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Amac  Glioblastoma multiform (GBM), primer beyin timérleri arasinda en sik gériilen agresif bir malign kanser tiridir. Bu hastaligin tedavisinde
karsilasilan en biyik zorluk timoriin kendi dogasindaki karmasiklik ve ilag direncine sebep olan sayisiz mekanizmaya dayanmaktadir.
GBM ‘de tedaviye karsi olusan direnci heterojenik hiicre populasyonu icindeki kanser hiicrelerinden farkli olan hiicrelerin gosterdigi 6ne
surilmistir. Bu hicrelerin kdk hiicrelerine benzer simetrik/asimetrik cogalma kabiliyetine sahip olduklari ve kdk hiicre belirtegleri tagidiklari
gosterilmistir. Bu calismadaki hedefimiz GBM kok hiicrelerinin ilaca karsi olusturduklan direncin roliini arastirarak GBM tedavisini daha
etkili hale getirmektir. Sakarya Tip Dergisi, 2018, 8(2):379-387 )

Geregve  Glioblastoma hiicre hatlarindan kok hiicre ozellikleri tastyan kanser hiicreleri Neurosefir Kiiltir modeli kullanilarak elde edildi. Noronal
Yontem  kok hiicre belirtecleri olan CD133 ve Sox 1 protein ekspresyonlari Western blot analizi ile bakildi. GBM kanser kok ve farklilasmis kanser
hicrelerinin temozolomide karsi olusturduklari sitotoksisite hiicre canlilik testi ile arastinldi.

Bulgular  Bu calismada oncelikle GBM hiicre hatlarindan kanser kok hiicreleri (KKH) Neurosefir Kiiltiir modeli kullanilarak basartyla izole edildi.
Bu hicrelerin, néronal kok hicre belirtecleri olan CD133 ve Sox 1 eksprese ettikleri gosterilerek karakterizasyonlan yapildi. Kanser kok
hiicrelerinin TMZ ile 6lém oranlarinin farklilasmis kanser hiicrelerinden daha disik oldugu tespit edildi.

Sonu¢  Bu calismada, KKH farklilasmis kanser hiicrelerine kiyasla TMZ'ye daha direncli oldugunu gosterdik. Glioblastoma multiform’un tedavisinin
daha etkili olarak yapilabilmesi, hastanin sagkalim siresinin uzatilmasi ve timorin tamamen yok edilmesi icin kanser kék hiicrelerinin
uygulanan tedaviye olusturduklan direncin yok edilmesinin hedef alinmasi gerektigini géstermektedir. .

Anahtar  Glioblastoma multiform (GBM); Kanser kok hiicreleri; Temozolomid; Kanser tedavisi; Kemoterapi
Kelimeler

Abstract

Purpose  Glioblastoma multiforme (GBM) is the most common and aggressive form of malignant brain tumour. Treatment of this disease become
the greatest challenge due to the complexity of a tumour and numerous mechanisms involving drug resistance. TMZ- resistant cells have
different characteristics from cancer cells in the heterogeneous cell population. Further analysis indicates some physiological and biological
properties of stem cells such as markers and symmetrical/asymmetrical proliferative capacity. In this study, our aim is to make GBM therapy
more effective by investigating the role of GBM stem cells in drug resistance. ( Sakarya Med J, 2018, 8(2):379-387 ).

Materials and ~ Cancer cells with stem cell characteristics are generated from the glioblastoma cell lines using Neutrosphere Culture model. Expression of
Methods  neuronal stem cell markers such as CD133 and Sox1 are examined by Western blot analysis. Temozolomide cytotoxicity of GBM cancer
stem and differentiated cancer cells investigated by cell viability assay.

Results  In this study, cancer stem cells are successfully isolated from GBM cell lines using Neurosphere Culture model. These cells are further
characterized by looking at the expression of neural stem cell markers such as CD133 and Sox 1. The results demonstrated that after
Temozolomide treatment Cancer stem cells (CSC) had lower viability compare to differentiated cancer cells.

