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OZET

MTX-211"IN NONSTEROIDAL ANTIENFLAMATUAR BIR ILAC ILE
KOMBINASYONUNUN ANTIKANSER, ANTIENFLAMATUAR VE
ANTIANJIYOJENIK ETKILERININ ARASTIRILMASI

Ziileyha BARAN
Farmakoloji Anabilim Dali
Anadolu Universitesi, Lisaniistii Egitim Enstitiisii, Ocak 2024

Danisman: Prof. Dr. Miris DIKMEN

Glioblastoma multiforme, tiimdr heterojenitesi, kemoterapoétiklerin kan beyin
bariyerinden geg¢islerinin zorlugu, tedavide kullanilan ilaglara hizlica direng gelismesi

ile tedavilerin basarisizlikla sonuglandigi en agresif beyin timoriidiir.

Tez calismamizda glioblastomada asir1 eksprese edilen EGFR ve PI3Kinaz’1
inhibe eden MTX-211 ve glioblastomanin gelismesinde ve ilerlemesinde 6nemli rol
oynayan COX-2/PGE2’yi inhibe eden diklofenak dietilaminin THP-1, HUVEC ve
U87MG hiicrelerinde sitotoksik etkileri ile kombin uygulamalarin sinerjistik/antagonist
etkileri, U87TMG ve THP-1 ko-kiiltirde apoptotik, antienflamatuar, antimetastatik
etkileri ve HUVEC ve THP-1 ko-kiiltiirde antianjiyojenik etkileri incelenmistir.

MTX-211 ve diklofenak dietilamin ile THP-1 hiicre hattinda kayda deger bir
sitotoksik etki gozlenmezken, HUVEC hiicre hattinda zaman ve konsantrasyona bagl
sitotoksik etkilerin oldugu, US87MG hiicre hattinda giiclii sitotoksik etkilerin meydana
geldigi ve U87MG hiicre hattinda kombinasyon uygulamasinin sinerjistik etkili oldugu
belirlenmistir. MTX-211 ve diklofenak dietilamin kombinasyonlar1 ile apoptoz
indiiklenmis, LPS ile indiiklenen IL-1B, IL-6, IL-8, IL-10 ve TNFa proinflamatuar
sitokin ekspresyonlari inhibe edilmis, US87MG ve HUVEC hiicre migrasyonlar1 giiclii
bir sekilde inhibe edilerek gii¢lii antimetastatik ve antianjiyojenik etkiler meydana

gelmistir.



Saglikl1 hiicreler ve kanser hiicrelerinin kullanilmasiyla gergeklestirilen deneyler
sonucunda, preklinik agsamada bir madde olan MTX-211, nonsteroidal antienflamatuar
bir ila¢ olan diklofenak dietilamin ve kombinasyonlarinin kanser tedavisi i¢in umut vaat
eden o6zelliklere sahip oldugu belirlenmistir.

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



ABSTRACT

INVESTIGATION OF THE ANTI-CANCER, ANTI-INFLAMMATORY AND
ANTIANGIOGENIC EFFECTS OF MTX-211 COMBINATION WITH A
NONSTEROIDAL ANTI-INFLAMMATORY DRUG

Ziileyha BARAN
Department of Pharmacology
Anadolu University, Graduate School of Education, January 2024

Supervisor: Prof. Dr. Miris DIKMEN

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-18, IL-6, IL-8, IL-10 and TNFa
proinflammatory cytokine expressions were inhibited, U87MG and HUVEC cell



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.GIRIS VE AMAC

Kanser, programlanmis hiicre 6liimiinden kagmayi, genom istikrarsizligini ve
mutasyonlar1 tesvik etmeyi, proliferatif sinyalleme ve tiimor baskilayici genlerdeki
mutasyonlar igeren kompleks bir hastaliktir (Sinkala, 2023). Tedavi edilmedigi takdirde
6limle sonuclanabilecek anormal hiicrelerin kontrolsiiz biiylimesi ve yayilmasi ile

karakterizedir (American Cancer Society, 2023).

Glioblastoma multiforme (GBM), noroglial kdk veya progenitdr hiicreleri
etkileyen genetik degisikliklerden kaynaklandig: diisiiniilen, her yasta ortaya ¢ikabilen
intrinsik bir beyin tiimoriidiir. 2005'ten bu yana cerrahi rezeksiyon ve ardindan
radyoterapi ve es zamanli idame temozolomid kemoterapisi bakim standardini
tanimlamaktadir. Vaskiiler endotelyal bliylime faktorii (VEGF) antikoru bevacizumabin
sagladig1 uzun siireli progresyonsuz sagkalim disinda, hastalifin seyrini degistirecek
hicbir farmakolojik ajan  gelistirilememistir.  Glioblastomada spesifik olarak
fosfoinositid 3-kinaz (PI3K)/protein kinaz B (AKT) /rapamisinin memeli hedefi
(mTOR) veya epidermal biiyiime faktorii reseptorii (EGFR) gibi hiicresel yolaklar
hedeflenmis ancak telafi edici mekanizmalar, kismen kan beyin bariyeri ile ilgili
yetersiz hedef kapsami, zayif tolere edilebilirlik ve giivenlik nedeniyle basarisiz

olunmustur (Rhuna vd., 2019).

GBM’nin kemoterapiye direncli ve agresif olmasi ve hastalarin ortalama yasam
siiresinin kisa olmasi, yeni tedavi yoOntemlerine ve tedavide kullanilacak yeni

kemoterapotiklerin arastirilmasina yol agmustir.

Bu tez c¢alismasinda, PI3Kinaz ve EGFR inhibitorii olan MTX-211 ve COX
inhibitori diklofenak dietilaminin tekli ve kombine uygulamalari ile US7MG, THP-1 ve
HUVEC hiicrelerinde sitotoksik etkilerinin belirlenmesi, MTX-211 ve diklofenak
dietilamin kombinasyonlarinin CDI hesaplamalar1 ile sinerjistik/antagonistik etkilerinin
belirlenmesi, MTX-211’in U87MG glioblastoma hiicrelerinde medyan inhibitor
konsantrasyon (IC50) degerinin belirlenmesi, MTX-211’in migrasyon {izerindeki
etkisinin  belirlenmesi, MTX-211’in diklofenak dietilamin ile sinerjistik etki
gozlemledigimiz  konsantrasyonlarin  kombinasyonunun ko-kiiltlir =~ modellerinde
antiproliferatif, apoptotik, antienflamatuar ve ¢izik deneyleri ile hiicre migrasyonuna

etkilerininin belirlenmesi amaglanmustir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Kanser

Kanser, tarihte ilk kez ‘tibbin babasi’ olarak da bilinen Yunan tip doktoru
Hipokrat (MO 460-370) tarafindan ‘karkinos’ kelimesi ile tanimlanmis ve viicut
yiizeyinde ortaya cikan, biiyliyen, agrili, kizarik siskinliklere bu isim verilmeye
baslanmistir. ‘Karkinos’ Yunancada yenge¢ anlamina gelmektedir ve sisliklerin neden
oldugu agr, yengec 1siriginda ortaya c¢ikan agriya benzetildiginden ve ayrica kanser
sekil olarak yengece de benzetildiginden dolayr kullanilmistir. Hipokrat’tan sonra
Romali tip doktoru olan Celsus (MO 28-50) ‘karkinos’ yerine Latincede yengec
anlamina gelen ‘cancer’ i ve daha sonra Romali tip doktoru olan Galen (MS 130-200)
de Yunancada sislik anlamina gelen ‘oncos’ kelimesini kullanmaya baglamustir.
Giiniimiizde kanser bilimine verilen ‘onkoloji” ismi Yunancada sislik anlamia gelen

‘oncos’ kelimesinin kdkenine dayanmaktadir (Baran ve Kiraz, 2018).

Glinlimiize kadar yapilan bilimsel aragtirmalar 1s18inda, kanserin temel olarak
DNA’da meydana gelen degisikliklerden (mutasyon) kaynaklandigi ortaya konmustur.
Cesitli nedenlerle olusan bu mutasyonlar ile kanser hiicreleri, normal hiicrelerden farkli
olarak (Hanahan ve Weinberg, 2000) biiyiime faktorlerine ihtiyag duymadan
bliyliyebilme, smirsiz boliinme potansiyeli ve Oliimsiizliikk, apoptotik sinyallerden
kagma, biiylimeyi baskilayan sinyallerden kagma, anjiyogenez, invazyon ve metastaz,
bagisiklik sisteminden kagma, kanserlesmeyi destekleyen inflamasyon, genetik
mutasyonlar ve enerji metabolizmasini degistirme 6zelliklerine sahiptir (Hanahan ve

Weinberg, 2011).

Kansere baslica DNA mutasyonlari neden olmaktadir. Normalde saglikli
hiicrelerde de mutasyonlar meydana gelmekte ancak DNA tamir mekanizmalari
tarafindan diizeltilmektedir (Stratton vd., 2009). Hiicre dongiisiinde yer alan farkli
kontrol noktalar1 ile DNA hasarmin varlig1 kontrol edilmekte ve hasarin yavru hiicrelere
gecisi engellenmektedir. Hiicre dongiisiinde bu regililasyonu saglayan anahtar proteinler
siklinler ve siklin bagimli kinazlardir (CDK). Siklin ve siklin bagimli kinazlarda
meydana gelen bir mutasyon, kontrol noktalarinda tutulmasi gereken mutant hiicrelerin
hiicre dongiislinii bitirmesine ve sonu¢ olarak ayni mutasyonu tagiyan 2 yeni hiicre

olusmasina neden olmaktadir (Park ve Lee, 2003). Tiimor baskilayici bir protein olan



p53 proteini de mutant hiicreyi kontrol noktalarinda tutmakta ve hiicrenin apoptoz
mekanizmalarinda gorev almaktadir. P53 gen mutasyonu da tiimor baskilama
aktivitesinde diislis meydana getirmekte, mutant hiicrenin hayatta kalma ve biiyiime

potansiyelinde artisa neden olmaktadir (Rivlin vd., 2011).

Diyet, alkol, enfeksiyonlar, iyonize radyasyon, kronik inflamasyona neden olan
diyet bilesenleri ve obezite, arsenik gibi agir metaller, kontraseptifler ve diger
hormonlarin kullanilmasi ile hormon regiilasyonundaki degisimin de karsinogenezde rol
oynayan cevresel faktorler oldugu belirlenmistir (Burrel vd., 2013; Rappaport, 2012;
Yadav ve Lowenfels, 2013).

Kanser metabolizmasinin kokeni, normal dokularla karsilastirildiginda, kanser
dokusunun oksijen varliginda bile laktat iiretmek i¢in bol miktarda glikoz kullandiginm
gozlemleyen (Warburg Etkisi) ve farklilagsmis bir hiicrenin proliferatif bir kanser
hiicresine doniismesi i¢in bir 6n kosulun "solunum hasar1" oldugunu tahmin eden
(Warburg, 1956), mitokondriyal solunum zinciri kompleksi IV'i kesfeden ve 1931
yilinda Nobel Tip veya Fizyoloji Odiiliinii alan Otto Warburg tarafindan yapilan
gozlemlere dayanmaktadir (Koppenol vd., 2011).

Tiimor hiicreleri, disfonksiyonel vaskiilarite ve yiiksek besin tiikketim oranlarina
bagli olarak tiimor mikrogevresinde besin ve oksijen miktar1 az olan, metabolik
plastisite ile metabolik yollar1 tekrar yapilandirarak, alternatif besinler kullanarak ve
diger hiicreler ile etkilesime girerek bu stres ortamimi yoneten ve hayatta kalip

¢ogalmaya devam eden hiicrelerdir (Ada vd., 2021).

Kanser hiicrelerinin ¢ogunun, tiimor biiylimesi ic¢in gerekli metabolitleri
saglamak Ttizere trikarboksilik asit (TCA) dongiisiini kullandig1 (Cardaci, 2015),
piruvattan TCA dongiisii metaboliti olan oksaloasetati iireten piruvat karboksilazin
birincil ve metastatik tiimor biiylimesi igin gerekli oldugu (Sellers, 2015; Christen,
2016; Davidson, 2016), hem kanserli fare modellerinde hem de kanserli hastalarda
timor biiylimesini destekleyen onemli bir anabolik merkez oldugu (Krall, 2021;
Martinez-Reyes, 2020; Ghergurovich, 2021) ve sonug olarak giiniimiizde hem glikoliz
hem de TCA dongiisiiniin, metabolit biyosentezi yoluyla tiimor biiylimesini destekledigi

tespit edilmistir (DeBerardinis ve Chandel, 2020; Ghergurovich, 2021).



2.2. Glioblastoma Multiforme (GBM)

Ik olarak 1865 yilinda Alman patolog Rudolf Virchow tarafindan kesfedilen
glioblastoma (DeAngelis vd., 2011) en sik goriilen, son derece hizli seyreden, oliime
neden olan, klinik ve cerrahideki ilerlemelere ragmen prognozlari kétii olmaya devam
eden (Ohgaki vd., 2004), astrositik glial hiicrelerden kaynaklanan (Perry ve Wesseling,
2016) beyin tiimoriidiir.

Primer ve sekonder glioblastoma olmak iizere 2 farkli sekli vardir (Sekil 2.1).
Primer glioblastomalar, kisa bir klinik dykiiden hemen sonra, 6ncii lezyon olmaksizin
hizli bir sekilde ve tipik olarak yash hastalarda ortaya cikarken, sekonder
glioblastomlar, daha yavas bir sekilde diisiik dereceli (DSO evre Il) veya anaplastik
astrositomdan (DSO evre 1II) ilerleme ile orta yash hastalarda gelismektedir (Ohgaki
vd., 2004; Filippini vd., 2008).

Prekiirsér Kok Hiicre
Kopya Sayis1 Degisiklikleri
Kr 7 artisi .
Kr 10 kayby/LOH 10p/LOH 10q Mutasyonlar
Kr 9p kaybr/del CDKN2A-pl6NKsa TP53 (17p)
MDM?2 kavbi (12g) IDH1 (2q))

IDH2 (15q)

Gen Mutasyonlary/Degisiklikleri DSO 2. Evre, Difiiz Astrositoma

EGFR vIII (7p) Promotor Metilasyonu
TERT (5p) l MGMT

PTEN (10g)

NF1 (17g)

PIK3RI(5q)

Yiiksek Gen Ekspresyonu

EGFR amplifikasyonu DSO 3. Evre, Anaplastik Astrositoma Mutasyonlar

MDM2 TPS3 (17p)

PDGFRA (4q) IDH1 (2q)

Kopya Sayis1 Degisiklikleri

Promotor Metilasyonu LOH 10Qq
MGMT Kr 19q kayb/LOH 19q

DSO 4. Evre, Primer Glioblastoma DSO 4. Evre, Sekonder Glioblastoma

Sekil 2.1: Primer ve sekonder GBM'nin en sik goriilen ve ilgili molekiiler anormallikleri (Crespo vd.,
2015)



GBM ozellikle ileri yagslarda teshis edilmekte ve ¢ocuklarda ¢ok nadir
goriilmektedir (Ostrom vd., 2013). Ortalama sagkalimi 6-9 ay olan yiiksek dereceli
gliomali geng hastalar iyi prognozlu olarak smiflandirilirken, ortalama sagkalimi 12-24
ay olan yashh ve daha diisiik performansli hastalar kotii prognozlu hastalar olarak

siiflandirilmaktadir (Gupta ve Sarin, 2002).

Hansen ve ark. GBM'li hastalarin %83 liniin 50 yas iizeri (Hansen vd., 2018),
Cheo ve ark. ile Gosh ve ark. hastalarin yaygin olarak 601 yaslarda oldugunu (Cheo
vd., 2017; Ghosh vd., 2017), Li ve arkadaslar1 hastalarin %47.9'unun 65 yas iizeri
oldugunu, hastaligin 6zellikle 70’11 yaslarda pik yaptigin1 ve 80 yas sonrasinda diisiis
yasandigini bildirmislerdir (Li vd., 2018).

Diinyada GBM goriilme sikliginin en yiiksek oldugu iilke ABD’dir. Bu sikligin
100.000 niifusta 3.2 oldugu tahmin edilmekte ve 6zellikle yaslh hastalarda (75 ile 84 yas
hastalarda) 100.000 niifusta 15.24 ile en yiiksek insidansa ulagmaktadir (Ostrom vd.,
2015). GBM, Avrupali Amerikalilarda, Afrikali Amerikalilara gore 2.5 kat daha yiiksek
oranda goriilmekte ve GBM’nin 6zellikle beyaz irkta siyah irka oranla daha yaygin
oldugu bildirilmektedir (Thakkar vd., 2014; Song vd., 2009).

TC Saghk Bakanhgi 2015 verilerine gore
yasa 6zel beyin ve sinir sistemi kanserleri (C70-72) hizlari
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Sekil 2.2: TC saglik bakanlhigr 2015 verilerine gore yasa ozel beyin ve sinir sistemi kanserleri (C70-72)

hizlar



TC Saglik Bakanligi 2015 verilerine gore (Sekil 2.2) GBM goriilme sikligi her
iki cinste de geng eriskinlikte artmaya baslar. Kadinlarda 65 yasta pik yapip daha ileri
yaslarda azalirken, erkeklerde yasa bagli olarak siirekli artmaktadir. Erkeklerde goriilme

siklig1 kadinlara oranlara daha yiiksektir (Ozduman vd., 2019).

Tiim merkezi sinir sistemi tiimorlerinin %14.5'ini, malign merkezi sinir sistemi
timorlerinin - %48.6'sin1  olusturan en agresif malignitelerden biri olan GBM’li
hastalarda (Grochans vd., 2022) tiimor en yaygin olarak supratentoryal bolgede (frontal,
temporal parietal ve oksipital loblarda) gozlemlenmekte, (Chakrabarti vd., 2005)
omurilik ve beyincikte nadiren goriilmektedir (Engelhard vd., 2010; Adams vd., 2013).

2.3. Glioblastoma Epidemiyolojisi

Merkezi sinir sisteminin primer malign bir tiimori olan GBM’nin goriilme
sikligr diger merkezi sinir sistemi tlimorlerine oranla (her 100.000 kisi de 4.40
(Gittleman vd., 2018) son derece yiiksektir. Farkli iilkelerde yapilan ¢alisma sonuglari
ile elde edilen veriler ABD’de her 100.000 kisi de 3.20 (Ostrom vd., 2017), Kanada’da
4.06 (Walker vd., 2019), Fransa’da 4.17 (Fabbro-Peray vd., 2019) ve Ingiltere’de 4.64
(Brodbelt vd., 2015) ile GBM insidansinin diisiikk oldugunu gostermektedir.

Insan organizmasinin isleyisi {izerinde énemli bir etkiye sahip olan cinsiyet,
cesitli hastaliklara kars1 duyarli veya direncli olmaya neden olabilmektedir. Ornegin
kadin cinsiyet osteoporoz ve kardiyovaskiiler hastaliklar i¢in bir risk faktorii iken,
yapilan c¢alismalar GBM prevalansinin erkeklerde yiiksek oldugunu gostermektedir
(Siminska vd., 2021).

Mevcut calismalar beden kitle indeksi ve obezitenin GBM hastalarinda
morbidite veya mortalite riskini etkilemedigini, dolayisiyla GBM ile herhangi bir
korelasyonunun olmadigimi gostermektedir (Helseth vd., 1989; Jones vd., 2010;
Wiedmann vd., 2017). Ancak kiigiik yaslarda beden kitle indeksinin yiiksek olmasi (
>30) ileri yaglarda GBM goriilme sikligini artirmaktadir (Moore vd., 2009; Little vd.,
2013).

GBM i¢in bir bagka risk faktorii ise boyun uzamasindan sorumlu genlerin, sinyal
yolaklarinin ve ilgili hormonlarin, 6zellikle insiilin benzeri biiyltime faktorleri (IGF) ve
bliylime hormonunun (GH) kanser gelisimine olan katkisindan dolayr uzun boylu

olmaktir (Tripaldi vd., 2013; Perry vd., 2013; Watts vd., 2019; Boguszewski vd., 2019).
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Yapilan ¢alismalar erkekler ve kadinlarda uzun boylu olmanin GBM riskini artirdigini
(Helseth vd., 1989, Wiedmann vd., 2017, Cote vd., 2018) ancak erkeklerde bu riskin
daha yiiksek oldugunu géstermektedir (Jones vd., 2010).

2.4. Glioblastoma Etiyolojisi

2.4.1. Cevresel faktorler

Gliomlarin olusumu konusunda en 1iyi bilinen c¢evresel faktor iyonize
radyasyondur. Diisiik ve yiiksek doz radyasyon ve radyasyona maruziyet yasinin
kiigiikliigii GBM riskini artirmaktadir (Inskip vd., 2016). Iyonize radyasyon DNA hasar1
olusturan bir etkendir ve GBM gelisiminde DNA tamir mekanizmalarindaki
eksikliklerin 6nemli bir rolii oldugu tespit edilmistir (Ulgen vd., 2019). Iyonize
radyasyonun yani sira analog, kablosuz, cep telefonu ve WIFI kullanimi gibi
radyofrekans (RF) radyasyonun da GBM riskini artirdigi (Carlberg ve Hardell, 2017,
Vocht, 2016) ve bu riskin erken yasta ve uzun siireli telefon kullanimi, uzun RF

radyasyona maruz kalma siiresi ile paralel olarak arttigi gosterilmistir (Carlberg ve

Hardell, 2017).

2.4.2. Alerji hikayesi
Atopik biinye ve solunum yolu alerjileri, astim ve egzamalar gibi alerji
hikayesinin heniiz bilinmeyen bir mekanizma ile GBM riskini azalttigina dair

epidemiyolojik kanitlar mevcuttur (Amirian vd., 2016).

2.4.3. Ailesel kalitim

Kanserin genetik bir hastalik oldugu yiiz yildan uzun bir siiredir bilinmekte olup
(Boveri, 1914) kalitilabilecegi fikri ilk defa Broca tarafindan dile getirilmistir (Broca,
1866). Bir tiimdrde gozlenen genetik bozukluklar ailesel olarak ‘“kalitilmis” (germline)
ya da sonradan ‘“kazanilmis” (somatik) olabilir (Broca, 1866). Ailesel genetik

yatkinligin GBM olusumunda da biiytik etkisi oldugu bilinmektedir (Rice, 2016).

Diger 6nemli kalitim sekli insanda bir¢ok hastaliga yatkinligi, hastalik gidisatini
ve ilaglara olan yanitlar1 belirleyen poligenik kalitimdir. Gelismis molekiiler genetik
yontemler kullanilarak tiim genomu kapsayan genetik asosiyasyon g¢alismalari ile farkli
genetik bolgedeki polimorfizmlerin gliom yatkinligi konusunda insanlar arasinda

belirgin farklar olusturdugu gosterilmistir (Melin vd., 2017; Wrensch vd., 2009).



2.5. Glioblastomada Genetik Patogenez
Farkli yaslarda ve farkli genetik yollar ile gelisen primer ve sekonder
glioblastoma, EGFR, PTEN, TP53, IDH Y4, 10q heterozigotluk kaybi, ATRX, TERT

mutasyonlar1 gibi genetik degisiklikler ile karakterizedir.

ATRX (Alfa talasemi X’e bagl zihinsel gerilik sendromu), Xq21.1'de bulunan
gen tarafindan kodlanmakta ve histon varyanti H3.3%in telomerik kromatine dahil
edilmesini diizenleyerek normal telomer homeostazini saglamaktadir. Kromatin
remodelingde, hiicre donglisiinlin diizenlenmesi ve histon proteinlerle etkileserek
genomik stabiliteyi korumak gibi Onemli fonksiyonlari olan ATRX, GBM’de
inaktivedir. ATRX inaktivasyonuna mutasyonlar, delesyonlar, gen fiizyonlar1 neden
olabilmekte, mutasyonlar O6zellikle astrositik tiimorlerde sik goriilmektedir. Siklikla
yetiskin diffiiz gliomalarda goriilen ATRX degisiklikleri, sekonder GBM'lerin %80'inde
ve primer GBM'lerin %7'sinde ve ayrica IDH1/2 ve TP53 mutasyonlar1 tasiyan
astrositik tiimorlerde goriilmektedir (Nandakumar vd., 2017; Liu vd., 2012; Jiao vd.,
2012; Schwartzentruber vd., 2012).

Telomerlerin  korunmasina yol acarak tliimorlerin yaslanmasini Onleyen
telomeraz aktivitesi neredeyse biitiin kanser tiirlerinde artmistir ve telomeraz
aktivitesinin artmasma neden olan TERT (Telomeraz revers transkriptaz) promotor
mutasyonlari, belli kanser tiirleri, 6zellikle de GBM ile 6nemli 6lgiide iligkilidir

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

Replikasyon sirasinda DNA zincirine 3’ucundan niikleotit eklemekten sorumlu
bir enzim olan telomeraz, TERT geni tarafindan kodlanmaktadir. TERT gen promotor
mutasyonu, vakalarin neredeyse %80’inde goriilmekte ve en yaygin goriilen mutasyonu
sirastyla 124 ve 146 baz ciftlerinde bulunan ve bu promotorii kodlayan C228T ve
C250T'dir. Bu mutasyonlar telomeraz aktivitesini artirmakta, telomer uzamasina neden
olmakta ve TERT ifadesinde dort kata kadar bir artisa neden olmaktadir (Killela vd.,
2013; Vinagre vd., 2014; Nakahara vd., 2004).

Astrositomlarda yapilan genetik analizler, kromozomda tiimér baskilayict gen
olan TP53 (Timor protein p53)'i igeren I7p delesyonlarinin veya GBM’nin %45’inde
TP53 nokta mutasyonlarinin oldugunu gostermistir (Chung vd., 1991). Glioblastomalar

siklikla TP53 mutasyonu ile iligkilidir ve kotii prognoz, kemoradyoterapiye verilen koti



yanit, tedavi sirasinda hastaligin ilerlemesi ve hastanin hayatta kalma siiresi ile
yakindan iliskilidir. TP53, yaslanma, DNA onarimi, apoptoz ve hiicre dongiisii dahil
bircok hiicresel yanitta yer alan transkripsiyonel hedef genleri diizenleyen, mutasyona
ugramis veya hasar gérmiis hiicreleri secici olarak ortadan kaldiran, kanser hiicrelerinin
cogalmasini azaltan ve normal hiicrelerin kanser hiicrelerine doniisiimiinii engelleyen

timor baskilayict gendir (Lee vd., 2020).

Serin/treonin kinaz ailesinin bir {iyesi olan B-Raf proteininin iiretiminden
sorumlu bir gen olan BRAF, hiicre proliferasyonu, hiicrenin hayatta kalmasi ve
farklilasmasinda rolii olan mitojenle aktive protein kinaz (MAPK) hiicre sinyal
yolaginda rol oynayarak ERK yolagini aktive eden, en yaygin V60OE mutasyonu ile
kanserde sik goriilen, sinyal kaskadir hiperaktivasyonuna ve kontrolsiiz hiicre
boliinmesine ve ayrica negatif geri besleme mekanizmalarina kars1 duyarsizliga neden

olarak timor olusumuna neden olan kinazdir.

Santral sinir sistemi (SSS) tiimorlerine siklikla neden olan BRAF V600E
mutasyonu, pleomorfik ksantoastrositoma, ganglioglioma ve pilositik astrositom gibi
bazi beyin tiimorlerinde siklikla goriiliirken, epitelioid ve dev hiicreli glioblastomada
nadiren ortaya ¢ikmaktadir. Prevalanst GBM’de %69 dur ve pediatrik hastalarda (%7)
yetiskin hastalara (%4) oranla daha sik goriilmektedir (Andrews vd., 2021; Takahashi
vd., 2015).

GATA4 (GATA-binding protein 4), GATAG6 ailesinin bir {iyesi olan, insan
emriyonik ve yetiskin ndron ve glialarinda bulunan, timor olusumunu baskilayan, hiicre
proliferasyonu ve apoptozu diizenleyen bir transkripsiyon faktoriidiir (Vaitkiene vd.,
2013). GBM’li hastalarin yaklasik %60’inda GATA4 expresyonu kaybolmakta,
yoklugu GBM’de proliferasyonu artirip, kemoterapi ve radyoterapiye direng
gelismesine neden olmaktadir (Agnihotri vd., 2009; Agnihotri vd., 2011).

FGFR1 (Fibroblast biiyiime faktorii reseptdrii-1), tirozin kinaz iglevine sahip bir
transmembran reseptdr grubudur. GBM’de FGFR1 expresyon diizeyi yiiksektir ve bu
durum invazyon, progresyon, terapilere diren¢ ve kotli prognozla iliskilidir. FGFR1
susturulmus glioma hiicrelerinin radyoterapiden sonra hayatta kalma siireleri
kisalmakta, migrasyonlar1 azalmakta, radyoterapiye olan duyarliligt artmaktadir

(Anderson vd., 2018; Gouaz vd., 2016; Kowalski-Chauvel vd., 2019).



Astrositik  tiimorlerin  en maligni olan GBM’nin karakteristik 6zelligi,
neovaskiilarizasyon i¢in gerekli bir olay olan endotel hiicre proliferasyonudur ve
GBM’yi karakterize eden yliksek derecede vaskiilarite ve invazivlik, anjiyojenik
biliyiime faktorlerinin veya biiyiime faktorii reseptorlerinin anormal ekspresyonu ile
ilgilidir. FGFR1, GBM’de asir1 exprese edilmekte ve astrositik tiimdr davranislarinda
kritik bir rol oynamaktadir (Morrison vd., 1994). Gliomada yalnizca FGFRI1
mutasyonlar1 veya overexpresyonu degil ayn1 zamanda gliomanin patogenezinde 6nemli
rol oynayan FGFR1’in tirozin kinazlar1 ve de FGFRI1 ailesine baglanan FGF reseptor
ailesinin {iyelerinde de degisiklikler goriilmektedir. Pilositik astrositomlarin yaklasik
%10’unda tirozin kinazlar1 etkileyen FGFR1 nokta mutasyonlar: bildirilmistir (Venneti
ve Huse, 2015).

Guaninin O6 bolgesindeki metili sistein kalintilarina aktararak hasarli guanin
niikleotitlerini onaran, O6-metilguanin-DNA metiltransferaz olarak bilinen MGMT (O6
—metilguanin DNA metiltransferaz), alkilleyici ajanlara diren¢ gelismesinde 6nemli rol
oynayan bir DNA onarim enzimidir. Yapilan ¢calismalardan elde edilen veriler 1518inda,
kemoterapinin gliomalarda MGMT ekspresyonunu artirdigi, 6zellikle MGMT nin
overexpresyonunun GBM igin gelecek vaat eden bir alkilleyici olan temozolamid vb
ajanlar i¢in hizla direng gelismesine neden oldugu, DNA metilasyonu transkripsiyonu
inhibe edebildiginden MGMT promotoriiniin metilasyonu alkilleyici ajanlara duyarlilig

artirdigi sonucuna vartlmistir (Yu vd., 2020).

