlarda hücreler üzerindeki sinerjist, 

antagonist ve additif etkilerinin CDI hesaplamaları ile değerlendirilmesi amaçlanmıĢtır. 

24 ve 48 saatlik inkübasyon süreleri sonunda, CellTiter-Blue hücre canlılık testi 

sonuçlarına göre, MTX-211 ve diklofenak dietilamin U87MG hücre proliferasyonunu 

zaman ve artan konsantrasyonlara bağlı olarak güçlü bir Ģekilde inhibe etmiĢ, 

diklofenak dietilamin MTX-211 ile kombine uygulandığında hücre proliferasyonunu 

inhibe edici aktivitesini sinerjistik olarak güçlendirmiĢtir. THP-1 monosit hücre hattında 

kayda değer bir sitotoksik etkinin olmadığı belirlenmiĢtir. HUVEC hücre hattında 24 

saatlik inkübasyon sonucunda kayda değer sitotoksik etki olmadığı, ancak 48 saatlik 



98 

 

inkübasyon sonucunda MTX-211 ve diklofenak dietilaminin artan dozlarıyla paralel 

olarak hücre çoğalmasının inhibe edildiği, kombin uygulanan gruplarda ise 

inhibisyonun daha da güçlendiği görülmüĢtür.  

THP-1, HUVEC ve U87MG glioblastoma hücre hatlarında MTX-211 (5 µM, 10 

µM, 20 µM) ve diklofenak dietilaminin (50 µM, 100 µM, 300 µM) antagonist/sinerjist 

etkileĢimleri CDI formülüne göre 24 ve 48 saatlik inkübasyon süreleri sonunda 

CellTiter-Blue testi absorbans sonuçlarının % hücre canlılık değerlerine 

dönüĢtürülmesiyle hesaplanarak değerlendirilmiĢtir. 

THP-1 hücre hattında 24 saatlik bütün kombin uygulamalar additif etki (CDI = 

1) meydana getirirmiĢ ancak 48 saatlik inkübasyon sonunda diklofenak dietilamin ve 

MTX-211 (50 µM +20 µM), diklofenak dietilamin ve MTX-211 (100 µM + 20 µM), 

diklofenak dietilamin ve MTX-211 (300 µM + 20 µM) kombin uygulamalar additif etki 

(CDI = 1) meydana getirirken diğer bütün kombin uygulamaların antagonist etki (CDI > 

1) oluĢturdukları belirlenmiĢtir. HUVEC hücre hattında uygulanan kombinlerin 24 

saatlik inkübasyon sonunda yapılan hesaplamalar ile additif etkili (CDI = 1) oldukları, 

ancak 48 saatlik inkübasyon sonunda sinerjistik etkili (CDI < 1) oldukları ve HUVEC 

hücre proliferasyonunu zamana bağlı olarak inhibe ettikleri belirlenmiĢtir. U87MG 

glioblastoma hücre hattında 24 ve 48 saatlik inkübasyon süreleri sonunda bütün kombin 

uygulamaların sinerjistik etki (CDI < 1) meydana getirdikleri belirlenmiĢtir.  

Gerek CellTiter-Blue testi ile yapılan sitotoksisite testleri gerekse CDI ile 

yapılan değerlendirmeler açısından elde edilen sonuçlar literatürde yer alan çalıĢmaları 

destekler niteliktedir. THP-1 monosit hücrelerinde sitotoksik etkide kontrole oranla 

kayda değer bir azalma olmaması (Renner vd., 2018; Choy vd., 2015) HUVEC 

hücrelerinde konsantrasyon ve zamana bağlı olarak sistotoksik etki görülmesi (Isenberg 

vd., 2007; Hu vd., 2023), U87MG glioblastoma hücrelerinde ciddi sitotoksite görülmesi 

ile birlikte sağlıklı hücre duyarlılığının kanser hücre duyarlılığından düĢük olduğu 

belirlenmiĢtir. Günümüzde kemoterapide kullanılan etken maddelerin kanser hücreleri 

kadar sağlıklı hücrelere de zarar verdiği bilinmektedir (Koparal, 2015). Test 

bileĢiklerimizin sağlıklı hücre duyarlılığının düĢük olması kemoterapide 

kullanılabilmeleri adına büyük bir avantajdır (Hu vd., 2023).  

Kombinasyon tedavisinin bireysel ilaç tedavisinden üstün olduğu iyimserliğiyle 

birlikte, steroidal olmayan antienflamatuar ilaçların spesifik kanser inhibitörleriyle 
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kombinasyonunun etkilerinin araĢtırılmasına yönelik ilgi artmaktadır. Çoklu yolların 

eĢzamanlı hedeflenebilmesi nedeniyle, farklı ajanların birleĢtirilmesi sonucu ilave ya da 

sinerjistik etki görülebilmektedir.  

