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KISALTMALAR 

 

DSÖ  : Dünya Sağlık Örgütü 

GBM  : Glioblastoma Multiforme 

JAK/STAT : Janus Kinaz / Signal Transducer and Activator of Transcription  

BT  : Bilgisayarlı Tomografi 

MRG  : Manyetik Rezonans Görüntüleme 

PET-CT : Pozitron Emisyon Tomografisi 

IDH   : Izositrat Dehidrogenaz 

NOS  : Not Otherwise Specified 

TERT  : Telemeraz Revers Transkriptaz 

EGFR  : Epidermal Growth Factor Receptor 

VEGF  : Vasküler Endotelyal Growth Factor 

FGF  : Fibroblast Growth Factor 

EGF  : Epidermal Growth Factor 

PDGF  : Platelet – Derived Growth Factor 

STAT  : Signal Transducer and Activator of Transcription 

JAK  : Janus Kinaz 

SOCS  : Suppressor of Cytokine Signalignα 

PIK3K : Phosphatidylinositol 3- Kinase 

mTOR :  Mammalian Target of Rapamycin 

GAS  : Growth Arrest Stecific 

ISRE  : IFN - stimulated Response Element 

HIF1α  : Hypoxia – inducible Factor 1 alfa 
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SSS  : Santral Sinir Sistemi 

TMZ  : Temozolomid 

MTT  : (3-(4, 5- dimethylthiazolyl-2)-2, 5- diphenyltetrazolium bromide) 

DMSO : Dimetil Sülfoksid 

RT-qPCR : Kantitatif Real Time – PCR Analizleri 

MMP  : Matrix Metalloproteinaz 

IL  : Interlökin 

IFN  : Interferon  

DMEM : Dulbecco’s Modification of Eagle’s Medium 

FBS  : Fetal Sığır Serum 

MAPK : Mitojen Activated Protein Kinaz 

GAPDH         : Glyceraldehyde-3-Phosphate Dehydrogenase 

VEGF  : Vasküler Endothelial Growth Factor 
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GİRİŞ VE AMAÇ 

 

           Gliomalar, Amerika Birleşik Devletleri’nde, beyin ve santral sinir sistemi tümörlerinin 

%31’ini oluşturmaktadır ve %81’i malign karakterdedir (1). Dünya Sağlık Örgütü (DSÖ) 

sınıflamasına göre malign grupta olan Glioblastoma multiforme (GBM), erişkin beyin 

kanserleri arasında en yaygın olanı ve tüm tedavi protokollerine rağmen (cerrahi, kemoterapi, 

radyoterapi ve/veya kombinasyonları) en mortal seyredenidir (2). Hastalığın seyrindeki 

yüksek morbidite, mortalite ve tedavideki başarısızlıklar hastalığa pesimistik bir bakış açısı 

kazandırmıştır (3).  Tedavideki başarısızlığın ve erken ölümlerin nedenlerinden biri de 

glioblastomaların altında yatan anjiogenezisi içeren karmaşık moleküler temelidir. 

   JAK/STAT sinyalizasyon yolağı anjiogenez ile yakından ilişki bir hücre içi 

sinyalizasyon yolağıdır. Vücudun normal fizyolojik koşullarında önemli görevlerinin yanında 

enflamasyon, fibrozis ve kanser gibi durumlarda da son derece önemli görevler 

üstlenmektedir. Bu bakımdan son yıllarda yapılan moleküler temelli çalışmalarda sıkça 

çalışılan yolakların başında gelmektedir. Yine gliomaların moleküler patofizyolojisindeki rolü 

bildirilmekte, laboratuar çalışmalarında da olsa yolağın inhibitörleri ile ilgili çalışmaların 

giderek arttığı dikkat çekmektedir. Sonuç olarak bu çalışmada; bir glioblastoma multiforme 

hücre hattı olan U87 ile üç boyutlu tümör modeli oluşturma ve söz konusu iki ajanın 

JAK/STAT sinyal yolağının iki farklı düzeyde engellenmesi araştırılmıştır. Aynı zamanda bu 

yolağın susturulmasının anjiogenezis üzerindeki etkileri karşılaştırılacaktır. Bu sayede 

gliomaların moleküler özelliklerini daha iyi anlamak ve böylece gelecek yeni çalışmalar ile 

tedavide yeni moleküler hedefler belirlenmesi umut edilmektedir. 
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GENEL BİLGİLER 

GLİOBLASTOMA 

 Tarihçe          

 İnsanoğlunun kafatası ve içindeki beyin dokusuna olan ilgisi bundan on bin yıl 

öncesine dayanmaktadır.  Orta Anadolu ve Kapadokya’nın ilk yerleşim yeri olarak bilinen 

Aşıklı Höyük’ teki kazı çalışmalarında bulunan ve tarihin ilk beyin ameliyatının yapıldığı 

belirtilen kafatasının, 20-25 yaşlarında ve cerrahi sonrasında 10 gün hayatta kalıp ölen bir 

kadına ait olduğu gösterilmiştir. Tarihte santral sinir sistemi tümörlerine ilişkin bilinen ilk 

raporlar, otopsi materyallerinde morfolojik düzeyde incelenmiş olup 1800’ de Berns ve 1804’ 

te Abernety tarafından bildirilmiştir (4). Merceklerin geliştirilmesi ve modern mikroskobun 

1830’da J. J. Lister tarafından ortaya konulması ile histopatolojik inceleme dönemi 

başlamıştır (4). Modern otopsinin temelini oluşturan çalışmalarıyla, ilk kapsamlı 

histomorfolojik tanımı, 1865’te Alman patolog Rudolf Wirchow yapmıştır (5). Wirchow,  

sağlıklı ve tümörlü dokuyu histolojik olarak ayıran ve ilk ‘gliom’ terimini kullanan kişidir [6]. 

Mikroskobik boyanma özelliklerine göre beyin tümörlerini 2 guruba ayırarak (düşük dereceli 

ve yüksek dereceli olarak)  ilk sınıflamaya öncülük etmiştir (4,6). 20. Yüzyıl başlarında doku 

kültürü çalışmalarıyla beraber glioblastomalar, hücresel (nekroz, çoğalma ve hücre 

morfolojisi) özellikleriyle birlikte incelenmeye başlanmıştır (7). Wirchow’un gliomları 

morfolojik olarak tanımlamasından yaklaşık 100 yıl sonra, 1926’da prekürsör hücrelerin 

tanımlanması ile Amerikan nöropatolog Percival Bailey ve Harvey Cushing tarafından, DSÖ 

2016 sınıflamasının dayandığı, gliomların modern sınıflamasının temelleri atılmış, GBM’e ilk 

isimlerinden olan ‘spongioblastoma multiforme’ adı verilmiştir (4). 20. Yüzyılın ikinci 
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yarısında gelişen moleküler belirteçlerle beraber gliomların sınıflamaları ve tanımlamaları 

bugünki halini almaya başlamıştır (4). Bu yüzyıldaki gelişmelere katkı sağlayan bir diğer alan 

da 1895’de X ışınlarının Wilhelm Roentgen tarafından keşfi olmuştur (8). 1904’de ilk nöro 

görüntüleme Amerikan dergilerinde raporlanmıştır (8). 1918-1919 yıllarında Walter E. 

Dandy, boşluklu organlardaki havanın, organın ana hatlarını çizmesi esasını beyine de 

uyarlamış ve bu fikir pnömoensefalografi ve ventrikülografiyi doğurmuştur (8). Yapılan direk 

grafilerde saptanan kalsifiye tümörler, 20. Yy. başlarında beyin tümörü teşhisinin kesitsel 

görüntülemeler elde edilene kadarki ilk başlangıcı olmuş ve ilk pediatrik beyin tümörü bu 

teknik kullanılarak 1952’ de teşhis edilmiştir (9).      