Conclusion  In this study, we demonstrate that CSC is more resistant to TMZ compare to differentiated cancer cells. The results of this study suggest
that to improve patient outcome, CSC resistance needs to be targeted to achieve more effective treatment and improve patient outcome

KeyWords  Glioblastoma multiform (GBM); Cancer stem cells; temozolomide; Cancer treatment; Chemotherapy
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Giris

Glioblastoma multiform (GBM), beyin timorleri arasinda en sik gorilen bir merkezi sinir sistemi
kanseri tOriidir. Primer beyin timorlerinin yaklasik %20-30unu olusturmakta olan GBM en hizli
seyirli ve 6lumcil bir ttmordir.”? GBM'in erken tanisinin koyulmasi ve tedavinin hemen baslatil-
mas hastanin sagkalim siiresinin uzatilmasi icin 6nem tasir. GBM tanisindan hemen sonra cerrahi
rezeksiyonu takiben es zamanl uygulanan adjuvant radyoterapi ve kemoterapi ile ortalama yasam
siresi en fazla 18-24 aya kadar uzatilabilmistir.> Uygulanan kombine terapi sonrasinda hastanin
takibinde yapilan MRI taramasinda timoriin ayni lokalizasyonda tekrarlandig) tespit edilmistir.*®
Bu malign hastaligin tedavisinde karsilasilan zorluk hem timoriin kendi dogasindaki karmasikliktan
hem de ila¢ direncine karsi sahip oldugu sayisiz mekanizmaya dayanmaktadir.

Glioblastoma Multiforma’nin kemoterapi tedavisinde siklikla Temozolomid (TMZ) kullamilir.¢ Alkil-
leyici bir ajan olan TMZ, DNA'nin en kritik bolgesindeki guanin’in O6 pozisyonuna metil grubu ek-
leyerek hasar olustururlar. Bu hasarlar kanser hiicrelerinin G2/M hiicre siklusunda durdurulmasini
saglayarak apoptosize yol acarlar.” Ancak, GBM hastalarinin uygulanan bu TMZ kemoterapisine
verdikleri yanitlarda farklilik gosterdikleri tespit edilmistir.3® Bununla birlikte, hastalarin tedavi sire-
cinde Temozolomid’e direng olusturduklar ve hatta bazi hastalarinin TMZ tedavisine yanit vermedi-
gi gorulmistir. TMZ etkisiyle GBM hiicrelerinde meydana gelen DNA hasarinin tamirini O6- metil
guanin transferaz (MGMT) enzimi saglamaktadir. Bu enzim, yapisinda bulunan sistin grubu ve 06-
guanin’ine baglanmis olan metil grubu arasinda kovalent bir bag) katalize ederek TMZ tarafindan
eklenen bu metil grubunu DNA'dan uzaklastinir.™® Bazi GBM hastalarinin TMZ tedavisine yanit ver-
medigi gérilmistir. Bunun nedeni, GBM hiicrelerinde O6- metil guanin transferaz (MGMT) enzi-
minin fazla sentezlenmesi sonucu kanser hiicrelerinde meydana gelen DNA hasarinin hizla tamir
edilerek TMZ ile 6ldurilmemesidir. Calismalar, TMZ tedavisine yanit vermeyen hastalarda MGMT
enziminin fazla sentezlenmesi ile olusan DNA hasarlarinin hizli bir sekilde tamir edilmesine sebep
olarak kanser hicrelerinin 6lumind engellediklerini gostermislerdir. Bu hastalarda GBM tedavisi-
nin daha etkili olabilmesi icin MGMT enzimini inhibe etmek hedeflenmistir ve bu nedenden dolay:
MGMT inhibitorleri gelistiriimektedir.”*

Glioblastoma multiform da timdr hiicreleri heterojenik yapida olup kendilerini yenileyebilme 6zel-
ligine sahip olan hiicrelere sahiptirler.¢ Yapilan calismalarda bu hicrelerin CD133, Nestin, SOX-
2 ve Olig2 gibi kok hiicre belirteclerini eksprese ettikleri gosterilmistir.”2° Dolayisiyla, bu hiicreler
kok hicre ozelligine sahip kanser hicreleri veya kanser kok hiicreleri olarak tanimlanmislardir.
GBM hiicre popilasyonu icinde bulunan kanser kdk hicrelerinin yeniden timériin olusmasina
neden oldugu distnilmektedir. Bununla birlikte ilaca ve radyoterapiye karsi direncli olduklari di-
stinilmektedir.