Artan çalıĢma sayıları malign hastalıkların geliĢmesinde anahtar rol oynayan 

EGFR, PI3Kinaz ve COX-2‘nin antikanser tedavide çekici hedefler olarak kabul 

edildiğini göstermektedir. EGFR inhibitörleri, PI3Kinaz inhibitörleri veya COX-2 

inhibitörlerinin kombinasyonları ile çeĢitli kanserlerde sinerjistik antitümör etki 

meydana getirmiĢtir (Li vd., 2016). Literatürde yer alan bilgilerle uyumlu olarak, MTX-

211 ve diklofenak dietilamin kombinasyonu, U87MG glioblastoma hücrelerinde 

sinerjistik hücre ölümüne neden olmuĢtur. THP-1 monosit hücrelerinde sinerjistik 

sitotoksik etki meydana gelmemiĢtir. HUVEC hücrelerinde zamana bağlı sinerjistik etki 

meydana gelmiĢtir ve anjiyogenezin önlenebilmesi açısından bu etki önemlidir.  

Ko-kültür çalıĢmalarından önce MTX-211 ve diklofenak dietilaminin gerçek 

zamanlı hücre analiz sisteminde U87MG hücre hattında proliferasyon ve migrasyon 

üzerindeki etkileri incelenmiĢtir. MTX-211‘in 48. saatte IC50 konsantrasyonu 9.187 

µM olarak tespit edilmiĢ (ġekil 5.8), keskin bir artıĢın gözlemlendiği kontrol grubuna 

kıyasla MTX-211‘in migrasyonu inhibe ettiği (ġekil 5.9) ve artan konsantrasyonları ile 

inhibisyonun arttığı belirlenmiĢtir. Ġnvazyon ve migrasyon ile temsil edilen yaygın 

invazivlik, GBM‘nin en önemli özelliği olup, terapötik baĢarısızlığın ve tümörün 

nüksetmesinin ana nedenidir. Bu nedenle MTX-211 ile migrasyonun inhibisyonu son 

derece önemlidir. 

Ko-kültürde amaç tümör ve tümör mikroçevresi arasındaki iliĢkiyi vücut 

içindeki haliyle (in vivo koĢulları) taklit etmek ve hücreler arasındaki iletiĢimi 

sağlamaktır. THP-1 hücreleri in vitro hücre-hücre etkileĢimini incelemek için en uygun 

seçeneklerden biri olduğundan ve in vivo koĢulları iyi taklit ettiklerinden dolayı 

(Chanput vd., 2014) TMÇ‘nin  inflamasyonlu ortamını taklit etmek adına LPS ile aktive 

edilerek U87MG glioblastoma hücreleri ile ko-kültür oluĢturulmuĢ ve bu ortamda 

MTX-211, diklofenak dietilamin ve kombinasyonunun antiproliferatif, apoptotik, 

antienflamatuar, antimetastatik ve antianjiyojenik etkileri tarafımızca incelenmiĢtir.    

U87MG ve THP-1 ko-kültürde 96 saat süresince LPS ve MTX-211‘in 

proliferasyona etkisinin incelendiği çalıĢmada (ġekil 5.10) LPS‘nin proliferasyonu 

baskıladığı ve artan MTX-211 konsantrasyonları ile bu etkinin arttığı belirlenmiĢtir. 
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Aktif madde olarak Coley toksininden LPS izole edildiğinden beri (Shear ve Turner, 

1943) LPS'nin antikanser etkisi altında yatan mekanizma, in vivo hayvan modelleri ve in 

vitro hücre hatları kullanılarak uzun zamandır araĢtırılmaktadır. Elde ettiğimiz bu 

sonuç, LPS‘nin farklı tip kanser hücre proliferasyonunu azalttığı ve tümör boyutlarını 

küçülttüğü literatür bilgisi ile uyumludur (Goto vd., 1996; Gonçalves vd., 2016). 

Proliferasyon artıĢıyla karakterize edilen kanserin tedavisinde, apoptozun 

indüklenmesi hedefe yönelik tedavinin temel yaklaĢımlarından biri olmuĢ (AkĢit vd., 

2008), test bileĢiklerimiz ve kombinasyonlarının apoptotik etkileri Annexin V-PI ve 

Kaspaz-3 ile tarafımızca incelenmiĢtir. Kapsamlı literatür taramamızda LPS‘nin in vivo 

deney hayvanlarında ve çeĢitli in vitro kanser hücre hatlarında yapılan çalıĢmalarda 

apoptozu tetiklediği bildirilmiĢ (Reisser vd., 2002; Wona vd., 2003), Annexin V-PI ve 

Kaspaz-3 deney sonuçlarımızla bu bilgi teyit edilmiĢtir.  