 Tarihte ilk beyin tümörü ameliyatı 25 Kasım 1884’te, Rickmann J. Godlee tarafından 

yapılmıştır (10). Ülkemizde ise ilk nöroşirurji operasyonları; trigeminal nevralji, spinal kord 

ve beyin tümörleri üzerine, 1923’te Dr. Tuner tarafından yapılmıştır (11). Aynı yıllarda 

Dandy tarafından yapılan hemisferektomilerle glioblastomların ne kadar invaziv ve kötü 

seyirli olduğu ortaya konmuştur (12). Aradan geçen zamana ve tüm gelişmelere rağmen 

gelinen noktada kraniyal tümörler içerisindeki glioblastomalar, kötü seyrine devam 

etmektedir (13). Bu durum da, tarihten bu yana yapılan morfolojik, radyolojik, histolojik ve 

anatomik incelemelerin yanı sıra, moleküler incelemelerin de önemini ve gerekliliğini 

tartışmasız kılmaktadır (14).         

  

Epidemiyoloji        

 Glioblastoma multiforme en kötü seyirli primer beyin tümörüdür (1). Beyaz ırkta siyah 

ırka göre daha sıktır (15). Ülkemizde epidemiyolojik veriler kısıtlı olsa da tek merkezli 

yapılan retrospektif bir çalışmada primer beyin tümörlerinin ikinci en sık olanı 

glioblastomalar olarak bulunmuştur (16). Ülkemizde, beyin, meninksler ve merkezi sinir 

sistemi kanserlerinin insidans hızı erkek cinsiyette kadına göre fazladır. Beyin ve santral sinir 

sistemi tümörlerinin tüm yaş guruplarında insidansı Amerika Birleşik Devletleri’nde yüz 

binde 22.64’ tür. Bu tümörlerin yaklaşık üçte ikisi benign karakterdedir. Malign karakterde 

olanların ise yaklaşık %80’ ini gliomlar oluşturur (17). Bunların yarıdan fazlasını da GBM ve 

evre 4 astrositomlar oluşturur (Şekil 1). Ortalama tanı yaşı 64’tür. Genel sağ kalım ise tüm 

tedavi yaklaşımlarına rağmen, tanı anından ilk bir yıla kadar %17-30, ikinci yılda ise %3-5’tir 

(18).      
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Birleşik Devletler merkezi beyin tümörü kayıt defterine (CBTRUS)  göre 2013-2017 

yılları arasında yapılan bir çalışmada primer beyin ve diğer santral sinir sistemi tümörlerine 

bağlı ölen sayısı 81.246, ölüm hızı ortalama yüz binde 4,42’dir (19). Yine aynı çalışmada en 

sık görülen primer malign beyin tümörü glioblastomdur (tüm tümörlerin % 14,5' i ve kötü 

huylu tümörlerin % 48,6' sı) (19).        

 1996 yılında Mayo klinik tarafından yayınlanan bir çalışmada; ortalama yaşı 62 olan, 

64 hastanın %81’ inin gliblastoma multiforme tanısı aldığı ve bu hastalara yapılan genel 

tedavi masraflarının 1993 Amerikan doları değeriyle kişi başı 67.887 $ olduğu bildirilmiştir 

(20). 2020 yılında yayınlanan bir çalışmada ise hastaların tedavi aldıktan sonra %46’ sının 

emekli olduğu ve çalışamayacak duruma geldiği gösterilmiş, mortalitenin yanı sıra 

morbiditenin de önemi vurgulanmıştır (18).  

GBM 

Diğer 
gliomalar

Diğer astrositomlar

Oligodendrogliomlar

Anaplastik 
astrositom

Pilositik astrositom 

Ependimom Diffüz astrositom

GBM %51,2

 

Şekil 1. Santral sinir sistemi gliomlarının dağılımı (21).                                                                                

 

Etiyoloji         

 Glioblastomaların yaş ile birlikte görülme sıklığı artmaktadır (18). Görülme 

sıklığındaki artışa rağmen etiyolojisi net olarak bilinmemektedir (21). Bazı çevresel ve 

genetik faktörlerin üzerinde durulmaktadır. Araştırılan bu faktörler arasında en iyi bilinen ve 

kanıtlanmış çevresel faktör iyonizan radyasyon maruziyetidir (22,23,24). İyonizan radyasyon 

DNA hasarı oluşturan bir etkendir (25). İyonizan radyasyona maruz kalınan yaş ne kadar 

küçükse risk o kadar artar (23). Beş yaş öncesinde kraniyal ışınlama alan çocuklarda riskin 30 
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kat arttığını gösteren çalışmalar mevcuttur (26).      

 Alerji ya da atopi hikâyesi ve ailesel kalıtımın etiyolojide rol oynadığı 

düşünülmektedir (23). Atopi ve alerji hikâyesinin GBM riskini azalttığına dair epidemiyolojik 

çalışmalar mevcuttur (27). Bir tümör; ailesel kalıtım (germline), kazanılmış (somatik) veya 

bunların birlikteliği olan poligenetik kalıtımla ortaya çıkar. Li-fraumeni Sendromu, Turcot 

Sendromu, Lynch Sendromu, Nörofibromatozis 1 ve 2, Cowden Sendromu ve 

Tüberosklerozis mendelien kalıtımla ortaya çıkan gliomların sendromik olanlarına örnektir 

(23).  

Glioblastom etiyolojisindeki,  kanıtlanmış çevresel ve genetik faktörlerin yanı sıra 

günümüzde hala tartışma konusu olan ve araştırılmaya devam edilen etkenler söz konusudur. 

Vinil klorür, pestisit, sigara, petrol rafine etme ve sentetik kauçuk üretimi gliomların gelişimi 

ile net olarak ilişkilendirilmemiştir (28).  Formaldehit, cep telefonundan gelen 

elektromanyetik dalgalar ve non-iyonize radyasyonun GBM ‘e yol açtığı kanıtlanmamıştır 

(28). Yapılan çalışmalarda; risk faktörü olabileceği üzerinde durulmuş ancak uzun vadeli 

çalışmalara ihtiyaç olduğu belirtilmiştir (29). Beslenme alışkanlıkları üzerine yapılan bir 

çalışmada; kırmızı et ve ürünlerinin glioma riskini artırdığı ispatlanamamıştır (30). 

            

 Klinik          

 Gliomların klinik başvuru şekli; beyinde yerleştikleri lokalizasyona, cinsine ve 

boyutlarına göre değişiklik gösterir (28,31). Sıklıkla supratentoryal yerleşimli olan gliomların 

en sık (%68) klinik karşılığı ilerleyici nörolojik defisittir. Baş ağrısı ikici en sık başvuru 

şikâyetidir. Nöbet, mental değişiklikler, görme ve konuşma bozuklukları karşımıza 

gelebilecek klinik başvurulardan birkaçıdır. Nöbet daha çok düşük dereceli glial kitlelerin 

başvuru nedeni olsa da, yüksek dereceli oligodendrogliomlar da nöbetle karşımıza çıkabilir. 

