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ABSTRACT 
Glioblastoma is the most malign and agressive 
brain tumor. Gliob lastoma has heterogeneity in 
terms of genotypically and phenotypically and 
also there is no precise treatment 
model. Chemotherapy has a big role in the 
treatment of glioblastoma but chemotherapeutic 
resistance decrease the effectiveness of 
treatment.  Anticancerogenic molecules which 
derived from plants are devoloping with the 
purpose of decreasing chemotheraupatic 
resistance and effective treatment.  In recent 
years, as an important treatment approach, the 
combination of these molecules with 
chemotherapeutic agents as well as single 
administration increases. In this study, it was 
aimed to investigate the cytotoxic effect of the 
combination of chemotherapeutic agent 5-
Fluorouracil and a natural compound Celastrol in 
glioblastoma. As a result of the MTT 
cytotoxicity test, it was determined that Celastrol 
(2µM) has  increased the cytotoxic effect of 5-
Fluorouracil (50 µM) by 19%, the cytotoxic 
effect of 5-Fluorouracil (100 µM) has increased 
by celastrol (0.5 and 2 µM) in ratio of 25% and 
37%, respectively. This is the first study to show 
the effects of 5-Fluorouracil and celastrol 
combination in all types of cancer. This study, 
which demonstrated the importance of the use of 
celastrol with 5-Fluorouracil fo r the first time, 
may provide a basis for further research in order 
to develop a new treatment protocol. 
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ÖZET 
Glioblastoma (GB), en malign ve en agresif 
beyin tümörüdür. Fenotipik ve genotipik açıdan 
yüksek heterojeniteye sahip Glioblastomanın 
kesin bir tedavi şekli bulunmamaktadır.  
Glioblastomada kemoterap i uygulamaları 
tedavide önemli bir yer tutmaktadır. Ancak 
kemoterapötik d irenç tedavi başarısını 
düşürmektedir. Kemoterapötik direnci azaltmak 
ve etkili bir kemoterapi için bitkisel köken li 
antikanserojenik moleküller  eliştirilmeye 
çalışılmaktadır. Son yıllarda, önemli bir tedavi 
yaklaşımı olarak, bu molekü llerin tek 
uygulanmalarının yanında kemoterapötik 
ajanlarla kombine uygulamaları artmaktadır. Bu 
çalış mada, kemoterapötik ajan 5-Fluorouracil ile  
doğal bir bileşik olan Celastrol 
kombinasyonunun Glioblastomadaki sitotoksik 
etkisinin araştırılması amaçlanmıştır. MTT 
sitotoksisite testi sonucunda 2 µM Celastrolün, 
50 µM 5-Fluorouracilin sitotoksik etkisini %19 
oranında arttırdığı, 0,5 ve 2 µM’lık Celastrolün  
100 µM’lık 5-Fluorouracilin sitotoksik etkisini 
sırasıyla %25 ve %37 oranında arttırdığı 
saptanmıştır. Bu çalış ma, tüm kanser tiplerinde 
5-Fluorouracilin ile  Celastrolün kombine 
etkisinin gösterildiğ i ilk çalış madır. Celastrolün 
5-Fluorouracil ile birlikte kullanımın ın önemini 
ilk kez gösteren bu çalışma, yeni bir tedavi 
protokülünün geliştirilmesi amacıyla daha ileri 
düzey araştırmalara temel bir dayanak 
oluşturabilir. 
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GİRİŞ  
Gliobl astoma (GB), çoğunl ukl a y etişkinl erde 
görül en en malign beyin tümörüdür.  Düny a Sağlık 
Örgütü (DSÖ) tarafından Ev re IV astrosi tom ol arak 
sını fl andırıl mıştır. GB, tüm primer beyin 
tümörl erinin %30’ unu ol uşturmaktadır (Sander 
ve ark., 2017).  GB her y aşta görül ebil ir, genellikl e 
55-60 y aş aralığındaki erişkinl erde görülmektedir 
(Hanif v e ark., 2017). GB gelişimine neden ol an 
risk faktörü v ey a faktörl eri radyasyon haricinde 
tam ol arak bell i değil dir. Genel  ol arak GB etkenl eri  
sigara, el ektromany etik dal gal ar, al erji, viral  
enfeksiyon (Krex v e ark. , 2007) v e genetik 
yatkınlık (Bl umenthal ve Schulman,  2005) 
şekl inde sıralanabilir.  
 