MTX-211, diklofenak dietilamin ve kombinasyonlarının hücre canlılığını 

azaltması sonucumuz ile paralel olarak,  LPS‘siz kontrole göre bütün deney gruplarında 

erken apoptoz artıĢı belirlenmesi, geç apoptoz ve nekrotik hücre görülmemesi 

sonuçlarımız açısından önemlidir. MTX-211‘in U87MG hücrelerinde aktif kaspaz-3 

seviyelerini arttırmıĢ olması ilk kez bu tez çalıĢmasında belirlenmiĢtir. Kaspaz-3 deneyi 

ile apoptotik etkinin en önemli göstergelerinden biri olan aktif kaspaz-3 yüzdesinin, 

LPS, MTX-211, diklofenak dietilamin ve kombinasyonlarının uygulanması ile arttığı 

tespit edilmiĢtir.  

Kronik inflamasyonun, proinflamatuar sitokinlerin ve diğer 

immünomodülatörlerin salınımına yol açarak, tümör ilerlemesi ve metastaz için uygun 

bir mikro-ortam yaratması nedeniyle, kanser ile güçlü bir Ģekilde iliĢkili olduğu iyi 

bilinmektedir. Bir yandan inflamasyon karsinogenezi, malign transformasyonu, tümör 

büyümesini, invazyonu ve metastatik yayılmayı desteklerken öte yandan tümör 

büyümesini sınırlayabilecek bağıĢıklık mekanizmalarını uyarabilen pleiotropik etkiler 

göstermektedir. Tümör mikroçevresinde yer alan hücreler arası çoklu etkileĢimler bir 

yandan yaralanmayı takiben doku onarımını kolaylaĢtırırken diğer yandan aktive 

edilmiĢ inflamatuar hücreler ve inflamatuar mediyatörlerin salınımı glioblastomada 

proliferasyonu, anjiyogenezi ve invazyonu desteklemekte ve ayrıca tümör hücrelerinin 

moleküler evrimine de katkıda bulunmaktadır (Bayramova, 2021). 
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Test bileĢiklerimizin proinflamatuar sitokin düzeylerine etkilerini incelediğimiz 

çalıĢmada, U87MG hücrelerinde IL-1β, IL-6, IL-8, IL-10 ve TNFα proinflamatuvar 

sitokinlerin eksprese edildiği belirlenmiĢ, özellikle IL-6 ve IL-8‘in diğer sitokinlere 

kıyasla yüksek oranda bulunduğu tespit edilmiĢtir  (Ginting vd., 2017). LPS, U87MG 

hücrelerinde 48 saatlik inkübasyon sonunda IL-1β, IL-6, IL-8, IL-10 ve TNFα sitokin 

ekspresyonlarını indüklemiĢtir (Malefyt vd., 1991). LPS, kaspaz-1, -3, -7, -8 ve -9‘u 

aktive edip apoptoz ve nekrozu indükleyerek hücre ölümüne neden olurken 

proinflamatuar sitokin üretimini arttırması sonucu da inflamasyona neden olmaktadır 

(Cohen, 1997).  

MTX-211, diklofenak dietilamin ve kombinasyonları proinflamatuar sitokin 

düzeylerinde azalma meydana getirmiĢ, MTX-211 IL-1β, IL-6 ve IL-8‘i daha yüksek 

duyarlılıkla inhibe ederken, diklofenak dietilamin IL-10 ve TNFα‘yı MTX-211‗e göre 

daha yüksek duyarlılıkla inhibe etmiĢtir. İn vitro ortamda astrosit proliferasyonunu 

indüklemesi (Maruno vd., 1997), in vivo ortamdaki inhibisyonu ile farelerin yaĢam 

süresinin uzamasından dolayı (Lachman vd., 1987; Selmaj vd., 1990) SSS 

hastalıklarında büyüme faktörü gibi davranan TNFα‘nın inhibisyonu tümör 

progresyonunun önlenmesi açısından önemlidir. Gliomaların en temel özelliği olan 

yüksek invazivliğe ve glioma progresyonuna (Chen vd., 2015) ve apoptozu önleyerek 

proliferasyonunun artmasına neden olan IL-6 düzeylerinin (Piperi vd., 2011), glioma 

hücrelerinin hayatta kalması, proliferasyonu, endotelyal hücre göçü ve MMP'lerin 

aktivasyonunu etkileyen, kanser ve inflamasyonda güçlü bir anjiyogenez aracısı olan 

IL-8 düzeylerinin (Chen vd., 1999), JAK-STAT3 yolağı ile tümör hücresi çoğalmasını, 

migrasyonunu ve invazyonunu düzenleyen (Riley vd., 1999, Qi vd., 2016) IL-10 gibi 

immunsupresif sitokin ekspresyonlarının (Authier vd., 2015) test bileĢiklerimiz ile 

inhibisyonu, sitokinlerin katkıda bulunduğu glioblastoma hücre proliferasyonunun, 

invazyonun, migrasyonun, anjiyogenezin önlenmesi açısından son derece önemlidir. 