Glioblastoma multiforma hastalarin TMZ ile tedavisinde siklikla karsilasilan diger bir sorun bazi has-
talarin TMZ nin sitotoksisitesine olusturduklari direnctir. Bu nedenle, TMZ direnc mekanizmasini
tanimlamak ve potansiyel terap6tik ajanlari test etmek biyiik 5nem tasimaktadir. Bircok GBM hiic-
re hattinin TMZ direng kazandiklari tespit edilmistir. Buna ragmen, gercek ve adaptif TMZ direncli
GBM hiicre popilasyonlarinin ézellikleri tam olarak karsilastirilmamistir.

GBM hastalarin yasam siirelerini uzatmak ve ilaca karsi verdikleri cevabi arttirmak icin ilag diren-
cinin nedenlerini arastirmak 6énem arz etmektedir. Bu projede GBM’nin tekrar olusmasina neden




olan ilaca karsi direnc arastirilmisti. GBM kanseri hiicre hatlarinda temozolomide karsi olusan
sitotoksik dirence bu hiicre hatlarindan elde edilen kanser kok hicreleri ve farklilasmis kanser
hicrelerinde eszamanl olarak bakilmistir. Hedefimiz GBM kok hiicrelerinin TMZ'ye karsi olusan
ilag direncindeki roliny arastirarak GBM tedavisini daha etkili hale getirmektir.

Gereg ve Yontemler

Bu ¢alismada ATCC firmasindan temin edilen hazir hicre hatlan kullanildigindan etik kurul izni
gerektirmemektedir. Bu ¢alisma deneysel arastirma yontemler kullanilarak laboratuvar ortaminda
gerceklestirilmistir. Calisma Haziran 2017-Mart 2018 tarihleri arasinda Biruni Universitesi Moleku-
ler Biyoloji ve Genetik Bolimi Genom merkezinde yapilmistir.

istatistiksel analizler iki yonli t-testi kullanilarak yapilmistir. Veri noktalarinin ortalama degerleri
+/- SEM olarak tim deneyler 3 kez tekrarlanmistir. istatistik degerleri P degerinin 0,05’ esit veya
altinda oldugu durumda anlamli olarak kabul edildi. istatistik anlamlilik degerleri su sekilde gosteril-
mistir: * P <0.05, ™ P <0.01, *** P <0.001.

GBM hiice hatlarindan kanser kok hiicrelerinin ve farkhilagsmis hiicrelerin eldesi

Glioblastoma hiicre hatlari olan U87 ve U118, ATCC firmasindan temin edildi. Her bir hiicre hattin-
dan kanser kok hiicrelerinin popilasyonunu ayristirmak ve koruyabilmek icin bu hicreler 1. pasaj-
larindan itibaren % 1 B27 (Invitrogen),% 0.5 N2 (Invitrogen), 4ug / ml heparin, 20ng / ml bFG ,
20ng/ml EGF (Sigma), ve 1% L-Glutamin takviyeli DMEM F12 ortaminda (Gibco) iretildiler. Hiicre
hatlarindan es zamanli farklilasmis timér popilasyonunu Uretmek icinde % 10 FBS Sigma,% 1
L-glutamin ve % 1 sodyum piruvat ile takviye edilmis MEM (Gibco) icinde kiltiir edildi. Tim hiicre
kiltrleri, % 5 C02 iceren 37 ° C'de inkiibe edildi.