İnfratentoryal yerleşimli kitleler ise genellikle; baş ağrısı, bulantı, kusma, papil ödemi, 

yürüme bozukluğu ve kraniyal sinir tutulumları ile ortaya çıkar. İntrakraniyal damarların 

tümör hücreleri tarafından tıkanması veya tümör içi kanama gibi durumlarda geçici iskemik 

atak benzeri bulgular görülebilir. Anatomik lokalizasyona göre de glioblastomlar klinik 

bulgular verebilir. Frontal lob lezyonlarında başta kişilik değişiklikleri olmak üzere, abuli, 

demans gibi bulgular görülebilir. Temporal lob lezyonlarında ise duyusal ve olfaktör sanrılar, 

deja vu ve hafıza bozuklukları gelişebilir. Parietal lob lezyonlarında ise vücudun karşı 

yarımında hemiparezi ve agnozi oluşabilir. Oksipital lob lezyonlarında görme kayıpları, 

korpus kallosum tutulumunda ise kelime körlüğü (aleksi) görülebilir. Glial tümörlerde 



6 

hastaların semptomlarını belirleyen bir diğer önemli unsur tümörün büyüme hızıdır. Yavaş 

büyüyen tümörler daha çok nöbet yakınmaları ile başvururken; hızlı büyüyen progresif 

tümörler baş ağrısı, motor kayıplar ve mental durum değişikliklerine neden olarak daha 

gürültülü bir tablo ile başvurabilirler (24). Her zaman lokalizasyon, tümör tipi ve büyüme 

hızı ilişkili klinik sunuş görülmeyebilir. Organ nakilleri sonrasında alıcıda görülen 

glioblastomlar, yanlışlıkla Angiostrongylus cantonensis tanısı alan sekonder GBM, serebellar 

kistik gliomlar,  ekstrakranial organlara metastazı (akciğer karaciğer vb.), servikal miyelopati 

(32) ve hatta kalvaryal invazyonla sunumu, GBM’ in nadir görülen klinik biçimleridir (33-

36). Bu nedenledir ki GBM’ in klinik yansıması geniş bir yelpazeye sahiptir. 

Tanı         

 Glioblastomlarda tanısal görüntüleme genellikle; akut başlangıçlı şikayetlerde (nöbet, 

geçici iskemik atak gibi)  bilgisayarlı tomografi (BT) , kronik şikâyetlerde (ilerleyici nörolojik 

defisit, baş ağrısı gibi) ise manyetik rezonans görüntüleme (MRG) ile yapılmaktadır. 

 Bilgisayarlı tomografide; belirsiz sınırlı hipodens alan, kafa içi basınç artışına bağlı 

sulkuslarda silinme, kitle içi kanama sonucu hipodens alan içerisinde sınırları nispeten düzenli 

hiperdens alan glioblastomun belirtilerindendir. Kitlenin lokalizasyonuna ve boyutuna bağlı 

olarak ventrikül basısı, orta hat şifti olabilir. Bu radyolojik görünüm sonrasında şikayetlerin 

başlangıcı ve süresi önemli olmaksızın hasta kontrastlı MR ile tetkik edilmelidir (37). 

 Manyetik rezonans görüntülemede glioblastomların radyolojik özellikleri, tümörün 

evresine göre değişiklik gösterebilir. Düşük dereceli gliomalarda MRI’ da T2 hiperintens, T1 

komşu parankim ile izointens ve kısmi kontrast tutulumu olabilir. Erken evre gliomalarda bu 

gibi durumlarda MR Spektroskopi ile bazı hücre içi ve hücrelerarası biyokimyasal belirteçler 

kullanılarak erken tanıya gidilebilir. Yüksek glial kitlelerde ise; MRG’ de kitlesel lezyon 

etrafında periferik heterojen kontrast tutan, yoğun halka şekli ve lezyon içerisinde nekroza 

sekonder hipointens alan görülür. Nekroz GBM için spesifik bir radyolojik görünümdür. 

Tanısal görüntülemede kitle etkisine sekonder vazojenik ödem, kitle içine kanama (akut veya 

kronik zeminde) ve kitlenin bası etkisine bağlı orta hat şifti olası görüntülerdendir. İlk tanı 

aracı değilse de klinik takipte uzak metastaz düşünülen hastalarda Pozitron Emisyon 

Tomografisi (PET-CT) de kullanılabilir (28).   
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Şekil 2. GBM hastanın preoperatif görüntülemelerinde; sağ serebral hemisferde 

parietotemporooksipital bölgede, en belirgin yerinde 57x90x70 mm 

olarak ölçülen, santralinde patolojik kontrast fiksasyonu gösteren 

yaklaşık 40 mm çapında solid komponent içeren, T2 hiperintens kistik 

natürde lezyon izlenmektedir. Tariflenen lezyon basısına sekonder orta 

hattan sola doğru 9 mm şift mevcuttur. 

Tedavi         

 Gliblastom tedavisi; medikal, cerrahi, radyoterapi, kemoradyoterapi ve 

immünmodülatörleri içeren multifonksiyonel bir yaklaşımı barındrır. İlk tanı anında başlanan 

tedavi, ödeme sekonder belirtilerin azalmasına yönelik antiödem tedavidir. Bu amaçla 

başlanan kortikosteroidler (deksametazon) tedavi süresince veriliyor olsa da hastalığa ilişkin 

etkisi hakkında tartışmalar devam etmektedir (38). Biyopsi veya cerrahi tedavi olarak total 

rezeksiyon primer seçenektir. Cerrahi tedavinin sağ kalım üzerindeki etkisi daha birçok 

faktöre bağlıdır. Özellikle yaşlı hasta gurubunda cerrahi seçeneği kişiye göre özelleştirilir. 

Primer tedavi; uygun ve yeterli cerrahi rezeksiyonun ardından; radyoterapi ve/veya eş zamanlı 

kemoterapi şeklindedir (39,40). Son zamanlarda immunoterapideki hızlı ilerleme GBM 
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tedavisi için yeni seçenekler sağlamıştır (41). İmmünoterapide amaç, vücudun tümöre olan 

bağışıklık sisteminin aktivasyonunu artırmaktır. Henüz etkileri kanıtlanmamış olsa da 

GBM’de gen* tedavileri ile ilgili de çalışmalar mevcuttur (42). Büyümesini invazyon ve 

anjiyogenez sayesinde sağlayan GBM’de moleküler odaklar hedef alınarak tedavi seçenekleri 

oluşturulmaktadır.           

GLİOMALARIN TARİHSEL SINIFLAMASI VE GÜNCEL SINIFLAMA 

 Sınıflamasının, tedavisinden geç yapılmaya başlandığı beyin tümörleri hakkında ilk 

fasikül 1952’de Armed Forces İnstitute of Pathology (AFIP) tarafından yayınlanmıştır (43). 

1952’de DSÖ (Dünya Sağlık Örgütü) tümör patolojisine yaklaşım açısından 3 ana öğe 

(anatomik bölge, histolojik tümör tipi ve malignensi derecesi) belirlemesine rağmen bunlar 

sistematik halde bir sınıflamaya dönüşmemiştir (44). Bu çerçevede AFIP’nin yayınladığı 

makale ve fasiküller 27 yıl kadar etkinliğini sürdürmüştür.1979 yılında DSÖ tedavi ve 

prognoz odaklı bir sınıflama yapmak üzere Oslo’da 300 patolog ile beraber, Dr Klaus J Zülch 

yöneticiliğinde toplanmıştır (44). Bu toplantıda histolojik, patolojik ve klinik yaklaşım 

temelleri tartışılsa da, Dr. Zülch bir nöroonkolog olduğu için  tümör sınıflamasında tanısal 

yaklaşımın yanı sıra tedavi ve prognozun da göz önünde bulundurulmasını savunmuştur. 

Bunun olumsuz yanı ise bazı tümörlerin histolojik yapısı agresif olmasa dahi klinik olarak 

mortaliteye neden olabildiği durumlarda agresif tümör olarak sınıflandırılmasıdır (44). Bu 

tartışmalar sonucunda histolojik yapı ve klinik beraber değerlendirilmesi  kararı alınarak ilk 

mavi kitap olan histolojik sınıflama yapılmıştır (Şekil 3).  