GB, y üksek proliferasy on v e infil trasy on yeteneği,  
genetik açıdan karars ız y apısı , tedavil ere 
gösterdiği direnç v e ortal ama 14,6 ay y aşam 
süresi ile en kötü prognoza sahip tümör 
tipl erinden biridir. Temel tedavi şekill eri cerrahi  
sonrası radyoterapi v e kemoterapi uy gul amasıdır.  
Ancak kemoterapi uy gul amal arına karşı sıklıkl a 
primer v ey a sekonder terapötik direnç 
gelişmektedir (Haar v e ark., 2012; Messaoudi v e 
ark.,  2015). Bu nedenl e, GB’de etkin kemoterapi  
yakl aş ıml arı geliş tirme çal ışmal arına şiddetl e 
ihtiy aç duy ul maktadır. Ay rıca, sentetik 
kemoterapötikl erin neden ol duğu yüksek toksisi te 
ve y an etkil er nedeniyl e günümüzde bi tkil erden 
el de edilen doğal mol eküll erin kull anımını  
barındıran y eni tedavi protokoll eri geliş tirme 
çalışmal arı artmaktadır (Boridy v e ark., 2015; 
Kang ve ark., 2015; Di Cesare Manelli v e ark.,   
2018).  
 
Cel astrol  (CEL),  Tripterygi um wi lfordii  bi tkisinden 
el de edil en bir tri terpendir (Wang v e ark. , 2017).  
CEL’in tek başına, birçok kanserde Protein Kinaz B 
(Akt),  Epidermal Büy üme Faktörü (EGFR) v e c-Met 
gibi hücre içi siny al yol akl arı üzerinden 
antihipertansi f, antienflamatuar v e anti tümör 
özellikl ere sahip ol duğu gösterilmiştir (Hu v e ark.,  
2013; Li v e ark., 2018). Son yıll arda, CEL’in 
antikanser etki  gösterebil ecek mol eküll erl e 
birlikte kull anımına ilişkin yakl aşımlar önem 
kazanmıştır (Boridy v e ark., 2014; Zheng v e ark.,  
2014; Kim ve ark.,  2017). GB tedavisinde 
kull anıl abil en kemoterapötikl erden biri de 
pirimidin anal oğu ol an 5-Fl uorouracil (5-FU)’dir.  
Li teratürde 5-FU-CEL kombinasyonunun GB 
hücrel erindeki antikanser etkil erine ilişkin 
herhangi  bir çalışma bul unmamaktadır.  Bu 
çalışmanın amacı, GB hücresi üzerinde 5-FU CEL 
kombinasy onunun si totoksik etkisinin 
araştırılmasıdır.   
 
 
 
 
 

MATERYAL ve METOT  
Kimy asal Maddeler 
Dul becco’s Modified Eagl e Medy um (DMEM, [ 4.00 
mM/L Gl utamine, 4500 mg/L Gl ucose, Sodium 
Py ruv ate], FBS (Fötal Bovin Serum), L-Gl utamin,  
Penisilin-Streptomisin ve Tripsin-EDTA Capricorn 
markası kull anıl mıştır. Fl askl ar v e 96 kuy ucukl u 
pl akl ar Corning v e Biologix markal arından 
(sırayl a) v e 5-FU (F-6627) v e CEL (C0869) sigma 
marka kull anıl mıştır.  
 