Western Blotlama

immiinoblotlama igin tim hiicre lizatlar hazirlandi ve SDS tamponu icinde isleme alindi, ardindan
membranlar Gzerine blotlandi ve dnce birincil antikorlarla (tamamlayici materyal ve yontemler)
gece boyunca sonra ikinci antikorlarla 1-3 saat boyunca isaretlendi. Baglanan antikorlar kemilimi-
nesans (Thermo Scientific,USA) kullanilarak goriintilendi ve Image J programi kullanilarak belirtilen
bantlarin 6lcima yapildi.

Hiicre canhhg) testi

Hicre canliigini belirlemek icin 96 kuyucuklu bir plakaya her kuyucuga 2500 sayida hiicre dise-
cek sekilde ekim yapildi ve bir giin boyunca bu hiicreler biyimeye birakildi. Ardindan hiicreler
farkli konsantrasyonlardaki temozolomid ile muamele edildi. Kontrol icin ise hiicreler temozolomid
tedavisinin en ylksek konsantrasyon seyreltmesiyle ayni miktardaki DMSO ile muamele edildi.
Hiicre canliig dort giin sonra Greticinin talimatlarina gore CellTiter-Glo Testi (Promega) ile deger-
lendirildi. Bu deney canli hiicrelerdeki ATP seviyelerini dlcen isaretleyicilerin metabolik olarak aktif
oldugu bir parlaklik testidir. Sinyaller bir plaka okuyucu tarafindan kaydedilir.

Sonuglar

1. Glioblastoma hiicre hatlarindan kanser kok hiicre izolasyonu

Teknik olarak zor olmasina ragmen hetorejenik timor populasyonundan bircok ydntemle kanser
kok hiicrelerinin (KKH) izolasyonu yapilabilmektedir. Bu ¢alismada ilk hedefimiz glioblastoma hiicre
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hatlarindan kok hiicre 6zellikleri tastyan kanser hiicreleri elde etmekti. Bu amacla ilk olarak duyarli
ve 6zgil KKH izolasyonunu elde etmek icin KKH modeli olusturuldu. KKH modeli olustururken
serum icermeyen kok hiicre kiltiiri (Neurosefir Kultir) sistemi kullanildi. Bu metodla kék hiicre
ozelligi tastyan Glioblastoma kok hiicreleri (GKHs) elde edildi.
if}jﬁi;;‘;?; ;g;s; Serum iceren kiltdr ortami hicreleri farkhlasmaya yonlendirirken serum icermeyen ortamda
buyitilen kok hiicreler tek tabakali olmaktan ziyade sferoid seklinde bilyimeye tesvik edilebilir.

GiibbladlB L tiforma Tedavisinde Kaftser Kék Glioblastoma hiicre hatlarindan olan U87 ve U118 hiicreleri serum igceren kiiltiir ortaminda tek ta-
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bakali olarak biyitildiler (Sekil 13). ) Bu hiicre hatlari es zamanli olarak 3-5 pasaj nérosefir kiltir
ortaminda (Epidermal ve Fibroblast Biiyiime Fakt6r( (EGF,FGF) ve serum yerine B27) biyitildi.
Bu besi ortaminda farklilasmalari inhibe edilen hiicreler yiizeye yapismayarak hiicre kireleri (sefir)
halinde bilyiimeye basladi. (Sekil 1 b). Burada, serum icermeyen kiltiir ortami olan nérosefir kiltir
ortaminda hicrelerin farklilasmasini durdurarak kok hiicre populasyonunu arttirmayr amagladik.
Morfolojik analizde, U87 ve U118 glioblastoma hiicre hatlarinin serum iceren kiltiir ortaminda tek
tabakali olarak farklilasarak biyidiigi (Sekil 1a) ve serum icermeyen norosefir kiltir ortaminda ise
siispansiyon ortamda sefir olusturarak biytdiikleri gosterildi (Sekil 1b).

GBM Kanser Hiicreleri GBM Kanser Kok Hiicreleri

Sekil 1: Farklilasmis glioblastoma hiicreleri ve izole edilen kanser kdk hiicreleri

GBM hiicre hatlar serum iceren veya icermeyen norosfer biyiime ortaminda biyitilerek farkli-
lasmis ve kok hiicreler elde edildi. A: Farklilasmis GBM hicre hatti serum igeren kiltir ortaminda
yapisik olarak biyitildi. B: Glioblatoma kok hiicreleri (GKH) serum icermeyen nérosfer besi or-
taminda biydtilerek izole edildi.