 

Şekil 3. 1979,1993,2000,2007 DSÖ SSS Tümörleri mavi kitap edisyonları. 
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Dünya Sağlık Örgütü mavi kitaplarında, tüm sistemlerin edisyonu tamamlandıktan 

sonra yenilenme yapıldığı için kitapların değişimi nöropatoloji alanındaki değişimlere 

yetişememiştir. Bu durum 2014’de ediyon güncellemesi adı altında Harlem konsessus 

rehberini ortaya çıkarmıştır (44). Bu rehber histopatolojik tanı, WHO (World Health 

Organization) derecesi, moleküler değişiklik ve entegre tanıyı içermiştir (45).  

             

GLİOMALARDA 2016 SINIFLAMASININ GETİRDİĞİ ETKİ VE 

FARKLILIKLARI     

Dünya Sağlık Örgütünün 2016 Sınıflamasında, 2014 yılında güncellenen edisyondaki 

entegre tanı sistemine, moleküler belirteçler de eklenmiştir. Moleküler özelliklerden IDH 

mutasyonu, 1p/19q kodelesyonu, H3K27M mutasyonu, RELA füzyonu yeni sınıflamada 

doğrudan tanı içerisinde yer almıştır (45). Örneğin yeni sınıflamada oligodendrogliom tanısı 

molkeüler belirteçleri de belirtilerek; WHO grade 2,IDH mutant, 1p19q kodelesyonu olarak 

kullanılmıştır (44). 2016 sınıflamasında en temel değişiklikler; diffüz gliomlar, 

medullablastom ve embriyonel tümörlerde yapılmıştır. Bu değişikliklerin temel amacı; 

tümörleri moleküler özelliklerine göre sınıflandırmak, klinisyene doğru ve güvenilir bilgi 

vermek ve erişkin ve bazı pediatrik tümörleri birbirinden ayırmaktır.    

Eski sınıflamada glial kitleler; astrositik tümörler, oligoastrositomlar, 

oligodendrogliomlar ve ependimom olmak üzere 4 sınıfa ayrılıyordu. 2016 sınıflamasında ise 

diffüz gliomlar, diğer astrositomlar ve ependimom olmak üzere 3 sınıfa ayrılmaktaydı. 

Glioblastomlar eski sınıflamada astrositik tümörler içinde yer alırken, yeni sınıflamada diffüz 

gliomlar içinde yer almıştır. 

Glioblastomlar WHO 2016 sınıflamasına göre 3 guruba ayrılmıştır. Bunlar IDH 

mutant, IDH mutant olmayan ve NOS(Not otherwise specified)tur [45]. IDH non-mutant 

gurup ise 4 ‘e ayrılmıştır. Bunlar; dev hücreli glioblastom, gliosarkom, epiteloid glioblastom 

ve sınıflamaya yeni eklenen bir tanı olan diffüz orta hat gliomudur (46).   

 IDH non mutant glioblastomlar tüm glioblastomların %90’ını oluşturur. Median yaş 

62 olup erkek cinsiyette sıklığı daha fazladır. Eski sınıflamada ‘primer’ ya da ‘de novo’ 

glioblastom olarak geçen IDH non mutant glioblastomların 4 alt tipi vardır. Bunlar; küçük 

hücreli, primitif nöronal bileşenli, granüler hücreli ve lidip hücreli/lipidize glioblastomdur.

 IDH mutant glioblastom yeni sınıflamada glioblastom multiforme yerine 

kullanılmaktadır. Bu gurupta median yaş 45 olup kadın erkek insidansı eşittir. Sıklıkla frontal 

lobu tutmaktadır.          
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 2016 sınıflaması sonrasında 3 yeni güncelleme daha yapılmıştır (44).  2016 yılındaki 

sınıflamada NOS ifadesinin;  difüz glial tümörlerde önemli yere sahip olan IDH mutasyonu 

ve 1p/19q kodelesyonu moleküler değişikliklerine karar verilemediği, yani bu moleküler 

değişikliklere yönelik testler yapılamadığı durumların yanı sıra, test yapılabildiğinde de test 

sonuçları arasında uyumsuzluklar olduğunda kullanılması önerilmiştir (44). Ancak bu ifade 

tanısal zorluk yaşanan her olguda kullanılmaya başlanmış ve klinik karmaşalara yol açmıştır. 

cIMPACT- NOW(the Consortium to Inform Molecular and Practical Approaches to CNS 

Tumor Taxonomy) 1. güncellemesinde “NOS” ifadesinin kullanım alanının sadece moleküler 

değişiklikler yönünden test yapılamadığı durumlar ile sınırlandırılması önerilmiştir. Yani 

diffüz glial bir tümörde IDH mutasyonuna ve/veya 1p/19q kodelesyonuna bakılamadığı 

durumlarda tümöre “Difüz astrositom, NOS”, “Oligodendrogliom, NOS” tanısı verilecektir 

(44).  2. güncellemenin konusu H3K27M mutant ve IDH mutant diffüz gliallerdir. 

2016 sınıflamasında H3K27M  mutasyonun sadece difüz orta hat gliomlarına spesifik olduğu 

ve Grade 4 olarak derecelendirildiği bildirilmiştir (45). Ancak mutasyonu gösteren ve 

infiltratif olmayan tümörlerin varlığının ortay çıkması bu tümörlerin hepsinin Grade 4 olarak 

evrelendirilmesinin yanlış olduğunu ortaya koymuştur. cIMPACT-NOW 2. güncellemesinde 

“Difüz orta hat gliomu, H3K27M mutant, WHO Derece IV” tanısının tümörün orta hat 

yerleşimli, infiltratif patern gösteren ve mutasyona sahip tümörler ile sınırlandırılmasını 

önermiştir. IDH mutant diffüz gliallerde ise tüm immünohistokimyasal ve mikrosatellit 

analizleri birlikte yapmak yerine, algoritma temasında tek tek yapmak önerilmiştir. Örneğin; 

difüz glial bir tümör, IDH mutant olduğu anlaşıldıktan sonra , önce ATRX ve p53 

immünohistokimyasal boyaması ile incelenecek, ATRX immünoekspresyon kaybı 

saptandığında mutasyon lehine değerlendirilerek, p53 ile de yaygın ve koyu boyanma 

gösterilirse tümör IDH mutant bir astrositik tümör olarak tanımlanacaktır.  IDH mutasyonu 

varken, ATRX immünoekspresyonu korunmuş, p53 ile fokal boyanan ya da hiç boyanma 

göstermeyen bir difüz glial tümörde ise 1p/19q kodelesyonu araştırılacak, kodelesyon da 

saptanır ise tümör oligodendroglial tümör olarak kabul edilecektir (44).   

 Üçüncü güncelleme IDH wild tip tümörlerde glioblastom moleküler özellikleri üzerine 

yapılmıştır. Diffüz glial tümörlerde öğrendiğimiz moleküler değişiklikler IDH, ATRX ve p53 

mutasyonlarından ibaret değildir. IDH-wt tümörlerde Telomeraz Reverse Transkriptaz 

(TERT) promotor bölgesinde mutasyon varlığında, EGFR amplifikasyonu varlığında, 

Kromozom 7 kazanımı ve Kromozom 10 kaybı olduğunda da tümörler glioblastom benzeri 

klinik seyir göstermektedir. Şaşırtıcı olan ise bu moleküler değişiklikleri gösteren tümörlerin 
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bazılarının hiçbir yüksek derece morfolojik bulgusu göstermemesidir . cIMPACT-NOW 3. 

Güncellemesinde; IDH-wt tümörlerde morfoloji glioblastomu desteklemese dahi TERT 

mutasyonuna, EGFR amplifikasyonuna, Kromozom 7 kazanımı / Kromozom 10 kaybına 

bakılması gerekliliği vurgulanarak bu moleküler değişikliklerden herhangi birinin tespiti 

durumunda tümörün “Glioblastom moleküler özellikleri gösteren difüz glial tümör, WHO 

Derece IV” olarak kabul edilmesini önerilmiştir (44).     