Cocukluk c¢agi bobrek timori olan ‘Wilms timor'den sorumlu gen olarak
tanimlanan Wilms tiimor geni (WT1), ilkin bir tiimor baskilayici gen olarak
tanimlanmis daha sonra gesitli hematolojik malignitelerde, kati timorlerde ve 6zellikle
GBM’nin %94’iinde asir1 eksprese edildigi ve gliomagenezde 6nemli rol oynadig: tespit
edilmistir. Son zamanlarda, WT1 proteini, baz1 tiimorlerde 6zellikle de son derece
yiiksek oranda exprese edildigi GBM’de kanser immiinoterapisinin yeni bir molekiiler

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

Izositrat dehidrogenaz (IDH) 1/2 enzimleri temelde sitoplazmada bulunan,
izositrattan 2-ketogluterat doniisiimiine neden olan, hiicrede yag yikimi yoluyla enerji
iiretimine neden olan NADPH (Nikotinamid adenin dintikleotid fosfat) molekiilii agiga
cikaran ve hiicreyi reaktif oksijen tiirlerinden (ROS) koruyan enzimlerdir. Yapilan

aragtirmalarda evre 2-3 ve sekonder GBM nin yaklasik %80’inde IDH1 mutasyonlarina
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rastlanmakta, IDH2 mutasyonlari IDH1’e oranla daha az goriilmekte ve genellikle IDH1
mutasyonlarina eslik etmektedir. Mutasyon sonucu enzim islevsiz hale gelmekte,
hiicrede a-ketogluterat ve NADPH’da azalma goriilmektedir. Boylece hiicrede ROS
biriktiginden dolay1 gerekli hiicresel aktiviteler aksamaktadir. IDH genlerinde goriilen
mutasyonlar hiicre proliferasyonuna ve koloni olusumuna neden olan driver (baslatici)
mutasyonlardir. Mutant enzimler o-ketogluterati bir onkometabolit olan 2-
hidroksiglutarata ¢evirmekte ayni zamanda hipermetilasyon yoluyla epigenetik
degisikliklere neden olarak bazi genlerin susturulmasina da neden olmaktadirlar

(Bayram, 2022).

PTEN (Fosfataz ve tensin homolog), kromozomun 1023 bélgesinde yer alan,
timor baskilayici 6zelliklerinin ¢ogu lipid fosfataz 6zelliklerinden kaynaklanan protein
fosfataz ve lipid fosfataz islevlerine sahip proteindir (Akdeniz vd., 2018). PTEN
fosfataz aktivitesinin kanserdeki en 6nemli hedefi, tiimor olusumunda 6neli rol oynayan
hiicre bliylimesi ve kanser hiicresinin hayatta kalmasini saglayan PI3K/AKT/mTOR
sinyal yolagidir (Luongo vd., 2019).

Tiimor olusumunda rol oynayan protein kinaz sinyalleme kaskadlarini negatif
olarak diizenleyerek tiimor baskilayici etki yaratan bir gen olan PTEN’deki
heterozigotluk kaybi veya metilasyon mutasyonu gibi genetik degisiklikler, PTEN
fonksiyon kaybina neden olmaktadir. Fonksiyonel PTEN kaybi1 6nemli bir onkojenik
sinyal yolagi olan PI3K/AKT/mTOR sinyal yollarinin serbestlestirilmesine ve bunun
dogal bir sonucu olarak hiicre sagkalimi, hiicre biiyliimesi ve ¢ogalmasinin
diizenlenmesinin bozulmasina neden olmaktadir (Sekil 2.3). PTEN fonksiyon kayb1
glioblastoma vakalarinin en az %60'mmda goriilmektedir. Timor baskilayict bir gen olan
PTEN’deki mutasyonlar ile gelisen inaktivasyon, diisiik dereceli tiimorlerde nadiren
goriilmesi tlimorii baglatict bir etken olmadigini, hastaligin ileri evrelerinde ¢ok yiiksek
diizeyde goriilmesi tlimoriin ilerlemesine neden olan 6nemli bir etken oldugunu

gostermektedir (Koul, 2008; Knobbe vd., 2002; Hopkins vd., 2014).

11



KANSER KOK

Aktivasyon —> % ;
HUCRESI

inhibisyon S

LR CXCR4  TGFB NOTCH

ﬂ ' I Sinyali

KENDINiI YENILEME

9

HUCRE
DONGUSU

G,-G,

©

HAVATEX EMT/METASTAZ

e 8-
= L

Sekil 2.3: Kanser kok hiicrelerinin PTEN aracili mekanizmalart (Luongo vd., 2019)

Primer
EGFR/PTEN/AKT/mTOR dur.

glioblastomalarin ~ gelismesinde en Onemli sinyal ileti yolu

2.5.1. EGFR (Epidermal biiyiime faktorii reseptorii)

Erb ailesinin bir iiyesi olan, Erbl ve HERI1 olarak da bilinen EGFR,
ekstraseliiler domain ve sitoplazmik tirozin kinaz bolgelerinden olusan transmembran
tirozin kinaz reseptoriidiir. ErbB/EGFR ailesinin iiyeleri bir ligand tarafindan
uyarildiginda hiicre biliylimesi ve boliinmesi, migrasyon, adezyon, farklilasma ve
apoptoz gibi ¢esitli hiicresel siireclerin gergceklesmesine aracilik etmektedir. 1980°de
avian eritroblastosis tumour viriis’te anormal kodlandig1 tespit edilmis ve kanserle ilk

defa iliskilendirilmistir (Yarden vd., 2001).

12



EGFR’ye spesifik olarak EGF, TGFa ve Amfiregiilin ligandlar1 baglanir (Hynes
ve Lane, 2005) ve c¢ok sayida hiicresel yaniti diizenleyen PI3K, MAPK, STAT3
kaskadlarmin aktivasyonuna yol agar (Sekil 2.4) (Hynes ve Lane, 2005). Ligand
baglanmas1 reseptdr aktivasyonu ve otofosforilasyon, hiicresel proteinlerin
fosforilasyonu ve protein-protein aglarinn olusmasi gibi hiicre i¢i bir dizi biyokimyasal
olaylar1 baglatir. Bunun yani sira aktive reseptor, dimerizasyon ve otofosforilasyona
ugrayarak Cbl (Casitas B-soylu lenfoma protoonkogen)’i de aktive eder. Cbl

aktivasyonu reseptor endositozunu destekleyerek negatif mekanizmalar1 aktive eder
(Dikic, 2003).

Ubikuitin aracili
bozulma @

©

! : Hiicre
@ ) @ ) déngiisii
" - o . . |
Hiicre proliferasyonu ve | Gen : Hufc rekl]:;o liferaytonu
farkhlasmasi transkripsiyonu UCab I LAsIIas]

Sekil 2.4: EGFR 'nin hiicre igi sinyal ileti yollar: ve etkileri (Huang vd., 2009)

EGFR aktivasyonu ve otofosforilasyonu, hiicre icinde RAS/RAF/MEK/ERK
yolagi, PI3K/AKT yolag, JAK/STAT yolagt ve PKC yolagim aktive ederek hiicre
proliferasyonu ve farklilagsmasi gibi cesitli hiicresel siireglerin baslamasinda ve

diizenlenmesinde merkezi bir rol oynamaktadir (An vd., 2018).

PI3K, p85 diizenleyici ve p110 katalitik alt birimlerden olusan heterodimerdir.
Reseptor aktive edildiginde p85 alt birim reseptore baglanarak p110’u inhibe edici
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etkisini azaltir ve p110 alt birim fosfatidilinositol 4,5-bifosfat1 (PIP2) fosforile ederek
fosfatidilinositol (3,4,5)-trisfosfati (PIP3) olusturur (Sekil 2.5). p110 ayn1 zamanda bir
Ras-baglama alani igerir ve bu boliim RAS tarafindan aktivasyona da aracilik eder.
PTEN ve INPP4B, PI3K’1n negatif diizenleyicileridir ve PIP3"i defosforile ederek PI3K
sinyal ¢ikisini inhibe eder. AKT, SGK ve PDK1 gibi cesitli plekstrin homoloji (PH)
alan1 iceren proteinler, plazma zarinda PIP3'e baglanir. PDKI1, AKT’1 T308 de
MTORC2 kompleksini de S473°de fosforile ederek aktive etmektedir. AKT, GSK3a,
GSK3p, FoxO transkripsiyon faktorlerini ve MDM2, BAD ve p27KIP1 1 fosforile
ederek hiicrenin hayatta kalmasini saglar ve hiicre dongiisiine girisi kolaylastirir (Mayer

ve Arteaga, 2016).
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Sekil 2.5: Reseptor tirozin kinazlarinin Ras aracili etkileri

AKT, tuberini fosforile ederek inaktivasyonuna neden olur ve bu da mTORCL1
birikmesine ve aktivasyonuna neden olmaktadir. Sonu¢ olarak protein sentezi, RNA
translasyonu, hiicre biiylimesi ve otofaji diizenlenmis olur. AKT ayrica glikoz
tagtyicilarinin - ekspresyonunu  ve  membran  lokalizasyonunu  kolaylagtirarak

metabolizmay da tesvik etmektedir (Rathmell vd., 2003).
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Reseptor ligandla aktive edildiginde, She, Grb2, Gab2 ve SHP-2 gibi molekiiller
biiylime faktorii reseptorlerine alinir ve Ras guanin niikleotid degisim faktorlerini aktive
eder. Guanin niikleotitlerinin Ras'tan ayrigmasini katalize eden GEF molekiilleri (SOS1
ve SOS2, RasGRFS1 ve RasGRFS2 ve RasGRP1 ila RasGRP4), GDP yi GTP ye
cevirerek Ras-GTP sevilerini ylikseltmektedir. Ras extraseliiler stimuluslart intraseliiler
sinyallere c¢evirmekte ve aktivitesi GTP hidrolizi (Ras negatif diizenleyicileri;

Norofibrominl; NF1 ve p120 RasGAP) ile sonlanmaktadir (Ward vd., 2012).

Ras-GTP Raf kinaz-1’i alarak Raf’1 aktive eder. Raf-1 oncelikle tirozin treonin
kinaz olan MAPK (Erk kinaz)’1 VE MAPK’da Erkl ve Erk2’yi fosforile etmektedir.
Ras ile aktive edilen sadece MAPK-Erk yolagi degil ayrica PI3K ve RalGDS yolaklart
da Ras ile aktive edilmektedir (Sekil 2.6). Bdylece hiicre proliferasyonu, farklilagsmasi
ve hiicrenin hayatta kalma stiresi gibi O6nemli fonksiyonlar diizenlenmektedir

(Fehrenbacherb vd., 2009).

2
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Sekil 2.6: Ras aracili hiicre igi etkiler

STAT (sinyal transdiiserleri ve transkripsiyon aktivatorleri), bliylime faktori
reseptor sinyallerinin hiicre igindeki efektorleri ve sitoplazmik transkripsiyon
faktorleridir. JAK/STAT sinyal yolu, Janus kinazlarinin (JAK) veya biiyiime faktorleri

reseptor  kinazlarinin  aktivasyonunu, STAT proteinlerinin  fosforilasyonunu,
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dimerizasyonunu ve STAT'larin transkripsiyon faktorleri olarak c¢ekirdege

translokasyonunu igerir (Sekil 2.7) (Swiatek-Machado ve Kaminska, 2020).

Bityiime faktorii reseptorleri Reseptorsiiz tirozin

Sitokin reseptorleri
kinazlar

Sitoplazma C ' s ‘ : C @ @5
e T

Hedef genlerin
transkripsiyonu

rem
ST

Cekirdek

Sekil 2.7: Membran reseptorieri aracili STAT aktivasyonu

Tanimlanmis 7 farkli STAT geni (STATL, STAT2, STAT3, STAT4, STAT5A,
STAT5B ve STAT6) bulunmaktadir ve hiicreler arasi sinyallesme, ¢ok hiicreli
organizmalarda gelisimsel diizenleme, biiylime kontrolii ve homeostaz i¢in kritik 6neme
sahiptir. STATI, biiyiimeyi durduran ve apoptoza neden oldugu bilinen bir timor
supressor iken, STAT3 ve STATS5’in hiicre dongiisiiniin 1ilerlemesini, hiicresel
transformasyonu ve apoptozu dnlemede 6nemli rol oynadigi bilinmektedir. Bu nedenle
ozellikle STAT3 ve STATS'in anormal aktivasyonu gliomalar dahil olmak iizere ¢ok

sayida tiimorde bulunmustur (Aaronson ve Horvath, 2002).

EGFR'ye ligand baglanmasi, reseptOriin internalizasyonuna ve bozulmasina
neden olan bir protoonkogen olan Cbl’nin ubikuitin ligazlari siirece dahil etmesi yoluyla
negatif diizenleyici mekanizmalar1 da baslatir. Reseptdér dimerizasyonu ve
otofosforilasyonu ile Cbl, aktive EGFR'ye baglanarak konformasyonel degisiklige ugrar
ve CINSS ile etkilesimi artar. CIN85, endofilinleri EGFR-Cbl komplekslerine alarak
plazma zarinin egriligini degistirmek suretiyle EGFR endositozunu diizenler. Bu

nedenle Cbl, hem reseptér monoubikitinasyonuna aracilik eder hem de CIN85-endofilin
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komplekslerini aktive edilmis EGFR'lere alarak EGFR endositozunu destekler (Dikic,
2003).

BCL-XL, antiapoptotik BCL-2 ailesinin bir iiyesidir. Normal sartlarda apoptoz
ve hiicre ¢ogalmasi denge halindeyken, EGFR overexpresyonu ve mutasyonlart BCL-

XL diizeylerinde artis meydana getirdiginden hiicre 6liimsiizliigiine neden olmaktadir

(Huang vd., 2015).

Glioblastoma neredeyse tedavi edilemez durumda olan merkezi sinir sisteminin
en yaygin, en agresif timoridir ve en tipik Ozelliklerinden biri de EGFR
overexpresyonudur. Kan-beyin bariyeri penetrasyonun zayifligi, timor heterojenitesi,
mutasyonlar ve telafi edici sinyal yollar1 gibi bir¢ok faktor dirence katkida bulunmakta

ve diren¢ kemoterapide ciddi sikintilar olusturmaktadir (Oprita vd., 2021).

2.5.1.1. Glioblastomada EGFR’nin Onkojenik Sinyal Olusturmasina Neden Olan

Mekanizmalar

1. EGFR overexpresyonu 2. Otokrin ligand iiretimi
EGFR ‘ N 16F
—r 9 \ \\ Epiregulin
Y * 2 >

EGFRvII

el
g

i T CY/AC
05
&

2

4. EGFR o ogrin . “ ”J
downregiilasyonunun = i
bozulmasi

3. Heterodimerizasyon ve

Kanser hiicresi
crosstalk

Sekil 2.8: Glioblastomada EGFR 'nin onkojenik sinyal olusturmasina neden olan mekanizmalar
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2.5.1.1.1. EGFR overexpresyonu

EGFR gen amplifikasyonu, GBM’lerin yaklasik 75%’inde goriilmektedir
(Frederick vd., 2000) ve normal fizyolojik durumda EGFR reseptor sayis1 4x10*-6x10*
iken (Carpenter ve Cohen, 1979) kanser hiicrelerinde 10°‘dan fazladir (Gullick vd.,
1986). Hiicre membraninda artan EGFR konsantrasyonu hem biiylime uyarict sistemi
aktive etmekte hem de normal sinir hiicrelerinin tiimor hiicrelerine donilismesine ve

hastaligin ilerlemesine katkida bulunmaktadir (Brennan vd., 2013).

2.5.1.1.2. Otokrin ligand iiretimi
Primer GBM’lerde EGFR asir1 ekspresyonuna bazen EGF ve TGFa artis1 da
eslik etmektedir (Singh ve Harris, 2005).

GBM’de hiicre-hiicre flizyonunda, hiicre adezyonunda, hiicre membranindan
protein atilmasinda ve proteolizde yer alan ¢ok islevli bir molekiil olan ADAMI12 (bir
disintegrin ve metalloproteaz 12) metaloproteinazin yiiksek oranda eksprese edildigi ve
ayrica heparin baglayict EGF benzeri biiylime faktoriiniin (HBEGF) artan salinimi tespit
edilmistir (Kodama vd., 2004). Biitiin bu durumlar otokrin bir dongiiniin varligini

gostermekte ve diizensiz EGFR sinyali ile sonug¢lanmaktadir.

2.5.1.1.3. Heterodimerizasyon ve crosstalk

EGFR, ErbB ailesinin iyeleri, diger reseptor tirozin kinazlar (RTK), hiicre
adezyon molekiilleri, sitokin reseptorleri, iyon kanallar1 ve G-protein bagl reseptorler
ile iletisiminden dolay1 kanserde énemli fonksiyonel role sahiptir. EGFR, ErbB2 gibi
ErbB ailesinin diger iyeleriyle heterodimerler olusturmakta ve bu heterodimerler
hiicresel transformasyonun ve mitojenik sinyallesmenin en giiglii ve en etkili

indiikleyicisi olarak gorinmektedir (Zandi vd., 2007).

2.5.1.1.4. EGFR downregiilasyonunun bozulmast

Defektif EGFR downregiilasyonu, anormal EGFR sinyallerine ve saglikli
hiicrelerin tiimdr hiicrelerine doniismesine neden olmaktadir. EGFR downregiilasyonu,
hiicre ici sinyali zayiflatan bir olaydir ve 6zellikle mutant EGFR varligiyla ilgilidir.
EGFR downregiilasyonunda rol oynayan c-Cbl, EGFR hiicre i¢i alanindaki spesifik
fosforile bolgelere baglanarak ubikuitin ile etiketlemeye aracilik edip, aktive edilmis

reseptOrii lizozomal bozunmaya yonlendirir. EGFR mutantlari, c-Cbl baglanmasindan
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yoksun olduklarindan vahsi tip EGFR’den daha giiclii mitojenik sinyaller ortaya
¢ikarmaktadir (Zandi vd., 2007).

2.5.1.1.5. EGFR mutasyonlar:

Hiicre i¢i alanda degisikliklere (delesyonlar ve ekzon duplikasyonlari) yol acan
mutasyonlar ve spesifik olarak hiicre i¢i tirozin kinaz alaninda degisikliklere yol agan
mutasyonlar (ekzon insersiyonlar1 ve duplikasyonlar1) mevcuttur. Hiicre disi alanda
degisikliklere yol acan (hiicre dis1 alanin tamamini veya bir kismin1 kodlayan spesifik
eksonlarin silinmesi) en sik goriilen mutasyonlardir ve en iyi karakterize edilen tip 2 ve
7 ekzonlarindan yoksun EGFRvIII’tir. EGFR gibi, EGFRVIII de hiicre i¢i sinyal
yolaklarin1 RAS-RAF-MEK-ERK ve PI3K-AKT’yi etkinlestirebilir. Ligandla aktive
olan EGFR’nin aksine, EGFRVIII’lin ayrica PI3K yoluyla Jun Nterminal Kinaz’1 (JNK)
aktive ettigi, ancak STATI1 ve STAT3 aktivatorlerini aktive edemedigi gosterilmistir
(Zandi vd., 2007).

Tiimor i¢i heterojenligin tedaviye yanit almayi giiclestiren bir etken olmasinin
yanisira, EGFR’yi hedefleyen tirozin kinaz inhibitérleri, agilar ve monoklonal antikorlar
gibi farkli stmif EGFR inhibitorlerinin, tiimor baskilayict bir gen olan PTEN iizerinde
inaktive edici mutasyonlara neden oldugu belirlenmis ve bu nedenle EGFR
inhibitorlerinin tedaviye direng gelistirebilecegi Fenton ve arkadagslar tarafindan ortaya
konmustur (Fenton vd., 2012).

EGFR inhibitorlerinin kullanildigi durumlarda bile PI3K sinyal iletim yolunda,
PI3K’yi aktiflestirebilecek EGFR disinda farkli tirozin kinazlar mevcut oldugundan,
farkli sinyal iletim yollar1 arasindaki ¢apraz etkilesimler sonucu PI3K’in aktivasyonu
meydana gelmekte ve bu durum direngle sonu¢lanmaktadir. EGFR inhibitorleri
kullanilmasina ragmen glioblastoma dahil olmak {izere farkli kanser tiirlerinde bu tiir

direng gelisimi goézlenmistir (Taylor vd., 2012; Clark vd., 2012; Turke vd., 2010).

2.6. Glioblastoma ve Tiimor Mikrogevresi

Kanser hiicreleri, timor gelisimi ve metastaz i¢in heterojen yapida olan hiicresel
ve hiicresel olmayan bilesenler iceren tiimoér mikrogevresine (TMC) ihtiyag
duymaktadir. TMC kanser metastazin1 kolaylastiracak proliferatif ~sinyallerin

stirdiiriilmesi, hiicre oliimiine direng gelismesi, anjiogenezin indiiksiyonu, immiin
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yikimdan kagma, hipoksik ve inflamasyonlu ortamindan dolayr immiinoterapinin

etkinligini azaltarak ilag direngliligi meydana getirmektedir (Bas Topcu, 2022).
TM(’nin hiicresel olmayan bilesenleri

TMC’de tiimdr fenotipini ve ilag tepkilerini sekillendirmede biiyiik dneme sahip
olan hiicresel olmayan bilesenlerle ilgili son zamanlarda hem biyomarker araclar hem
de potansiyel terapotik hedefler olarak kullanimi igin ¢alisilmaktadir. Hiicresel olmayan
bilesenler ile hiicresel etkilesimler, tiimor metastazinin yonlendirilmesinde 6nemli rol
oynamakta ve tlimor-stromal hiicre etkilesimi biiylime faktorlerinin, sitokinlerin,
kemokinlerin ve matriks metalloproteazlarin (MMP) {iretimini artirarak timor
biliylimesini ve anjiogenezi kolaylastirmaktadir (Patel vd., 2018). Kanser hiicreleri
invazyon yapabilmek i¢in laminin ve fibronektin gibi bir¢cok protein igeren bazal
membran1 ve ekstraseliiler matriks (ECM) kollajenini, MMP ad1 verilen proteolitik
enzimler araciligiyla degregasyona ugratmakta ve degredesyon sonucu hiicresel gogiin
olugmasi,  biiylime faktorlerinin/sitokinlerin -~ diizenlenmesi, apoptoz ~ ve

neovaskiilarizasyon meydana gelmektedir (Azevedo vd., 2020).

TMC’nin hiicresel olmayan bilesenleri arasinda yer alan interlokinler,
interferonlar, timor nekroz faktor ailesi ve transforme edici biiyiime faktorii B (TGFp)
protein ailesi gibi farkli islevlere sahip sitokinler, biiyiimeyi uyarici ajanlar olarak timor
hiicrelerine dogrudan etki ederken, dolayli olarak inflamatuar hiicreleri uyarip timor

olusumunu etkileyebilmektedirler (Patel vd., 2018).

Kapsamli aragtirmalar kanser ve tiimor infiltre hiicrelerden salinan bazi
sitokinlerin, proliferasyon, invazyon ve epitel-mezenkimal gegis (EMT) olusumuna
destek olmak suretiyle TMC’nin gelisimini kolaylagtirdigini (Tsai vd., 2014), MMP
ekspresyonunu artirmak suretiyle anjiogenez ve invazyonu tesvik ettigini ve bdylece

timor gelisimine katki sundugunu gostermistir (Xu vd., 2014).
TMC’nin hiicresel bilesenleri

TMC, tlimoriin biiylimesini ve ilerlemesini saglayan farkli hiicre tiplerinden
olusur. Bu farkli hiicrelerin karakterleri ve extraseliiler matriks, invazyon ve metastazi
belirlemede merkezi rol oynar. TM(C’ nin hiicresel bilesenleri bagisiklik hiicreleri (T

lenfositleri, (CD8+, CD4+, Treg) B lenfositleri, dogal oldiiriicti hiicreler (NK), tiimor
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iligkili makrofajlar (TAM), myeloid tiirevli baskilayici hiicreler, dendritik hiicreler
(DC), timor baglantili nétrofiller, mast hiicreleri), glioma kok hiicreleri, kanserle iligkili
fibroblastlar, endotel hiicreler, perisitler, adipositler, lenfotik endotelyal hiicreler,
ekstraseliiler matriks ve ekstraseliiler vezikiillerden (eksozomlar, ektozomlar, apoptotik

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

2.6.1. Tiimér iliskili makrofajlar ve inflamasyon

Cerrahi rezeksiyonla elde edilen glioma dokusu incelendiginde, kanser hiicreleri
disinda en yogun bulunan hiicre tipinin TAM oldugu tespit edilmistir (Ghosh Anirban,
2010; Graeber vd., 2002; Watters vd., 2005).

TMC oldukga heterojen bir yapiya sahiptir ve bu olduk¢a karmasik olan hiicresel
ag sitokinlerin, kemokinlerin, biyoaktif lipitlerin ve hiicre dis1 matris bilesenlerinin
tiretimi yoluyla iletisim kurar, iletisim ve etkilesim yoluyla ¢evrelerini sekillendiren

cesitli proinflamatuar ve antienflamatuar yanitlar1 belirlerler (Gieryng vd., 2017).

Glioma mikrogevresindeki hiicrelerin %30-50'sini olusturan ve dolayisiyla en
cok bulunan mikroglia ve periferik makrofajlar (GAM), tiimor tizerinde ¢ok gii¢lii bir
etkiye sahip olup tiimér derecesi ile pozitif, hastanin sagkalimi ile ters bir iliskiye
sahiptir (Rossi vd., 1987; Hambardzumyan vd., 2015). Bu inflamatuar hiicrelerin
TMC'deki varligi hem diizensiz inflamasyona hem de immiinsupresif etkiye neden olur
ki bu durum, kanser ve inflamasyon arasindaki koklii iliskiyle de tutarlidir (Colotta vd.,
2009).

Enfeksiyona kars1 fagositik ve sitotoksik 6zelliklere sahip olan GAM'lar tiimor
biliyiimesini, immiin baskilamay1 ve anjiyogenezi tesvik eden sitokinler, biiyiime
faktorleri ve biyoaktif lipitler (IL-1, IL-6, TGF-B, Epidermal biiyiime faktori (EGF),
Prostaglandin E2 (PGE2)) gibi inflamatuar maddeleri tiretir (Nakano vd., 2008; Mostofa
vd., 2017).

Inflamasyon, kanserin giiclii bir tetikleyicisi ve ayirt edici 6zelliklerinden biri
olarak kabul gérmektedir (Colotta vd., 2009). Gliomada inflamasyon 4 temel asamadan
meydana gelen karmasik bir siirectir. ilk asama, bagisiklik hiicrelerinin tiimér bdlgesine
toplanmasi1 ve infiltrasyonu; ikinci asama, kii¢iik molekiillerin salinimi ve komsu
hiicreler tizerindeki reseptorlerin aktivasyonu ile timor hiicreleri ile ¢ok sayida

bagisiklik hiicresi arasindaki karmasik sinyallerin meydana gelmesi; li¢lincli asama,
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cogalma, transkripsiyonel diizenleme, go¢ ve farklilasmayr iceren tiimor hiicresi
yanitlart ve dordiincli asama, bagisikliktan kacginma, neovaskiilarizasyon ve doku

yeniden yapilanmasi tarafindan yonlendirilen timor ilerlemesi.

GAM'lerin etkinlestirilmesi tiimoOr biiylimesine, anjiyogeneze ve bagisikligin
baskilanmasina neden olan sitokinlerin, biiyiime faktorlerinin ve diger inflamatuar
mediatorlerin salinmasina neden olmaktadir (Phillip vd., 2023). Gliomada bu etkilere
aracilik eden temel madde PGE2 ve onun biyosentetik enzimi olan COX-2’dir ve
TMC'de asir1 eksprese edilmektedir (Qiu vd., 2017; Ching vd., 2020).

2.6.1.1. COX ve PGE2

Sirastyla Prostaglandin G/H sentaz 1/2 (PTGS1/2) olarak da bilinen
siklooksijenaz 1/2 (COX-1/2), arasidonik asidi (AA) prostaglandin G2 (PGG2) ve
PGH2'ye doniistiiren hiz sinirlayict enzimlerdir. PGH2 prostanoidler olarak bilinen 5
biyoaktif lipit (PGE2, PGI2, PGD2, PGF2a, Tromboksan A2 (TXA2) olusturmak iizere
prostaglandin E sentaz (PGES) tarafindan metabolize edilir (Qiu vd., 2017; Colquhoun.,
2017).

COX-1 ¢ogu dokuda yapisal olarak eksprese edilirken, COX-2 normal
kosullarda ¢ok diisiik yapisal ekspresyona sahiptir ve patolojik ve inflamatuar
(sitokinler, biiylime faktorleri ve cesitli tiimor promotorleri gibi) uyarilarla hizli ve
gicli bir sekilde indiiklenmektedir (Qiu vd., 2017; Wang ve Dubois, 2006). COX
aktivitesinin indiiksiyonu ve COX {iriinlerinin asir1 liretimi ates, akut agri, lokal doku
hasar1 ve artrit gibi klasik inflamatuar durumlara neden olmakta ve bu durumlarin
tedavisinde kullanilan nonsteroidal antienflamatuar ilaglar (NSAI) tarafindan COX

enzimi hedef alinmaktadir (Hinz vd., 2002).

PGE2, COX-2'nin baskin iiriiniidiir ve meme (Chen ve Smith, 2011), kolorektal
(Sheng vd., 2020), akciger (Harris, 2009) ve SSS (Qiu, 2017) gibi solid tiimorlerin
ilerlemesinde 6nemli rol oynar. 66 glioma hasta 6rnegi lizerinde yapilan bir ¢aligma ile
GBM tiimér numunelerinin %71'inde %50'den fazla COX-2 pozitif hiicre oldugu
(Shono, 2001) ve bu oranin cerrahi rezeksiyon sonrasi Onemli Olgiide azaldigi

bildirilmistir (Loh, 2002).

PGE2, G proteini bagli EP reseptor ailesi (EP1-4) iiyelerine baglanarak hiicre i¢i

sinyal yolaklarini aktive eder. Gq bagli EP-1'in etkinlestirilmesi hiicre i¢i Ca®"'u artiran
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ve protein kinaz C'yi (PKC) aktive eden fosfolipaz C'nin aktivasyonuna; Gi-bagli EP-3
reseptOrii adenilat siklaz/cAMP sinyalinin inhibisyonuna; Gs bagli EP-2 ve EP-4'lin her
ikisi de protein kinaz A nin aktivasyonuna aracilik eden reseptorlerdir (Sekil 2.9). PGE2
tarafindan EP2 ve EP4 aktivasyonu, B-Arrestin ve protoonkogen olan tirozin-protein
kinazin (c-Src) aktivasyonuna ve ardindan EGFR transaktivasyonuna yol acarak hiicre
ici PI3K-AKT, RAS/RAF/MAPK ve JNK sinyal yolaklarini aktive edip hiicre
¢ogalmasini, gogiinii ve farklilasmasini saglamaktadir (Chun vd., 2010; Yun vd., 2011;
Jiang ve Dingledine, 2013; Oliver vd., 2016).