U87 ve U118 glioblastoma hiicre hatlari ndrosefir kiiltir ortaminda biyitilerek glioblastoma kok
hiicre (GKH) populasyonu arttirilmis ve bu elde edilen GKH ile farkhlagmis hiicre populasyonlarinin
ayni sayida pasaj sonucu elde edilmeleri saglanmistir. Bu sekilde elde edilen farklilasmis ve kok
hicreler daha sonraki analizlerde karsilastirmali olarak kullanilmistir.

2.Glioblastoma kanser kok hiicrelerin karakterizasyonu

GBM hiicre hatlarinin nérosefir kiiltir ortaminda sferoid olarak biyiimeleri ve daha sonraki pa-
sajlarda sferoid modelinden elde edilen bir hiicrenin bélinerek sferoid olusturabilmesi bu hiicre-
lerin kdk hiicre 6zelliginde oldugunun gicli bir kanitidir. Kanser Kok Hucrelerinin ilaca direncini
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arastirmadan 6nce bu hicrelerin molekiler karakterizasyonlarinin yapilmasi ve bu hiicrelerin kok
hicre belirtegleri tastyip tasimadiklarina bakilmasi gerekmektedir. Kanser sferoid kok hiicre modeli
bir¢ok calismada kullaniimis ve bu sistemin kdk hicreleri zenginlestirdigi onaylanmistir.2' Bu ¢alis-
mada kanser kok hicreleri ve farklilagsmis hiicre populasyonlar karsilastirmali olarak arastirilacag;
icin sferoid model olusturdugumuz tek tabakall hiicreler es zamanli olarak karakterize edildi.

Noronal kdk hicre belirtegleri olan CD133 ve Sox 1 protein ekspresyonlart Western blot analizi
kullanilarak arastinildi. Bu belirteclerin ekspresyonlarina U87 ve U118 hiicre hatlarinda sferoid ve
tek tabakal hiicrelerde karsilastirmali olarak bakildi. Her iki hiicre hatti icin U87 ve U118, sferoid
hicreler kok hicre belirtecleri eksprese ederken tek tabakali biyiyen farklilasmaya ugramis hiic-
relerde cok disik ve hemen hemen yok denilecek kadar az gorilmistir (Sekil 2). CD133 ekp-
resyonun U87 tek tabakali hiicrelerinde ¢ok az oldugu ve U118 tek tabakali hiicrelerinde olmadig
tespit edilmisti. CD133 ekpresyonun U87 ve U118 sferoid hiicrelerinde tek tabakali hiicrelere
oranla yiksek dizeyde oldugu western blot analizinde gorilmastir. Diger bir ndronal kok hiicre
belirteci olan SOX2 nun U87 ve U118 sferoid hicrelerinde sadece ekpresyonlar tespit edilmistir.
Her iki hiicre hattinda sferoid hiicre modellerinde biyitilen hiicrelerin kanser kok hiicreler oldu-
gu yukardaki belirteclerin ekpresyonlariyla kanitlanmistir.
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=t 7 o o
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CD133 - | — 120kDa
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Sekil 2: Glioblastoma hicre hatlarindan izole edilen kanser kok hiicrelerin karakterizasyonu.
Glioblastma hiicre hatlar olan U87 ve U118 den elde edilen kanser kok hiicreleri ve farkllagmig
hicrelerde néronal kok hiicre belirtecleri olan CD133 ve Sox 1 protein ekspresyonlarina Western
blot analizi ile bakildi. Her kuyucuga yiiklenen protein miktar Tubulin ile teyit edildi.

3.Glioblastoma kok hiicrelerinin Temozolomide karsi olusturduklar direnc.