           

 GLİOBLASTOMLARIN MOLEKÜLER MEKANİZMASI   

 Glioblastoma tedavisinde, günümüz şartlarında hala önemli bir aşama 

kaydedilememesinin nedeni hastalığın altında yatan karmaşık moleküler düzendir. Bu 

moleküler temelin önemli bir bölümünü de, glioma hücrelerinin  etraf sağlam dokuya 

invazyonu ve akabinde anjiogenezisi oluşturur (47). Glioblastomlar vaskülaritesi en yüksek 

tümörler arasındadır (48). Bu yoğun vaskülarite peritümöral ödemden sorumludur (49). 

Anjiogenez 3 aşamada gerçekleşir; kan damarının bozulması, bazal membran ve onu 

çevreleyen ekstrasellüler matriksin bozulması ve endotel hücrelerinin göçü ile yeni kan 

damarlarının oluşması (47). Glioma hücreleri serebral kan damarları çevresinde toplanarak, 

astrositik bağlantıları kaldırır ve endotel-bazal membran arasındaki ilişkiyi bozar (49). 

Etkilenen endotel hücreleri Angiopoetin-2 salgılar ve damar duvarı stabilizasyonu bozulur 

(50). Angiopoetin-1 ve 2, tirozin kinaz aracılığıyla anjiogenez için bir kontrol noktası 

oluşturur (51).      

Damar duvarında ve çevresindeki ekstrasellüler matriksteki bozulma, matriks 

metalloproteinazlarını ortaya çıkararak invazyonu kolaylaştırır (47). Bu enzim ailesindeki 

gelatinazlar astrositomlarda yüksek ekspresyon seviyelerine sahiptir (52).  

 Vasküler homeostaz pro-anjiyojenik ve anti-anjiyojenik uyarılar arasındaki bir denge 

ile yönetilir. Pro-anjiyojenik uyarılar anti-anjiyojenik uyarılara baskın olduğunda gliomlarda 

damarlanma artar (53). Beyin tümörlerinde anjiyojenik mekanizmaların en güçlü aktivatörü 

doku hipoksisidir (47). Büyüyen tümörün neden olduğu hipoksik ortam, anjiogenezin 

uyarılmasına ve tümör hücrelerinin malign potansiyelinin artmasına katkı sağlar (54,55). 

Angiogenezisi engelleyerek tümör büyümesinin önüne geçilebileceği görüşü ilk defa 1971 

yılında Folkman tarafından ortay atılmış olup sonrasında pek çok tedavi protokolünde bu tip 

ajanlar rutin tedaviye girmiştir (56). GBM anjiogenezin etkin rol oynadığı yüksek vasküler 

özellikler gösteren bir tümördür. Bu bakımdan tedavide anti-anjiogenetik moleküllerin 

kullanılması iyi bir seçenek gibi gözükmektedir (57). Nitekim 2009 yılında FDA (US Food 
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and Drug Administration), VEGF inhibisyonu yoluyla  anti-anjiogenik etki gösteren 

bevacizumabın, nüks GBM’da kullanılmasına onay verilmiştir (58). Ancak bazı 

kısıtlamalardan dolayı GBM tedavisinde anti-anjiogenik moleküller rutin tedavide yer 

alamamaktadır. Bu kısıtlamaların başında, VEGF ya da PDGF inhibitörleri tedavisi uygulanan 

hastalarda tümör rekürrensinin olması ve hatta tekrar eden tümörün daha agresif ve invazif bir 

şekilde ortaya çıkmasının  tespit edilmesi gelir (3). Nöronal sitotoksisite, tümör hücrelerinin 

invazifliğinin artması ve tedaviye direnç gelişmesi yine anti-anjiogenik tedavinin olumsuz 

yönleridir (59). Tedaviye yanıtta başarısızlığın patofizyolojisi ise tümör hücrelerinin VEGF 

inhibitörü ile inhibe edildiğinde, fibroblast büyüme faktörü (FGF) gibi diğer proanjiogenik 

moleküller üretmesi olduğu düşünülür (3).      

Klasik olarak GBM’ lerin, farklı kromozom anomalilerine sahip ve sağ kalım süreleri 

farklı olan 2 farklı antite olduğu düşünülmektedir. Bunlar Primer/De Novo GBM ve Sekonder 

GBM(düşük dereceli glial tümörlerden malign dejenerasyonla oluşan)’ dir (3). Bu iki 

antitenin farklı genetik yolaklar ile geliştiği bilinmektedir (60). Sekonder GBM’ler daha 

öncesinde görülen anaplastik astrositomlardan gelişen bir grup olup IDH1/2, TP53 (p53) ve 

ATRX gen mutasyonlarını içerir (61). IDH1 mutasyonu az sayıdaki primer GBM olgularında 

görülse de  sekonder GBM için moleküler bir belirleyicidir (62). Zaten bu mutasyona sahip 

primer GBM’ li olguların da sekonder GBM’ ler gibi öncül lezyonlardan geliştiği ancak bu 

gelişmenin hızlı bir şekilde olması ile klinik olarak gözden kaçtığı düşünülmektedir (63). 

IDH-1 mutasyonu aynı zamanda uzun sağ kalım süresi ile ilişkilendirilmiştir.  Bir yıldan daha 

az sağ kalım süresi olan primer GBM’lerde ise TERT, PTEN mutasyonu ve EGFR’nin fazla 

ekspresyonu görülür (61,64). Platelet-derived growth factor (PDGF) ve epidermal growth 

factor (EGF) gibi büyüme faktörlerinin ve reseptörlerinin gliomaların gelişmesinde etkili 

oldukları tespit edilmiştir (3).  Aynı zamanda fizyolojik şartlarda glial hücre gelişmesinde de 

etkili olan bu faktörlerin, PDGF’nin düşük dereceli gliomaların ve oligodendrogliomaların 

gelişmesinde, EGFR’nin ise yüksek dereceli gliomaların gelişmesinde etkili oldukları tespit 

edilmiştir (65,66). Karsinogenezinin gelişmesi alanında yapılan çalışmalar, EGFR artışı ile 

STAT3 gen artışının korele olduğunu göstermektedir (67). Fan ve ark. tarafından gliomalarda, 

EGFR artışı ile STAT3 transkripsiyon faktörünün arttığı in vivo ve in vitro olarak 

gösterilmiştir (68).          

     

JAK/STAT SİNYALİZASYON       

 JAK/STAT (janus kinaz/signal transducer and activator of transcription) yolağı, 
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enflamasyon ve kanser gelişmesinde önemli rol oynayan bir hücre içi sinyalizasyon yolağıdır 

(69). Hücre yüzey ligand reseptörlerine, reseptörün hücre içi kısmına bağlı olan JAK ters 

fosforilizasyon ile aktive olur.  JAK aktivasyonu ile sitoplazmada yer alan STAT’lar seçici 

olarak fosfarile edilir ve sitoplazmada STAT dimerleri oluşur. STAT dimerleri bir 

transkripsiyon faktörüdür ve nükleusta hedef genin promotör bölgesine bağlanarak gen 

regülasyonu düzenlenir (70). Yapılan çalışmalar ile JAK/STAT yolağı pek çok kanser ile 

ilişkilendirilmiştir. Kolon kanseri, kolorektal kanserler, pankreas kanseri, prostat kanseri, 

gastrik karsinomlar ve hepatasellüler karsinom ile yakından ilişkili olduğunu gösteren pek çok 

moleküler çalışma mevcuttur (69). Bunun yanısıra GBM olgularında da özellikle STAT3’ün 

terapötik bir hedef olabileceği bildirilmiştir (Şekil 4) (71).  