Coklu molekiiler sinyal yolaklar1 aktive eden PGE2, glioblastoma hiicresinin
hayatta kalmasina, ¢ogalmasina, migrasyonuna, invazyonuna, anjiyogenezin

gelismesine, immiinSupresyonun olusmasina neden olmaktadir (Jiang vd., 2017).
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proliferasyon, hayatta kalma, invazyon, migrasyon, anjiyogenez, immiinsupresyon, evazyon

Sekil 2.9: EP Reseptorieri aracihigiyla PGE?2 sinyallemesinin gliomagenezdeki rolii (Jiang vd., 2017)

PGE2’nin COX-2 iiretimi ve COX-2 expresyonunun PGE2 regiilasyonu ile ilgili
farkli feedback mekanizmalar mevcuttur. PGE2’nin EP2 ve EP4 reseptdrlerini uyarmasi
ile CREB niikleer translokasyona ugrar ve sonrasinda COX-2 promotoruna baglanarak

COX-2 ekspresyonunu artirir ve sonu¢ olarak daha fazla PGE2 iiretimi gergeklesir
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(Sekil 2.10A). Makrofajlar, mikroglia ve tiimor hiicreleri, otokrin ve parakrin sinyaller
aracilifiyla COX-2/PGE2 iiretme ve bunlara yanit verme yeteneginin stirekliligi ile
siklik inflamasyon firtinas1 meydana getirir (Sekil 2.10B) (Dean ve Hooks, 2023). Bu
dongiiniin siddetlenmesi, TMC'de COX-2/PGE2'nin upregiilasyonunu gii¢lii bir sekilde

artirarak timori tesvik eden etkilere ve kotii prognoza yol agar (Dean ve Hooks, 2023).

GBM'in geleneksel tedavilere direng gelistirmesi, tedavisinde farkli hedeflere
ve yaklasimlara ihtiyag¢ duyulmasina neden olmaktadir. COX-2'nin  kanser
ilerlemesindeki ¢ok yonlii ve Onemli rolii GBM tedavisi i¢in potansiyel bir hedef
olabilecegini diisiindiirmektedir. COX-2'nin NSAI tarafindan inhibe edilmesi

kanserlerin yaygin bir tedavisidir ve hastalarin hayatta kalma siiresini artirmigtir

(Esbona vd., 2022).
MIKROGLIA : MAKROFAJ
S ) PARAKRIN

/
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Sekil 2.10: GBM TMC('deki COX-2/PGE2 otokrin ve parakrin geri besleme dongiileri. (4) COX-2
ekspresyonu, EP-2/4'iin PGE2 tarafindan aktivasyonu yoluyla indiiklenmesi. (B) Tiimor
hiicreleri ve glioma iliskili makrofajlar (GAM), otokrin ve parakrin mekanizmalar: yoluyla

PGE2 aktivasyonu iizerine COX-2 ekspresyonunu yiikseltmesi

Ancak NSAI’1n COX-2 igin segici olmamasi, COX-1 sentezini de inhibe etmesi
ve bundan dolayi1 basta gastrointestinal sisteme bagli yan etkiler olmak tizere ¢ok sayida
yan etkiye neden olmasi kullanimlarini sinirlandirmaktadir (Goradel vd., 2019). Kanser

tedavisinde terapotik potansiyelini koruyan ve daha az yan etkilere neden olan selektif
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COX-2 inhibitérii olan ilaglarin kulllanilmast hasta acisindan biiyilk 6nem arz

etmektedir.

2.7. MTX-211

MTX-211, Leopold laboratuvarinda, EGFR ve PI3K'y1 se¢ici ve eszamanl
olarak inhibe edecek kii¢iik molekiiller tasarlamak i¢in hesaplamali modelleme kullanan
bir ilag tasarim kampanyasindan ortaya ¢ikmis, EGFR inhibitorii erlotinib ve PI3K
inhibitorii omipalisib kimyasal yapilar1 6rnek alinarak sentezlenmis (Sekil 2.11), iki
hedef arasinda ters c¢evrilmis baglanma moduyla baglanarak her iki hedefi de inhibe
eden dual etkili inhibitérdir (Sekil 2.12). Tirozin, serin/treonin ve lipid kinaz dizisini
kapsayan genis bir kinaz panelinin taranmasiyla ortaya kondugu gibi HER ve PI3K
ailesi {iyeleri i¢in oldukga segici bir molekiil olan MTX-211'in antiproliferatif aktivitesi,
KRAS mutant (KRASMT) ve BRAF mutant (BRAFMT) kolorektal kanserde, 16semi,
melanoma (Abecunas vd., 2023), SSS tiimérleri, meme ve prostat kanser modelleri i¢in
belirgindir (Maust, 2018).

Cl

Sekil 2.11: MTX-211 kimyasal yapisi
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Sekil 2.12: EGFR ve PI3K'a bagh MTX-211'in X-wsim kristal yapist. (A) EGFR kinaz alanmina (1IM17)
bagl erlotinibin ve sol ve sagda swrasiyla PI3K gammaya (3L08) bagli omipalisibin X-isini
kristal yapilari. (B) EGFR (sol) ve PI3K gama (sag) kinaz alanina bagh MTX-211'in X-i151m1
kristal yapilarr (Maust, 2018).

2.8. Diklofenak Dietilamin

Diklofenak, Ciba-Geigy tarafindan gelistirilen (Joint Formulary Committee,
2015), analjezik, antienflamatuar ve antipiretik 6zelliklere sahip oldugu kanitlanmis,
cesitli akut ve kronik agr1 ve inflamatuar durumlarin tedavisinde kullanilmak iizere

yaygin olarak regete edilen nonsteroid antienflamatuar bir ilagtir.

Diklofenak, COX-2’ye olan afinitesi daha yiiksek olmakla beraber
siklooksijenaz enziminin her iki izoformunun (COX-1 ve COX-2) se¢ici olmayan bir

inhibitoridiir (Baigent vd., 2013).
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Sekil 2.13: Diklofenak ve diklofenak dietilamin kimyasal yapist

Tiim NSAI’de oldugu gibi diklofenak etkisini, COX-1 ve COX-2 enzimlerini
inhibe ederek prostaglandin sentezini azaltarak gostermektedir. Yapilan kapsamli
aragtirmalar, diklofenakin farmakolojik aktivitesinin sadece COX inhibisyonu degil
kanser tedavisinde de diisliniilmesini saglayacak yeni etki mekanizmalarina sahip

oldugunu gostermektedir (Sekil 2.14) (Cryer ve Feldman, 1998).

Diklofenakin COX inhibisyonunun 6tesinde anti-tiimor etkisine iliskin ilk kanit,
1983 yilinda bir sican modelinde implante edilmis tiimorlerde (fibrosarkom ve
hepatom) Peterson tarafindan gosterilmis (Peterson, 1983) olup 2002 yilinda Hoferova
ve arkadaslar1 tarafindan yapilan farelere implante edilmis fibrosarkom tiimorleri

tizerindeki ¢aligmalar ile dogrulanmigtir (Hofer vd., 2002; Hoferova vd., 2003).

PGE2, EP1 ve EP4 reseptorleri aracilifiyla VEGF iiretimini artirmak suretiyle
anjiyogenezi tetikledigi (Ben-Av vd., 1995; Amano vd., 2003; Howe vd., 2013; Von
Rahden vd., 2005), farkli kanser tiirlerinde COX-2 ekspresyonunun kemoterapi ve
radyoterapiye duyarlilign etkiledigi, artan COX-2 ekspresyonunun kemoterapiye
direngle iligkili olan ¢oklu ilaca direngli gen (MDR1) ve P-glikoprotein (P-gp)
ekspresyonu ile dogru orantili oldugu (Surowiak vd., 2005) yapilan vaka analizleri ile
belirlenmistir. Diklofenak, COX-2 inhibiyonu aracilifiyla VEGF’yi azaltmak suretiyle
antianjiyojenik etki meydana getirmekte ve kemoterapi/radyoterapiye duyarliligi

artirmaktadir.
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Sekil 2.14: Diklofenakin etki mekanizmalar: (Pantziarka vd., 2016).

Kanserde yaygin goriilen trombositoz kotii prognozla iligkilidir. Trombositler,
proanjiyojenik faktorlerin salinmasi, tiimor hiicrelerinin NK hiicrelerinden 'gizlenmest'
ve metastatik nislerin hazirlanmasi gibi bir¢ok siiregte Onemli rolleri olan, timor
progresyonuna ve metastazina olumlu katkilar saglayarak kanser yanlis1 bir etki
meydana getiren hiicrelerdir (Gay vd., 2011; Digklia ve Voutsadaki, 2014; Rachidi vd.,
2014; Kim vd., 2014). Diklofenak, COX-2 afinitesi daha yiiksek olmasina ragmen
COX-1’i de inhibe ederek antitrombositik etki meydana getirmektedir (\Van Hecken vd.,
2000; Bajaj vd., 2004). Trombosit inhibisyonu sonucu anti-anjiyojenik,

immiinmodiilator ve antimetastatik etkiler olusturmaktadir.

COX-2/PGE2 ekspresyonunu immiinsupresyon ile iligkilendiren (Obermajer vd.,
2011; Johnson vd., 2014; Baratelli vd., 2010) ¢ok sayida ¢alisma mevcuttur. COX-2 ve
PGE2 seviyelerindeki artig, lenfosit popiilasyonlarinda mitojen yanitinda azalmaya
(Wasserman vd., 1989; Blomgren vd., 1990), T-reg hiicre sayilarinda artisa (Kalinski,
2012; Baratelli vd., 2010; Baratelli vd., 2005; Cho vd., 2005) ve antijen sunucu
hiicrelerin (APC)/dendritik hiicre (DC) indiiksiyonu ve olgunlagmasinin inhibisyonuna
neden olarak tiimorle iliskili immiinsupresyon meydana getirmektedir (Sombroek vd.,
2002; Shiraishi vd., 2008). Tiimor kaynakli PGE2 diizeylerinin selektif olmayan COX
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inhibitorleri kullanilarak azaltilmasi T-reg popiilasyonlarini ve aktivitesini azaltarak
immiinsupresyonu tersine ¢evirmektedir (Yaqub vd., 2008; Lee vd., 2009; Lonnroth vd.,
2008; Ogawa vd., 2014; Chirasani vd., 2013).

Diklofenak ve diger NSAI’nin DNA parcalanmas1 ve kaspaz bagimli bir yolak
olan (Johnsen vd., 2004) AKT/PI3K sinyal yolagmin inhibiyonu (Rana vd., 2015),
hiicre i¢i ROS diizeyindeki artis, kaspaz-9 ve kaspaz-3'iin artmasi, Bcl-2/Bax oraninin
azalmasi ve sitokrom c'nin mitokondriyal salimmi ile iligkili pro-apoptotik etki

mekanizmalara sahip oldugunu (Albano vd., 2013) gosteren ¢alismalar mevcuttur.

COX inhibitorii etkisinden bagimsiz olarak diklofenak tiimor metabolizmasini
da etkilemektedir. /n vitro ve in vivo farkli kanser modellerinde Myc gen
ekspresyonunu ve glukozu downregiile etmekte, Myc gen ekspresyonu iizerindeki
etkiden bagimsiz olarak hiicresel laktat seviyelerinde artisa neden olmakta ve
proliferasyon hizinin azalmasma yol agmaktadir (Chirasani vd., 2013; Gottfried vd.,
2013; Leidgens vd., 2015).
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3. GERECLER

3.1. Deneylerde Kullanilan Hiicreler

Calismamizda kullanilan  hiicreler ATCC (Amerikan Tissue Culture
Collection)’den saglanmistir. THP-1 insan monosit hiicresi (ATCC kodu: TI1B-202),
U87MG insan glioblastoma hiicresi (ATCC kodu: HTB-14), HUVEC insan umbilikal
ven endotel hiicresi (ATCC kodu: PCS-100-013) deneylerde kullandigimiz hiicre
hatlaridur.

3.2, Kullanilan Kimyasal Maddeler ve Cihazlar

MEM (Minimum Essential Medium)
F12K Medium

RPMI-1640 Medium
Dimetilsiilfoksit (DMSO)

Fetal Bovine Serum (FBS)
L-glutamin

Penisilin/Streptomisin
B-Merkaptoetanol

EGFR

Tripsin-EDTA 10X

Tripan mavisi

Phosphate Buffer Saline (PBS)
CellTiter-Blue reagent

MTX-211

Diklofenak dietilamin
Lipopolisakkarit (LPS)

FITC Annexin V Apoptosis Detection Kit
PE Active Caspase-3 Apoptosis Kit
PE Anti-Human IL-6 Antibody

PE Anti-Human IL-10 Antibody
PE Anti-Human IL-1p Antibody
PE Anti-Human TNFa Antibody
Anti-Hu IL-8 Antibody
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Sigma—Aldrich, Almanya
Sigma-Aldrich, Almanya
Thermo Scientific, ABD
Sigma-Aldrich, Almanya
Sigma—Aldrich, Almanya
Sigma—Aldrich, Almanya
Gibco, ABD

AppliChem, Almanya
Sigma—Aldrich, Almanya
Pan Biotech, Almanya
Roche, Almanya
Invitrogen, Almanya
Promega, ABD
Sigma—Aldrich, Almanya
Sigma—Aldrich, Almanya
Sigma—Aldrich, Almanya
BD Pharmingen, ABD
BD Pharmingen, ABD
Biolegend, ABD
Biolegend, ABD
Biolegend, ABD
Biolegend, ABD

Invitrogen, Almanya



10, 100, 1000 ve 5000 pL’lik pipetor
10, 200, 1000 pL’lik mikropipet ucu
12 kanalli otomatik pipet

15 ve 50 mL’lik santrifiij tiipleri

2 mL’lik Ependorf tiip

24 ve 96 kuyucuklu hiicre kiiltiir plakasi
Cedex Smart Slide

Parafilm

Sarjl1 pipetor

Kryotiip (2mL)

Hiicre kaziyict

96 kuyucuklu hiicre kiiltiir plakasi
E-plate 16

XCELLigence E-plate

XCELLigence CIM-plate 16
Cytofix/Cytoperm

24 kuyucuklu ko-kiiltiir plakast
Otomatik pipetler

Thermo Flask, Filtreli Kapak (75 cm?)
Thermo Flask, Filtreli Kapak (25 cm?)
HERAcell 150 Steril CO; inkiibatorii
Laminer flow kabini

Masaiistii sogutmali santrifiij

Hiicre sayimmi i¢in Cedex XS
Cytation 3 Multi-Mode Reader
RTCA DP

Derin dondurucu buzdolab1

Hassas terazi

Inverted mikroskop

Mikro santrifiij

NanoDrop 2000 Spektrofotometre
Otoklav

Sterilizator
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Eppendorf, Kanada
Greiner bio-one, ABD
Axygen, Ingiltere
Isolab, Almanya
Greiner bio-one, ABD
TPP, Isvicre

Roche, Almanya
Pechiney, Fransa
Starlab, Almanya
Greiner Bio-One, ABD
Greiner Bio-One, ABD
TPP, Isvicre

Roche, Almanya

16 Roche, Almanya
Roche, Almanya

BD Biosciences, ABD
Corning, ABD
Eppendorf, Almanya
Thermo Scientific, ABD
Thermo Scientific, ABD
Thermo Scientific, ABD
Heal Force, Cin
Eppendorf, Almanya
Innovatis, ABD
Bio-Tek, ABD

Roche, Almanya

Altus, Tiirkiye

Ohaus, Avustralya
Leica, Almanya

Hettich, Almanya
Thermo Scientific, ABD
Alp, Tiirkiye

Niive, Tiirkiye



Su banyosu Niive, Tirkiye
Vorteks Daihan, Giiney Kore
Akim sitometri cihazi BD Acuri C6, ABD

3.3. Kullanilan Malzemelerin Steril Edilmesi
Calismalarda kullanilacak cam ve metal malzemeler aliiminyum folyolara sarilt
olarak kuru sterilizatorde 180°C’de 2 saat, siv1 soliisyonlar ise 121°C, 1.5 atm/Hg’de

otoklavda 20 dakika steril edilecektir.

3.4. Kullamlan Kimyasal Maddelerin ve flaclarin Hazirlanmasi

Diklofenak dietilamin: DMSO i¢inde ¢6ziilerek 100 mM konsantrasyonda ana stok
hazirlanmistir. Hazirlanan ana stok, aliquatlanarak -20°C’de saklanmis, stok
soliisyondan, kiiltir medyumunda ¢esitli seyreltme iglemleri yapilarak, gerekli deney

konsantrasyonlar1 taze olarak hazirlanmistir.

MTX-211: DMSO ile ¢oziilerek 10 mM ana stok hazirlanmistir. Hazirlanan ana stok,
aliquatlanarak -20°C’de saklanmis, stok soliisyondan, kiiltiir medyumunda gesitli
seyreltme islemleri yapilarak, gerekli deney konsantrasyonlar1 taze olarak

hazirlanmstir.

MEM (U87MG Hiicre Hatt:1 i¢in): 10% FBS + 1% Penisilin+Streptomisin
RPMI-1640 (THP-1 Hiicre Hatt1 icin): 10% FBS + 1% Penisilin+Streptomisin +
0.37% Merkaptoetanol

F12K (HUVEC Hiicre Hatt1 I¢in): 10% FBS + 1% Penisilin+Streptomisin +
Epidermal Growth Factor (1.25 pL 50 mL)

Lipopolisakkarit (LPS): Liyofilize halde bulunan LPS (L4005-100MG, Sigma) steril
distile su i¢inde ¢oziilerek 5 ng/mL konsantrasyonda ana stok hazirlanmistir. LPS’den

hazirlanan ana stok, aliquatlanarak -20°C’de saklanmustir.
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4. YONTEMLER

Tez calismamizda, US7MG, THP-1 ve HUVEC hiicre kiiltiirlerinde MTX-211

ve diklofenak dietilaminin antiproliferatif etkileri ve kombinasyonlarinin sinerjistik
sitotoksik etkileri, U87MG hiicre kiiltiirinde MTX-211’in hiicre proliferasyonu,
migrasyonu tizerindeki etkileri ve IC50 degeri, U87MG ve THP-1 ko-kiiltirde MTX-

211, diklofenak dietilamin ve sinerjistik etki belirledigimiz konsantrasyonlarinin

kombinasyonlar1 ile apoptotik, antimetastatik ve antienflamatuar etkileri, HUVEC ve

THP-1 Kko-kiiltiirde antianjiyojenik etkileri arastirilmistir. Kullanilan yontemler Tablo

4.1°de gosterilmektedir.

Tablo 4.1. Yapilan ¢alismalar ve uygulanan yontemlerin sematik olarak gosterilmesi

2D HUCRE KULTURU CALISMALARI

Tekli Hiicre Kiiltiirii Calismalar

THP-1, U87MG ve HUVEC hiicrelerinde
CellTiter-Blue yontemi ile MTX-211 ve diklofenak

dietilaminin sitotoksik etkilerinin belirlenmesi

MTX-211 (5 uM, 10 uM, 20 uM) ve diklofenak
(50 pM, 100 uM, 300uM)
kombinasyonlarinin U§7MG, HUVEC ve THP-1

dietilaminin

hiicreleri iizerinde sinerjistik sitotoksik etkilerinin

belirlenmesi

Gergek zamanli hiicre analiz sistemi (RTCA DP)
ile Us7MG hiicrelerinde MTX-211’in

antiproliferatif etkilerinin belirlenmesi

Gergek Zamanli Hiicre Analiz Sistemi (RTCA DP)
kullanilarak ~ U87MG  hiicre

incelenmesi

migrasyonunun

Ko-Kiiltiir Calismalari

THP-1 hiicrelerinin LPS ile aktive edilmesi

Gergek zamanli hiicre analiz sistemi (RTCA DP)

kullamlarak U87MG ve THP-1  Kko-kiiltiir

ortamlarinda hiicre proliferasyonunun belirlenmesi

Antikanser Etkinin Belirlenmesi

Akis

apoptotik etkinin belirlenmesi

sitometride Annexin V-PI yontemi ile

Akis
apoptotik etkinin belirlenmesi

sitometride  kaspaz-3  aktivasyonu ile

Antienflamatuar Etkinin Belirlenmesi

U87MG ve THP-1 ko-kiiltiirde akig sitometride

interlokin 1 beta (IL-1P) seviyelerinin belirlenmesi
U87MG ve THP-1 ko-kiiltiirde akis sitometride IL-

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

Cizik Deneyi ile US7TMG ve THP-1 ve HUVEC

ve THP-1 ko-kiiltiirde Migrasyonun Incelenmesi
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Tablo-4.1. (Devam) Yapilan ¢alismalar ve uygulanan yontemlerin sematik olarak gosterilmesi

UB7TMG ve THP-1 ko-kiltirde U87MG

hiicrelerinin migrasyonunun incelenmesi

HUVEC ve THP-1 Kko-kiiltirde HUVEC

hiicrelerinin migrasyonunun incelenmesi

4.1. US7TMG, THP-1 ve HUVEC Hiicrelerinin Kiiltiir Ortaminda Cogaltilmasi,
Hiicre Sayimi ve Deneylere Hazirhk

Stoktan ¢ikarilan U87MG hiicreleri, %10’luk FBS ve %1 penisilin-streptomisin
iceren MEM (% 1 L-glutamin, %1 sodyum piriivat) besiyeri iginde, flasklarda %95
bagil nem ve %5 CO;’li gaz ortaminda ve 37°C’deki inkiibatorde kiiltiire edilmistir.
Cogalan hiicreler yeni 25 cm?’lik flasklara pasajlanmistir ve deneylerde kullanilmak
tizere hiicre stoklar1 hazirlanmistir.

Stoktan ¢ikarilan HUVEC hiicreleri, %10’luk FBS, %1 penisilin-streptomisin,
%1 L-glutamin igeren F-12 Kaighn’s modifiye medyum ile (1:50 endotel hiicre biiyiime
faktori (ECGF) besiyeri i¢ine eklenmistir) %95 bagil nem ve %5 CO,’li gaz ortaminda
37°C’de inkiibatorde Kkiiltiire edilmistir. Cogalan hiicreler flasklara pasajlanarak
deneysel ¢alismalarda kullanilmistir.

Stoktan ¢ikarilan THP-1 hiicre hiicreleri %10 FBS, %1 penisilin-streptomisin ve
%0,37 merkaptoetanol iceren RPMI-1640 besiyerinde belli yogunluga ulasana kadar
%5 CO; ve %95 bagil nemli inkiibatérde 37°C’de inkiibe edilmistir. Cogalan hiicreler
flasklara pasajlanarak deneysel ¢alismalarda kullanilmistir.

Flasklarda ¢ogalan U87MG ve HUVEC hiicreleri flask zeminine yapisan hiicre
olmalar1 nedeniyle besiyeri uzaklastirildiktan sonra PBS ile yitkanmig, 1 mL 1X tripsin
ilave edilmis ve 3 dakika inkiibatdrde bekletilerek hiicrelerin yapistiklar: flasktan
kalkmalar1 saglanmistir. 4 mL besiyeri eklendikten sonra santrifiij edilmis siipernatant
atildiktan sonra pellet 1 mL besiyerinde ¢ozilmistiir. THP-1 hiicreleri siispanse
hiicreler olmalar1 sebebi ile flasktan direk santrifiij tlipline alinarak siipernatant atilmis
ve pellet 1 mL besiyerinde ¢oziinmiistiir.

Hiicreler gergeklestirilecek olan yontemler uygulanmadan 6nce 10 pL tripan
mavisi ve 10 pL hiicre ¢ozeltisi karigimi saglanarak 6lii hiicrelerin maviye boyanmasi

saglanmis, 10 uL boya-hiicre karisimindan alinarak hiicre sayim cihazinda (Cedex,
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Roche) sayilmistir. CellTiter-Blue testi i¢in 5000 hiicre/kuyucuk olacak sekilde 96
kuyucuklu plakaya hiicre ekimi gerceklestirilmistir.

4.2. 2D Hiicre Kiiltiirii Calismalar

4.2.1. CellTiter-Blue ile U87TMG, THP-1 ve HUVEC hiicrelerinde sitotoksisitenin
belirlenmesi

CellTiter-Blue testi, ¢ok kuyucuklu plakalarda bulunan canli hiicrelerin sayisini
tahmin etmek i¢in kullanilan homojen ve florometrik bir yontemdir. Hiicre canliliginin
bir gostergesi olan hiicrelerin metabolik kapasitesini 6lgmek igin resazurin boyasi
kullanilmaktadir. Canli hiicreler, koyu mavi renkli resazurini oldukc¢a floresan olan
pembe renkli resorufine indirger (Sekil 4.1). Indirgemenin ardindan resorufin,
floresansta ¢arpici bir artisa ugrar ve cogu deneysel durumda bu artis canli hiicre sayisi

ile dogru orantilidir.
Canl hiicreler

Rediiksiyon
Reaksiyon

4

0\[/,\,0 0 'vaf\lfgwo
“&)\ “

b
0]
Resazurin Resorufin

Sekil 4.1: Canli hiicreler tarafindan resazurinin resorufine indirgenmesi

Canli olmayan hiicreler hizla metabolik kapasitelerini kaybettiklerinden dolay1
indikatér boyay1 indirgeyemez ve bu nedenle floresan sinyali iliretmezler. Kiiltiir
ortaminda resorufin uyarimi ve emisyon zirveleri i¢eren serum sirasiyla yaklasik 579
nm ve 584 nm'dir ve floresans Olglimlerine izin verir. CellTiter-Blue zaman
kazandirmasi, test format1 (96 ve 384 kuyulu plakalarda) ve tespit yontemi (florosan

veya absorbans) se¢imine izin vermesi, kullanigsh olmasi ve kullanilan reaktifin toksik
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olmamasi nedeni ile uzun inkiibasyon siirelerine izin vermesi gibi avantajlara sahip

oldugundan dolay: kullanilmaktadir (CellTiter-Blue cell viability assay protokolii).

96 kuyucuklu plakalara U87MG, THP-1 ve HUVEC hiicreleri sayim yapilarak
her bir kuyucukta 100 pL de 5%10° hiicre olacak sekilde besiyeri ortamina ekilmistir.
THP-1 hiicrelerine ekim yapildiktan 4 saat sonra, U87MG ve HUVEC hiicrelerinin
plakaya yapismalari i¢in 24 saat inkiibasyon siiresi sonunda MTX-211’in 5 uM, 10 uM
ve 20 uM ve diklofenak dietilamin (Dik) 50 uM, 100 uM ve 300 uM konsantrasyonlari
hiicrelere tekli ve kombinasyonlar halinde uygulanarak (Tablo 4.2) 24 ve 48 saatlik
inkiibasyona birakilmistir. Kontrol % 0.1’lik DMSO ile hazirlanmistir.

Dik 300uM | MTX-211 S5uM+ Dik | MTX-211 10uM+ Dik | MTX-211 20uM+ Dik
300uM 300uM 300uM

Dik 100uM | MTX-211 S5uM+ Dik | MTX-211 10uM+ Dik | MTX-211 20uM+ Dik
100uM 100uM 100uM

Dik 50uM MTX-211 SuM+ Dik | MTX-211 10uM+ Dik | MTX-211 20uM+ Dik
50uM 50uM 50uM

Kontrol MTX-211 5uM MTX-211 10uM MTX-211 20uM

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

uygulanma diizeni

Inkiibasyon siireleri tamamlanan 96 kuyucuklu plakalara 20ul/kuyu CellTiter-
Blue reaktifi eklenmis ve 10 saniye ¢alkalanarak inkiibasyona birakilmistir. 3 saatlik
inkiibasyon siireleri sonunda plakalar inkiibatérden alinarak 10 sn c¢alkalanmis ve
Cytation 3 Cell Imaging MultiMode Reader’da florosan (exitasyon 560, emisyon 590)
ve absorbans (570 nm) degerleri ol¢iilmiistiir. Kontrol kuyularinin absorbans degerleri
ortalamast %100 kabul edilmis ve maddelerin konsantrasyonlar1 uygulanan gruplarin %

hiicre canlilik degerleri hesaplanmuigtir.

% Canliik = Ornegin absorbans degeri X 100

Kontroliin absorbans degeri

36



4.2.2. MTX-211 (5 uM, 10 uM, 20 uM ) ve diklofenak dietilaminin (50 pM, 100 pM
ve 300 pM) kombinasyonlarmmin U87MG, HUVEC ve THP-1 hiicreleri iizerinde
sinerjistik sitotoksik etkilerinin belirlenmesi

MTX-211 (5 uM, 10 uM, 20 uM) ve diklofenak dietilaminin (50 uM, 100 uM ve
300 uM) U87MG, HUVEC ve THP-1 hiicreleri {izerinde antagonist/sinerjist
etkilesimleri CDI formiiliine gore, CellTiter-Blue testi absorbans sonuglarinin % hiicre

canlilik degerlerine doniistiiriilmesiyle hesaplanmis ve degerlendirilmistir. Buna gore;

CDI = Kombin (X+Y) % Hiicre Canlilig1 X 100

X % Hiicre Canlilig1 x Y % Hiicre Canlilig1

kontrol grubu %100 kabul edilerek CDI formiiliine gore yapilan hesaplamada, CDI < 1
olmasi durumunda sinerjistik etki, CDI < 0.7 olmas1 durumunda kuvvetli sinerjistik etki,
CDI = 1 olmasi durumunda additif etki ve CDI > 1 olmast durumunda antagonist etki
meydana geldigi bildirilmistir (Lopez-Acevedo vd., 2014; Zhao vd., 2014; Hao vd.,
2008).

4.2.3. Gercek zamanh hiicre analiz sistemi (RTCA DP) ile U87MG hiicrelerinde
MTX-2171’in antiproliferatif etkilerinin belirlenmesi

Gergek zamanli hiicre analiz sistemi (RTCA-DP), e-plaka altindaki altin
plakalarda bulunan elektrotlarda, hiicrelerin adhezyon miktarlarin1 6lgen hiicresel bir
biyosensordiir (Kho vd., 2015). Altin plakalardaki elektrodlardan elde edilen elektronik
empedans okumasina dayanarak islev géren RTCA ile sitotoksisite, hiicre
proliferasyonu, invazyon, migrasyon ve Kko-kiiltiir calismalar1 yapilabilmektedir
(Dikmen vd., 2017). Cihazdan elde edilen hiicre indeks verileri, hiicrelerin plaka
ylizeyine tutunurken ve birbirinden ayrilirken meydana getirdigi empedans
degisikliginin matematiksel algoritmalar yoluyla hesaplanmasi sonucu elde
edilmektedir. Hiicre indeks degeri ile zemine tutunan hiicre sayis1 arasinda paralel bir

iligki vardir (Sekil 4.2) (Moniri vd., 2015; Marlina vd., 2015).
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Sekil 4.2: RTCA DP cihazi, elektrotlarin yerlestigi 3 plaka yuvasi ve elektrotlarin tabanlarina yapisan

hiicre sayisina gére degisen empedans degeri arasindaki iliski

Bu sistem ile MTX-211’in U87MG hiicre proliferasyonu ve migrasyonuna
etkileri hem gergek zamanl olarak kayit altina alinmig hem de bilgisayar baglantili
sistemle es zamanl olarak izlenmistir. Gergek zamanli hiicre analiz sisteminde hiicre
proliferasyonunun analizi i¢in CellTiter-Blue testi ile belirledigimiz MTX-211
konsantrasyonlart (I uM, 5 uM, 10 uM, 20 uM) U87MG hiicreleri bulunan E-plaka
kuyucuklarina 100 pL medyum ig¢inde uygulanmistir. Konsantrasyonlar uygulandiktan
48 saat sonra cihaz durdurulmus ve analiz asamasina geg¢ilmistir. RTCA DP ile elde
edilen hiicre indeks degerlerine gore MTX-211’in IC50 degeri US7MG hiicreleri igin
RTCA DP Software 1.2.1 programi kullanilarak hesaplanmistir.