Glioblastoma tedavisinde timorin alinmasiyla birlikte uygulanan kemoterapi ve radyoterapiye kar-
st direng gosteren hicreler timorin tekrarlanmasina sebep olmaktadir. GBM de bulunan heteroje-
nik hiicre populasyonu icindeki kanser kok hiicrelerinin radyoterapi ve kemoterapiye karsi dirence
sebep oldugu disiinilmektedir. Glioblastoma kemoterapisinde siklikla Temozolomide (TMZ) kulla-
nilmaktadir6. TMZ kanser hiicrelerini 6ldirme mekanizmasi DNA da olusturduklar hasarlar sonu-
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cu olmaktadir.™ Bu ¢alismada GBM hiicre hatlarindan elde edilen kanser kok ve farklilasmis kanser
hicrelerinde TMZ sitotoksisitesi hiicre canlilik testi ile arastirildi. Her iki kanser hiicre hattinda fark-
Iilasmis ve kok hicrelerde karsilastirmali olarak es zamanda bakildi. GBM U87 hiicre hattindan izole
edilen kanser kok hicrelerinin farklilagmis kanser hiicrelerine oranla en yiksek konsantrasyondaki
temozolomid verildikten sonra canlilik oranlarinin yaklasik 2 kati oldugunu tespit ettik. Farklilagmis
kanser hiicrelerinde artan TMZ dozuyla orantili olarak hiicre 6lumi gergeklesirken kanser kok hiic-
relerde disik dozda gorillen hiicre 6limi cok az diizeyde farklilasmistir (Sekil 3A). Diger bir GBM
hiicre hatti olan U118 da ise farklilasmis ve kok hiicre popiilasyonlarinda U87 hiicrelerine oranla
daha dissiik hiicre 6lima gozlenmistir. Bu hiicre hattinda da TMZ ini kanser kdk hiicrelerini daha az
oldirdiging tespit ettik (Sekil 3B).

Sekil 3
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Sekil 3: Glioblastoma hiicrelerinin Temozolimid ile uygulanan kemoterapiye karsi direnci.
Glioblastoma kanser kok hiicrelerin temozolide karsi direncleri hiicre canlilik testi ile arastinlmistir.
Hicreler Gstine 50uM, 100uM ve 200uM konsantirasyonlarindaki TMZ eklendikten 4 giin sonra
temozolomidin sitotoksitesine canlilik testi ile bakilmistir. Kontrol icin hiicreler sadece temozolo-
midin seyreltildigi DMSO ile muamele edildi. A: U87 hicre hattindan elde edilen kanser kok ve
farklilagmis hiicrelerin yukarida belirtilen miktarda TMZ uygulamasinin sonundaki hiicre canliligini
gostermektedir. B: U118 kanser ve farklilasmis hiicrelerinin yukarida belirtilen konsantirasyondaki
TMZ ile muamelesinden sonraki elde edilen hiicre canliik diizeyleri. istatistik degerleri P degerinin
0,05’ esit veya altinda oldugu durumda anlamli olarak kabul edildi. istatistik anlamlilik degerleri su
sekilde gosterilmigtir: * P <0.05, ** P <0.01, ** P <0.001. Anlamli degil: AD.

Tartisma

Beyin timarlerinin arasinda en sik olarak erigkinlerde gorilen Glioblastoma Multiform (GBM) en
6limcul timorler arasinda yer almaktadir. Yogun arastirmalar yapilmasina ragmen GBM hastalari-
nin sagkalim sdreleri ancak 24 aya kadar uzatilmistir.?2 GBM tedavisinde izlenen en etkin metod
olan timoriin cerrahi rezeksiyonu ve bunu takiben uygulanan radyoterapi ve kemoterapi uygula-
malarindan 6 ay sonra timorin ¢ikanldig) bolgede tekrar niksettigi gorilmistir.?*2* Bu hastalarin
yasam sirelerinin uzatilmasi icin yeni tedaviler gelistirilmesi dnem tagimaktadir. GBM tedavisinde
karsilasilan gicliiklerden en dnemlisi hastanin temozolomide karsi olusturdugu diren¢ sonucu te-