 

Şekil 4. JAK/STAT sinyalizasyon şematik görüntüsü.  
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NİFUROKSAZİD KİMYASAL ÖZELLİKLERİ    

 Nifuroksazid oldukça yaygın kullanılan, bakteriyel kaynaklı kolit ve diyarede uzun 

yıllardır kullanılan bir barsak antiseptiğidir.  Sahip oldukları nitro grubu ( NO2), bu grup 

ilaçlara çok etkili bir antimikrobiyal ve antiparaziter özellik kazandırır (72). Son yıllarda 

melanoma, göğüs ve kolorektal kanserlerde anti-tümör etkileri bildirilmiştir (73). Son olarak 

Ye ve ark., nifuroksazidinin STAT3 yolağı vasıtasıyla kolarektal kanserlerde metastazı 

engellediğini yayınlamışlardır (74). Yine pek çok kanser hücresinde STAT3 fosforilayonunu 

engellediği ve böylece anti-tümöral özelliğe sahip olduğu dikkat çekmektedir (75).       

 

      RUKSOLİTİNİB KİMYASAL ÖZELLİKLERİ     

 Ruxolitinib (INCB018424), Incyte Corporation (Wilmington, DE, USA) şirketi 

tarafından geliştirilen JAK 1 ve JAK 2 inhibitörüdür. “Küçük molekül inhibitörü olan 

ruxolitinib’in, FDA (United States Food and Drug Administration) tarafından myelofibrozis 

hastalarının tedavisinde rutin kullanımı onaylanmıştır (76). Kaposi sarkomu, alopesi areata, 

polisitemi vera, kortikostresoidlere dirençli graft versus host hastalığı gibi diğer alanlarda 

umut verici sonuçları yayınlanmıştır (77). Yapılan bir diğer çalışmada ruxolitinibin, JAK2 

üzerinden JAK/STAT yolağını engelleyerek VEGF ( vascular endothelial growth factor) ve 

HIF 1 α (hypoxia inducible factor-1 α) ekspresyonun azaltarak angiogenezi engellediği 

bildirilmiştir (78). 
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GEREÇ VE YÖNTEMLER 

 

Çalışma Trakya Üniversitesi Tıp Fakültesi, Tıbbi Biyoloji Anabilim Dalı’nda bulunan 

Hücre Kültürü laboratuvarında yürütüldü. Tablo 1 ve tablo 2’ de çalışma da kullanılan 

cihazlar ve sarf malzemeler liste halinde verilmiştir.     

            

Tablo 1. Çalışmada kullanılan cihazlar, markası ile üretim yerleri 

Cihazlar Markası, Ülkesi  

Biyogüvenlik Kabini Heraeus, Almanya 

Karbondioksitli İnkübatör Heraeus, Almanya 

Santrifüj Centurion Scientific, İngiltere 

İnvert mikroskop Nikon, Japonya 

Otomatik Pipet Seti Gilson, Fransa 

Dijital Pipetör Thermo Fisher Scientific, ABD 

Mikroplate Okuyucu Thermo Fisher Scientific, ABD 

Soğutmalı Santrifüj Hettich, Almanya 

Santrifüj Hettich, Almanya 

Nanodrop Optizen, Güney Kore 

PCR Cihazı Applied Biosystems, ABD 

Gerçek zamanlı PCR cihazı Applied Biosystems, ABD 

Gelişmiş Vorteks Karıştırıcı WiseMix, Güney Kore 

Karıştırıcı Blok Bioer, Çin 

Elektronik tartı A&D Company, Japonya 

40 C Buzdolabı Vestel, Türkiye 

-20°C Derin Dondurucu Vestel, Türkiye 

-80°C Derin Dondurucu Wisd, Güney Kore 

Ultra Saf Su Cihazı Tka, ABD 

Distile Su Cihazı Tka, ABD 

pH metre Mettler Toledo, ABD 

Tali® Sitometre İnvitrogen, ABD 

Tissue Lyser LT Qiagen, ABD 

Blotlama cihazı İnvitrogen, ABD 

Güç kaynağı Cleaver, İngiltere 

Görüntüleme sistemi Dnr Bioimaging Systems, İsrail  
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Tablo 2. Çalışmada kullanılan sarf malzemeler ve markaları ile üretim yerleri

Kullanılan sarf malzeme Markası, Ülkesi   

DMEM, Dulbecco’s Modification of Eagle’s 

Medium 
Gibco, ABD 

%0.25 Tripsin EDTA Gibco, ABD 

Penisilin/Streptomisin Gibco, ABD 

Fetal Sığır Serumu Gibco, ABD 

Dimetil Sülfoksit Dimetil Merck, ABD 

Etanol Merck, ABD 

Dnaz/Rnaz İçermeyen Su Life Technologies, ABD 

25 cm² Hücre Kültür Kabı Nest, ABD 

75 cm² Hücre Kültür Kabı Nest, ABD 

96 Kuyucuklu Hücre Kültür Kabı Nest, ABD 

6 kuyucuklu Hücre Kültür Kabı Ultra Cruz, ABD 

96 Kuyucuklu PCR Reaksiyon Plakası Life Technologies, ABD 

Kriyojenik Vial Nest, ABD 

5 ml’lik Serolojik Pipet Nest, ABD 

10 ml’lik Serolojik Pipet Nest, ABD 

Ruxolitinib Cayman Chemical Company, ABD 

Nufrosinidin Cayman Chemical Company, ABD 

MTT,3-(4,5-Dimetiltiazol-2-yl)-2,5- 

Difeniltetrazolyum Bromid 
Biomatik, Kanada 

PBS Tablet Life Technologies, ABD 

0,2 ml PCR Strip Tüpleri Axygen, ABD 

cDNA Revers Transkripsiyon Kiti Life Technologies, ABD 

RNA izolasyon Kiti Life Technologies, ABD 

Cyber Green Master Mix Life Technologies, ABD 

15 ml flakon tüpler Nest, ABD 

50 mlk flakon tüpler Nest, ABD 

1,5 ve 2 ml’lik tüpler Eppendorf, Almanya 

Western Blot Kiti Life Technologies, ABD 

Steril eldiven  Broche, Türkiye 

Cam malzemeler, deney tüpleri, balon jojeler, 

beherler vs.  
Lamtek, Türkiye 

 

HÜCRE KÜLTÜRÜNÜN HAZIRLANMASI     

            

 Çalışmada kullanılan hücre hattı      

 Çalışmamızda kullanılan ticari hücre, Amerikan Tip Kültür Koleksiyonundan (ATCC) 

temin edilen insan glioblastoma U87 (ATCC® HTB-14™) hücre hattıdır (Şekil 5). Bu hücre 
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hattı ATCC tarafından, malign glioma tanısı olan bireyin epitel dokusundan elde edilmiş olup, 

immün sistemi baskılanmış farelerde malign glioma oluşturma potansiyeli vardır.  

  

Şekil 5. İnsan glioblastoma U87 hücre hattının invert ışık mikroskopu altındaki 

görüntüsü (40X büyütme) 

Besi Yeri Ortamının Hazırlanması     

 Çalışmada kullanılan U87 hücre hattı için Dulbecco’s Modification of Eagle’s 

Medium (DMEM) besiyeri minimal modifikasyonlar yapılarak kullanılmıştır. DMEM 

besiyerinin içeriği Tablo 3’te özetlenmiştir. Bu besiyeri 56°C’de 30 dk bekletildi. %5 Fetal 

Sığır Serum (FBS) ve %1 penisilin/streptomisin antibiyotik karışımı hazırlanarak karışıtırıldı. 

Kontaminasyon riskini en aza indirmek için 50 ml hacminde falkon tüplere bölünen DMEM 

besiyeri ve 4°C sıcaklıkta dolapta saklandı. 
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Tablo 3. Modifiye edilmiş Dulbecco’s Modification of Eagle’s Medium (DMEM) içeriği. 