4.2.4. Ger¢cek zamanh hiicre analiz sistemi (RTCA DP) ile U87MG hiicre
migrasyonunun incelenmesi

MTX-211’in  U87MG hiicrelerinin migrasyonu iizerindeki etkilerinin
belirlenmesi icin RTCA DP ve bu sisteme uygun 16 kuyucuklu plakalar (CIM-16)
kullanilmistir. 2 boliim ve 3 pargadan meydana gelen CIM-16 kodlu plakanin (Roche
Applied Science, Mannheim, Germany) en alttaki parcasina hiicre medyumu ve
kemoatraktan (FBS vb.), altin kapli elektrot iceren parcasina serumsuz medyumda
hazirlanmis hiicreler eklenmektedir. En iistte bulunan parca ise plakanin kapagi olarak

gorev gormektedir (Bird ve Kirstein, 2009).
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Sekil 4.3: Gercek zamanli hiicre analiz sistemi (RTCA DP) modeli ve CIM-16 kodlu plakanin parcalar

MTX-211 (5 uM, 10 puM, 20 uM) konsantrasyonlarmin U87MG hiicre
migrasyonu {izerine etkileri, gercek zamanli hiicre analiz sistemi (RTCA DP)

kullanilarak 48 saat siiresince 10 dakikalik periyotlar ile incelenmistir.
4.3. Ko-Kiiltiir Calismalari

4.3.1. THP-1 hiicrelerinin LPS ile aktive edilme ¢alismalari

Proliferasyon calismasinda 16 kuyucuklu E-plaka insert kullanilmistir. THP-1
hiicreleri 250.000 hiicre/200 pL insert boliimiine ekilmis 20 saat inkiibasyon sonunda 2
uL LPS ilave edilerek 6 saat inkiibasyona birakilmig ve LPS ile aktivasyonu

saglanmustir.

4.3.2. Gercek zamanh hiicre analiz sistemi (RTCA DP) ile THP-1 ve U87MG ko-
kiiltiir ortamlarinda hiicre proliferasyonunun belirlenmesi

16 kuyucuklu E-plaka insert kullanilarak U87MG hiicre proliferasyonu
belirlenmistir. THP-1 hiicreleri insert boliimiine ekilmis ve LPS ilavesiyle aktivasyonu
saglanmistir. E-plate’in alt alict kismina U87MG hiicreleri 50.000 hiicre/100 pL
ekilmis, zemine yapismalari i¢in 24 saat beklenmis ve taze medyum iginde MTX-211
konsantrasyonlar1 uygulanarak E-plate insert i¢inde LPS ile aktive edilmis THP-1 ile

birlestirilmis ve ko-kiiltiir olusturulmustur.

U87MG ve THP-1 ko-kiiltiir ortaminda, U87MG hiicrelerinde LPS (-) Kontrol
grubuna goére LPS (+) Kontrol ve MTX-211 (5 upuM, 10 uM, 20 uM)

konsantrasyonlarinin antiproliferatif etkileri ger¢cek zamanhi (10 dakikalik wveri
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alinmstir) olarak 96 saat siiresince incelenmis ve RTCA DP Software 1.2.1 programi

kullanilarak konsantrasyon-hiicre indeksi egrileri olusturulmustur.
4.3.3. Antikanser etkinin belirlenmesi

4.3.3.1. UB7TMG ve THP-1 Kko-kiiltiirde (insertlii) akis sitometride Annexin V-Pl
yontemi ile apoptotik etkinin belirlenmesi

Saglikli hiicrelerde, hiicre zarinin sitoplazmik yiizii olan i¢ kismindaki membran
lipidlerinden biri olan fosfatidilserin, hiicrenin apoptoza gitmesi durumunda hiicre
zarinin dis yiiziine transloke olur. Hiicre membran biitiinliigliniin bozulmadig: bu evre

apoptozun erken evresidir.

Annexin V-PI yontemi, apoptotik hiicrelerde hiicre zarmnin par¢alanmasi sonucu
hiicre zarinin i¢ kisminda yer alan fosfatidilserinin hiicrenin dis kismina ¢ikmasi esasina
dayanir (Boga, 2009). Anneksin Vv, floresan bir madde olan FITC ile isaretlenerek,
hiicrenin dis yiizeyine transfer olan fosfatidilserine baglanarak apoptotik hiicreyi
goriiniir hale getirilebilirken (Gatti vd., 1998; Kopman vd., 1994; Overbeeke vd., 1998;
Zhang vd., 1997) DNA ya da ¢ift sarmalli RNA’ya baglanan propidyum iyodid (PI) ise,
membran yapist bozulmus gec apoptotik ve nekrotik hiicreleri belirlemek ig¢in

kullanilmaktadir (Boga, 2009).

Annexin V’in hiicre yiizeyindeki fosfatidilserine ve PI’nin hiicrenin genetik
materyaline baglanma orani akis sitometri ile 6l¢giilebilmektedir. Annexin V-FITC (yesil
floresan) ve Pl (kirmizi floresan) ile es zamanli boyanan hiicreler canli hiicreler iken,
sadece Annexin-V ile boyanan hiicreler erken apoptotik hiicreler, sadece PI ile boyanan
hiicreler nekrotik hiicreler ve her iki boya ile boyanan hiicreler ise ge¢ apoptotik
hiicreler olup, akis sitometri ile bu ayrim saglanabilmektedir (Overbeeke vd., 1998;

Tesarik vd., 1998).

Bu ¢alisma i¢in BD Pharmingen Annexin V Apoptosis Detection Kit protokolii
uygulanmistir. Her bir kuyucuga 50.000 hiicre/100 uL U87MG ve her bir inserte
250.000 hiicre/200 pL THP-1 ekilmistir. 1 insert hari¢ hepsine 2 pL. LPS uygulanmis ve
24 saat inkiibe edilmistir. 24 saat sonra eski medyumlar atilmis ve her kuyucuga 1mL
hacimde ilaglar uygulanmistir. insertler (12 adet) iist 2 siraya yerlestirilerek ko-kiiltiir

ortami olusturulmus ve MTX-211, diklofenak dietilamin ve kombinasyonlari ile 48 saat
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inkiibasyona birakilmistir. 48 saat inkiibasyon siiresi sonunda her kuyunun fotograflari
cekildikten sonra U87MG hiicreleri falkon tiiplerde toplanmis, 1200 RPM’de 5 dakika
santrifiij edilmistir. Stipernatant uzaklastirildiktan ve hiicre pelleti 2 kez 2 mL soguk
PBS ile yikandiktan sonra kalan pellet 100 uL PBS ile resiispanse edilmis ve 100 uL
Binding Bufffer (1x) ilave edilmistir. Ependorf tiiplere 5 uL. Annexin ve 5 uL PI boyasi
eklenmis ve 200 pL resilispanse hiicreler tiiplere eklenerek boyalarla karigsmasi
saglanmig, karanlikta ve oda sicaklifinda 20 dakika inkiibasyona birakilmistir.
Inkiibasyon siiresi sonunda 400 pL Binding Bufffer (1x) ilave edilerek akis sitometri

cihazinda (Accuri C6, BD) gruplarin apoptotik okumalari yapilmistir.

4.3.3.2. UBTMG ve THP-1 Ko-kiiltiirde (insertlii) akis sitometride kaspaz-3
aktivasyonu ile apoptotik etkinin belirlenmesi

Hiicre iskeletine ait proteinlerin yikimindan, DNA fragmentasyonundan ve
kromatin kondensasyonundan sorumlu olan kaspaz-3, dissal ve igsel (mitokondriyal)
apoptotik yolak iizerinden aktiflesebilen ve apoptozu sonlandirict kaspazlardan biridir.
Bu fonksiyonlarindan 6tiirii bir hiicrenin apoptoza gittiginin en 6nemli gostergelerinden
biri kaspaz-3 aktivitesinin belirlenmesidir (Slee E.A vd., 2001).

Hiicrelere oOnce gegirgen hale getirilmek tizere kit igeriginde bulunan
Cytofix/Cytoperm soliisyonlar1 ilave edilmekte ve daha sonra PE Rabbit Anti-Aktif
kaspaz-3 ile boyanarak akis sitometri cihazinda analizi yapilarak aktif kaspaz-3
yiizdeleri belirlenmektedir.

Kaspaz-3 aktivasyonun belirlenmesinde PE Active Caspase-3 Apoptosis Kit
protokolii uygulanmigtir. Her bir kuyucuga 50.000 hiicre/100 pL U87MG ve her bir
inserte 250.000 hiicre/200 uL THP-1 ekilmistir. 1 insert hari¢ hepsine 2 pL LPS
uygulanmis ve 24 saat inkiibe edilmistir. 24 saat sonra eski medyumlar atilmis ve her
kuyucuga ImL hacimde ilaglar uygulanmustir. Insertler (12 adet) iist 2 siraya
yerlestirilerek ko-kiiltiir ortami olusturulmus ve MTX-211, diklofenak dietilamin ve
kombinasyonlar ile 48 saat inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon siiresi sonunda
U87MG hiicreleri falkon tiiplerde toplanmig, 1200 RPM’de 5 dakika santrifiij edilmistir.
Siipernatant uzaklastirildiktan ve hiicre pelleti 2 kez 2 mL soguk PBS ile yikandiktan
sonra kalan pellet 100 pL PBS ile resiispanse edilmis ve hiicre gecirgenligi ve fiksasyon
saglamak i¢in 500 pL cytofix/cytoperm soliisyonu ilave edilerek 20 dk buzun i¢inde
bekletilmistir. Inkiibasyon siiresi sonunda 1200 RPM’de 5 dk santrifiij yapildiktan sonra
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pellet 2 kez 500 puL perm wash ile yikanmis, 50 uL perm wash ile resiispanse edildikten
sonra ependorf tiiplere alinmis, 10 puL antibody (PE Rabbit Anti kaspaz-3) eklenmis, 30
dk oda sicakliginda bekletildikten sonra akis sitometri cihazinda (Accuri C6, BD)

okutularak analiz edilmistir.
4.3.4. Antienflamatuar etkinin belirlenmesi

4.3.4.1. UB7TMG ve THP-1 Kko-kiiltiirde (insertsiiz) akis sitometride interlékin-1 beta

(IL-1p) seviyelerinin belirlenmesi

IL-1B seviyesinin belirlenmesi igin PE Anti-Human IL-1p Antibody Kit
Protokolii uygulanmigtir. U87MG ve THP-1 (insertsiiz) ko-kiiltlir —modeli
olusturulmustur. 24 kuyucuklu plakanin her bir kuyusuna 50.000 hiicre/500 pL US7MG
ekilerek 24 saat inkiibasyona birakilmis, siire sonunda eski medyumlar atilarak her bir
kuyucuga 100.000 hiicre/500 pL. THP-1 eklenerek U87MG ve THP-1 ko-kiiltiirii
olusturulmus, LPS (+) kuyucuklara 2 uL LPS eklenmistir.

Ko-kiiltiir hiicre gruplar1 MTX-211 ve diklofenak dietilamin ile 48 saat inkiibe
edilmis ve bu siire sonunda U87MG hiicreleri falkon tiiplerde toplanmig, 1200 RPM’de
5 dakika santrifiij edilmistir. Siipernatant uzaklastirildiktan ve hiicre pelleti 500 mL
soguk PBS ile yikandiktan sonra kalan pellet 100 pL PBS ile resiispanse edilmis ve 400
nL cytofix/cytoperm soliisyonu ilave edilerek 20 dk buzun icinde bekletilmistir.
Inkiibasyon siiresi sonunda 1200 RPM’de 5 dk santrifiij edildikten sonra pellet 2 kez
500 puL perm wash ile yikanmis, 100 uLL PBS ile resiispanse edildikten sonra ependorf
tiplere alinmig, 5 pL antibody eklenmis, 20 dk oda sicakliginda bekletildikten sonra

akis sitometri cihazinda (Accuri C6, BD) okutularak analiz edilmistir.

4.3.4.2. UBTMG ve THP-1 ko-kiiltiirde (insertsiiz) akis sitometride interlokin -6, -8, -
10 (IL-6, IL-8, IL-10) ve tiimér nekroz faktorii a (TNFa) seviyelerinin belirlenmesi
IL-6, IL-10 ve TNFa seviyelerinin belirlenmesi i¢in PE Anti-Human IL-6
Antibody Kit protokolii, PE Anti-Human IL-10 Antibody Kit protokolii, PE Anti-
Human TNFo Antibody Kit protokolii ve IL-8 seviyesinin belirlenmesi igin Invitrogen
IL-8 Antibody Kit protokolii uygulanmisti. U87MG ve THP-1 (insertsiiz) ko-kiiltiir
modeli olusturulmustur. 24 kuyucuklu plakanin her bir kuyusuna 50.000 hiicre/500 uL

U87MG ekilerek 24 saat inkiibasyona birakilmis ve siire sonunda eski medyumlar
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atilarak her bir kuyucuga 100.000 hiicre/500 pL THP-1 eklenmis ve U87MG ve THP-1
ko-kiiltiirii olusturulmus, LPS (+) kuyucuklara 2 pL LPS eklenmistir.

Ko-kiiltiir hiicre gruplart MTX-211 ve diklofenak dietilamin ile 48 saat inkiibe
edilmis ve bu siire sonunda U87MG hiicreleri falkon tiiplerde toplanmis, 1200 RPM’de
5 dakika santrifiij edilmistir. Siipernatant uzaklastirildiktan ve hiicre pelleti 500 pL
soguk PBS ile yikandiktan sonra kalan pellet 400 uL PBS ile restispanse edilerek 400
uL hiicre ¢ozeltisi 4 sitokin analizi i¢in, her bir ependorfa 100 uL hiicre ¢ozeltisi
almmistir. Her bir ependorfa sitokin antibody’si 5 pL eklenmis, karanlikta ve oda
sicakliginda 20 dk inkiibasyona birakilmistir. inkiibasyon siiresinin sonunda akis

sitometri cthazinda (Accuri C6, BD) okutularak analiz edilmistir.

4.3.5. Cizik deneyi ile UB7MG ve THP-1, HUVEC ve THP-1 ko-kiiltiirde (insertlii)
migrasyonun incelenmesi
Hiicre kiiltiirinde U87MG ve HUVEC hiicrelerinin  migrasyonunun

degerlendirilebilmesi amaciyla ¢izik deneyi yapilmistir.

24 kuyucuklu plakalarda U87MG ve THP-1 ve HUVEC ve THP-1 ko-kiiltiir
olugturmak iizere her kuyucuguna 100.000 hiicre/mL U87MG ve 100.000 hiicre/mL
HUVEC hiicreleri ekilmis ve 24 saat siiresince 37°C, %5 CO2 ve %95 bagil nemli

inkiibatorde kiiltiire edilmistir.

Her bir inserte 250.000 hiicre/200 pL. THP-1 ekildikten 20 saat sonra 2 uL LPS
ilave edilerek 6 saat inkiibasyona birakilmistir. 24 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda,
her bir kuyucuk tabaninin hiicrelerle yeterli yogunlukta kaplandig: mikroskopta kontrol
edildikten sonra, test bilesiklerinin migrasyon lizerindeki etkilerini incelemek iizere
steril 200 pL. mikropipet ucu ile kuyucugun capi1 dogrultusunda ¢izik yapilmistir (Ho
vd., 2016; Muniandy vd., 2018).

Kuyucuklardaki besiyeri pipetle ¢ekilerek atilmis, hiicre artiklarinin ortamdan
uzaklastirilmast i¢in 1X PBS ile yikama yapilmistir. Kuyucuklara MTX-211 (10 uM),
diklofenak dietilamin (100 pM) ve kombinasyonlart uygulanmis, 0. saat fotograflari
Leica DM 300 invert mikroskop ile ¢ekilmistir. LPS ile stimiile edilmis THP-1
hiicrelerinin bulundugu insertler 24 kuyucuklu plakanin 12 kuyusuna yerlestirilerek %5
CO2’1i etiivde, 37°C ve %95 bagil nemde 24 ve 48 saat inkiibe edilmistir. MTX-211 ve

diklofenak dietilamin konsantrasyonlarinin uygulanmasindan 24. ve 48. saatlerde de
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fotograflar ¢ekilmistir. Hiicrelerin goreceli migrasyonunu belirlemek i¢in goriintiilerde

cizilen alanlar Olgiilerek Leica LAS Goriintii Analizi programi ile analiz edilmistir.

4.4, Tstatistiksel Degerlendirmeler

Istatistiksel degerlendirmeler ve grafiklerin ¢izilmesi i¢in GraphPad Prism 10
programi kullanilmistir. Elde edilen veriler tek yonli ANOVA ile post-hoc olarak
Tukey testi uygulanarak analiz edilmistir. Anlamlilik degerleri; p>0.05 fark yok,
p<0.05* fark var, p<0.01** anlamh fark var, p<0.001*** Onemli fark var ve

p<0.0001**** cok 6nemli fark var olarak degerlendirilmistir.
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5. BULGULAR VE TARTISMA
5.1. 2D Hiicre Kiiltiirii Calismalarinin Degerlendirilmesi

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

Blue ile THP-1 hiicrelerinde 24. ve 48. saat sitotoksik etkilerinin degerlendirilmesi

THP-1 hiicrelerinde MTX-211’in 5 uM, 10 uM ve 20 uM konsantrasyonlar1 ve
diklofenak dietilaminin 50 uM, 100 uM ve 300 uM konsantrasyonlari tekli ve kombin
uygulamalarinin 24. ve 48. saatte % hiicre canlilig1 tizerine etkileri Sekil 5.1 ve Sekil

5.2°de verilmistir.

Sekil 5.1'de goriildiigic  gibi MTX-211 ve diklofenak dietilamin
konsantrasyonlar1 uygulanan THP-1 hiicrelerinde % hiicre canlilik degerleri 24. saatte
kontrole gore MTX-211’in 5 uM, 10 uM ve 20 puM konsantrasyonlari, diklofenak
dietilaminin 50 puM, 100 uM ve 300 uM konsantrasyonlari, MTX-211 5 uM +
diklofenak dietilaminin 50 uM, MTX-211 5 uM + diklofenak dietilaminin 100 pM,
MTX-211 5 uM + diklofenak dietilaminin 300 uM, MTX-211 10 uM + diklofenak
dietilaminin 50 uM, MTX-211 10 uM + diklofenak dietilaminin 100 uM, MTX-211 10
uM + diklofenak dietilaminin 300 uM, MTX-211 20 uM + diklofenak dietilaminin 50
uM, MTX-211 20 uM + diklofenak dietilaminin 100 pM, MTX-211 20 uyM +
diklofenak dietilaminin 300 uM konsantrasyonlar: sirasiyla %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 hesaplanmistir. Kontrole gore istatistiksel anlamlilik
yalmizca MTX-211 20 uM + diklofenak dietilaminin 300 pM konsantrasyonunda
belirlenmis (p<0.05%), diger tekli ve kombin biitlin uygulamalarda hiicrelerin

canliliginin anlamli azalmadigi ve 6nemli bir sitotoksik etki olmadig: belirlenmistir.
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Sekil 5.1: THP-! hiicrelerinde MTX-211, diklofenak dietilamin ve kombin konsantrasyonlarimin 24.
saatte CellTiter-Blue testi ile hesaplanan % canlilik degerleri ve bu degerlerin istatistiksel
olarak degerlendirilmesi (kontrol: %0.1 DMSO, n=8, ortalamaxstandart sapma, p>0.05 fark
yok, p<0.05* fark var).

Sekil 5.2°de gorildigi gibi MTX-211 ve diklofenak dietilamin
konsantrasyonlar1 uygulanan THP-1 hiicrelerinde % hiicre canlilik degerleri 48. saatte
kontrole géore MTX-211’in 5 uM, 10 pM ve 20 uM konsantrasyonlari, diklofenak
dietilaminin 50 uM, 100 uM ve 300 puM konsantrasyonlari, MTX-211 5 uM +
diklofenak dietilaminin 50 uM, MTX-211 5 uM + diklofenak dietilaminin 100 uM,
MTX-211 5 uM + diklofenak dietilaminin 300 uM, MTX-211 10 uM + diklofenak
dietilaminin 50 pM, MTX-211 10 uM + diklofenak dietilaminin 100 uM, MTX-211 10
uM + diklofenak dietilaminin 300 uM, MTX-211 20 uM + diklofenak dietilaminin 50
uM, MTX-211 20 uM + diklofenak dietilaminin 100 pM, MTX-211 20 uM +
diklofenak dietilaminin 300 puM konsantrasyonlar1 sirasiyla %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 hesaplanmistir. Kontrole gore istatistiksel anlamlilik
MTX-211 20 uM, MTX-211 20 uM + diklofenak dietilaminin 50 uM, MTX-211 20
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uM + diklofenak dietilaminin 100 uM uygulanan gruplarda p<0.05* ve MTX-211 20
uM + diklofenak dietilaminin 300 pM uygulanan grupta p<0.01** olarak belirlenmistir.
MTX-211 ve diklofenak dietilamin uygulanan diger tekli ve kombin uygulamalarda
kontrole gore hiicrelerin canliliginin anlamli azalmadigir ve 6nemli bir sitotoksik etki

olmadig1 hiicre belirlenmistir.
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Sekil 5.2: THP-1 hiicrelerinde MTX-211, diklofenak dietilamin ve kombin konsantrasyonlarmmin 48.
saatte CellTiter-Blue testi ile hesaplanan % canlilik degerleri ve bu degerlerin istatistiksel
olarak degerlendirilmesi (kontrol: %0.1 DMSO, n=8, ortalamaxstandart sapma, p>0.05 fark
yok, p<0.05* fark var, p<0.01** anlamli fark var).

5.1.2. MTX-211 ve diklofenak dietilaminin tekli ve kombinasyonlarinin CellTiter-
Blue ile HUVEC hiicrelerinde 24. ve 48. saat sitotoksik etkilerinin

degerlendirilmesi

HUVEC hiicrelerinde MTX-211’in 5 uM, 10 uM ve 20 uM konsantrasyonlari
ve diklofenak dietilaminin 50 uM, 100 uM ve 300 uM konsantrasyonlari tekli ve
kombin uygulamalarinin 24. ve 48. saatte % hiicre canlilig1 lizerine etkileri Sekil 5.3 ve

Sekil 5.4°de verilmistir.

Sekil 5.3’de gorildigi gibi MTX-211 ve diklofenak dietilamin
konsantrasyonlar1 uygulanan HUVEC hiicrelerinde % hiicre canlilik degerleri 24. saatte
kontrole géore MTX-211’in 5 pM, 10 uM ve 20 uM konsantrasyonlari, diklofenak
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dietilaminin 50 pM, 100 pM ve 300 pM konsantrasyonlar, MTX-211 5 uM +
diklofenak dietilaminin 50 uM, MTX-211 5 uM + diklofenak dietilaminin 100 uM,
MTX-211 5 uM + diklofenak dietilaminin 300 uM, MTX-211 10 uM + diklofenak
dietilaminin 50 uM, MTX-211 10 pM + diklofenak dietilaminin 100 uM, MTX-211 10
uM + diklofenak dietilaminin 300 pM, MTX-211 20 uM + diklofenak dietilaminin 50
uM, MTX-211 20 pM + diklofenak dietilaminin 100 uM, MTX-211 20 uM +
diklofenak dietilaminin 300 uM konsantrasyonlari sirasiyla %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, 9%90.86 ve %88.28 olarak hesaplanmistir. Kontrole gore istatistiksel anlamlilik
MTX-211 10 uM + diklofenak dietilaminin 300 uM ve MTX-211 20 uM + diklofenak
dietilaminin 300 uM uygulanan gruplarda p<0.05* olarak belirlenmis ve diger tekli ve
kombin biitiin uygulamalarda hiicrelerin canliliginin anlamli azalmadig1 ve 6énemli bir

sitotoksik etki olmadig1 goriilmiistiir.
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Sekil 5.3. HUVEC hiicrelerinde MTX-211, diklofenak dietilamin ve kombin konsantrasyonlarinin 24.
saatte CellTiter-Blue testi ile hesaplanan % caniilik degerleri ve bu degerlerin istatistiksel
olarak degerlendirilmesi (kontrol: %0.1 DMSO, n=8, ortalamaxstandart sapma, p>0.05 fark
yok, p<0.05* fark var).

Sekil 5.4’de goriildiigic  gibi MTX-211 ve diklofenak dietilamin

konsantrasyonlar1 uygulanan HUVEC hiicrelerinde 48 saat inkiibasyon sonunda kontrol
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grubuna gore istatistiksel anlamlilik diklofenak dietilamin 100 uM ve diklofenak
dietilamin 300 uM, uygulanan gruplar i¢in istatistiksel anlamlilik p < 0.05* ve % hiicre
canlilik oran1 kontrole gére sirasiyla %88.52, %85.01; MTX-211 10 uM ve diklofenak
dietilamin ve MTX-211 (50 uM + 5 uM) uygulanan gruplar igin istatistiksel anlamlilik
p < 0.01** ve sirastyla kontrole gore % hiicre canlilik oranlar1 %83.02, %84.78; MTX-
211 20 uM, diklofenak dietilamin ve MTX-211 (100 uM + 5 uM) ve diklofenak
dietilamin ve MTX-211 (50 uM + 10 uM) uygulanan gruplarda istatistiksel anlamlilik p
< 0.001*** ve sirasiyla kontrole gore % hiicre canlilik oranlar1 %79.63, %77.78 ve
%75.30; diklofenak dietilamin ve MTX-211 (300 uM + 5 uM), diklofenak dietilamin
ve MTX-211 (100 uM + 10 uM), diklofenak dietilamin ve MTX-211 (300 uM + 10
uM), diklofenak dietilamin ve MTX-211 (50 uM + 20 uM), diklofenak dietilamin ve
MTX-211 (100 uM + 20 uM) ve diklofenak dietilamin ve MTX-211 (300 uM + 20 uM)
uygulanan gruplarda istatistiksel anlamlilik p<0.0001**** ve sirasiyla kontrole gore %
hiicre canlilik oranlart %71.58, %73.28, %68.60, %71.28, %68.63 ve %67.10 olarak
belirlenmistir. MTX-211 5 uM ve diklofenak dietilamin 50 uM uygulanan gruplarda ise

hiicrelerin canliliginin anlamli azalmadigr ve onemli bir sitotoksik etki olmadigi

belirlenmistir.
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Sekil 5.4: HUVEC hiicrelerinde MTX-211, diklofenak dietilamin ve kombin konsantrasyonlarinin 48.
saatte CellTiter-Blue testi ile hesaplanan % canlilik degerler ve bu degerlerin istatistiksel
olarak degerlendirilmesi (kontrol: %0.1 DMSO, n=8, ortalamazstandart sapma, p=>0.05 fark
vok, p<0.05%* fark var, p<0.01** anlamli fark var, p<0.001*** énemli fark var, p<0.0001****

¢ok onemli fark var).
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5.1.3. MTX-211 ve diklofenak dietilaminin tekli ve kombinasyonlarimin CellTiter-
Blue ile U87MG  hiicrelerinde 24. ve 48. saat sitotoksik etkilerinin

degerlendirilmesi

U87MG hiicrelerinde MTX-211’in 5 uM, 10 uM ve 20 uM konsantrasyonlari ve
diklofenak dietilaminin 50 uM, 100 uM ve 300 uM konsantrasyonlari tekli ve kombin
uygulamalarinin 24. ve 48. saatte % hiicre canlilig1 tizerine etkileri Sekil 5.5 ve Sekil

5.6’da verilmistir.

Sekil 5.5°de gorildigi gibi MTX-211 ve diklofenak dietilamin
konsantrasyonlar1 uygulanan U87MG hiicrelerinde % hiicre canlilik degerleri 24. saatte
kontrole gore MTX-211’in 5 uM, 10 uM ve 20 puM konsantrasyonlari, diklofenak
dietilaminin 50 uM, 100 uM ve 300 uM konsantrasyonlari, MTX-211 5 uM +
diklofenak dietilaminin 50 uM, MTX-211 5 uM + diklofenak dietilaminin 100 pM,
MTX-211 5 uM + diklofenak dietilaminin 300 uM, MTX-211 10 uM + diklofenak
dietilaminin 50 pM, MTX-211 10 uM + diklofenak dietilaminin 100 uM, MTX-211 10
uM + diklofenak dietilaminin 300 pM, MTX-211 20 uM + diklofenak dietilaminin 50
uM, MTX-211 20 uM + diklofenak dietilaminin 100 pM, MTX-211 20 pM +
diklofenak dietilaminin 300 uM konsantrasyonlar1 sirastyla %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 hesaplanmistir. Kontrole gére MTX-211 5 uM,
diklofenak dietilaminin 50 uM ve MTX-211 5 uM + diklofenak dietilaminin 50uM
uygulanan gruplarda istatistiksel anlamlilik bulunmamus, diklofenak dietilamin 100 uM
uygulanan grupta p<0.001*** ve diger biitiin gruplarda istatistiksel anlamlilik
p<0.0001**** olarak belirlenmistir. Sekil 5.5’de goriildiigii gibi, MTX-211 ve
diklofenak dietilamin konsantrasyonlarinin 24 saatlik inkiibasyon siireleri sonununda

US87MG hiicre canliligint %50°nin altina indirdigi gortilmektedir.

50



USTMG 24 SAAT

150 =
8
E 100 = — T
0 *dk Hokokok
©
5
= g il e Hokokok i A
:_ *Ekk —
£ Fkkk
|-—-| *ERE
0~ T T T T T T T T -_
A R S SR
™ - » v J " N
-eé\ \\4& \\Q\ \,&\1‘ oY \@\ "F%\ \:\‘s\ \Qp\ ~§\ \:_:QQ @Q‘ \\? AN \QQ\ ‘:\\g\
A N - a? . .
FITP YV FT I I FHFTITSFTHFE &S
S & $ IR R R L O
: = = R \‘:\\ \‘& \Q\? ¥ & \‘\-Q ,.»Q\" o
:\p " N \\ N N N N
& & B
b . ‘-_\ .._\\

Konsantrasyonlar (uM)

Sekil 5.5: US7MG hiicrelerinde MTX-211, diklofenak dietilamin ve kombin konsantrasyonlarmin 24.
saatte CellTiter-Blue testi ile hesaplanan % canlilik degerleri ve bu degerlerin istatistiksel
olarak degerlendirilmesi (kontrol: %0.1 DMSO, n=8, ortalamaxstandart sapma, p>0.05 fark
yok, p<0.001*** gnemli fark var, p<0.0001**** cok énemli fark var).