Sitotoksisite Testi 
5-FU v e CEL’in LN-405 hücrel eri üzerindeki  
sitotoksisi te düzeyl erini (IC50=İnhibitör doz) 
saptamak amacıyl a MTT ([ 3-(4,5-dimethyldiazol -
2-yl)-2,5 diphenyl Tetrazolium Bromid] ) y öntemi  
kull anıl mıştır. LN-405 hücre dizi lerine ai t 
hücrel erden 96 kuyucukl u pl ağın her bir 
kuy ucuğuna 8000 hücre ekim y apılmıştır. Bu 
hücrel erin pl ağa y apışması iç in 37 °C’de,  % 5 
CO 2’li  etüv de bir gece inkübe edil miştir.  
İnkübasyon sonunda hücrel erin hücre 
döngül erinin eşi tl enmesi amacıyl a 8 saat serum 
açlığına bırakılmıştır. Serum açlığı sonunda 
hücrel ere farklı konsantrasy onl arda 5-FU v e CEL 
ekl enmiştir. 5-FU v e CEL DMSO ’da çözdrülü v e 
final konsantrasy onunda DMSO oranı % 0,05’in 
al tında tutul du. 5-FU için 25, 50, 100, 250,  500 v e 
1000 µM  , CEL için ise,  0,1, 0,5, 2,  4,  6, 8 v e 
10 µM konsantrasyonl arı hazırl anarak hücrel ere 
sunulmuştur. 72 saat inkübasyondan sonra her bir 
kuy ucuğa MTT (5 mg/1 ml) ekl enmiş ve 3 saat 
inkübasyona bırakıl dı. 3 saatin sonunda her bir 
kuy ucuğa l izis  sol üsy onu (1%Triton-X, 10% 0,1 
mol /l HCl , 89% Isopropanol ) ekl enerek formazan 
kristall erinin çözünmesi sağl andı. Lizis sol üsy onu 
ekl enmesinden sonra her bir kuy ucuğun 570 
nm’deki absorbans değeri  ölçül dü v e Graphad 
Prism programı kull anıl arak IC50  değeri  
saptanmıştır.  Her bir doz 4 kez tekrar edil di.  
 

BULGULAR  
5-FU’nun Sitotoksik Etkisi 
MTT testi sonrasında 5-FU’nun IC50  değeri 229 µM 
olarak saptandı  (Şekil I).  
 

 
Şekil 1. 5-FU’nun LN-405 hücre dizisindeki sitotoks ik etkis i  
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CEL’in  Sitotoksik Etkisi 
MTT testine göre CEL’in LN-405 hücre dizisindeki  
IC50  değeri 5,89 µM olarak saptandı  (Şekil 2).   
 

 
Şekil 2. CEL’in LN- 405 hücre dizisindeki sitotoks ik etkis i  
 
5-FU ile CEL Kombinasy onunun S itotoksik Etkisi 
50 µM 5-FU uy gul andığında hücrel erin %52’si,  
2µM CEL uy gul andığında ise hücrel erin %82’si  
yaşamaktadır. 50 µM 5-FU il e 2 µM CEL birlikte 
uy gul andığında ise hücrel erin %42’si  
yaşamaktadır. Buna göre 2 µM CEL 50 µM 5-
FU’nun etkisini  %19 oranında arttırmaktadır.  
Benzer bir durum 100 µM 5-FU uy gul amasında da 
saptanmıştır. 100 µM 5-FU uy gul amasında 
hücrel erin %51’i  y aşarken 100 µM 5-FU 0,5 µM 
CEL il e birlikte uy gul andığında hücrel erin %38’i, 2 
µM CEL il e uy gulandığında ise hücrel erin %32’si  
yaşamaktadır. Buna göre 100 µM’lık 5-FU’nun 
sitotoksik etkisi 0,5 µM CEL il e birlikte 
uy gul andığında %25, 2 µM CEL ise uy gul andığında 
ise %37 oranında arttırmıştır (Şekil  III).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Şekil 3.5-FU, CEL Kombinasyonunun 5-FU ve CEL' e gör e 
Sitotoks ik Etkis i  
 