daviye cevap vermemesidir. Bircok arastirma GBM timdérlerinden alinan biyopsilerinden elde edi-
len hicre hatlarinin incelenmesi sonucunda bu hiicrelerin heterojen yapida olduklarini gostermistir.
GBM hastalarindan elde edilen U118 ve U87 hiicreleri ttmdr olusturabilme kapasiteleri arasinda
farklar tespit edilmistir.2* Ayrica heterojen yapida olan bu hicrelerin kdk hiicre ézelligi tastyan kan-
ser hiicreleri icerdikleri tespit edilmistir. Bu kanser kok hiicreleri timorin tekrar olusmasina sebep
olmaktadir. Bu nedenle bu hiicrelerin yapilan agresif kombine tedavi ile 6lmemelerini saglayan me-
kanizmalarinin agiga ¢ikariimasi GBM tedavisinde hedeflenecek dnemli bir asamadir. Bu hicreler
asimetrik bolinme ile farklilasmis kanser hiicreleri Gretirler ve ayni zamanda simetrik bolinme ile
de kanser kok hicrelerini Uretirler. Bu bolinme kanser kok hiicre havuzundaki hiicre popiilasyo-
nunun devamliligini saglamaktadirlar.2® GBM in kesin tedavisi ancak bu hiicrelerin timinin 6ldi-
rilmesiyle mUmkin olabilir. Kanser kok hiicrelerin farklilasmis kanser hiicrelerinde ayristiriimalari
ve kanser kok hiicre dzelliklerini kaybetmeden hiicre kiltiiri ortaminda ¢ogaltiimalar dnemlidir.

Bizim calismamizin sonuglari olusan ilag direncin sebeplerini ortaya cikararak GBM tedavisinin
daha etkili yapilmasina katkida bulunmaktadir. Calismamizda GBM hiicrelerinin nérosefir kiltir
ortaminda biytildiginde kok hiicre dzellikleri tastyan kanser hiicrelerin aynstirilabildigini gos-
terdik (sekil 1). Bu arastirmada elde ettigimiz sonuclar kanser kok hiicrelerinin izole edilmesindeki
en onemli faktorin serum icermeyen kltir ortami oldugununu gdstermistir. Serum hicrelerin
farklilasarak bdlinmesini saglamaktadir. Kiltir ortamindan serumu ¢ikararak U87 ve U118 gliob-
lastoma hiicrelerinin farkllasmasini inhibe edip kok hiicre populasyonunu arttirmayi basardik. izole
edilen GBM kok hicrelerinin TMZ sitotoksitesine duyarlliklarini arastirmak ancak bu hicrelerin
farkhlagmis kanser hiicreleri ile karsilastiriimali olarak sitotoksiteye bakilmast ile anlamli olacagindan
iki hiicre hattindan da ayni sayida pasaj yaparak es zamanli olarak farklilasmis kanser hiicreleri elde
etmek dnem tagimaktadir. Elde edilen Kanser Kok Hicrelerinin molekiler karakterizasyonlarinin
yapilmasi ve bu hicrelerin kok hiicre belirtecleri tasiyip tasimadiklarina bakilmasi gerekmektedir.
Calismamizda U87 ve U118 Glioblastoma hiicre hatlarindan elde ettigimiz kanser kdk hicrelerinin
CD133 ve Sox 1 ndronal kok hiicre belirteclerini tasidiklarini tespit ettik (sekil 2).

Arastirmalar radyoterapi ile TMZ'in birlikte kullanilmasinin daha etkili oldugunu gdstermistir.” Bu
calismalara dayanarak GBM hastalarinin tedavisinde RT ile TMZ nin birlikte kullanimi yayginlas-
mistir. Bir DNA onarim enzimi olan; O6-alkilguanin DNA alkiltransferaz (AGAT) olarak da bilinen
06-metilguanin DNA metiltransferaz (MGMT)'in timériin tedavi direnci ile iliskisi oldugu gosteril-
mistir.2%2° Bu enzim, alkilleyici ajanlarin hedeflerinden biri olan guanin’in O6 pozisyonundan alkil
gruplarini uzaklastirarak alkilleyici ilaglarin etkisini azaltabilmektedir.’>'® TMZ, DNA'nin en kritik
bolgesinde bulunan guanin’in 06 pozisyonuna metil grubu ekler.”20 RT ile TMZ’in birlikte kulla-
nilmasi; in vitro ve in vivo sinerji?*2, TMZ doz yogunlugunda iki katina kadar artig? ve MGMT'yi
daha etkili bir sekilde tiketme potansiyeli?¢ olusturur. TMZ’in glioma hiicrelerinde hiicre siklusunda
radyosensitif bir faz olan G2-M fazinda durdurmaya neden oldugu gosterilmistir.?”