Sekil 5.6’da goriildigii gibi MTX-211 ve diklofenak dietilamin
konsantrasyonlar1 uygulanan U87MG hiicrelerinde % hiicre canlilik degerleri 48. saatte
kontrole gore MTX-211’in 5 uM, 10 uM ve 20 pM konsantrasyonlari, diklofenak
dietilaminin 50 uM, 100 uM ve 300 uM konsantrasyonlarr, MTX-211 5 uM +
diklofenak dietilaminin 50 uM, MTX-211 5 uM + diklofenak dietilaminin 100 pM,
MTX-211 5 uM + diklofenak dietilaminin 300 uM, MTX-211 10 uM + diklofenak
dietilaminin 50 uM, MTX-211 10 uM + diklofenak dietilaminin 100 pM, MTX-211 10
uM + diklofenak dietilaminin 300 uM, MTX-211 20 uM + diklofenak dietilaminin 50
uM, MTX-211 20 uM + diklofenak dietilaminin 100 pM, MTX-211 20 pM +
diklofenak dietilaminin 300 puM konsantrasyonlar1 sirasiyla %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 hesaplanmistir. Kontrole gére MTX-211 5 uM ve
diklofenak dietilaminin 50 uM uygulanan gruplarda istatistiksel anlamlilik bulunmamus,
MTX-211 5 uM + diklofenak dietilaminin 50 pM uygulanan grupta istatistiksel

anlamlilik p<0.05* ve diger biitiin tekli ve kombin gruplarda istatistiksel anlamlilik
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p<0.0001**** olarak belirlenmistir. Sekil 5.6’da goriildiigii gibi, 48 saatlik inkiibasyon

stireleri sonunda MTX-211 ve diklofenak dietilamin konsantrasyonlarinin U87MG

hiicre canliligin1 %50°nin altina indirdigi tespit edilmistir.
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Sekil 5.6: US7MG hiicrelerinde MTX-211, diklofenak dietilamin ve kombin konsantrasyonlarmin 48.

saatte CellTiter-Blue testi ile hesaplanan % canlilik degerleri ve bu degerlerin istatistiksel
olarak degerlendirilmesi (kontrol: %0.1 DMSO, n=8, ortalamaxstandart sapma, p>0.05 fark

yok, p<0.05* fark var, p<0.0001**** ¢ok énemli fark var).

5.1.4. MTX-211 (5 uM, 10 pM, 20 uM) ve diklofenak dietilaminin (50 pM, 100 pM,
300 pM) kombinasyonlarinin U87MG, HUVEC ve THP-1 hiicreleri iizerinde

sinerjistik sitotoksik etkilerinin degerlendirilmesi

MTX-211 (5 uM, 10 uM, 20 uM ) ve diklofenak dietilaminin (50 uM, 100 uM ve
300 uM) U87MG, HUVEC ve THP-1 hiicreleri {izerinde antagonist/sinerjist

etkilesimleri CDI formiiliine gore, CellTiter-Blue testi absorbans sonuglarinin % hiicre

canlilik degerlerine doniistiiriilerek hesaplanmis ve degerlendirilmistir. Buna gore;

CDI = Kombin (X+Y) % Hiicre Canlilig1 x 100

X % Hiicre Canlilig1 x Y % Hiicre Canlilig1
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kontrol grubu %2100 kabul edilerek CDI formiiliine gore yapilan hesaplamada, CDI < 1
olmas1 durumunda sinerjistik etki, CDI < 0.7 olmas1 durumunda kuvvetli sinerjistik etki,
CDI =1 olmasi durumunda additif etki ve CDI > 1 olmasi durumunda antagonist etki
meydana geldigi bildirilmistir (Lopez-Acevedo vd., 2014; Zhao vd., 2014; Hao vd.,
2008).

Mlac etkilesim katsayis1 (CDI) hesaplama

Ilag etkilesiminin sinerjistik, additif veya antagonist oldugu bilgisini veren CDI,
ilag kombinasyonlarinin etkilerini analiz etmek i¢in kullanilmakta ve su sekilde

hesaplanmaktadir;
CDI =XY/(X X Y)

CDI, XY kombin gruplarin kontrol grubuna oraninin X veya Y tek ajan grubunun
kontrol grubuna orani olup CDI < 1 sinerjistik, CDI =1 additif, CDI > 1 antagonist ve
CDI < 0.7 ise ilaglarin 6nemli derecede sinerjistik oldugunu gostermektedir (Lopez-

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

MTX-211, diklofenak dietilamin ve kombinasyonlarinin THP-1 hiicreleri iizerinde
antagonist/sinerjist etkilesimleri

CellTiter-Blue sonuglar1 ile elde edilen % hiicre canlilik degerleri
incelendiginde, THP-1  hiicrelerinde = MTX-211 ve diklofenak dietilamin
kombinasyonlarinda, 24 saatte biitiin kombin uygulamalarda CDI = 1 olarak

hesaplanmis ve additif etki meydana getirdikleri belirlenmistir (Tablo 5.1).

Tablo 5.1. THP-! hiicrelerinde MTX-211, diklofenak dietilamin ve kombinasyonlarimin 24. saatteki %
hiicre canlilik oranlart (Ortalama + Standart sapma) ve CDI degerleri. Kontrol grubu
%100 kabul edilmistir. CDI: Ilag etkilesim katsayist

Konsantrasyon % Canhhk CDI
Diklofenak dietilamin 50uM -MTX 211 5uM 98,83 +1.15 1,02
Diklofenak dietilamin 100uM —-MTX 211 5pM 98,61 +1.29 1,02
Diklofenak dietilamin 300uM —-MTX 211 5pM 97,58 £1.22 1,06
Diklofenak dietilamin 50uM -MTX 211 10uM 97,95 +1.26 1,04
Diklofenak dietilamin 100uM —-MTX 211 10uM 97,85 +1.16 1,05
Diklofenak dietilamin 300uM —MTX 211 10pM 97,60 +1.30 1,09
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Tablo 5.1. (Devam) THP-1 hiicrelerinde MTX-211, diklofenak dietilamin ve kombinasyonlarmmin 24.
saatteki % hiicre canlilik oranlari (Ortalama + Standart sapma) ve CDI degerleri.

Kontrol grubu %100 kabul edilmistir. CDI: Ilag etkilesim katsayist

Konsantrasyon % Canhhk CDI
Diklofenak dietilamin 50uM -MTX 211 20uM 97,28 £1.26 1,07
Diklofenak dietilamin 100uM -MTX 211 20uM 96,78 £1.23 1,07
Diklofenak dietilamin 300uM -MTX 211 20uM 88,97 £1.03 1,03

CellTiter-Blue sonuglarindan elde edilen % hiicre canlilik degerlerine gore THP-
1 hiicrelerinde 48 saatte diklofenak dietilamin ve MTX-211 (50 uM + 20 uM),
diklofenak dietilamin ve MTX-211 (100 uM + 20 uM), diklofenak dietilamin ve MTX-
211 (300 uM + 20 uM) kombine uygulamalari sonucunda CDI = 1 olarak hesaplanarak
additif etki meydana getirdikleri ve diger biitiin kombin uygulamalarda CDI > 1 olarak

hesaplanarak antagonist etkili olduklar1 belirlenmistir (Tablo 5.2).

Tablo 5.2. THP-1 hiicrelerinde MTX-211, diklofenak dietilamin ve kombinasyonlarinin 48. saatteki %
hiicre canlilik oranlar: (Ortalama + Standart sapma) ve CDI degerleri. Kontrol grubu

%100 kabul edilmistir. CDI: Ilag etkilesim katsayist

Konsantrasyon % Canhhk CDI
Diklofenak dietilamin 50uM — MTX-211 5uM 99,08 +0.92 1,10
Diklofenak dietilamin 100uM — MTX-211 5uM 93,63 +1.78 1,11
Diklofenak dietilamin 300uM — MTX-211 5uM 93,24 +0.78 1,11
Diklofenak dietilamin 50uM — MTX-211 10uM 97,04 +1.26 1,10
Diklofenak dietilamin 100uM — MTX-211 10uM 92,10 +0.74 1,11
Diklofenak dietilamin 300uM — MTX-211 10uM 92,08 £1.13 1,11
Diklofenak dietilamin 50uM — MTX-211 20uM 90,71 £1.15 1,02
Diklofenak dietilamin 100uM — MTX-211 20uM 88,73 £0.37 1,08
Diklofenak dietilamin 300uM — MTX-211 20uM 84,00 £1.49 1,04

MTX-211, diklofenak dietilamin ve kombinasyonlarin HUVEC hiicreleri
iizerinde antagonist/sinerjist etkilesimleri

CellTiter-Blue sonuglarindan elde edilen % hiicre canlilik degerlerine gore
HUVEC hiicrelerinde MTX-211 ve diklofenak dietilamin kombine uygulamalari
sonucunda, 24 saatte biitiin kombin uygulamalarda CDI = 1 olarak hesaplanmis ve

additif etki meydana getirdikleri belirlenmistir (Tablo 5.3).
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Tablo 5.3. HUVEC hiicrelerinde MTX-211, diklofenak dietilamin ve kombinasyonlarinin 24. saatteki %
hiicre canlilik oranlar: (Ortalama + Standart sapma) ve CDI degerleri. Kontrol grubu %100
kabul edilmistir. CDI: Ilag etkilesim katsayist

Konsantrasyon % Canhhk CDI
Diklofenak dietilamin 50uM — MTX-211 5uM 97,23 £4.24 1,00
Diklofenak dietilamin 100uM — MTX-211 5uM 95,53 £3.32 1,00
Diklofenak dietilamin 300uM — MTX-211 5uM 90,54 +4.36 1,00
Diklofenak dietilamin 50uM — MTX-211 10uM 95,75 +2.63 1,00
Diklofenak dietilamin 100pM — MTX-211 10uM 94,77 £1.27 1,01
Diklofenak dietilamin 300uM — MTX-211 10uM 89,62 £2.82 1,02
Diklofenak dietilamin 50uM — MTX-211 20uM 93,49 +2.21 1,01
Diklofenak dietilamin 100uM — MTX-211 20uM 90,87 +2.26 1,00
Diklofenak dietilamin 300uM — MTX-211 20uM 88,28 £3.58 1,03

CellTiter-Blue sonuglarindan elde edilen % hiicre canlilik degerlerine gore
HUVEC hiicrelerinde MTX-211 ve diklofenak dietilamin kombine uygulamalari
sonucunda, 48 saatte biitiin kombin uygulamalarda CDI < 1 olarak hesaplanmis ve

sinerjistik etki meydana meydana getirdikleri belirlenmistir (Tablo 5.4).

Tablo 5.4. HUVEC hiicrelerinde MTX-211, diklofenak dietilamin ve kombinasyonlarinin 48. saatteki %
hiicre canlilik oranlart (Ortalama + Standart sapma) ve CDI degerleri. Kontrol grubu %100
kabul edilmigtir. CDI: Ilag etkilesim katsayist

Konsantrasyon % Canlihk CDI
Diklofenak dietilamin 50uM — MTX-211 5uM 84,78 £2.11 0,96
Diklofenak dietilamin 100uM —-MTX 211 5uM 77,78 £2.61 0,90
Diklofenak dietilamin 300uM —-MTX 211 5uM 71,58 £2.72 0,86
Diklofenak dietilamin 50uM —MTX 211 10uM 75,30 +2.68 0,99
Diklofenak dietilamin 100uM —MTX 211 10uM 73,28 £1.32 0,99
Diklofenak dietilamin 300uM —MTX 211 10uM 68,60 £0.94 0,97
Diklofenak dietilamin 50uM -MTX 211 20uM 71,28 +2.18 0,98
Diklofenak dietilamin 100uM —MTX 211 20uM 68,63 +2.24 0,97
Diklofenak dietilamin 300uM —MTX 211 20uM 67,10 +2.07 0,99

MTX-211, diklofenak dietilamin ve kombinasyonlarnmmn U87MG hiicreleri
iizerinde antagonist/sinerjist etkilesimleri

CellTiter-Blue sonuglar1 ile elde edilen % hiicre canlilik degerleri
incelendiginde, U87MG hiicrelerinde MTX-211 ve diklofenak dietilamin
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kombinasyonlarinin, 24 saatte biitin kombin uygulamalarda CDI

< 1 olarak

hesaplanmis ve sinerjistik etki meydana meydana getirdikleri belirlenmistir (Tablo 5.5).

Tablo 5.5. U87TMG hiicrelerinde MTX-211, diklofenak dietilamin ve kombinasyonlarinin 24. saatteki

% hiicre canlilik oranlar: (Ortalama + Standart sapma) ve CDI degerleri. Kontrol grubu
%100 kabul edilmistir. CDI: Ila¢ etkilesim katsayist

Konsantrasyon % Canlihk CDI
Diklofenak dietilamin 50uM — MTX-211 5upM 94,72 £3.92 0,98
Diklofenak dietilamin 100uM — MTX-211 5uM 73,29 +4.43 0,99
Diklofenak dietilamin 300uM — MTX-211 5uM 48,90 +4.82 0,99
Diklofenak dietilamin 50uM — MTX-211 10uM 51,93 +4.58 0,99
Diklofenak dietilamin 100pM — MTX-211 10uM 38,58 £3.07 0,97
Diklofenak dietilamin 300pM — MTX-211 10uM 26,31 +4.45 0,99
Diklofenak dietilamin 50uM — MTX-211 20uM 48,74 +4.05 0,99
Diklofenak dietilamin 100pM — MTX-211 20uM 37,10 +4.12 0,99
Diklofenak dietilamin 300uM — MTX-211 20uM 20,35 +3.04 0,81

CellTiter-Blue sonuglarindan elde edilen % hiicre canlilik degerlerine gore

U87MG hiicrelerinde MTX-211 ve diklofenak dietilamin kombine uygulamalar

sonucunda, 48 saatte biitiin kombin uygulamalarda CDI < 1 olarak hesaplanmis ve

sinerjistik etki meydana getirdikleri belirlenmistir (Tablo 5.6).

Tablo 5.6. UB7MG hiicrelerinde MTX-211, diklofenak dietilamin ve kombinasyonlarinin 48. saatteki

% hiicre canlilik oranlart (Ortalama + Standart sapma) ve CDI degerleri. Kontrol grubu
%100 kabul edilmistir. CDI: Ilag etkilesim katsayist

Konsantrasyon % Canhihk CDI
Diklofenak dietilamin 50uM — MTX-211 5pM 85,81 £0.89 0.90
Diklofenak dietilamin 100uM — MTX-211 5uM 70,95 +2.01 0.99
Diklofenak dietilamin 300uM — MTX-211 5uM 44,98 +0.54 0.98
Diklofenak dietilamin 50uM — MTX-211 10uM 48,79 +0.22 0.98
Diklofenak dietilamin 100pM — MTX-211 10uM 36,84 £1.77 0.99
Diklofenak dietilamin 300pM — MTX-211 10uM 23,65 +£0.73 0.99
Diklofenak dietilamin 50uM — MTX-211 20uM 48,22 +£1.02 0.99
Diklofenak dietilamin 100uM — MTX-211 20uM 36,43 £1.48 0.99
Diklofenak dietilamin 300uM — MTX-211 20uM 18,25 +0.92 0.78
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Bu tez calismasi ile MTX-211, diklofenak dietilamin ve kombinasyonlarinin
U87MG, HUVEC ve THP-1 hiicreleri lizerinde sitotoksik etkileri CellTiter-Blue testi ile
arastirilmis, antiproliferatif ~ etkinlikleri ~ degerlendirilmeye  calisilmis  ve
sinerjist/antagonist  etkinlikleri arasindaki iliski CDI degerleri hesaplanarak

belirlenmistir.

Calismamizda U87MG, THP-1 ve HUVEC hiicre canliligini belirlemek i¢in 5-
20 uM MTX-211 ve 50-300 uM diklofenak dietilamin konsantrasyon araliklar1 se¢ilmis
ve hiicre canliliginin kontrole oranla artan konsantrasyonlarda azaldigi belirlenmistir.
MTX-211, diklofenak dietilamin ve kombin uygulamalarin U87MG hiicrelerinde 24 ve
48 saatlik inkiibasyon sonucunda hiicre canliligini %50°nin altina diistirerek gii¢lii
sitotoksik etki meydana getirdigi, HUVEC hiicrelerinde zaman ve konsantrasyona bagl
sitotoksik etki olusturdugu ve THP-1 hiicrelerinde kayda deger bir sitotoksik etki
gozlenmedigi, THP-1 ve HUVEC hiicrelerinde canliligin %50’nin altina diismedigi

belirlenmistir.

Kapsamli literatiir taramalarimizda U87MG hiicrelerinde MTX-211 ve
diklofenak dietilaminin ¢alisildigi literatiire rastlanilmamistir. MTX-211, HCT-116
timorlii hayvanlarda, 50 mg/kg MTX-211 ile yapilan tek bir oral doz uygulamasi ile
hem in vivo, hem de BRAF™" RKO ve KRAS™" HCT-116 kolorektal hiicrelerde
yapilan in vitro ¢alismalarin western blot analizlerinde EGFR ve P13Kinaz’1 inhibe eden
dual etkili bir inhibitor oldugu kanitlanmis (Maust, 2018) ve Abecunas ve arkadaslar
tarafindan da NF1-°F melanomada in vitro ve in vivo calismalarda Ras aktivatorii SYK
Kinaz’1 (IC50: 6.02 nM) giiclii bir sekilde inhibe ettigi belirlenmistir (Abecunas vd.,
2022).

PIK3R3 siRNA'min U373MG glioblastoma hiicrelerine transfekte edildikten
sonra erlotinib ile kombinasyonunun U373MG hiicreleri lizerindeki etkilerinin
arastirlldigt  bir ¢alismada, PIK3R3 siRNA'nin U373MG hiicrelerine transfekte
edildikten sonra PIK3R3 mRNA ekspresyonunun zamana bagl belirgin bir sekilde
bastirildigi, transfeksiyondan 24, 48 ve 72 saat sonra, PIK3R3 mRNA'nin nispi
ekspresyon seviyelerinin sirasiyla %82.10, %72.44 ve %61.02 oldugunu bildirilmistir.
Erlotinib ile kombine oldugunda erlotinibin 24 ve 48 saatlik IC50 degerlerini
diistirdiigiinii, PIK3R3 siRNA, hiicre hayatta kalma oranin1 24 ve 48 saat sonra
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(sirastyla %84.61 ve %79.12) onemli Olglide azalttigini, PIK3R3 siRNA ile
kombinasyon halinde erlotinib, tek basina erlotinib veya tek basina PIK3R3 siRNA'ya
gore hiicre hayatta kalma oranin1 daha fazla azalttigin1 (p<0,05*), PIK3R3 siRNA,
erlotinibin IC50 degerini sirasiyla 24 ve 48 saat sonra 44.48 uM’dan 31.84 uM’a ve
25.86 uM'dan 18.38 uM'a belirgin sekilde diisiirdiigiinii, U373MG glioblastoma hiicre
hattinda PIK3R3 siRNA ve EGFR inhibitorii erlotinibin hiicre canliligi ve apoptoz

tizerinde sinerjistik etki meydana getirdigini bildirmislerdir (Amini vd., 2021).

GBM hastalarinda faz II klinik denemelerinde olan yeni bir pan ERBB
inhibitorii PF-00299804 (dakomitinib), tek basina veya PI3K/mTOR ikili inhibitorii PF-
05212384 ile kombinasyon halinde yerlesik ve hastadan tiiretilmis birincil GBM
hatlarindan olusan bir panelde, hem PARP ekspresyonu hem de hiicre canliligi
tizerindeki etkileri incelenmistir. Maddeler uygulandiktan sonra 96 saat inkiibasyona
birakilmig, PI3Kinaz/mTOR inhibitorii PF-05212384 ve dakomitinib kombinasyonunun
hiicre canliliginda yarattigi azalma, dakomitinib monoterapisinden daha fazla

bulunmustur (Zhu vd., 2014).

Prasad ve arkadaslar1 tarafindan yapilan bagka bir calismada PI3K/mTOR
inhibitori XL765’in klinik Oncesi potansiyeli hem in vitro hem de in vivo olarak
degerlendirildiginde, XL765 ve erlotinibin kombin etkileri, monoterapilerine oranla
ksenograft nude farelerde sitotoksisite iizerinde ilave etkiler gostermistir (Prasad vd.,
2009).

Leidgens ve arkadaslar1 tarafindan HTZ-349, U87MG ve A172 glioma
hiicrelerinde yapilan in vitro bir ¢alismada 96 saat boyunca asetilsalisilik asit (ASA)
(0,05-0,2 mM), diklofenak (0,05-0,2 mM) ve ibuprofen (0,5-2,0 mM) uygulanmis,
IC50 degerleri ibuprofen i¢in 1 mM ve diklofenak i¢in 0,1 mM bulunmusken COX-1 ve
COX-2 afinitesi esit derecede olan ASA’nin hiicre proliferasyonu iizerinde anlamli bir
etkisi gézlemlenmemistir (Leidgens vd., 2015). Selektif COX-2 inhibitorii selekoksib ve
nonselektif COX inhibitorleri olan sulindak, flurbiprofen ve indometazin Al72 ve
LN229 glioblastoma hiicre hatlarina uygulanmis, 6zellikle selektif COX-2 inhibitorii
olan selekoksib ile ¢ok giiclii antiproliferatif etki meydana geldigi belirlenmistir
(Kardosh vd., 2004). Bernardi ve arkadaslar1 tarafindan indometasin, asetaminofen,
sulindak siilfiir ve NS-398’in C6 sigan glioma hiicre canliligt MTT ile test edilmis,

zaman ve konsantrasyona bagli olarak hiicre ¢ogalmasi inhibe edilmistir (Bernardi vd.,
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2006). NSAI tiirevlerinin insan dis1 glioblastoma hiicrelerinde naproksen, flurbiprofen,
ibuprofen gibi antienflamatuar ilaglarin sitotoksik potansiyelinin degerlendirildigi baska
bir c¢alismada, U87MG hiicre hattinda konsantrasyona bagli sitotoksik etkiler
sergiledikleri, timor baskilayict PTEN’in upregiilasyonuna ve AKT1, RAF1 ve EGFR
gibi baz1 onkogenlerin downregiilasyonuna neden olduklar bildirilmistir (Ozdemir vd.,
2020). NSAI’m gliomalarda farmakolojik miidahale igin klinik olarak onemli

olabilecegi agiktir.

Diklofenak dietilamin ile U87MG hiicrelerinde bir literatiire rastlanilmamistir
ancak COX-2 afinitesi yiiksek olan diklofenak sodyumun U87MG hiicre

proliferasyonunu %350’nin altina disiirdiigii ¢alismalar mevcuttur (Sareddy vd., 2013).

Tirozin kinaz inhibit6rii famitinib ve EGFR inhibitori HS-10296’nin HUVEC
proliferasyonu ve migrasyonu tiizerindeki etkilerinin incelendigi bir c¢aligmada, tek
basina famitinib HUVEC proliferasyonunu 9,9 nM'lik bir IC50 degeriyle 6nemli 6lgiide
inhibe ederken, 1 pM veya 2 pM HS-10296 varliginda, inhibisyon aktivitesinin IC50
degerlerinin sirastyla 3,2 ve 1,7 nM'a diistiigii ve PI3Kinaz ve EGFR inhibit6riiniin
kombinasyonu ile sinerjik etki meydana geldigi bildirilmistir (Zhang vd., 2021). MTX-
211’in sitotoksik etkilerininin mesane kanseri hiicrelerinde (5637, EJ ve UMUC3) ve
normal epitel hiicrelerinde (SV-HUC-1 ve HUVEC) incelendigi bir ¢alismada, MTX-
211’in kanser hiicre canliligin1 zaman ve konsantrasyona bagli giiclii bir sekilde inhibe
ettigi (5637 48 saat 1C50:1.478 uM, 72 saat IC50:1.075 uM; EJ 48 saat 1C50:2.483
uM, 72 saat IC50:1.514 uM; UMUCS3 48 saat IC50:3.205 uM, 72 saat IC50:2.189 uM)
ve normal epitel hiicre duyarliliginin (SV-HUC-1 48 saat 1C50:7.657 uM, 72 saat
IC50:5.561 uM; HUVEC 48 saat IC50:19.360 uM, 72 saat 1C50:7.840 uM) kanser
hiicrelerinden daha diisiik oldugunu tespit etmislerdir (Hu vd., 2023).

Diklofenak 0.1-1000 uM konsantrasyonlarda HUVEC hiicre proliferasyonunu
artan doza bagimli olarak inhibe ederken (Isenberg vd., 2007), 0.1 ve 0.2 mM
konsantrasyonda 24 ve 48 saatlik inkiibasyon siireleri sonunda THP-1 hiicrelerinde
proliferasyonun inhibisyonu iizerindeki etkisi ile ilgili kontrole gore istatistiksel
anlamlilik bildirilmemistir (Renner vd., 2018). MTX-211 veya EGFR ve PI3Kinaz
inhibitorlerinin  THP-1 hiicrelerinde sitotoksik etkilerini inceleyen bir arastirma
bulunmamistir.  0-1000 nM konsantrasyonda uygulanan proteozom inhibitorii

bortezomibin antiproliferatif etkisi THP-1 hiicrelerinde  arastinllmis ve hiicre
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proliferasyonunun kontrole gore %80’in iizerinde oldugu belirlenmistir (Choy vd.,
2015). MTX-211, diklofenak dietilamin ve kombinasyonlarinin kanser hiicre canliligini
zaman ve konsantrasyona bagl gii¢lii bir sekilde inhibe ettigi, HUVEC hiicre
duyarliliginin kanser hiicrelerinden diisiik olmasi ve THP-1 monosit hiicrelerinde kayda

deger bir sitotoksik etki meydana getirmemis olmalari literiirii desteklemektedir.

EGEFR ve PI3Kinaz’1 hedefleyen monoterapilerde meydana gelen direnci kirmak
icin son derece uygun bir aday olan dual etkili MTX-211, tiimor mikrogevresi ve kronik
inflamasyonla iligkili yiiksek PGE2 seviyelerini (Nakanishi vd., 2013; Dubois, 2014)
diisiiren diklofenak dietilamin ile ideal bir kombinasyon olabilecegi varsayimiyla
U87MG, HUVEC ve THP-1 hiicrelerindeki etkinlikleri incelenmis ve U87MG hiicre
hattinda MTX-211 ve diklofenak dietilaminin uygulanan biitiin ikili kombinasyonlarda
24 ve 48 saatlik inkiibasyon siireleri sonunda sinerjist etki (CDI < 1), THP-1
hiicrelerinde 24 saatlik inkiibasyon ile elde edilen veriler 1s183inda MTX-211 ve
diklofenak dietilaminin biitiin ikili kombin uygulamalarinin additif etki (CD = 1), 48
saatlik inkiibasyonlar1 sonucunda ise diklofenak dietilamin ve MTX-211 (50 uM + 20
uM), diklofenak dietilamin ve MTX-211 (100 uM + 20 uM), diklofenak dietilamin ve
MTX-211 (300 uM + 20 uM) kombine uygulamalar1 sonucunda additif etki (CDI = 1)
ve diger biitiin ikili kombin uygulamarda antagonist etki (CDI > 1), HUVEC
hiicrelerinde 24 saatlik inkiibasyon ile elde edilen veriler 1s183inda MTX-211 ve
diklofenak dietilaminin biitiin ikili kombine uygulamalari sonucunda additif etki (CD =
1) ve 48 saatlik inkiibasyonlar1 sonucunda sinerjistik etki (CDI < 1) meydana getirdigi

belirlenmistir.

Kanserde MEK inhibisyonuna karsi gelisen dirence, HER ailesi iiyelerinin
yeniden aktivasyonu ve kismen de PI3K/AKT yolunun aktivasyonuna yol acan EGFR
tizerinde ERK aracili inhibitdr geri besleme fosforilasyonunun kaybinin neden oldugu
gosterilmistir (Li vd., 2008b; Turke vd., 2012a). Bu durum MTX-211 ile EGFR ve
PI3K’1n es zamanli inhibe edilmesinden dolayi, ERK yolu miidahalesinde dirence yol
acan ¢oklu kacis yollarinin hedef alinacagi varsayimiyla, MTX-211’in ERK yolunu
hedefleyen ajanlarla kombinasyon i¢in ideal bir aday oldugu disiiniilmiis, bir MEK
inhibitorii olan trametinib ile kombinasyonu KRASMT ve BRAF™T hiicrelerde denenmis
ve HER3 ekspresyonunu etkin bir sekilde bastirdigi belirlenmistir. MTX-211, UMS59
pankreatik duktal adenoma modelinde, MEK inhibisyonuna yanit olarak ortaya c¢ikan
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pHER3 ekspresyonunun upregiilasyonunu da kombinasyon halinde uygulandiginda
ortadan kaldirmistir. MTX-211 ile tedavi edilen HCT-116 ve RKO hiicreleri ve bir dizi
MEK veya ERK inhibitorii ile yiiriitiilen klonojenik deneylerde MTX-211’in ERK yolu

miidahalesi ile kombinasyon halinde sinerjik oldugu belirlenmistir (Maust, 2018).

5.1.5. Gerc¢ek zamanh hiicre analiz sistemi (RTCA DP) ile US7MG hiicrelerinde

MTX-2171’in antiproliferatif etkilerinin degerlendirilmesi

MTX-2121’in U87MG hiicre hattinda, hiicre proliferasyonu ve migrasyonu

tizerindeki etkileri RTCA DP ile gercek zamanli olarak kayit altina alinmistir.

Hiicre proliferasyon analizi i¢in U87MG hiicrelerinin ekilmis oldugu E-plaka
kuyucuklarina, CellTiter-Blue testi ile belirledigimiz MTX-211 konsantrasyonlari (1
uM, 5 uM, 10 uM, 20 uM) 100 pL medyum iginde uygulanmisg, 48 saatlik inkiibasyon
stiresi sonunda cihaz durdurularak analiz asamasina gegilmistir. RTCA DP ile elde
edilen hiicre indeks degerlerine gore MTX-211’in U887MG hiicreleri i¢in IC50 degeri
RTCA DP Software 1.2.1 programi kullanilarak hesaplanmistir (Sekil 5.7, Sekil 5.8).

Mormalized Cell Index

Time (in Hour)

Sekil 5.7: MTX-211 konsantrasyonlarmmin 48 saatlik US7MG hiicre proliferasyon egrileri (sari ok:

konsantrasyon uygulamasi, n=6, ortalamaztstandart sapma)

®ontrol ©MTX2111puM ® MTX-2115 uM ® MTX-211 10 pM B MTX211 20 uM
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Sekil 5.8: RTCA DP sisteminde US7MG hiicrelerinde MTX-211’in 48. saatteki hiicre indeks degerlerine
gore IC50 degerinin hesaplandigi konsantrasyon-hiicre indeksi egrisi (IC50: 9.187 uM)

Sekilde (Sekil 5.7) MTX-211 (5 uM, 10 uM, 20 uM) konsantrasyonlarinin
U87MG hiicrelerinde antiproliferatif etkileri ger¢ek zamanli (10 dakikalik veri
alinmistir) olarak goriilmektedir. RTCA DP Software 1.2.1 programi kullanilarak
konsantrasyon-hiicre indeksi egrileri (Sekil 5.8) sonucu hesaplanan IC50 degeri
gosterilmistir. MTX-211 in U887MG hiicrelerinde 48. saatte IC50 degeri 9.187 uM
olarak hesaplanmistir. Artan MTX-211 konsantrasyonlar1 ile paralel olarak
antiproliferatif etkinin de arttig1 belirlenmistir.