TARTIŞMA  
GB,  en agresif bey in tümörl erinden biridir. Kesin 
bir tedavi protokolü ol may an GB’de cerrahi  
sonrası uy gul anan kemoterapinin sağ kal ma etkisi  
ortal ama % 10 ol arak belirtilmektedir 
(Sathornsumetee ve Rich, 2008).  GB’nin kararsız 
genotipik yapıs ı ve y üksek genetik heterojenitey e 
(Haar v e ark., 2012) sahip ol ması GB için net bir 
tedavi protokolünün belirl enmesini  
zorl aştırmaktadır. Ancak son yıll arda doğal  
bil eşikl erin gerek tek başına gerekse 

kemoterapötikl erle kombine uy gul ama 
seçenekl eri üzerinden y eni tedavi protokoll eri  
geliş tirme çalışmal arı artmaktadır (Boridy v e ark.,  
2015; Kang v e ark., 2015). Bunun temel  nedeni,  
kemoterapi uy gul amal arından kay nakl anan kemik 
iliği toksisi tesi (Messaoudi v e ark. 2015) v e 
beraberinde gel en sis temik y an etkil erdir.  

 
5-FU, bir primidin anal oğudur v e GB tedavi  
protokolleri  içerisinde y er al maktadır (Menei v e 
ark., 2004; Cl oughesy v e ark., 2016; Paolillo v e 
ark., 2018). Mil ler v e ark. (2002), tarafından 
yapıl an çalışmada GB’nin 5-FU’y a daha az duy arlı  
olduğu bil diril mektedir. Acra v e ark. (2012) 
tarafından yapıl an çalışmada GB’nin doğası gereği,  
5-FU’y a dirençli ol duğu gösterilmiştir. Bu 
çalışmada da 5-FU’nun IC5 0  değeri diğer kanser 
türl erine göre daha yüksek bul unmuştur (Uchibori  
ve ark., 2012; Nutthasirikul v e ark.,  2015; Tol ba v e 
Abdel -Rahman, 2015). Bu durum GB’nin 
antimetaboli t tedavis ine daha dirençli  ol duğunu 
ve bu direncin üstesinden gelinmesi v e/v ey a 
yumuşatıl ması için al ternatif y akl aşıml arının 
geliş tiril mesi gerektiğini  göstermektedir.  
 
5-FU’nun GB’deki terapötik indeksi diğer 
kemoterapötik ajanl ara göre düşük olduğundan bu 
etkinin arttırıl ması için çeşi tli viral yakl aşıml ar 
geliş tiril mey e çalışıl maktadır (Cl oughesy v e ark.  
2016). Bu çalışmal arın amacı da kemoterapötik 
açıdan etkili bir antimetaboli tin düşük toksisi teyl e 
en fazla terapötik indeksine ul aşmaktadır. Bu 
çalışmada bu amaç doğrul tusunda 5-FU’nun CEL 
ile kull anımının ol ası si totoksik etkisi  
araştırılmıştır.  
 
CEL, triptain ol arak ta bilinen, Çin’de yetişen 
Triptery gium wilfordii isimli bi tkiden el de edil en,  
çeşi tli  in v itro v e in vivo çalışmal arl a 
antikanserojenik ve antienfl amatuar özellikl eri  
gösteril miş önemli bir kinin metid triterpenoidtir 
(Zhu ve ark., 2012). CEL’in antikanserojenik 
özelliğini apoptotik, hücre döngüsü, anjiyogenez 
ve metastaz yol akl arı üzerinden gösterebil diği  
bil dirilmektedir (Hu ve ark., 2013). CEL’in y eni bir 
Hsp90 inhibi törü ol duğu v e kull anıldığında 
hücreyi bu yol akl a endopl azmik retikulum strese 
sürükl ey ebil diği gösterilmiştir (Zhu v e ark., 2012).  
Tanıml anan bu özellikl eriyl e CEL’in diğer 
mol eküll erl e v e kemoterapötik ajanl arl a kombine 
kull anımı (Chen v e ark., 2009, Zheng v e ark.,  
2014) ol dukça il gi çekici bir konudur. Biz de bu 
çalışmada 5-FU il e CEL’in birlikte kull anımı  
araştırıl dı.  
 