U87MG hücrelerinde IL-1β ve TNFα gibi sitokinlerin COX-2 ekspresyonunu 

dikkate değer ölçüde arttırdığı bilinmektedir (Taniura vd., 2008). Proinflamatuar sitokin 

düzeylerinin artması COX-2 indüksiyonuna ve dolayısıyla PGE2 artıĢı ile de siklik 

inflamasyon fırtınasına neden olmaktadır (Dean ve Hooks, 2023). Test bileĢiklerimiz ile 

hem proinflamatuar sitokinlerin hem de COX-2 ekspresyonlarının azalması sonucu 
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siklik inflamasyon fırtınasının inhibisyonu gerçekleĢmekte ve güçlü antienflamatuar 

etki meydana gelmektedir.  

U87MG glioblastoma hücrelerinin morfolojik yapıları MTX-211 ve diklofenak 

dietilamin ile değiĢmiĢtir. Gözlemlerimiz, EGFR inhibitörü gefitinib (Chang vd., 2011) 

ve PI3Kinaz inhibitörü buparlisib (Speranza vd., 2016) ile de glioma hücre 

morfolojisinin değiĢtiği bilgisini desteklemektedir. 

U87MG ve THP-1 ko-kültürde LPS, MTX-211, diklofenak dietilamin ve 

kombinasyonlarının U87MG hücrelerinin migrasyonu üzerindeki etkilerini 

incelediğimiz çalıĢmada, U87MG hücre göçünü LPS indükleyerek tümör metastazına 

katkıda bulunurken (Thuringer vd., 2015) MTX-211, diklofenak dietilamin ve 

kombinasyonları inhibe etmiĢtir.  Glioblastoma, komĢu beyin dokularına geniĢ ölçüde 

kanser hücrelerinin sızarak tümörlerin tam rezeksiyonunu imkansız hale getiren en kötü 

huylu astrositomdur (Qi vd., 2017). Cerrahi ve radyoterapinin tüm çabalara rağmen 

baĢarısızlığının temel nedeni olan malign hücre migrasyonunun test bileĢiklerimiz ile 

kontrol grubuna göre istatistiksel olarak çok önemli farkla azalmıĢ olması son derece 

önemli bir sonuçtur.  

HUVEC ve THP-1 ko-kültürde LPS, MTX-211, diklofenak dietilamin ve 

kombinasyonlarının HUVEC hücrelerinin migrasyonu üzerindeki etkilerini 

incelediğimiz çalıĢmada, önceki çalıĢmalarda belirtildiği gibi LPS‘nin HUVEC hücre 

migrasyonunu güçlü bir Ģekilde tetiklediğini çalıĢmamız desteklemiĢtir (Liu vd., 2017). 

MTX-211, diklofenak dietilamin ve kombinasyonları HUVEC hücre migrasyonunu 

inhibe etmiĢtir. U87MG hücre migrasyonunda MTX-211 daha güçlü inhibisyon 

meydana getirirken diklofenak dietilamin HUVEC hücre migrasyonunu daha güçlü 

inhibe etmiĢtir. Tüm solid tümörler arasında beyindekiler en yüksek derecede vasküler 

proliferasyon göstermekte ve anjiyogenez, gliomaların ilerlemesinde anahtar bir olay 

olarak kabul edilmektedir. Beyin tümörlerinde neovaskülarizasyon, bunların biyolojik 

agresifliği, malignite derecesi ve klinik nüksü ile doğrudan iliĢkiliyken, hastaların 

ameliyat sonrası hayatta kalma oranıyla ters iliĢkilidir. Gliomalarda çoğunlukla 

kemoterapi, radyoterapi, mevcut cerrahi ve adjuvan tedavilere direnç olduğundan, 

anjiyogenez konusu ve bunun tümör büyümesi, ilerlemesi ve tedaviye dirençle iliĢkisi 

özel ilgi konusudur (Fischer vd., 2005). 
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Tez çalıĢmamızın tedavisi zor, ortalama sağkalımı 12 ay olan, en agresif 

malignitelerden biri olan glioblastoma multiformenin tedavisine ıĢık tutabileceğini, 

MTX-211 ve diklofenak dietilamin ile ilgili daha detaylı araĢtırmalar yapılması, aktivite 

mekanizmalarının aydınlatılması ve in vivo çalıĢmalarla da incelenmesi ile glioblastoma 

multiforme tedavisine yönelik kullanımlarının mümkün olabileceğini düĢünmekteyiz.  
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