U87MG glioblastoma kanser hiicrelerinin, gergek zamanli hiicre analiz sistemine
uygun bir hiicre hatt1 oldugu ve E-plakalara ekildikten sonraki 24 saat i¢inde gerekli cell
indeks degerlerine ulastigi daha onceki ¢alismalarda bildirilmistir (Dikmen vd., 2017;
Gokhaner, 2018).

Cok sayida kinazin yer aldig bir panelin taranmasiyla EGFR ve PI3K’1 inhibe
eden dual etkili bir inhibitor oldugu belirlenen MTX-211, ilk olarak KRASM' ve
BRAFMT kolorektal ve pankreas kanserlerinde EGFR otofosforilasyonunu giiglii bir
sekilde bloke etmesi ile son derece etkin bir antiproliferatif aktiviteye (sirasiyla
IC50:1.11 uM ve IC50:5 uM) sahip oldugu ve yine ayni ¢alismada 16semi (IC50:1.17
uM), melanoma (IC50:1.29 uM), santral sinir sistemi kanseri (IC50:1.43 puM), renal
kanser (1C50:1.45 uM), meme kanseri (IC50:1.75uM), prostat kanseri (IC50:1.93 uM),
kiiciik hiicreli olmayan akciger kanseri (IC50:2.69 uM) ve over kanseri (IC50:3.47 uM)
tizerinde de denenerek farkli kanser tiplerinde de giiclii antiproliferatif etki gosterdigi

bildirilmistir (Maust, 2018).
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5.1.6. Ger¢ek zamanh hiicre analiz sistemi (RTCA DP) ile U87MG hiicre

migrasyonunun degerlendirilmesi
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Sekil 5.9: Gergek zamanl hiicre analiz sistemi (RTCA DP) ile MTX-211 bilesiginin US7MG hiicrelerinin

migrasyonu tizerine etkilerinin zaman ve konsantrasyona bagl degisim grafikleri.

@ ontrol @ MTX-2115uM @ MTX-211 10 uM  ® MTX-211 20 uM

MTX-211 (5 pM, 10 pM, 20 pM) konsantrasyonlarinin U87MG hiicre
migrasyonu iizerine etkileri, 48 saatlik inkiibasyonda 10 dakikalik periyotlarla, gercek
zamanli hiicre analiz sistemi (RTCA DP) kullanilarak incelenmistir. Kontrol grubunda
keskin bir artis oldugu, proliferasyon deneyine paralel olarak MTX-211’in artan
konsantrasyonuna bagli bir sekilde U87MG hiicre migrasyonunu baskiladigi
belirlenmistir (Sekil 5.9).

EGFR ve PI3Kinaz inhibitorii MTX-211 ile U87MG hiicre hattinda migrasyon
analizi daha once calisiimamistir ancak EGFR inhibit6rii erlotinibin U87MG hiicre
motilitesini ve migrasyonunu inhibe ettigi (Ramis vd., 2012) ve PI3K/AKT/mTOR
inhibitorii olan LY294002 ve rapamisinin 24 saatlik inkiibasyonu sonucunda US7MG
hiicre hattinda migrasyon ve invazyonu baskiladig1 bildirilmistir (Huang vd., 2018).
Deney sonucumuz EGFR ve PI3Kinaz’in migrasyonu baskiladigi bilgisini

desteklemektedir.

5.2. Ko-kiiltiir Calismalarimin Degerlendirilmesi

5.2.1. Ger¢ek zamanh hiicre analiz sistemi (RTCA DP) ile THP-1 ve U87TMG ko-

kiiltiir ortamlarinda hiicre proliferasyonunun degerlendirilmesi
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Sekil 5.10: MTX-211 konsantrasyonlarimin 48 saatlik US7MG ve THP-1 Ko-kiiltiir ortaminda US7TMG
hiicre proliferasyon egrileri (sart ok: konsantrasyon uygulamasi, n=6, ortalama+standart

sapma)

% LPS (-) Kontrol ' L ps (+) Kontrol ® MTX-211 5uM EMTX-211 10uM & MTX-211 20uM

Sekil 5.10°da U87MG ve THP-1 Kko-kiiltiir ortaminda U87MG hiicrelerinde LPS
(-) Kontrol grubuna gére LPS (+) Kontrol ve MTX-211 (5 uM, 10 uM, 20 uM)
konsantrasyonlarinin antiproliferatif etkileri 96 saat siiresince 10 dakikalik periyotlarla
gercek zamanli olarak incelenmistir. RTCA DP Software 1.2.1 programi kullanilarak
konsantrasyon-hiicre indeksi egrileri (Sekil 5.10) karsilastirilmistir. Bu sonuglara gére
LPS’nin U87MG hiicre proliferasyonunu azalttigi ve LPS’li ko-kiiltiir ortaminda MTX-
211’in artan konsantrasyonlarina bagli antiproliferatif etkide artis meydana geldigi
belirlenmistir.

1943 yilinda Shear ve Turner tarafindan aktif madde olarak Coley toksininden
LPS izole edildiginden beri (Shear ve Turner, 1943) LPS'nin antikanser etkisi altinda
yatan mekanizma, in vivo hayvan modelleri ve in vitro hiicre hatlari kullanilarak
arastirilmaktadir. Farkli tip kanser tanisi konmus 10 hastaya LPS tedavisi uygulanmais, 5
hastanin tiimoér boyutlar1 Ol¢lilmiis, timor belirtecleri ve tiimor boyutlarinda 6nemli
oranda azalma oldugu tespit edilirken (Goto vd., 1996) bir baska c¢alismada insan
0zofagus kanserini temsil eden OE19 (adenokarsinom) ve OE21 (skuamdz karsinom)
hiicre hatlarinda LPS'nin hiicre ¢ogalmasi1 ve canlilig1 tizerindeki etkisi MTT testi ile
Olclilmiis, zaman ve konsantrasyona bagli olarak hiicre canliligini ve proliferasyonunu

azalttig1 bildirilmistir (Gongalves vd., 2016). Deney sonucumuz, farkli kanser tiplerinde
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etkisi denenmis olan LPS’nin hiicre proliferasyonunu azalttigi literatlir bilgisi ile

uyumludur.

5.2.2. Akis sitometride Annexin V-PI yontemi ile apoptotik etkinin
degerlendirilmesi

U87MG ve THP-1 ko-kiiltir modelinde, MTX-211 (10 uM) ve diklofenak
dietilamin (100 uM) ve kombinleri U87MG hiicrelerine uygulanmis ve plakalar 48
saatlik inkiibasyonlara birakilmigtir. 48 saatlik inkiibasyon sonunda U87MG hiicreleri
kaldirilarak, “’BD Pharmingen FITC Annexin V Apoptosis Detection Kit I'” kit
protokolii uygulanmis ve ornekler akis sitometri cihazinda (Accuri C6, BD) dlgiilerek

analiz edilmistir. Sonuglar Sekil 5.11, 5.12, 5.13 ve Tablo 5.7°de verilmistir.
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Sekil 5.11: US7MG hiicrelerinde MTX-211 (10 uM), diklofenak dietilamin (100 uM) ve kombinlerinin
apoptotik etkilerinin akig sitometride belirlenmesi.
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Tablo 5.7. US7MG hiicrelerinde MTX-211 (10 uM), diklofenak dietilamin (100 uM) ve kombinlerinin
Annexin-PI apoptoz sonuglart (%).

GRUPLAR CANLIHUCRE % ERKEN APOPTOTIK HUCRE %
Kontrol LPS (-) 91 9

LPS (-) MTX-211 10uM 33.3 66.7

LPS (-) Dik 100uM 48.2 51.8

LPS (-) Dik 100uM; MTX-211 10uM 53.5 46.5

Kontrol LPS (+) 78.3 21.7

LPS (+) MTX-211 10uM 76.5 235

LPS (+) Dik 100pM 19.9 80

LPS (+) Dik 100uM; MTX-211 10pM 52.6 47.4
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Sekil 5.12: U87MG ve THP-1 ko-kiiltiir gruplarimda MTX-211 (10 uM), diklofenak dietilamin (100 uM)
ve kombinasyonlarinin toplam apoptotik hiicre dliimii yiizdesi ve istatistiksel olarak
degerlendirilmesi (kontrol: %0.1 DMSO, n=3, ortalamatstandart sapma, p<0.0001****

¢ok onemli fark var)
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Sekil 5.13: US7MG hiicrelerinde MTX-211 (10 uM), diklofenak dietilamin (100 M) ve

kombinasyonlarimin 48 saatlik inkiibasyon siiresi sonundaki 151k mikroskop goriintiisii
(MB:10X).
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Literatiirde, LPS’nin ¢esitli in vitro kanser hiicre hatlarinda ve in vivo deney
hayvanlarinda yapilan ¢aligmalarda apoptozu tetikledigi bildirilmektedir (Reisser vd.,
2002; Wona vd., 2003). Tablo 5.7°de gortldigi iizere US7MG glioblastoma hiicre
hattinda LPS’nin apoptozu tetikledigi goriilmiis ve kontrole gore 2 katindan fazla bir

degere sahip oldugu belirlenmistir.

Sekil 5.11, 5.12 ve Tablo 5.7°de goriildiigii gibi US7MG hiicrelerinde MTX-
211, diklofenak dietilamin ve kombinasyonlari ile yapilan deneyde en yiiksek apoptoz
LPS (+) diklofenak dietilamin 100 uM ve daha sonra LPS (-) MTX-211 10 uM grupta
tespit edilerek sirasiyla toplam apoptoz %80 ve %66.7 olarak hesaplanmistir. MTX-211
ve diklofenak dietilamin kombinasyonunda ise LPS (+) ko-kiiltiirde %47.4 ve LPS (-)
ko-kiiltiirde %46.5 olarak belirlenmistir. LPS, MTX-211 10 uM ve diklofenak
dietilamin 100 pM uygulanan tiim gruplarda apoptoz indiiklenmis, 6zellikle erken
apoptotik hiicreler tespit edilmis ve istatistiksel olarak kontrol grubuna gore
(p<0.0001****) cok 6nemli fark oldugu belirlenmistir. Nekrotik hiicre ve ge¢ apoptotik

hiicre bulunmamustir.

Sekil 5.13’de goriildigi tizere US7MG glioblastoma hiicrelerinde MTX-211 10
uM, diklofenak dietilamin 100 uM ve kombinasyonlarinin 48 saatlik inkiibasyon siiresi
sonundaki mikroskop goriintiileri incelendiginde hiicrelerin morfolojik yapilarinin
degistigi, hem MTX-211 hem de diklofenak dietilamin ile akson ve dentritlerin incelip
uzadig1 goriilmekte ve bu bilgiler literatiirii destekler niteliktedir.

Insan néroglioma hiicresi olan H4 hiicrelerinin 24 saat boyunca EGFR inhibitérii
gefitinibin farkli konsantrasyonlar1 ile tedaviden sonra 1sik mikroskobu ile hiicre
morfolojisinin gozlemlendigi bir ¢aligmada, diisik doz (10 uM) gefitinib ile kayda
deger morfolojik degisiklik olmadigi, yiiksek doz (40 uM) gefitinib ile hiicresel
yuvarlaklagma, biiziilme, membran kabarciklanmasi ve komsu hiicrelerden ayrilma gibi
belirgin morfolojik degisiklikler gozlemlendigi bildirilirken (Chang vd., 2011), bir
bagka EGFR inhibitorii olan erlotinib 0-40 uM konsantrasyon araliginda U251 glioma
hiicre hattinda hiicre morfolojisini degistirmedigi, luteolin ile kombine halde
uygulandiginda morfolojide degisiklikler meydana getirdigi gézlemlenmistir (Powe vd.,
2022). PI3Kinaz inhibitorii buparlisib (1 uM) ile yapilan bir baska ¢alismada da U251
glioma hiicrelerinde morfolojik degisiklik meydana geldigi ve hiicrelerin tamamen

yuvarlaklastig1 bildirilmistir (Speranza vd., 2016). Diklofenak dietilaminin U87MG
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hiicre morfolojisi {izerindeki etkilerini inceleyen literatiire rastlanilmamistir. Ancak
diklofenakin PC3 prostat kanseri hiicrelerinde kisalip yuvarlaklasmaya neden oldugu
bildirilmistir (Arisan vd., 2019).

PI3K yolu, siklin D1'in ana diizenleyicisidir ve hiicre dongiisii girisini genis
Ol¢iide 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 hiicre
dongiisiiniin durmasina ve/veya apoptoza yol acgacagr tahmin edilerek yapilan
calismada, apoptozun gostergesi olarak MTX-211’in HCT-116 hiicrelerinde 6nemli
derecede G1 fazini indiiklemesi ve apoptoza neden oldugu bilinen boliinmiis PARP
ekspresyonunu zamana bagli indiikklemesi ile dogrulanmistir (Maust, 2018). MTX-
211’in HCT-116 hiicre hattinda yapilan Annexin V-PI apoptoz deneyinde PI13Kinaz
inhibitori omipalisib ile %3.47, EGFR inhibitori erlotinib ile %6.26 olarak belirlenen
erken apoptoz, EGFR ve PI3Kinaz inhibitorii MTX-211 ile indiikklenerek %6.89’a
yiikselmistir. Yine ayni ¢alismada MEK inhibitérii trimetinib ile erken apoptoz %7.90
olarak belirlenirken MTX-211 ile kombinasyonunda %21.33’¢ yiikseldigi ve sinerjistik
etki meydana getirdigi belirlenmistir (Maust, 2018). MTX-211"in sitotoksik etkilerinin
mesane kanseri hiicrelerinde incelendigi baska bir ¢alismada 48 saatlik inkiibasyon
sonunda 2 uM MTX-211"in 5637 ve EJ hiicrelerinde ge¢ apoptoz oranini dnemli dlgiide
arttirdigin1 ve sirasiyla geg¢ apoptoz oranmin %15.8 ve %7.23 (p<0.001***) oldugunu
bildirmislerdir (Hu vd., 2023).

EGFR inhibitorii erlotinib, selekoksib ve kombinasyonlar1 ile HCC827 ve
H1650 akciger kanseri hiicre hatlarinda apoptoza etkileri oncelikle western blot analizi
ile boliinmiis PARP diizeyleri incelenmis kombinasyon ile erlotinib ve selekoksibden
¢ok daha kalin bir bant elde edildigi, Annexin V-PI deneyi ile de erlotinib ile goériilen
apoptoz oranmin selekoksibden yiiksek oldugu ve kombinasyonlarinin apoptozu

indiikleyerek kontrole gore istatistiksel olarak anlamli farka sahip oldugu (p<0.01**)
belirlenmistir (Li vd., 2016).

523. Akis sitometride kaspaz-3 aktivasyonu ile apoptotik etkinin
degerlendirilmesi

U87MG ve THP-1 Kko-kiiltiir modelinin olusturulmasindan sonra MTX-211 10
uM ve diklofenak dietilamin 100 puM konsantrasyonlart U87MG hiicrelerine
uygulanmis ve plakalar 48 saatlik inkiibasyonlara birakilmistir. 48 saatlik inkiibasyon
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sonunda U87MG hiicreleri kaldirilarak, <’PE Active Caspase-3 Apoptosis Kit”’

protokolii uygulanmig ve ornekler akis sitometri cihazinda (Accuri C6, BD) o6lgiilerek

analiz edilmistir. Sonuglar Sekil 5.14, 5.15 ve Tablo 5.8’de verilmistir.

16,777,214

S5C-A
&,000,000 10,000,000

o

C02 UarmG Kontrol Neg Casp3

Gate: [Mo Gating)

T T
1} 6,000,000 10,000,000

T
16,777 215

CO9 USTMG MT10 Meg Casp3

02 LaThG Kontral Meg Casp3

Gate: (R1 inall

e

Wt Wb Wb

Caspase 3-A

wl

01-UR
0.0%

C04 UB7MG Kontrol Poz Casp3

v S B B B

- T D02 UATMG Dic100 Meg Caspl
Al Gate: (1 in all e _Gate: (R1in all o Gate: (R1in all
g!l#ﬂ 3 20 1'UL gy 1-UL G1-UR]
5 . .39 20,50 1.0%
% %
E 9 o
<L
©% 5% 5
&% 8 8
3 g7 57
Q [
4 % %4
.
R R i S PR = A
“ Flabis o wl a3 F,E‘:I-A I T R
D01 UEYMG Dic100 Poz Casp3 D05 UB7M Dic100+M10 Neg Casp: D06 UB7M Dic100+M10 Poz Caspl
o Gate: (R1 inall ~  Gate: (R1in all = Gate: (R1in all
E 01-UR] % Q1-UR] " Q1.UR]
0.8% 0.1% 1.0%
5 g E
g “ G
A I s
By aey &%
O o 0
%4 L %
.!
i 5 I ]
wl 2 ol wt el w2
FLEA ot FLA o o FLAA
Sekil 5.14: U87MG hiicrelerinde MTX-211 (10 uM), diklofenak dietilamin (100 uM) ve

kombinasyonlarinin kaspaz-3 seviyelerinin akis sitometride belirlenmesi.
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Tablo 5.8. U87MG hiicrelerinde MTX-211 (10 uM), diklofenak dietilamin (100 uM) ve
kombinasyonlarmn kaspaz-3 sonuglart (%).
GRUPLAR KASPAZ-3 NEGATIF ~ KASPAZ-3 POZITIF %
%
Kontrol LPS (-) 97.9 2
LPS (-) MTX-211 10pM 814 18.6
LPS (-) Dik 100pM 78.5 21.5
LPS (-) Dik 100pM; MTX-211 10pM 97.7 23
Kontrol LPS (+) 87.9 121
LPS (+) MTX-211 10pM 87.4 12.6
LPS (+) Dik 100pM 86.3 13.7
LPS (+) Dik 100pM; MTX-211 10pM 77.5 22.5
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Sekil 5.15: U87MG ve THP-1 ko-kiiltiir gruplarmmda MTX-211 (10 uM), diklofenak dietilamin (100 uM)

ve kombinasyonlarimin % Kaspaz-3 seviyelerindeki degisim yiizdesi ve istatistiksel olarak
degerlendirilmesi (kontrol: %0.1 DMSO, n=3, ortalama+standart sapma, p<0.0001**** cok

onemli fark var)

Sekil 5.14, 5.15 ve Tablo 5.8°de goriilen kaspaz-3 analiz sonuglart Annexin V-

PI deney sonuglarimizi desteklemekte, her iki deneyde de MTX-211, diklofenak
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dietilamin ve kombinasyonlar1 apoptozu indiiklemektedir. Deney sonuglarimiza gore
LPS, kaspaz-3 aktivitesini 6 kat arttirmis, kontrol grubuna gore istatiksel olarak
(p<0.0001****) ¢ok Onemli farka sahip oldugu belirlenmistir. En yiiksek kaspaz-3
aktivasyonunun goriildiigi grup LPS (-) diklofenak dietilamin 100 uM ve daha sonra
LPS (-) MTX-211 10 uM uygulanan gruplarda tespit edilmis, sirasiyla kaspaz-3 oranlari
%21.5 ve %18.6 olarak belirlenmistir ve kontrole gore istatistiksel olarak
(p<0.0001****) ¢ok onemli fark oldugu belirlenmistir (Tablo 5.8). LPS’siz ortamda
MTX-211 ve diklofenak dietilamin kombinasyonu kaspaz-3 aktivitesini %2.3’¢ ve
LPS’li ortamda kombinasyon %?22.5’a yiikselterek her iki ortamda da kontrole gore
aktif kaspaz-3 diizeyini arttirmistir.

Hu ve arkadaslart MTX-211’in in vitro sitotoksik etkilerini mesane kanseri
hiicrelerinde (5637, EJ ve UMUC3) western blot ile analiz ettikleri apoptozla iliskili
bolinmiis PARP ve boliinmiis kaspaz-3 protein ekspresyon diizeylerini 6nemli 6lgiide
arttigin1 ve 10 mg/kg MTX-211 ile nude farelerde yaptiklari in vivo bir ¢alisma ile de
ksenograftlarin biiyiimesininin belirgin sekilde azaldigini bildirmislerdir (Hu vd., 2023).

Bazi in vitro c¢alismalar, diklofenakin kanserde pro-apoptotik roliinii
kanitlamistir. Ornegin, 16semi hiicrelerinde (HL-60) PI3Kinaz yoluyla reaktif oksijen
tirlerinin (ROS) artis1, kaspaz aktivasyonu, sitokrom ¢ salinimi, DNA fragmantasyonu;
noroblastoma hiicrelerinde DNA fragmantasyonu, kaspaz aktivasyonu, ROS, kaspaz-3
ve -9 aktivasyonu; melanom hiicrelerinde (A2058 ve SAN) Bcl-2/Bax oranini azaltip
sitokrom ¢ salinimini arttirmasi ve (Galisteo vd., 2021) PC3 prostat kanseri hiicrelerinde
hiicre dongiistiniin S fazinda tutuklanmasi, pro-kaspaz-3 diizeylerini indiiklemesi,
antiapoptotik Bcl-2 ve Bcl-xl protein diizeylerini giiglii bir sekilde inhibe etmesi (Arisan

vd., 2019) ile apoptoz meydana getirmektedir.

524. U87TMG ve THP-1 ko-kiiltiirde (insertsiiz) akis sitometride IL-1p
seviyelerinin degerlendirilmesi

U87MG ve THP-1 ko-kiiltiir modelinin olusturulmasindan sonra MTX-211 10
uM  ve diklofenak dietilamin 100 puM konsantrasyonlar1 U87MG hiicrelerine
uygulanmis ve plakalar 48 saatlik inkiibasyonlara birakilmistir. 48 saatlik inkiibasyon
siiresi sonunda U87MG hiicre i¢i IL-1P seviyeleri akis sitometri yontemi ile belirlenmis

ve analiz edilmistir. Sonuglar Sekil 5.16, 5.17 ve Tablo 5.9’da verilmistir.
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Sekil 5.16: U87MG ve THP-1 ko-kiiltiir gruplarinda MTX-211 (10 uM), diklofenak dietilamin (100 uM)

ve kombinasyonlarmin IL-1p seviyelerine etkisi.

Tablo 5.9. US7TMG ve THP-1 ko-kiiltiir gruplarmda MTX-211 (10 uM), diklofenak dietilamin (100 uM)

ve kombinasyonlarinin \L-1§ seviyelerine etkisi (%)

GRUPLAR IL-1p NEGATIF % IL-18 POZITIF %
Kontrol LPS (-) 934 9.6
Kontrol LPS (+) 83.5 16.5
LPS (+) MTX-211 10uM 89.4 10.6
LPS (+) Dik 100pM 85.1 14.9
LPS (+) Dik 100pM; MTX-211 10pM 86.8 13.2
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Sekil 5.17: U87TMG ve THP-1 ko-kiiltiir gruplarinda MTX-211 (10 uM) ve diklofenak dietilamin (100
uM) konsantrasyonlary \L-1f pozitif hiicre yiizdesi ve istatistiksel olarak degerlendirilmesi
(kontrol: %0.1 DMSO, n=3, ortalamaztstandart sapma, p<0.05* fark var, p<0.0001**** cok

onemli fark var)

Sekil 5.16, 5.17 ve Tablo 5.9°da goriildiigii gibi U87MG ve THP-1 ko-kiiltiirde
LPS, IL-1B expresyonunu indiiklemistir ve LPS (-) kontrole (%9.6) gore istatistiksel
olarak (p<0.0001****) c¢cok oOnemli farka sahip oldugu belirlenmistir. LPS ile
indiiklenen IL-1p ekspresyonlart MTX-211 (%10.6) ve kombin (%13.2) uygulama ile
LPS (+) kontrole (%16.5) gore IL-1B ekspresyonunu inhibe etmis ve istatistiksel
anlamlilik p<0.0001**** olarak bulunmustur. Diklofenak dietilamin uygulanan grupta
IL-18 ekspresyonu inhibe edilmis ve istatistiksel anlamlilik p<0.05* olarak

belirlenmistir.

MTX-211’in U887MG hiicrelerinde antienflamatuar etkileri ilk kez bu tez
caligmasinda belirlenmistir. EGFR inhibitorii erlotinib, COX-2 inhibitorii selekoksib ve
kombinasyonunun H1650 ve HCC827 akciger kanseri hiicre hatlarinda IL-18, IL-6 ve
IL-8 mRNA ekspresyonlarina olan etkisinin incelendigi ¢alismada, 1L-1 ekspresyonlari
her iki hiicre hattinda inhibe edilmis, kontrole gore istatistiksel anlamlilik selekoksib ile
gozlenmezken, erlotinib ile kontrole gore istatistiksel anlamlilik HCC827 hiicre hattinda

p<0.01** ve H1650 hiicre hattinda p<0.05*, HCC827 hiicre hattinda kombinasyonda
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erlotinibe gore anlamlilik gozlenmezken H1650 hiicre hattinda istatistiksel anlamlilik

p<0.05* olarak belirlenmistir (Li vd., 2016).

IL-1p siklikla gliomada ekprese edilmekte (Sasaki vd., 1998) ve timor
progresyonu ile iligkili oldugu diisiiniilmektedir (Sasaki vd., 2001). U87 ve T98
hiicrelerine IL-1p 10 ng/ml ve TNFa 10 ng/ml uygulanarak COX-1 ve COX-2
diizeylerine olan etkilerinin incelendigi bir ¢aligmada, sitokinlerin COX-1 diizeyini
degistirmedigi ancak COX-2 ekspresyonunu dikkate deger olgiide arttirdig
bildirilmistir (Taniura vd., 2008). IL-1p ekspresyonunun test bilesiklerimiz tarafindan

inhibisyonu dolayli olarak COX-2 diizeylerinin de azalmasina katki sunacaktir.

5.2.5. U87TMG ve THP-1 ko-kiiltiirde (insertsiiz) akis sitometride I1L-6, IL-8, IL-10
ve TNFa seviyelerinin degerlendirilmesi

U87MG nhiicreleri ile THP-1 ko-kiiltiir modelinin olusturulmasindan sonra
MTX-211 10 uM ve diklofenak dietilamin 100 puM konsantrasyonlar1 U87MG
hiicrelerine uygulanmig ve plakalar 48 saatlik inkiibasyonlara birakilmistir. 48 saatlik
inkiibasyon siiresi sonunda hiicre i¢ci TNFo seviyeleri akis sitometri yontemi ile

belirlenmis ve analiz edilmistir. Sonuglar Sekil 5.18, 5.19 ve Tablo 5.10°da verilmistir.
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Sekil 5.18: U7TMG ve THP-1 ko-kiiltiir gruplarinda MTX-211 (10 uM), diklofenak dietilamin (100 xM)

ve kombinasyonlarinin TNFo seviyelerine etkisi.
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Sekil 5.18: (Devam) U87MG ve THP-1 ko-kiiltiir gruplarinda MTX-211 (10 uM), diklofenak dietilamin

(100 uM) ve kombinasyonlarimin TNFo seviyelerine etkisi.

Tablo 5.10. U87MG ve THP-1 ko-kiiltiir gruplarinda MTX-211 (10 uM), diklofenak dietilamin (100

uM) ve kombinasyonlarimin TNFa seviyelerine etkisi (%).

GRUPLAR TNFo NEGATIF % TNFo POZITIF %
Kontrol LPS (-) 84.5 155
Kontrol LPS (+) 71.2 28.8
LPS (+) MTX-211 10pM 81.8 18.2
LPS (+) Dik 100pM 82.8 17.2
LPS (+) Dik 100uM; MTX-211 10pM 80.6 19.4
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Sekil 5.19:

Konsantrasyonlar (uM)

UB7MG ve THP-1 ko-kiiltiir gruplarinda MTX-211 (10 M), diklofenak dietilamin (100 xM)
ve kombinasyonlarimin TNFa pozitif hiicre yiizdesi ve istatistiksel olarak degerlendirilmesi
(kontrol: %0.1 DMSO, n=3, ortalamaztstandart sapma, p<0.0001**** cok énemli fark var)
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Sekil 5.18, 5.19 ve Tablo 5.10’da gorildigii gibi US7TMG ve THP-1 ko-kiiltiir
modelinde 48 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda LPS, TNFa ekspresyonunu indiiklemis
(%28.8) ve kontrole gore istatistiksel olarak (p<0.0001****) cok O6nemli farka sahip
oldugu belirlenmistir. MTX-211 (%18.2), diklofenak dietilamin (%17.2) ve
kombinasyonlart (%19.4) LPS ile indiiklenen TNFa ekspresyonunu inhibe etmis ve LPS
(+) kontrole gore istatistiksel anlamlilik p<0.0001**** olarak belirlenmistir.

Kolon kanseri modeli olusturulmus ratlara verilen diklofenak 8 mg/kg doz
tedavisi ile TNFa ve IL-1B proinflamatuar sitokin diizeylerini diistirmistiir (Rana vd.,
2012).

TNFa, baslica makrofajlardan tiiretilen, in vitro malign hiicrelere karsi sitostatik
ve sitotoksik etkileri olan ve in vivo bazi timorlerde hemorajik nekroza neden oldugu
bilinen (Carswell vd., 1975) sitokin ag1 igerisinde birgok immiinmodiilatér rolii olan,
hiicre biiyiimesinin ve farklilasmasinin desteklenmesi ve sitotoksisite gibi bir¢ok
biyolojik ve pleiotropik fonksiyona sahip olan sitokindir (Beutler vd., 1988; Hofman
vd., 1990; Jaattela vd., 1991). Biyolojik aktivitesini hiicre yiizey reseptorleri ile gosteren
TNFa reseptorlerinin glioma dokularindaki varligini bildiren raporlar bulunmaktadir
(Roessler vd.,1995).

Maruno ve arkadaslar1 tarafindan yapilan g¢alismada 26 glioma Ornegi (4
astrositom (AS); 2 oligoastrositom (OA); 1 anaplastik astrositom (AA); 1 anaplastik
oligoastrositom (AOA); 18 glioblastoma (GB)) antihuman TNFo kullanilarak
immiinohistokimyasal olarak incelenmis ve AA, AOA ve GB’nin dahil oldugu 20
ornekten 16'sinin, ancak AS ve OA'nin 6 Ornekten yalnizca 1’inin TNFa i¢in pozitif
reaksiyon gosterdigi ve de malign gliomalarda (AA, AOA, GB) TNFa proteini igeren
hiicrelerin bening gliomalara (AS, OA) oranla daha fazla oldugu bildirilmistir. TNFa
yalnizca tiimdr dokusunda degil aym1 zamanda komsu beyin dokularinda, tiimor
damarlarinin endotelinde, reaktif astrositlerde, noronlarda ve agirlikli olarak da malign
gliomalarda goriilmistiir (Maruno vd., 1997). TNFa kiiltiirlenmis hiicrelerde astrosit
proliferasyonunu indiiklemektedir (Lachman vd., 1987; Selmaj vd., 1990) ve tim bu
veriler TNFo’anin ¢esitli SSS hastaliklarinda biiylime faktorii oldugunu kanitlar
niteliktedir.