Glioblastoma multiforma hastalarinin TMZ ile tedavisinde siklikla karsilasilan bir sorun da bazi has-
talarin TMZ nin sitotoksisitene olusturduklari direnctir.?2® Bunun sebebi bazi hastalarda MGMT en-
ziminin ekpresyonun fazla bulunmasi ve DNA tamir mekanizmalarinin asiri aktif olmasi sonucu
TMZin olusturdugu DNA hasarinin onarilmasi olarak agiklanmaktadir. Kanser hiicrelerinin bu me-
kanizmayla TMZ'in sitotoksik etkisini ortadan kaldirdiklari diisiinilmektedir.?
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GBM tedavisinde siklikla karsilasilan diger bir sorunda da bu hastalarin TMZ ye karsi direng kazan-
malaridir.?’ Glioblastoma tedavisinde timoriin alinmasiyla birlikte uygulanan kemoterapi ve radyo-
terapiye karsi direnc gosteren hiicreler timorin tekrarlanmasina sebep olmaktadir.?? GBM hiicre-
lerinin TMZ direnc kazandiklarinin tespit edilmesine ragmen bu dirence neden olan mekanizmalar
heterojenik hiicre populasyonunda arastiriimamistir. Ayrica hastalardan elde edilen farkl kanser
hicre tirleri tGmdr olusturma kapasitelerinde de farklilik gostermektedirler. U118 hiicrelerinin
olusturdugu timor U87 hicrelerinin olusturdugu timorlerden daha kicik oldugu gosterilmistir.2s

Bu arastirmada U118 ve U87 hiicre hatlarinin segilmesinin temel nedeni bu hiicre hatlarinin timor
olusturma kapasitesindeki farkliliklarinin ilaca karsi olusturacaklar direng diizeylerine de etkisi ola-
bilecegini diisindigimiz icindir. Bu calismada GBM kanser kdk hicrelerinin ve farklilasmis kanser
hicrelerinin TMZ sitotoksisitesine duyarliliklar karsilastinlmistir. Calismamiz U118 ve U87 GBM
hicre hatlarindan elde edilen kanser kok hicrelerinin TMZ sitotoksisitesine farklilasmis kanser
hiicrelerinden daha direngli olduklanini gostermistir (sekil 3). Bu sonu¢ GBM de bulunan hete-
rojenik hiicre populasyonu icindeki kanser kok hicrelerinin radyoterapi ve kemoterapiye karsi
direncinin nedenini disindirmektedir. Bununla birlikte bu hiicrelerin TMZ sitotoksisitesine karsi
gosterdikleri diren¢ sonucu, uygulanan yogun tedavi rejiminden sonra GBM timérinin tekrar
niksetmesinin nedeninin rezeksiyon yapilan bolgede kalmis olabilecek birkag kanser kok hiicresi-
nin tekrar timor olusturabilecegini gdstermektedir.

GBM’li hastalarin yasam sirelerini uzatmak icin tedaviden sonra timorin tekrarlanmamasi gerek-
mektedir. Bunun saglanmasi icin timor hiicrelerinin TMZ ile etkili bir sekilde yokedilmesi ve ilaca
karsi olusan direncin ortadan kaldiriimasi dnem arz etmektedir. Bu calismadan elde edilen sonuglar
GBM tedavinde uygulanacak kemoterapinin daha etkili olmasina isik tutacaktir.
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