İçeriği  Moleküler 

Ağırlığı 

Konsantrasyon 

(mg/L) 

mM 

Aminoasitler: 

Glisin 

L-Arginin hidroklorid   

L-Sistin 2HCl 

L-Glutamin 

L-Histidin hidroklorid-H2O  

L-Izolösin 

L-Lösin 

L-Lisin hidroklorid  

L-Metionin 

L-Fenilalanin  

L-Serin 

L-Treonin  

L-Triptofan 

L-Tirosin  

L-Valin 

75.0 

211.0 

313.0 

146.0 

210.0 

131.0 

131.0 

183.0 

149.0 

165.0 

105.0 

119.0 

204.0 

181.0 

117.0 

30.0 

84.0 

63.0 

580.0 

42.0 

105.0 

105.0 

146.0 

30.0 

66.0 

42.0 

95.0 

16.0 

72.0 

94.0 

0.4 

0.398104 

0.201277 

3.972602 

0.2 

0.801526 

0.801526 

0.797814 

0.201342 

0.4 

0.4 

0.798319 

0.07843 

0.39779 

0.80341 

Vitaminler: 

Kolin klorid 

D-Kalsiyum pantotenat Folik 

Asit 

Niasinamid 

Piridoksin hidroklorid Riboflavin 

Tiamin hidroklorid  

i-Inositol 

140.0 

477.0 

441.0 

122.0 

206.0 

376.0 

337.0 

180.0 

4.0 

4.0 

4.0 

4.0 

4.0 

0.4 

4.0 

7.2 

0.028571 

0.008385 

0.009070 

0.032786 

0.019417 

0.001063 

0.011869 

0.04 

İnorganik Tuzlar: 

Kalsiyum Klorid (CaCl2- 2H2O) 

Ferrik Nitrat (Fe(NO3)3-9H2O) 

Magnezyum Sülfat (MgSO4- 

7H2O) 

Potasyum Klorid (KCl) 

Sodyum Bikarbonat (NaHCO3) 

Sodyum Klorid (NaCl) 

Sodyum Fosfat monobazik 

(NaH2PO4-2H2O) 

147.0 

404.0 

246.0 

75.0 

84.0 

58.0 

154.0 

264.0 

0.1 

200.0 

400.0 

3700.0 

6400.0 

141.0 

1.795918 2.47524 

0.81300 5.33333 

44.0476 110.344 

0.91558 

Diğer Bileşikler: 

D-Glukoz (Dekstroz)  

Fenol Kırmızısı 

Sodyum Pirüvat 

180.0 

376.4 

110.0 

1000.0 

15.0 

110.0 

5.55555 0.03985 

1.0 
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HÜCRELERİN KÜLTÜRE ALINMASI, PASAJLANMASI VE 

DONDURULMASI 

 

Hücrelerin Canlandırılması      

 Dondurulmuş olarak (-80°C) saklanan hücreler çözündürülmek amacıyla 37°C 

bekletildi. Hücreler, santrifüjde 1000 rpm’de 2 dakika kadar santrifüje edildi. Viallerdeki 

hücrelerden supernatant dikkatli bir şekilde uzaklaştırıldı. Daha sonra viallerin içerisine 1 ml 

besiyeri eklendi. Vialler içerisindeki besiyeri ve hücrelerin iyice karışması sağlandı. Bu 

karışım, daha öncesinde hazırlanan içerisinde 3 ml besiyeri bulunan 25 cm²’lik flaksların 

içerisine konuldu. Bu flakslar steril inkübatörde (37°C ve %5 CO2) kültüre alındı.  Bu 

işlemler ile canlandırılan hücreler pasajlanma işlemine alındı.  

 

Hücre hatlarının pasajlanması      

 Flaskların tabanında bulunan besiyeri dökülerek uzaklaştırıldı. Hücrelerin tabandan 

kalkması amacıyla üzerine tripsin-EDTA eklendi ve etüvde 37°C’de 10 dakika boyunca 

bekletildi. Etüvden çıkarılan flakslardaki hücreler, santrifüj edilmek amacıyla 15 ml’lik 

santrifüj tüplerine alındı. 1.500 rpm’de 2 dakika santrifüj edildikten sonra süpernatant 

uzaklaştırıldı. Hücre peleti besiyerinde karıştırılıp flasklara ekildi ve invert ışık 

mikroskobunda yoğunluğu kontrol edildi (Şekil 6).  

 

 

Şekil 6. İnvert mikroskop 

 

Hücrelerin dondurulması işleminde tripsinize edilerek kalkan hücreler,  santrifüj ile 

çöktürüldü.  Üzerine %5 DMSO içeren besiyeri eklenerek iyice karışması sağlandı. Daha 
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sonra bu karışım 2 ml’lik kriyojenik viallere bölündü. Viallerdeki karışımlar kısa süreli 

saklama için -80°C derin dondurucuda uzun süreli sakalma için ise -1960C’de sıvı azota 

alındı. Çalışmanın tüm aşamasında hücre hattının 5. pasajından başlandı ve en çok 25. pasajda 

çalışma sonlandırıldı.          

  

Ruksolitinibin ve nifuroksazidinin stok ve uygulama solüsyonlarının 

hazırlanması  Çalışmada anti-tümör ajan olarak nifuroxazide (18163, Cayman 

Chemical Company)  ve ruxolitinib (11609, Cayman Chemical Company) kullanılmıştır. 

Nifuroxazide 13,76 mg tartılarak 500 μl (DMSO)’de 100 mM; Ruxolitinib 3 mg tartılarak 500 

μl (1:1 DMSO:Ultra saf su, pH:3)’de 20 mM olacak şekilde hazırlanmıştır. Stok solüsyonlar 

çalışmalarda kullanılana kadar -20˚C’de saklanmıştır. Uygulamalardaki DMSO 

konsantrasyonu % 0,2’yi aşmayacak şekilde ayarlanmıştır. 

 

 

Şekil 7. Ruksolitinibin ve nifuroksazidinin kimyasal yapısı 

 

MTT testi ile Ruksolitinibin ve Nifuroksazide'in IC50 dozu ve uygulama 

süresinin belirlenmesi         

 Bu kapsamda U-87 hücre hattı, 96-kuyucuklu kültür kaplarında (plate) 3000/kuyucuk 

olacak şekilde otomatik multipipetler ile ekildi. Bir gece (yaklaşık 16 saat süre) sonunda 

ruksolitinibin uygulamaları yapılarak 24, 48 saat süresince inkübasyona bırakılacaktır. Hücre 

canlılık testi için (3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-Diphenyltetrazolium Bromide) (MTT) 

viyabilite analizlerinde gruplar 8 kuyucuktan ve su uygulaması içeren kontrol grupları 

oluşturuldu. Ruksolitinibin dozları 1.0-1000 μM konsantrasyonlarında kullanılacak, etkinlik 

durumuna göre daha yüksek ya da daha düşük konsantrasyonları da analiz edilebilecektir. 

Nifuroksazide dozları 0.25, 0.5, 1, 2 and 4 µg/ml dozlarında kullanılarak, etkinlik durumuna 

göre daha yüksek ya da daha düşük konsantrasyonları da analiz etme imkanı sağlandı (79).