Wei ve arkadaglar1 yaptiklar1 bir ¢calismada glioma hiicrelerinin IL-8 ve CCL2
sitokinlerini salgilayarak GAM’larin TNFa tiretmesini, salgilanan TNFo’da VCAM1,
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ICAM1, CXCL5 ve CXCL10'un ekspresyonunu arttirarak endotel hiicrelerini aktive
ettigini, in vitro ve in vivo ortamda TNFa'nin ilaglar veya antikorlar ile inhibisyonunun
GAM kaynakli EC aktivasyonunu inhibe ettigini ve in vivo fare glioma modelinde
farenin daha uzun siire hayatta kalmasini sagladigini bildirdiler. Fare glioma modelinde
TNFo’'nin  yiiksek ekspresyonu VEGF inhibitdrii bevacizumaba kot yanita,
antianjiyojenik tedaviye direng¢ gelismesine Ve tedavinin basarisizligina neden

olmaktadir (Wei vd., 2021).

U87MG nhiicreleri ile THP-1 ko-kiiltiir modelinin olusturulmasindan sonra
MTX-211 10 uM ve diklofenak dietilamin 100 puM konsantrasyonlar1 U87MG
hiicrelerine uygulanmis ve plakalar 48 saatlik inkiibasyonlara birakilmistir. 48 saatlik
inkiibasyon stiresi sonunda U87MG hiicre i¢i IL-6 seviyeleri akis sitometri yontemi ile

belirlenmis ve analiz edilmistir. Sonuclar Sekil 5.20, 5.21 ve Tablo 5.11°de verilmistir.
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Sekil 5.20: US7TMG ve THP-1 ko-kiiltiir gruplarinda MTX-211 (10 uM), diklofenak dietilamin (100 xM)

ve kombinasyonlarmnin 1L-6 seviyelerine etkisi.
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Tablo 5.11. UB7MG ve THP-1 ko-kiiltiir gruplarinda MTX-211 (10 uM), diklofenak dietilamin (100 u)

ve kombinasyonlarimin IL-6 seviyelerine etkisi (%).

GRUPLAR IL-6 NEGATIF % IL-6 POZITIF %
Kontrol LPS (-) 83.4 17.6
Kontrol LPS (+) 78.6 21.4
LPS (+) MTX-211 10pM 82 18
LPS (+) Dik 100pM 80.6 194
LPS (+) Dik 100pM; MTX-211 10uM 86.3 13.7
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Sekil 5.21: U87MG ve THP-1 ko-kiiltiir gruplarmda MTX-211 (10 uM), diklofenak dietilamin (100 uM)
ve kombinasyonlarimin |L-6 pozitif hiicre yiizdesi ve istatistiksel olarak degerlendirilmesi
(kontrol: %0.1 DMSO, n=3, ortalamatstandart sapma, p>0.05 fark yok, p<0.001*** ¢onemli
fark var, p<0.0001**** cok onemli fark var)

Sekil 5.20, 5.21 ve Tablo 5.11°de gorildigi gibi US7MG ve THP-1 ko-kiiltiir
modelinde 48 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda LPS’nin IL-6 ekspresyonunu
indiikledigi (%21.4) ve kontrole gore (p<0.001***) 6nemli farka sahip oldugu
belirlenmistir. Diklofenak dietilamin (%19.4) kontrol grubuna gore IL-6 ekspresyon
diizeyini diistirdiigiinii ancak istatistiksel olarak bir anlamliligin olmadigi, MTX-211"in
ise (%18) IL-6 ekspresyonunu inhibe ettigi ve kontrole gore istatiksel anlamliliginin
p<0.001*** oldugu belirlenmistir. MTX-211 ve diklofenak dietilamin kombinasyonu
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(%13.7) 1L-6 eckspresyonunu inhibe etmis ve kontrole gore istatiksel anlamlilik
p<0.0001**** olarak bulunmustur.

EGFR inhibitori erlotinib, COX-2 inhibitorii selekoksib ve kombinasyonunun
H1650 ve HCC827 akciger kanseri hiicre hatlarinda IL-1B, IL-6 ve IL-8 mRNA
ekspresyonlarina olan etkisinin incelendigi calismada, her iki hiicre hattinda da IL-6
ekspresyonlar1 inhibe edilmis, kontrole gore istatistiksel anlamlilik selekoksib ile
gozlenmezken, erlotinib ile kontrole gore ve kombinasyon ile erlotinibe gore p<0.05*

olarak belirlenmistir (Li vd., 2016).

IL-6, glioma dahil olmak {izere ¢ok sayida malign tiimdrde 6nemli rol oynayan,
immiin diizenleme ve inflamatuar reaksiyonlara katilan bir sitokindir (Sun vd., 2014,
Wang vd., 2014; Zhu vd., 2014). Gliomada IL-6 eksprese edildigi, glioma biiyiimesini
destekleyebilecegini ve hastalarin prognozunu kotii etkileyecegine dair kanitlar

mevcuttur (McFarland vd., 2013; Kesanakurti vd., 2013).

Normal beyin dokusu ile kiyaslandiginda gliomada IL-6 ekspresyonu belirgin
sekilde ytiksektir ve IL-6 diizeyi gliomanin derecesinin artmasiyla birlikte artan bir
egilim gostermektedir (Shan vd., 2015; Hotfilder vd., 2000; Michaud-Levesque vd.,
2012). Gliomada kan beyin bariyeri bozuldugundan dolay1, tiimor tarafindan salgilanan
proteinler ve hatta malign hiicreler BOS ve periferik kanda tespit edilebilmektedir. 86
glioma hastasinin ameliyat 6ncesi ve sonrasi serum ve BOS’ta IL-6 degerleri dl¢lilmiis,
IL-6 degerinin ameliyattan sonra diistiigii ve hastalifin prognozu ile yakin iligkili
oldugu bildirilmistir. Serum ve BOS’ta IL-6 degeri aynmi sekilde gliomanin derecesi ile
paralel olarak yliksek bulunmustur. U251, U87, A172 ve T98G hiicre hatlarinda IL-6
tespit edilmis, ekzojen IL-6 (100 ng/ml) ile inkiibasyon sonucu U87 ve A172

hiicrelerinde invazyonun 6nemli dl¢iide artabilecegi bildirilmistir (Shan vd., 2015).

IL-6, ¢cok sayida solid tiimorde yiliksek oranda eksprese edilmekte ve kanser
hiicrelerinin  biiylimesi, invazyonu ve apoptozuyla ilgili patolojik siiregleri
diizenleyebilmektedir (Sun vd., 2014; Wang vd., 2014; Chen vd., 2015; Xu vd., 2014).
IL-6’nin gliomanin temel 6zelligi olan yiiksek invazivlige katkis1 oldugu, EMT'ye bagl
bir mekanizmada tiimor istilasini artirabildigi Chen ve arkadaslar tarafindan (Chen vd.,
2015) bildirilmis, Shan ve arkadaslar1 tarafindan yapilan ¢alismada da U251, U87,
T98G ve A172 hiicrelerinin siipernataninda IL-6 tespit edilmesi ile dogrulanmistir
(Shan vd., 2015).
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Inflamasyonda &nemli rol oynayan IL-6, akut inflamatuar reaksiyonu
diizenleyebilmekte, B ve T lenfositlerinin farklilasmasini ve aktivasyonunu modiile

edebilmekte ve bazi hiicre tiirlerinin biiylimesi lizerinde onemli etkiler gostermektedir

(Neurath ve Finotto, 2011).

Tlimor hiicrelerinde IL-6'nin ekspresyonu ve salgilanmasi NF-kB, Notch, S1PR1
ve STAT3 fosforilasyonunu gibi ¢ok sayida bilesen tarafindan diizenlenmektedir
(Berishaj vd., 2007; Schafer vd., 2007; Grivennikov vd., 2009). IL-6, STAT3
fosforilasyonunu arttirarak, timor hiicrelerinin ¢ogalmasini saglamakta ve apoptozunu
Onleyebilmektedir. Timorle iliskili inflamasyonu diizenlemek icin bagisiklik
hiicrelerinin tiimore infiltrasyonunu tesvik edebilmekte (Xu vd., 2014) ve VEGF
ekspresyonunu diizenleyerek tiimor anjiyogenezini destekleyebilmektedir (Piperi vd.,
2011).

U87MG ve THP-1 Kko-kiiltir modelinde MTX-211 10 uM ve diklofenak
dietilamin 100 uM konsantrasyonlart U87MG hiicrelerine uygulanmig ve plakalar 48
saatlik inkiibasyonlara birakilmistir. 48 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda hiicre i¢i IL-8

seviyeleri akis sitometri yontemi ile belirlenmis ve analiz edilmistir. Sonuclar Sekil

5.22,5.23 ve Tablo 5.12°de verilmistir.
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Sekil 5.22: U87MG ve THP-1 ko-kiiltiir gruplarmmda MTX-211 (10 uM), diklofenak dietilamin (100 uM)

ve kombinasyonlarinin IL-8 seviyelerine etkisi.
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Sekil 5.22: (Devam) U87MG ve THP-1 ko-kiiltiir gruplarinda MTX-211 (10 uM), diklofenak dietilamin
(100 uM) ve kombinasyonlarinin 1L-8 seviyelerine etkisi.

Tablo 5.12. UB7MG ve THP-1 ko-kiiltiir gruplarinda MTX-211 (10 uM), diklofenak dietilamin (100 uM)

ve kombinasyonlarmmin IL-8 seviyelerine etkisi (%).

GRUPLAR IL-8 NEGATIF % IL-8 POZITIF %
Kontrol LPS (-) 82.1 17.9
Kontrol LPS (+) 81.5 18.5
LPS (+) MTX-211 10pM 84.9 15.1
LPS (+) Dik 100pM 84.3 15.7
LPS (+) Dik 100pM; MTX-211 10pM 87.5 12.5
% % %k Xk
| % %k
%%k | %%k
25
| ] I
= 20
.E o 'o:o:o:o::
o 0:0:0:0:0 5:0:0:0:0 4
P 16+ Poasesese]  Brereressd
: W5052528¢ 50505052 ,:.:,:,:,
(' '0:0‘0:0: Leteteterd ®e®%e %%
= 17 o] pae
S 05050503 [ 53250533 [ 20X
5+ [*e%e%e %", Petete%e*d 0:0:0:0:.
R0305050 [ 235550 I S0
25250508 I 332588 I 55
0~ T T T
D D D > D
< \S-.‘ \s-\ \\\\Q . \&Q . \\\@}
& S O N S
& & P N o>
& & & X Nl
al ¥ "
S o
&
Sl
&8
\}

Konsantrasyonlar (uM)

Sekil 5.23: US7TMG ve THP-1 ko-kiiltiir gruplarinda MTX-211 (10 uM), diklofenak dietilamin (100 xM)
ve kombinasyonlarimin IL-8 pozitif hiicre yiizdesi ve istatistiksel olarak degerlendirilmesi
(kontrol: 2%0.1 DMSO, n=3, ortalamaxstandart sapma, p<0.01** anlamli fark var,
p<0.0001**** cok onemli fark var)
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Sekil 5.22, 5.23 ve Tablo 5.12°de goriildiigi gibi sonuglarimiz, LPS’nin IL-8
tizerindeki uyarici etkisiye sahip (Braganhol vd., 2015) oldugu literatiir bilgisini
desteklemektedir. LPS ile indiiklenen IL-8 ekspresyonunu MTX-211 (%15) ve
diklofenak dietilamin (%15.7) LPS (+) kontrole (%18.5) gore inhibe etmis ve kontrole
gore istatistiksel anlamlilik p<0.01** olarak bulunmustur. MTX-211 ve diklofenak
dietilamin kombinasyonu (%12.5) IL-8 ekspresyonunu inhibe etmis ve kontrole gore
istatistiksel olarak (p<0.0001****) ¢cok 6nemli farka sahip oldugu belirlenmistir.

EGFR inhibitorii erlotinib, COX-2 inhibitorii selekoksib ve kombinasyonunun
H1650 ve HCCS827 akciger kanseri hiicre hatlarinda IL-1B, IL-6 ve IL-8 mRNA
ekspresyonlarina olan etkisinin incelendigi ¢alismada, IL-8 ekspresyonlart her iki hiicre
hattinda da inhibe edilmis, selekoksib ile kontrole gore istatistiksel anlamlilik HCC827
hiicre hattinda gozlenmezken H1650 hiicre hattinda p<0.05* olarak belirlenmis,
erlotinib ve ile kontrole gore ve kombinasyon ile ile erlotinibe gore p<0.05* olarak

belirlenmistir (Li vd., 2016).

Sitokinler konak savunmasi ve hiicre proliferasyonu, apoptoz, kacis, migrasyon,
anjiyogenez gibi gliomagenezin temel adimlan lizerinde diizenleyici rollere sahiptirler

(Palanisamy vd., 2012).

IL-8, SSS dahil olmak iizere viicutta fizyolojik reaksiyonlar ve patolojik siirecler
arasindaki dengenin korunmasina katilan bir kemokin olup (Semple vd., 2010)
fizyolojik fonksiyonlarina ek olarak patogenez, tani ve tedavi agisindan gliomalar da
dahil olmak iizere bir¢ok SSS anormalligine (Miller, 2009) ve ayrica néroinflamasyona
biiyiik katki sunan, beyin hasarini takiben beyin omurilik sivisinda seviyesi yiikselen ve
inflamasyonun akut fazi sirasinda noétrofil kemotaksisine aracilik eden sitokindir

(Kosmopoulos vd., 2018).

Yapilan caligmalarda glioma dokularinda IL-8 diizeyinin yiiksek oldugu tespit
edilmis ve bu durumun gliomagenezde kritik bir rol oynadig diisiintilmiistiir (Nitta vd.,
1992). Glioma dokularinda IL-8 diizeyi yiiksekligi GBM'lerin %50'sinde goriillen EGFR
mutasyonunun neden oldugu hiicre i¢i sinyal ileti yolu hiperaktivasyonu sonucu
MEKKI1 aracili (Bonavia vd., 2012) ve ayrica astrositomalarda siklikla upregiile edilen
PGE2’nin IL-8 promotorunda H3 asetilasyonunu indiiklemesinden kaynaklanan IL-8

ekspresyonunu daha da giiglendirmesinden ileri gelmektedir (Venza vd., 2012).
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Yakin zamanda yapilan bir arastirmaya gore glioblastoma ile iliskili nekroz da
IL-8 tiretimini tetiklemekte ve bu durum GBM hiicrelerinin invaziv yeteneginin artmasi

ile sonu¢lanmaktadir (Ahn vd., 2016).

IL-8 expresyonu, transkripsiyon faktorii NF-kB ile indiiklenmekte, glioma
ilerlemesine, tiimoriin anjiyogenezi gii¢lendiren damarsal ihtiyaglarini karsilayarak ya
da gb¢ potansiyelini artirarak agresif bir tiimor fenotipine neden olmaktadir (Ahn vd.,
2016; Kruczyk vd., 2014; Brat vd., 2005; Raychaudhuri ve VVogelbaum, 2011). Chen ve
arkadaglan tarafindan IL-8’in, hiicrelerin hayatta kalmasi, proliferasyonu, endotelyal
hiicre go¢ii ve MMP'lerin aktivasyonunu etkileyen, hem kanserde hem de
inflamasyonda gii¢lii bir anjiyogenez aracisi oldugu bildirilmistir (Chen vd., 1999).
Gliomanin yiiksek metabolik profili ve MMP’nin, doku faktoriiniin ve MDA'nin asiri
ekspresyonuna iligkin agresif fenotipi de IL-8 iiretimini tetiklemektedir. IL-8, VEGF
inhibisyonunun istesinden gelen anjiyogeneze reseptorleri araciligiyla katkida
bulunmakta (Kosmopoulos vd., 2018) ve antianjiyojenik etkileri dolayisiyla potansiyel
terapotik ajanlar olarak arastirilan miR-93 ve T11-TS gibi molekiillerin temel hedefi
olmaktadir (Fabbri vd., 2015; Singh vd., 2015; Kagelman vd., 2014).

Gliomalarin yiiksek metabolik profili ve hiicre proliferasyonunun artmasi,
hipoksik bir ortam yaratmaktadir. Bu duruma hiicresel adaptasyon, hipoksi ile
indiiklenebilir Faktor (HIF) ve IL-8'in artirilmis ekspresyonu ile saglanmakta ve ne
yazik ki bu durum tedavi direncine neden olmaktadir (Batchelor vd., 2013). IL-8
invazyon ve anjiyogeneze sundugu katkilarin yani sira gefitinib, sisplatin (Wang vd.,
2015) ve temozolamid (Bruyere vd., 2011) gibi ilaglara karsi direng gelismesinde

onemli rol oynamaktadir.

U87MG ve THP-1 Kko-kiiltiir modelinde MTX-211 10 uM ve diklofenak
dietilamin 100 uM konsantrasyonlart U§7MG hiicrelerine uygulanmis ve plakalar 48
saatlik inkiibasyonlara birakilmistir. 48 saatlik inkiibasyon stiresi sonunda hiicre i¢i IL-
10 seviyeleri akig sitometri yontemi ile belirlenmis ve analiz edilmistir. Sonuglar Sekil

5.24,5.25 ve Tablo 5.13’de verilmistir.
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Sekil 5.24 UB7MG ve THP-1 ko-kiiltiir gruplarinda MTX-211 (10 uM), diklofenak dietilamin (100 M) ve
kombinasyonlarimin 1L-10 seviyelerine etkisi.

Tablo 5.13. U87MG ve THP-1 ko-kiiltiir gruplarinda MTX-211 (10 uM), diklofenak dietilamin (100 uM)

ve kombinasyonlarmin 1L-10 seviyelerine etkisi (%).

GRUPLAR

IL-10 NEGATIF %

IL-10 POZITIF %

Kontrol LPS (-)
Kontrol LPS (+)

LPS (+) MTX-211 10uM

LPS (+) Dik 100pM
LPS (+) Dik 100pM; MTX-211 10pM

82.8
78.8
81.6
81.7
83.8

17.2
21.2
18.4
18.3
16.2
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Sekil 5.25: U87TMG ve THP-1 ko-kiiltiir gruplarmda MTX-211 (10 uM) ve diklofenak dietilamin (100
uM) konsantrasyonlart \L-10 pozitif hiicre yiizdesi ve istatistiksel olarak degerlendirilmesi
(kontrol: %0.1 DMSO, n=3, ortalamaxstandart sapma, p<0.001*** dnemli fark var,
p<0.0001**** cok 6nemli fark var)

Sekil 5.24, 5.25 ve Tablo 5.13’de goriildigii gibi US7TMG ve THP-1 ko-kiiltiir
modelinde 48 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda LPS, IL-10 ekpresyonunu indiiklemis
ve kontrole gore istatistiksel olarak (p<0.0001****) cok 6nemli farka sahip oldugu
belirlenmistir. LPS ile indiiklenmis IL-10 diizeyi MTX-211 (%18.4) ve diklofenak
dietilamin (%18.3) uygulamalar ile inhibe edilmis ve LPS (+) kontrole (%21.2) gore
istatistiksel olarak (p<0.001***) 6nemli farka sahip oldugu belirlenmistir. Kombin
uygulamanin (%16.2) kontrol grubuna gore IL-10 diizeyini azalttigi ve istatistiksel
olarak da (p<0.0001***%*) cok 6nemli farka sahip oldugu belirlenmistir.

Diklofenak tedavisi miirin kemik iligi hiicrelerinde artan doza bagli olarak IL-10
ekspresyonu azaltmakta ve fosforile STAT protein ekspresyonunu da azalttigindan
antiproliferatif etki meydana getirmektedir (Sridhar vd., 2013). Yine ayni sekilde
GL261 glioma hiicre hattinda asir1 eksprese edilen IL-10, IL-6 ve GM-CSF gibi
immiinsupresif sitokinler PGE2 inhibisyonu ile azalmaktadir (Authier vd., 2015).
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Ilk olarak Huettner ve ark. tarafindan gliomada IL-10 exprese edildigi rapor
edilmis (Huettner vd., 1997), yiiksek dereceli (derece III ve IV) gliomalarin %87'sinde
ve diisiik dereceli (derece II) gliomalarin %4'linde yliksek IL10 mRNA seviyeleri
bildirilmistir. Cin Glioma Genom Atlas1 (CGGA) ve Kanser Genom Atlasi’nda da IL10
mRNA ekspresyonunun yliksek dereceli gliomada (derece III ve 1V) diisiik dereceli
(derece II) gliomaya kiyasla daha yiiksek oldugunun bildirilmesi Huettner ve
arkadaglar1 tarafindan yapilan calisma sonuglari ile tutarlhidir (Widodo vd., 2021).
Glioma hastalarinda kandaki IL-10'un mRNA ve protein seviyeleri malignite ve glioma
derecesi ile iliskilidir (Gieryng vd., 2017; Prosniak vd., 2013; Nitta vd., 1994). Diisiik
ve yiiksek dereceli glioma hiicrelerinde tespit edilen IL-10 reseptorleri (IL1I0RA ve
ILIORB) (Donson vd., 2017; Akil vd., 2015) glioma hiicrelerinin IL-10'a duyarh
oldugunu, JAK-STAT3’ii aktive ederek tiimor hiicresi ¢ogalmasini, migrasyonunu Ve
invazyonunu diizenlemektedir (Riley vd., 1999, Qi vd., 2016). IL-10 reseptorlerine
gerek  duymaksizin JAK2’ye dogrudan baglanarak JAK2-STAT3 sinyalini
indiikleyebilmekte ve glioma hiicre proliferasyonunu uyarmaktadir (Qi vd., 2016).
Garcia-Hernandez ve arkadaglart B16 melanom fare modelinde, IL-10’un anjiyogenezi,
immiinsupresyonu ve timor hiicresi proliferasyonunu uyararak timor biiyiimesini
arttirdigini bildirmislerdir (Garcia-Hernandez vd., 2002). Kapsamli literatiir taramasinda
IL-10’un  immiinSupresif ve immiinstimulan aktiviteleriyle immiinmodiilator
fonksiyonlarmin yam1 sira, kanser hiicresi proliferasyonunu artirarak tiimoriin

ilerlemesini destekledigi gortilmektedir.

IL-10, APC'leri ve T hiicre proliferasyonunu inhibe ederek ve diizenleyici T
(TREG) hiicrelerinin aktivitesini indiikleyerek immiinsupresyon saglayan (Trifunovic
vd., 2015; Perng vd., 2015) 6nemli bir pleiotropik immiin diizenleyici sitokindir (Groux
vd., 1998). IL-10, gliomada tiimér ve bagisiklik hiicrelerine sizma aktivitesinin modiile
edilmesinde 6nemli bir rol oynamakta ve agirlikli olarak bagisiklik baskilayict bir etki
saglamakta ancak bazi durumlarda bagisiklik sistemini uyarici etki meydana
getirebilmektedir (Widodo vd., 2021).

GBM’li hastalarda kan beyin bariyeri bozuldugu igin periferik lenfositler SSS'e
girmekte ve tiimore sizmaktadir (Ratnam vd., 2019; Alvarez vd., 2008; Dubois vd.,
2014). Makrofaj ve diger immiin hiicrelere kiyasla az sayida olan CD4+ ve CD8+ T
hiicreleri (Klemm vd., 2020; Han vd., 2014) beyne gog ettikten sonra immiinsupresif bir
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mikro ortamla karsilasir, siklikla perivaskiiler alanlarda birikir ve tipik olarak immiin
tiikenmenin belirteglerini eksprese eder (Berghoff vd., 2015; Woroniecka vd., 2018;
Klemn vd., 2020). Hastadan elde edilen T hiicreleri iizerinde IL1I0RA ve IL10RB'nin
ekspresyonu ile kanitlandigi gibi, tiimor infiltre eden T hiicreleri muhtemelen GBM
TMC igindeki IL-10 parakrin sinyallemesine dahil olur (Zadka vd., 2017) ve IL-10,
CD8+ T hiicrelerinin (Groux vd., 1998), CD4+ tip 1 T yardimci hiicrelerinin (Th1), tip
2 T vyardimct hiicrelerinin (Th2) ve tip 17 T yardimc1 (Thl17) hiicrelerinin
fonksiyonlarmni inhibe eder. Bu inhibisyona TREG’ler ve APC’ler aracilik etmektedir
(Sawant vd., 2019; Chaudhry vd., 2011; Del Prete vd., 1993; Wang vd., 2016).

Glioma hiicre membranlar1 yiizeyinde F-aktin agisindan zengin invadopodia
vardir ve IL-10 uygulanan mikroglialarda F-aktin agisindan zengin yapilar olan
podozomlarin (Siddiqui vd., 2014) olusumu arttigindan bu yapilar glioma hiicrelerinin
invazyonunu kolaylastirmaktadir (Stylli vd., 2008). Ginting ve arkadaslar1 tarafindan
2017 yilinda yapilan bir ¢alisma ile multipleks ELISA kiti kullanarak bir takim
proinflamatuar sitokinlerin ekspresyonu kiigiik hiicreli olmayan akciger karsinomu
(A549), glioblastoma multiforme (U87MG, T98G), meme adenokarsinomu (MDA-MB-
453, MCF7) ve hepatoseliiler karsinom (Huh7) hiicre hatlarinda degerlendirilmis, biitiin
kanser hiicre hatlarinda IL-6, IL-8, IL-10 ve TNFa ekspresyonu gozlenmis, US7MG ve
T98G glioblastoma hiicre hatlarinda 6zellikle IL-6 ve IL-8’in yiiksek oranda eksprese
edildigi bildirilmistir.

52.6. U87MG ve THP-1 ko-kiiltiirde (insertli) U87MG hiicrelerinin

migrasyonunun degerlendirilmesi

MTX-211 ve diklofenak dietilaminin (Dik) U87MG ve THP-1 ko-kiiltiirde
antimetastatik etkilerini degerlendirmek amaci ile ¢izik deneyi yapilmistir. U87TMG
hiicrelerinin MTX-211, diklofenak dietilamin ve kombinasyonlarmin uygulandigi
zaman araliginda, konsantrasyona ve zamana bagli olarak hiicrelerin ne kadar
boliindiigii veya hareket ettigi gdzlemlenmistir. [lag uygulamasindan sonra 0., 24. ve 48.
saatlerde fotograflanmis ve Leica LAS Goriintii Analizi programu ile analiz edilmistir.
Sonuglar istatistiksel olarak degerlendirilmis ve grafik olusturulmustur (Sekil 5.27).

Konsantrasyonlar uygulandiktan sonra 0., 24. ve 48. saat goriintiiler alinmstir.

88



0.saat 24 .saat 48.saat

LPS (-) Kontrol

LPS (-) MTX-211 10pM

LPS (-) Dik 100pM

LPS (-) MTX-211 10uM + Dik 100pM

LPS (+) Kontrol

Sekil 5.26: MTX-211 (10 uM), diklofenak dietilamin (100 uM) ve kombinasyonlarmin US7MG hiicre

migrasyonu iizerindeki etkilerinin 0., 24. ve 48. saat goriintiileri (10X)

89



0.saat 24 .saat 48.saat

LPS (+) MTX-211 10uM

LPS (+) Dik 100pM

Sekil 5.26: (Devam) MTX-211 (10 uM), diklofenak dietilamin (100 uM) ve kombinasyonlarmin U87TMG

% Cizik genisligi

hiicre migrasyonu iizerindeki etkilerinin 0., 24. ve 48. saat goriintiileri (10X)
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uM:Dik 100 pM uM:Dik 100 pM

0. Saat ®24.Saat w48, Saat

Sekil 5.27: MTX-211 (10 uM), diklofenak dietilamin (100 uM) ve kombinasyonlarimin U87MG hiicre

migrasyonu iizerindeki etkilerinin 0., 24. ve 48. saatteki % cizik genislikleri ve istatistiksel
olarak degerlendirilmesi (kontrol: %0.1 DMSO, n=3, ortalamaxstandart sapma, p=>0.05
fark yok, p<0.0001**** ¢ok énemli fark var, Ort = Standart Sapma n=3))
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[lag uygulamasindan 24 saat sonraki sonuglar kontrol grubuna gore
kiyaslandiginda, MTX-211 ve diklofenak dietilaminin zamana bagli olarak US7MG
hiicreleri  {lizerinde etkileri oldugu goézlemlenmis ve LPS’nin U87MG hiicre
migrasyonunu indiikledigi gozlemlenmistir (Sekil 5.26). Kontrol grubu hiicrelerinde 24
saat sonra oOlglilen migrasyon %24.2, LPS ile %45.5 olarak belirlenmistir. LPS’siz
ortamda diklofenak dietilamin ile migrasyon gozlemlenmemistir. MTX-211 ve
diklofenak dietilamin ile kombinasyonunda hiicre migrasyonu gézlemlenmemis aksine
cizik genigligi daha ¢ok artarak sirasiyla %101.39 ve %105.68’e ulagmistir. LPS’li
ortamda MTX-211, diklofenak dietilamin ve kombinasyonunun uygulandigi hiicrelerde
de ¢izik genisligi artarak sirasiyla %105.91, %108.83 ve %111.58 olarak dl¢lilmiistiir.
Bunun nedeni, hiicreler LPS, MTX-211, diklofenak dietilamin ve kombinasyonunu ile
muamele edildiginde apoptoza egilim artmis ve zaman gegtikce hiicrelerde azalma

gozlemlenmistir.

[lag uygulamasindan 48 saat sonraki olgiimlere gore (Sekil 5.26) LPS’siz ve
LPS’li kontrol grubunda olusturdugumuz ¢izik tamamen kapanmistir. LPS’siz ortamda
diklofenak dietilamin ile migrasyon hi¢ gozlemlenmemis, MTX-211 ve diklofenak
dietilamin ile kombinasyon uygulamasinda ¢izik genisligi zamana bagl olarak artmus,
LPS’siz ortamda sirastyla %109.89 ve %113.26 olarak belirlenmistir. MTX-211,
diklofenak dietilamin ve kombinasyon uygulanmasinda ¢izik genisligi LPS’li ortamda
sirastyla %124.06, %121.18 ve %128.39 olarak 6l¢iilmiistiir. Bunun nedeni 24 saatlik
sonuglarda belirttigimiz gibi hiicreler apoptoza ugradiklarindan hiicre sayisinda

azalmalarin olmasidir.

Ozofagus skuaméz karsinom hiicrelerinde (HKESC-2 ve HKESC-1) LPS, TLR4
reseptorlerini selektin ve p38 aracilifiyla uyararak, hiicrelerin migrasyonunu ve
yapisma Ozelliklerini arttirmakta ve boylece timor metastazina katkida bulunmaktadir

(Rousseau vd., 2013).