Farklı kanser türl erin içeren hücre dizil eri  
kull anıl arak y apıl an çalışmal arda CEL’in IC50  
değeri  birbirl erinden farkl ı saptanmıştır. Wang v e 
ark.(2017) tarafından y apıl an çalışmada ov ary um 
kanseri hücrelerinde CEL’in IC50  değerini  
96.saatte ortal ama 1 µM ol arak, Kim v e ark.(2017) 
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tarafından yapıl an çalışmada anapl astik troid 
karsinoma hücrel erinde 48.saatte 0,94 ve  1,08 µM 
olarak v e Zhu v e ark.(2012) tarafından y apıl an 
çalışmada hepatosel ül er karsinomada 72  saatte 
1,25 µM ol arak saptandığı bil dirilmiştir. Zheng ve 
ark.(2014), tarafından y apılan çalışmada, CEL’in 
ortal ama IC50  değerini (72.saat) ov ary um,  akciğer 
ve prostat kanserl erinde sırasıyl a ortal ama 1, 0,8 
ve 0,6 µM ol arak saptandığı belirtil mektedir. Bu 
çalışmada ise CEL’in IC50  değeri 5,89 µM ol arak 
saptanmıştır.  Bu farklılığın temel  nedeni,  
kull anıl an y öntem,  maddel erin inkübasyon 
sürel eri v e el bette kanser hücre tipl erinin 
farklılığından kay nakl anmaktadır.  
 
Wang v e ark. (2018) tarafından y apıl an çalışmada 
CEL’in 48.saatte U87MG v e LN229 gibi  
Temozol omid (TMZ) duy arlı hücre dizil erinde IC50  
değerleri ortal ama 1µM ol arak saptanırken T989G 
ve LN18 gibi TMZ dirençli hücrel erde ortal ama 5 
µM ol arak saptanmıştır. Bu çalışmada TMZ’y e 
duy arlı ol arak bil inen LN-405 hücre dizisi  
kull anıl mıştır ve bu hücrel erde CEL’in IC50  değeri  
5,89 µM ol arak saptanmıştır.  Bu değer Wang v e 
ark.  (2018) çalışması  il e uy umlu bul unmasına 
rağmen IC50  değerinin diğer GB hücre dizilerine 
göre biraz yüksek bul unması, a) CEL ile TMZ’nin 
farklı mekanizmal ar üzerinde si totoksik etki  
gösterdiğini işaret etmesi dışında, b) GB’de CEL 
duy arlılığında, TMZ duy arlılığında y er al an 
genl erin dışında genlerin rol al dığını  
göstermektedir.  
 
Boridy v e ark. (2014) tarafından y apıl an 
çalışmada ise 3 farklı  GB hücre dizisinde CEL IC50  

değeri, hücrel er arasında fark ol masına rağmen 
24. saat için 5-7 µM arasında saptandığı  
bil dirilmiştir. Bu sonuçl ar, GB’de CEL’in IC50  
değerinin y üksek ol duğunu v e bu çalışmanın 
sonuçlarıyl a uy uml u olduğunu göstermektedir.  
 
Kim v e ark. (2017) tarafından y apıl an çalışmada 
anaplastik troid kars inoma hücrel erinde CEL’in 
pakli taksel il e; Zheng v e ark. (2014)  tarafından 
yapıl an çalışmada ov ary um, akciğer v e  prostat 
hücrel erinde HDAC inhibitörü SAHA 
(Suberoyl anilide hy droxamic acid) il e v e Chen v e 
ark.  (2009) tarafından y apıl an çalışmada ise 
mel anoma hücrel erinde TMZ il e sinerjis tik etki  
gösterdiği  bil diril mektedir.  Bu çalışmada 5-FU il e 
kombine uy gul anan CEL’in 5-FU’nun si totoksik 
etkis ini arttırdığı saptanmıştır.   Li teratürde ne 
GB’de ne de diğer kanser türl erinde CEL’in 5-
FU’nun si totoksis ites ine etkisine ilişkin herhangi  
bir çalışma bul unmamaktadır. Bu çal ışma il e 
literatürde CEL’in 5-FU si totoksik etkis ine katkısı  
ilk defa gösterilmiştir.  
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