Yang ve arkadaslar1 2014 yilinda yaptiklar1 bir calismada LPS tarafindan
uyarilan TLR4 aracilifiyla, TLR4 insan meme kanseri hiicrelerinde VEGF i¢in mRNA
ekspresyonunu diizenlediginden, farelerin karacigerinde tiimor olugmasini ve metastatik
lezyonlar gelisimini destekledigini bildirmislerdir (Yang vd., 2014). Calismamizi
destekleyen bir bagka ¢alisma LPS’nin TLR4 araciligiyla akciger kanseri hiicrelerinin

invazyon ve migrasyonunu tetiklemesidir (Liu vd., 2015). Daha once Thuringer ve
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arkadaslar1 tarafindan LPS'nin in vitro U87 hiicre gogiinii hizlandirabildigi bildirilmistir
(Thuringer vd., 2015). Bedini ve arkadaslar1 tarafindan 2017’de (Bedini vd., 2017)
LPS’nin hiicre proliferasyonu ve migrasyonu iizerindeki etkilerini belirlemek amaciyla
yapilan deneylerde LPS (10 ng/ml)’nin 24 saatlik inkiibasyonu sonucunda U887MG
hiicre proliferasyonunu arttirdigin1 ve ¢izik deneyinde TLR4 reseptorleri araciligiyla
hiicre migrasyonunu uyardigi bildirilmistir. Sarrazy ve arkadaslar tarafindan U118MG
ve UB7MG glioblastoma hiicre hatlarinda Fas ve TLR4 reseptorleri araciligiyla hiicre

proliferasyonu ve migrasyonunu arttirdigi bildirilmistir (Sarrazy vd., 2011).

U87MG hiicre hattinda, EGFR inhibitorii gefitinib anjiyogenezin onemli
belirtecleri olan VEGF ve MMP protein diizeylerini disiiriip antianjiyojenik etki
meydana getirmekte (Karami vd., 2021), diklofenak migrasyonu kontrole gore
istatistiksel olarak ¢ok 6nemli farkla inhibe etmektedir (Gerthofer vd, 2018).

Erlotinib, selekoksib ve kombinasyonlart H1650 ve HCC827 akciger kanseri
hiicre hatlarinda anjiyogenez belirteci c¢d31 diizeyini inhibe ederek kontrole gore
istatistiksel anlamlilik selekoksib ile p<0.05*, erlotinib ile p<0.01** ve kombinasyon
terapisi ile tamamina yakinini inhibe edilerek erlotinibe oranla istatistiksel anlamlilik
p<0.01** bulunmustur. VEGF-A protein ekspresyonlarmi da sirasiyla azdan ¢oga
selekoksib (p<0.05*), erlotinib (p<0.01**) ve kombinasyon (erlotinibe kiyasla
p<0.01**) neredeyse tamamina yakinini inhibe ederek giiclii antianjiyojenik etki

meydana getirmistir (Li vd., 2016).

52.7. HUVEC ve THP-1 ko-kiiltiirde (insertli) HUVEC hiicrelerinin

migrasyonunun degerlendirilmesi

MTX-211 ve diklofenak dietilaminin (Dik) HUVEC ve THP-1 ko-kiiltiirde
antianjiyojenik etkilerini degerlendirmek amaci ile ¢izik deneyi yapilmistir. HUVEC
hiicrelerinin MTX-211 ve diklofenak dietilamin ve kombinasyonlarinin uygulandigi
zaman arahgmda, konsantrasyona ve zamana bagli olarak hiicrelerin ne kadar
boliindiigii veya hareket ettigi gdzlemlenmistir. Ila¢ uygulamasindan sonra 0., 24. ve 48.
saatlerde fotograflanmis ve Leica LAS Goriintii Analizi program ile analiz edilmistir.
Sonuglar istatistiksel olarak degerlendirilmis ve grafik olusturulmustur (Sekil 5.29).
Sekil 5.28°de goriildiigi iizere konsantrasyonlar uygulandiktan sonra 0., 24. ve 48. saat

gorlntiiler alinmistir.
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0.saat 24.saat 48.saat

LPS (-) Kontrol

Sekil 5.28: MTX-211 (10 uM), diklofenak dietilamin (100 uM) ve kombinasyonlarimin HUVEC hiicre

migrasyonu iizerindeki etkilerinin 0., 24. ve 48. saat gériintiileri (10X)
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0.saat 24 .saat 48.saat

LPS (+) MTX-211 10uM

LPS (+) Dik 100pM

Sekil 5.28: (Devam) MTX-211 (10 uM), diklofenak dietilamin (100 uM) ve kombinasyonlarimin HUVEC
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Sekil 5.29: MTX-211 (10 uM), diklofenak dietilamin (100 uM) ve kombinasyonlarinin HUVEC hiicre

migrasyonu iizerindeki etkilerinin 0., 24. ve 48. saatteki % cizik genislikleri ve istatistiksel
olarak degerlendirilmesi (kontrol: %0.1 DMSO, n=3, ortalamaxstandart sapma, p=>0.05
fark yok, p<0.0001**** ¢cok énemli fark var, Ort £ Standart Sapma n=3))
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Konsantrasyonlar uygulandiktan 24 ve 48 saat sonraki sonuglar kontrol grubuna
gore kiyaslandiginda, MTX-211 ve diklofenak dietilaminin zamana bagli olarak
HUVEC hiicreleri tizerinde etkili olduklar1 gozlemlenmistir (Sekil 5.28).

[lac uygulamasindan 24 saat sonraki sonuglar kontrol grubuna gore
kiyaslandiginda, MTX-211 ve diklofenak dietilaminin zamana bagli olarak HUVEC
hiireleri iizerinde etkileri oldugu gozlemlenmis ve LPS’nin HUVEC hiicre
migrasyonunu indiikledigi ve 24 saatlik inkiibasyonu sonucu ¢izigin tamamen kapandigi

gozlemlenmistir.

Kontrol grubu hiicrelerinde 24 saat sonra %55 migrasyon gozlemlenirken,
LPS’siz ortamda migrasyon MTX-211 ile %2.01 olarak 6l¢iilmiis, diklofenak dietilamin
ile migrasyon gozlemlenmemis, LPS ile ¢izik tamamen kapanmis ve LPS’li ortamda
MTX-211 ve diklofenak dietilamin ile migrasyon sirasiyla %16.80 ve %]12.1 olarak
Olciilmiis ve kontrole gore istatistiksel olarak ¢ok Onemli farka sahip olacak sekilde
migrasyonu baskilamiglardir. LPS’siz ve LPS’li ortamda kombin uygulamalarda hiicre
migrasyonu gozlemlenmemis aksine ¢izik genisligi daha ¢ok artarak sirasiyla %103.28
ve %121.91 olarak ol¢iilmiistir. Bunun nedeni hiicreler LPS, MTX-211, diklofenak
dietilamin ve kombinasyonu ile muamele edildiginde apoptoza egilim artmis ve zaman

gectikce hiicrelerde azalma gozlemlenmistir.

Ilag uygulamasindan 48 saat sonraki dlgiimlere gore (Sekil 5.28) LPS’siz ve
LPS’li kontrol grubunda olusturdugumuz c¢izik tamamen kapanmis, LPS’siz ortamda
hiicre HUVEC hiicre migrasyonu MTX-211 ile %11.11 olarak olgiilirken diklofenak
dietilamin ile hi¢ gézlemlenmemis ve LPS’li ortamda sirasiyla %28.7 ve %57.11 olarak
Olglilmiistir. MTX-211 ve diklofenak dietilamin kombin uygulamalarda LPS’siz ve
LPS’li ortamda ¢izik genisligi sirastyla %109.96 ve %149.53 olarak 6l¢iilmiistiir. Bunun
nedeni 24 saatlik sonuglarda belirttigimiz gibi hiicreler apoptoza ugradiklarindan hiicre

sayisinda azalmalarin olmasidir.

MTX-211 ile ¢izik deneyi ilk kez bu tez g¢alismasinda yapilmistir. EGFR
inhibitori HS-10296 ile HUVEC migrasyonunun transwell deneyi ile arastirildigi bir
calismada, kontrole goére hiicre gocilinlin azaldigr ve kinaz inhibitorii famitinib ile
kombine tedavi ile migrasyonun inhibiyonunun biiylik 6l¢iide giiclendigi belirlenmistir

(Zhang vd., 2021).
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Hiicre istilasi, anjiyogenezde endotel hiicrelerinin kritik bir fonksiyonudur. Doku
biiylimesi ve olgunlagmasi igin temel bir adim olan anjiyogenez, siklikla tiimorlerde
biiyiime, genisleme ve metastazda rol oynayan patolojik bir siirectir (Hall vd., 2015).
EGFR inhibit6rii erlotinib ve COX-2 inhibitorii selekoksibin ¢esitli kanserlerde
anjiyogenezi ayri ayr1 hedefleyebildigini 6ne siiren ¢aligmalar mevcuttur (Reckamp vd.,
2008).

Erlotinib ve selekoksib ile insan kiigiik hiicreli olmayan akciger kanseri
hiicrelerinin (NSCLC, HCC827 ve H1650) ksenograft modellerinde mikrodamar
yogunlugu incelenmis, kontrol grubuna gore selekoksib, ardindan erlotinib ve en az
damar yogunlugunun kombinasyon tedavisinde gozlendigi ve kontrole gore anlamli
derecede azalma meydana geldigi bildirilmistir. Giiglii pro-anjiyogenik peptidlerden
VEGF-A, CXCL1-2-3, IL-6, IL-8, IL- 1B ve VEGF-C gibi anjiyogenez aracilarinin
diizeyleri western blot analizi ile incelenmis, kombinasyon grubunun en diisiik peptid
diizeylerine sahip oldugu belirlenmistir. HUVEC hiicrelerinde yapilan ¢izik deneyinde,
kontrol grubuna gore hiicre gogiiniin en ¢ok kombinasyon tarafindan inhibe edildigi,
sonra erlotinib ve en az selekoksibin hiicre gogiinii azalttigi gosterilmistir (Li vd., 2016).
HUVEC hiicre goclini EGFR inhibitoriiniin COX-2 inhibitdriinden daha giiglii bir

sekilde inhibe etmesi deney sonug¢larimiz ile uyumludur.

Timor odakli anjiyogenezin yeni bir ex vivo modeli kullanilarak, HT-29 kolon
kanseri kaynakli anjiyojenik yanitlar, diklofenakin onleyici etkilerine karsi oldukca
hassastir. HT-29 eksplantlarinin diklofenak tedavisi, hiicre dis1 matriks yoluyla vaskiiler
gocte ve hiicre sayisinda azalmaya neden olmaktadir. Eksplant verileriyle tutarl olarak
HUVEC  hiicrelerini  de doz bagimhi inhibe etmekte ve anjiyogenezi

engelleyebilmektedir (Isenberg vd., 2007).
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6. SONUC ve ONERILER

Glioblastoma multiforme neredeyse tedavi edilemez durumda olan SSS’nin en
yaygin, en agresif tiimoriidiir ve en tipik 6zelliklerinden biri EGFR overexpresyonu ve
mutasyonlaridir. EGFR’yi hedefleyen tirozin kinaz inhibitorleri, asilar ve monoklonal
antikorlar gibi farkli sinif EGFR inhibitorlerinin, tiimor baskilayici bir gen olan PTEN
tizerinde inaktive edici mutasyonlara neden oldugu belirlenmistir (Fenton vd., 2012).
EGFR inhibitérlerinin kullanildigi durumlarda, hiicre biiyiimesi ve kanser hiicresinin
hayatta kalmasini saglayan PI3K/AKT/mTOR sinyal yolagimin negatif diizenleyicisi
olan PTEN inaktivasyonu, PI3K aktivasyonuna ve dolayisiyla tedaviye direng
gelismesine neden olmaktadir. EGFR inhibitorleri kullanilmasina ragmen glioblastoma
dahil olmak iizere farkli kanser tiirlerinde bu tiir direng gelisimi gézlemlenmistir (Taylor
vd., 2012; Clark vd., 2012; Turke vd., 2010). Hem EGFR’yi hedeflemek hem de
EGFR’yi hedeflerken PI3Kinaz’in aktivasyonu yoluyla meydana gelen direnci kirmak
icin son derece uygun bir aday olan dual etkili MTX-211, hem tiim6r mikrogevresi hem
de kronik inflamasyonla iliskili yilksek mPGES-1 ve PGE2 seviyelerini (Nakanishi vd.,
2013; Dubois, 2014) diisiiren COX inhibitorii diklofenak dietilamin ile kombinasyon
icin ideal bir aday olabilecegi varsayimiyla kanser hiicrelerindeki etkinlikleri

incelenmistir.

Calismamizda ilk olarak MTX-211 (5 uM, 10 uM, 20 uM), diklofenak
dietilaminin (50 uM, 100 uM, 300 pM) ve kombinasyonlarinin US87MG glioblastoma
hiicre hattinda ve THP-1 ve HUVEC saglikli hiicre hatlarinda sitotoksik etkileri
arastirtlmis, farkli konsantrasyonlardaki kombin uygulamalarin ilag etkilesim katsayisi
(CDI) hesaplamalar1 yapilarak, degisen konsantrasyonlarda hiicreler tizerindeki sinerjist,

antagonist ve additif etkilerinin CDI hesaplamalari ile degerlendirilmesi amaglanmistir.

24 ve 48 saatlik inkiibasyon siireleri sonunda, CellTiter-Blue hiicre canlilik testi
sonuclarina gore, MTX-211 ve diklofenak dietilamin U87MG hiicre proliferasyonunu
zaman ve artan konsantrasyonlara bagli olarak giiclii bir sekilde inhibe etmis,
diklofenak dietilamin MTX-211 ile kombine uygulandiginda hiicre proliferasyonunu
inhibe edici aktivitesini sinerjistik olarak giliclendirmistir. THP-1 monosit hiicre hattinda
kayda deger bir sitotoksik etkinin olmadigi belirlenmistir. HUVEC hiicre hattinda 24

saatlik inkiibasyon sonucunda kayda deger sitotoksik etki olmadigi, ancak 48 saatlik
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inkiibasyon sonucunda MTX-211 ve diklofenak dietilaminin artan dozlariyla paralel
olarak hiicre c¢ogalmasinin inhibe edildigi, kombin wuygulanan gruplarda ise
inhibisyonun daha da gii¢clendigi goriilmiistiir.

THP-1, HUVEC ve U87MG glioblastoma hiicre hatlarinda MTX-211 (5 uM, 10
uM, 20 uM) ve diklofenak dietilaminin (50 uM, 100 uM, 300 uM) antagonist/sinerjist
etkilesimleri CDI formiiliine gore 24 ve 48 saatlik inkiibasyon siireleri sonunda
CellTiter-Blue testi absorbans sonuglarmin % hiicre canlilik degerlerine

dontistiiriilmesiyle hesaplanarak degerlendirilmistir.

THP-1 hiicre hattinda 24 saatlik biitiin kombin uygulamalar additif etki (CDI =
1) meydana getirirmis ancak 48 saatlik inkiibasyon sonunda diklofenak dietilamin ve
MTX-211 (50 uM +20 uM), diklofenak dietilamin ve MTX-211 (100 uM + 20 uM),
diklofenak dietilamin ve MTX-211 (300 uM + 20 uM) kombin uygulamalar additif etki
(CDI = 1) meydana getirirken diger biitiin kombin uygulamalarin antagonist etki (CDI >
1) olusturduklart belirlenmistir. HUVEC hiicre hattinda uygulanan kombinlerin 24
saatlik inkiibasyon sonunda yapilan hesaplamalar ile additif etkili (CDI = 1) olduklari,
ancak 48 saatlik inkiibasyon sonunda sinerjistik etkili (CDI < 1) olduklar1 ve HUVEC
hiicre proliferasyonunu zamana bagli olarak inhibe ettikleri belirlenmistir. U87MG
glioblastoma hiicre hattinda 24 ve 48 saatlik inkiibasyon siireleri sonunda biitiin kombin

uygulamalarin sinerjistik etki (CDI < 1) meydana getirdikleri belirlenmistir.

Gerek CellTiter-Blue testi ile yapilan sitotoksisite testleri gerekse CDI ile
yapilan degerlendirmeler acisindan elde edilen sonuglar literatiirde yer alan ¢aligmalar
destekler niteliktedir. THP-1 monosit hiicrelerinde sitotoksik etkide kontrole oranla
kayda deger bir azalma olmamasi (Renner vd., 2018; Choy vd., 2015) HUVEC
hiicrelerinde konsantrasyon ve zamana bagli olarak sistotoksik etki goriilmesi (Isenberg
vd., 2007; Hu vd., 2023), US7MG glioblastoma hiicrelerinde ciddi sitotoksite goriilmesi
ile birlikte saglikli hiicre duyarliliginin kanser hiicre duyarhiligindan diisiik oldugu
belirlenmistir. Gliniimiizde kemoterapide kullanilan etken maddelerin kanser hiicreleri
kadar saglikli hiicrelere de =zarar verdigi bilinmektedir (Koparal, 2015). Test
bilesiklerimizin  saglikli  hiicre  duyarliliginin  disik olmast  kemoterapide

kullanilabilmeleri adina biiyiik bir avantajdir (Hu vd., 2023).

Kombinasyon tedavisinin bireysel ila¢ tedavisinden iistiin oldugu iyimserligiyle

birlikte, steroidal olmayan antienflamatuar ilaglarin spesifik kanser inhibitorleriyle
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kombinasyonunun etkilerinin arastirilmasina yonelik ilgi artmaktadir. Coklu yollarin
eszamanli hedeflenebilmesi nedeniyle, farkli ajanlarin birlestirilmesi sonucu ilave ya da

sinerjistik etki goriilebilmektedir.

Artan g¢alisma sayilari malign hastaliklarin gelismesinde anahtar rol oynayan
EGFR, PI3Kinaz ve COX-2’nin antikanser tedavide ¢ekici hedefler olarak kabul
edildigini gostermektedir. EGFR inhibitorleri, PI3Kinaz inhibitorleri veya COX-2
inhibitorlerinin kombinasyonlar1 ile ¢esitli kanserlerde sinerjistik antitiimor etki
meydana getirmistir (Li vd., 2016). Literatiirde yer alan bilgilerle uyumlu olarak, MTX-
211 ve diklofenak dietilamin kombinasyonu, U87MG glioblastoma hiicrelerinde
sinerjistik hiicre oliimiine neden olmustur. THP-1 monosit hiicrelerinde sinerjistik
sitotoksik etki meydana gelmemistir. HUVEC hiicrelerinde zamana bagli sinerjistik etki

meydana gelmistir ve anjiyogenezin dnlenebilmesi acisindan bu etki dnemlidir.

Ko-kiiltiir ¢aligmalarindan 6nce MTX-211 ve diklofenak dietilaminin gergek
zamanli hiicre analiz sisteminde U87MG hiicre hattinda proliferasyon ve migrasyon
tizerindeki etkileri incelenmistir. MTX-211’in 48. saatte IC50 konsantrasyonu 9.187
uM olarak tespit edilmis (Sekil 5.8), keskin bir artisin gdzlemlendigi kontrol grubuna
kiyasla MTX-211’in migrasyonu inhibe ettigi (Sekil 5.9) ve artan konsantrasyonlari ile
inhibisyonun arttig1 belirlenmistir. Invazyon ve migrasyon ile temsil edilen yaygmn
invazivlik, GBM’nin en Onemli O6zelligi olup, terapétik basarisizhigin ve timoriin
niikksetmesinin ana nedenidir. Bu nedenle MTX-211 ile migrasyonun inhibisyonu son

derece Onemlidir.

Ko-kiiltirde amag¢ tiimor ve tiimor mikrocevresi arasindaki iliskiyi viicut
icindeki haliyle (in vivo kosullar1) taklit etmek ve hiicreler arasindaki iletigimi
saglamaktir. THP-1 hiicreleri in vitro hiicre-hiicre etkilesimini incelemek i¢in en uygun
seceneklerden biri oldugundan ve in vivo kosullart iyi taklit ettiklerinden dolay1
(Chanput vd., 2014) TMC’nin inflamasyonlu ortamini taklit etmek adina LPS ile aktive
edilerek U87MG glioblastoma hiicreleri ile ko-kiiltiir olusturulmus ve bu ortamda
MTX-211, diklofenak dietilamin ve kombinasyonunun antiproliferatif, apoptotik,

antienflamatuar, antimetastatik ve antianjiyojenik etkileri tarafimizca incelenmistir.

U87MG ve THP-1 Kko-kiiltirde 96 saat siiresince LPS ve MTX-211’in
proliferasyona etkisinin incelendigi calismada (Sekil 5.10) LPS’nin proliferasyonu

baskiladigir ve artan MTX-211 konsantrasyonlar ile bu etkinin arttig1 belirlenmistir.
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Aktif madde olarak Coley toksininden LPS izole edildiginden beri (Shear ve Turner,
1943) LPS'nin antikanser etkisi altinda yatan mekanizma, in vivo hayvan modelleri ve in
vitro hiicre hatlar1 kullanilarak uzun zamandir arastirilmaktadir. Elde ettigimiz bu
sonug, LPS’nin farkl tip kanser hiicre proliferasyonunu azalttigi ve timor boyutlarini
kiigtilttiigii literatiir bilgisi ile uyumludur (Goto vd., 1996; Gongalves vd., 2016).

Proliferasyon artigiyla karakterize edilen kanserin tedavisinde, apoptozun
indiiklenmesi hedefe yonelik tedavinin temel yaklagimlarindan biri olmus (Aksit vd.,
2008), test bilesiklerimiz ve kombinasyonlarinin apoptotik etkileri Annexin V-PI ve
Kaspaz-3 ile tarafimizca incelenmistir. Kapsamli literatiir taramamizda LPS’nin in vivo
deney hayvanlarinda ve gesitli in vitro kanser hiicre hatlarinda yapilan ¢alismalarda
apoptozu tetikledigi bildirilmis (Reisser vd., 2002; Wona vd., 2003), Annexin V-PI ve
Kaspaz-3 deney sonuglarimizla bu bilgi teyit edilmistir.

MTX-211, diklofenak dietilamin ve kombinasyonlarmin hiicre canliligim
azaltmasi sonucumuz ile paralel olarak, LPS’siz kontrole gore biitiin deney gruplarinda
erken apoptoz artist belirlenmesi, ge¢ apoptoz ve nekrotik hiicre goriilmemesi
sonuclarimiz agisindan 6nemlidir. MTX-211’in U887MG hiicrelerinde aktif kaspaz-3
seviyelerini arttirmig olmasi ilk kez bu tez ¢alismasinda belirlenmistir. Kaspaz-3 deneyi
ile apoptotik etkinin en onemli gostergelerinden biri olan aktif kaspaz-3 yiizdesinin,
LPS, MTX-211, diklofenak dietilamin ve kombinasyonlarinin uygulanmasi ile arttig1
tespit edilmistir.

Kronik inflamasyonun, proinflamatuar sitokinlerin ve diger
immiinomodiilatorlerin salinimina yol agarak, tiimor ilerlemesi ve metastaz i¢in uygun
bir mikro-ortam yaratmasi nedeniyle, kanser ile gii¢lii bir sekilde iliskili oldugu iyi
bilinmektedir. Bir yandan inflamasyon karsinogenezi, malign transformasyonu, timor
biiylimesini, invazyonu ve metastatik yayilmayr desteklerken ote yandan timor
biiylimesini sinirlayabilecek bagisiklik mekanizmalarini uyarabilen pleiotropik etkiler
gostermektedir. Tiimor mikrogevresinde yer alan hiicreler arasi ¢oklu etkilesimler bir
yandan yaralanmayi takiben doku onarimini kolaylastirirken diger yandan aktive
edilmis inflamatuar hiicreler ve inflamatuar mediyatdrlerin salinimi glioblastomada
proliferasyonu, anjiyogenezi ve invazyonu desteklemekte ve ayrica tiimor hiicrelerinin

molekiiler evrimine de katkida bulunmaktadir (Bayramova, 2021).

100



Test bilesiklerimizin proinflamatuar sitokin diizeylerine etkilerini inceledigimiz
calismada, US7MG hiicrelerinde IL-1B, IL-6, IL-8, IL-10 ve TNFa proinflamatuvar
sitokinlerin eksprese edildigi belirlenmis, 6zellikle IL-6 ve IL-8’in diger sitokinlere
kiyasla yiiksek oranda bulundugu tespit edilmistir (Ginting vd., 2017). LPS, U87TMG
hiicrelerinde 48 saatlik inkiibasyon sonunda IL-1f, IL-6, IL-8, IL-10 ve TNFa sitokin
ekspresyonlarini indiiklemistir (Malefyt vd., 1991). LPS, kaspaz-1, -3, -7, -8 ve -9’u
aktive edip apoptoz ve nekrozu indiikleyerek hiicre Oliimiine neden olurken
proinflamatuar sitokin {iretimini arttirmasi sonucu da inflamasyona neden olmaktadir

(Cohen, 1997).

MTX-211, diklofenak dietilamin ve kombinasyonlar1 proinflamatuar sitokin
diizeylerinde azalma meydana getirmis, MTX-211 IL-1p, IL-6 ve IL-8’i daha yiiksek
duyarlilikla inhibe ederken, diklofenak dietilamin IL-10 ve TNFa’y1 MTX-211‘e gore
daha yiiksek duyarlilikla inhibe etmistir. /n vitro ortamda astrosit proliferasyonunu
indiikklemesi (Maruno vd., 1997), in vivo ortamdaki inhibisyonu ile farelerin yasam
stiresinin uzamasindan dolay1 (Lachman vd., 1987; Selmaj vd., 1990) SSS
hastaliklarinda bliylime faktorii gibi davranan TNFo’nin inhibisyonu tiimor
progresyonunun Onlenmesi agisindan Onemlidir. Gliomalarin en temel 6zelligi olan
yiiksek invazivlige ve glioma progresyonuna (Chen vd., 2015) ve apoptozu Onleyerek
proliferasyonunun artmasina neden olan IL-6 diizeylerinin (Piperi vd., 2011), glioma
hiicrelerinin hayatta kalmasi, proliferasyonu, endotelyal hiicre go¢ii ve MMP'lerin
aktivasyonunu etkileyen, kanser ve inflamasyonda giiclii bir anjiyogenez aracist olan
IL-8 diizeylerinin (Chen vd., 1999), JAK-STATS3 yolag ile tiimor hiicresi ¢ogalmasini,
migrasyonunu ve invazyonunu diizenleyen (Riley vd., 1999, Qi vd., 2016) IL-10 gibi
immunsupresif sitokin ekspresyonlarinin (Authier vd., 2015) test bilesiklerimiz ile
inhibisyonu, sitokinlerin katkida bulundugu glioblastoma hiicre proliferasyonunun,

invazyonun, migrasyonun, anjiyogenezin dnlenmesi agisindan son derece dnemlidir.

U87MG hiicrelerinde IL-1 ve TNFa gibi sitokinlerin COX-2 ekspresyonunu
dikkate deger 6l¢iide arttirdigi bilinmektedir (Taniura vd., 2008). Proinflamatuar sitokin
diizeylerinin artmasi COX-2 indiiksiyonuna ve dolayisiyla PGE2 artis1 ile de siklik
inflamasyon firtinasina neden olmaktadir (Dean ve Hooks, 2023). Test bilesiklerimiz ile

hem proinflamatuar sitokinlerin hem de COX-2 ekspresyonlarinin azalmasi sonucu
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siklik inflamasyon firtinasinin inhibisyonu gerceklesmekte ve giiclii antienflamatuar

etki meydana gelmektedir.

U87MG glioblastoma hiicrelerinin morfolojik yapilart MTX-211 ve diklofenak
dietilamin ile degismistir. G6zlemlerimiz, EGFR inhibitorii gefitinib (Chang vd., 2011)
ve PI3Kinaz inhibitorii buparlisib (Speranza vd., 2016) ile de glioma hiicre

PR

morfolojisinin degistigi bilgisini desteklemektedir.

UB7TMG ve THP-1 ko-kiiltirde LPS, MTX-211, diklofenak dietilamin ve
kombinasyonlarinin ~ U87MG  hiicrelerinin  migrasyonu iizerindeki  etkilerini
inceledigimiz ¢alismada, U87MG hiicre gog¢iinii LPS indiikleyerek tiimdr metastazina
katkida bulunurken (Thuringer vd., 2015) MTX-211, diklofenak dietilamin ve
kombinasyonlari inhibe etmistir. Glioblastoma, komsu beyin dokularina genis 6lciide
kanser hiicrelerinin sizarak tiimdrlerin tam rezeksiyonunu imkansiz hale getiren en kotii
huylu astrositomdur (Qi vd., 2017). Cerrahi ve radyoterapinin tiim gabalara ragmen
basarisizliginin temel nedeni olan malign hiicre migrasyonunun test bilesiklerimiz ile
kontrol grubuna gore istatistiksel olarak ¢cok onemli farkla azalmis olmasi son derece
onemli bir sonugtur.

HUVEC ve THP-1 ko-kiiltirde LPS, MTX-211, diklofenak dietilamin ve
kombinasyonlarmin ~ HUVEC  hiicrelerinin  migrasyonu iizerindeki  etkilerini
inceledigimiz caligmada, onceki ¢alismalarda belirtildigi gibi LPS’nin HUVEC hiicre
migrasyonunu giiglii bir sekilde tetikledigini ¢alismamiz desteklemistir (Liu vd., 2017).
MTX-211, diklofenak dietilamin ve kombinasyonlart HUVEC hiicre migrasyonunu
inhibe etmistir. US7MG hiicre migrasyonunda MTX-211 daha giglii inhibisyon
meydana getirirken diklofenak dietilamin HUVEC hiicre migrasyonunu daha gii¢lii
inhibe etmistir. Tiim solid tiimorler arasinda beyindekiler en yiiksek derecede vaskiiler
proliferasyon gostermekte ve anjiyogenez, gliomalarin ilerlemesinde anahtar bir olay
olarak kabul edilmektedir. Beyin tiimdrlerinde neovaskiilarizasyon, bunlarin biyolojik
agresifligi, malignite derecesi ve klinik niiksii ile dogrudan iligkiliyken, hastalarin
ameliyat sonrast hayatta kalma oranmiyla ters iliskilidir. Gliomalarda c¢ogunlukla
kemoterapi, radyoterapi, mevcut cerrahi ve adjuvan tedavilere diren¢ oldugundan,
anjiyogenez konusu ve bunun tiimor biiyiimesi, ilerlemesi ve tedaviye direncle iliskisi

ozel ilgi konusudur (Fischer vd., 2005).
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Tez calismamizin tedavisi zor, ortalama sagkalimi 12 ay olan, en agresif
malignitelerden biri olan glioblastoma multiformenin tedavisine 11k tutabilecegini,
MTX-211 ve diklofenak dietilamin ile ilgili daha detayli arastirmalar yapilmasi, aktivite
mekanizmalarinin aydinlatilmasi ve in vivo ¢alismalarla da incelenmesi ile glioblastoma

multiforme tedavisine yonelik kullanimlarinin miimkiin olabilecegini diistinmekteyiz.
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