 İnkübasyon sonrası hücre sağkalım analizleri için MTT testi yapıldı. Bunun için 5 

mg/ml dozunda hazırlanan "Yellow tetrazolium MTT (3-(4, 5-dimethylthiazolyl-2)-2,5-
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diphenyltetrazolium bromide)" test solüsyonu 20 μl/kuyucuk olacak şekilde tüm kuyucuklara 

pipetlendi. Daha sonra plateler 2-4 saat inkubasyona bırakıldı. İnkubasyon sonrasında 

kuyucukların içindeki besi yerleri tamamen uzaklaştırıldı ve her bir kuyucuğa 200μl ultra püre 

dimetil sülfoksid (DMSO) eklenecek ve karanlık koşulda oda şartlarında 2 saat beklendi. Bu 

süre sonunda plateler multiskan GO mikroplaka okuyucu ile 492 ve 570 nm dalga boyunda 

spektrofotometrik olarak okundu. Elde edilen değer taşıt maddesi uygulanan grupta % 100 

canlılık olarak baz alınarak karşılaştırmalı ölüm oranı şeklinde belirledi. U-87 hücre serisinde 

ruksolitinib ve nifuroksazide için IC 50 değerleri SPSS 20 istatistik paket program ile probit 

analizi kullanılarak hesaplandı. Projenin bundan sonraki bölümlerinde ruksolitinib ve 

nifuroksozadinin uygulama dozları MTT çalışması ile U-87 hücre hatları üzerinde belirlenen 

½ IC50, IC50 ve 2 x IC50 dozları olarak alındı. Bu dozlar U-87 3D tümör modelinde bu 

çalışma ile belirlenen süreler ile uygulandı ve bu süre sonunda moleküler testler yapıldı. 

             

RNA İzolasyonu         

 Hücre hatlarından total RNA izolasyonunda Total RNA PureLink® RNA Mini Kit 

(Life Sciences,USA) kullanıldı ve RNA'lar kit protokolüne göre izole edildi.  Kit protokülo 

gereğince aşağıda sıralanan basmaklar izlenerek RNA izolasyonu yapıldı.   

 1) Lizis solüsyonu, her 1 ml lizis tamponu içinde 20 µl (%2) 2-merkaptoetanol olacak 

şekilde hazırlandı.          

 2) 96 kuyucuklu plakalardaki hücrelerin besiyeri uzaklaştırıldı, kuyucukların herbirine 

125 µl lizis solüsyonu eklendi ve 20 dakika inkübatörde inkübe edilerek hücrelerin lizis 

olması beklendi.          

 3) Lizis olan hücreler 8 kuyucuk/tekrar olacak şekilde toplandı ve üzerine 1:1 oranında 

%70’ lik etanol eklendi, hemen vortekslendi.      

 4) Bu karışım spin kolonlara aktarıldı ve 12.000 g’de 15 saniye 25°C’de santrifüj 

edildi ve altta biriken sıvı uzaklaştırıldı.       

 5) Kolon üzerine 700 µl birinci yıkama tamponu eklenerek 12.000 g’de 15 saniye 

25°C’de santrifüj edildi ve santrifüj sonrası spin kolonların alt tüpleri içindeki sıvıyla birlikte 

uzaklaştırıldı.           

 6) Saniye 25°C’de santrifüj edildi ve santrifüj sonrası altta kalan sıvı uzaklaştırıldı (2 

kez tekrarlandı).          

 7) Kolon üzerindeki membranın kuruması için 2 dakika 12.000 g’de 25°C’de santrifüj 

edildi ve alttaki tüp atıldı, kuruyan kolon 1,5 ml hacminde steril toplama tüplerinin içine 
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alındı. 8) Kolonun tam merkezine 30 µl RNaz içermeyen su pipetlenerek oda ısısında bir 

dakika inkübasyona bırakıldı. Bu sürenin sonunda 12.000 g’de 2 dakika oda sıcaklığında 

santrifüj edilerek tüpün dibinde toplanan RNA miktarları Nanodrop cihazında (Optizen, Nano 

Q) ölçüldü ve saklanmak üzere dondurucuda alındı (-80°C). 

 

cDNA Eldesi         

 Ruksolitinibin ve Nifuroksazide'in uygulaması yapılmış U87 insan glioblastoma 

hücrelerinden elde edilen RNA’ların, komplementer DNA’sının elde edilebilmesi için High 

Capacity cDNA Reverse Transcription Kit (Applied Biosystems) kullanıldı. PCR reaksiyonu 

kit protokolüne göre aşağıdaki gibi yapıldı.       

 1) -80°C’de saklanan RNA’ların +4°C’ de erimesi sağlandı.   

 2) cDNA ana karışımı, Tablo 4’te listenen maddeler ile hazırlandı.  

 3) 200 µl’lik PCR striplerine, 10 µl RNA, 10 µl cDNA ana karışımından pipetlendi.

 4) Reaksiyon karışımı PCR cihazında (Applied Biosystems) 25°C’de 10 dk; 37°C’de 

120 dk ve 85°C’de 5 dk tutularak cDNA sentezlendi.     

 5) Elde edilen cDNA’lar daha sonraki analizlerde kullanılmak üzere -20°C 

dondurucuda saklandı. 

 

Tablo 4. cDNA karışımında kullanılan malzemelerin listesi 

Malzeme Miktar 

10X Ters transkripsiyon tamponu 2 µl 

25X dNTP karışımı (100 mM) 0,8 µl 

10X Ters transkripsiyon rastgele primerleri 2 µl 

Multi Scribe™ Ters transkriptaz Nükleaz 1 µl 

Nükleaz içermeyen H2O 4,2 µl 

TOPLAM 10 µl 

 

Kantitatif Real Time-PCR (RT-qPCR) Analizleri    

 Proje kapsamında array dizaynı JAK/ STAT yolağı: JAK1, JAK2, JAK3, STAT1, 

STAT2, STAT3, STAT4, STAT6, VEGF, IL6, IL6-R, IFNF1, SOCS2, SOCS3, SOCS7, 

PIK3, MAPK, AKT, MTOR, EGFR, IFNAR, IFNGR, VEGFR, MMP9, HİF1-α genleri tablo 

4’te dizileri verilen primerler ile analiz edildi. Kalibrasyon ve düzeltme faktörü olarak ise 

GAPDH (glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase) geninin anlatımı kullanıldı. Bir önceki 

bölümde elde edilen cDNA'lar qPCR'da SYBR Green qPCR Mastermix protokolüne uygun 

olarak Quant Studio 5 ( Thermo Scientific, USA) real time PCR da 384 well pleytlerde 

spesifik primerlerı ile çoğaltıldı. Çoğaltma işlemi esnasında elde edilen piklere ait Ct değerleri 
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gen ekspresyonların belirlenmesin de kullanıldı ve ΔΔCt metodu ile hesaplandı. Kalibrasyon 

ve düzeltme faktörü olarak GAPDH, 18 S, β-aktin kontrol primerleri kullanıldı.   

         

Tablo 5. qRT PCR için kullanılan primer dizileri 

Gen Adı Gen isimleri Primer dizilimi 

HIF1α Hypoxia-inducible factors -1α 
AGCCAGATCTCGGCGAAGT(İleri)  

 CAGAGGCCTTATCAAGATGCG(Geri) 

MMP9 Matrix metallopeptidase 9 
TACCCTATGTACCGCTTCAC  

GAACAAATACAGCTGGTTCC 

VEGF 
Vascular endothelial growth 

factor 

AGGAGGGCAGAATCATCACG  

CAAGGCCCACAGGGATTTTCT 

VEGFR 
Vascular endothelial growth 

factor receptor 

CGGAAGAACAATGTAGTCTTTGC  

GAACATTTGGGAAATCTCTTGC 

IL6 Interleukin 6 
ATGAACTCCTTCTCCACAAG  

AGAGCCCTCAGGCT GGACTG 

IL6R Interleukin 6 receptor 
CAGCTGAGAACGAGGTGTCC  

GCAGCTTCCACGTCTTCTTGA 

IFNG Interferon gamma 
GTTTTGGGTTCTCTTGGCTGTTA  

AAAAGAGTTCCATTATCCGCTACATC 

IFNGR1 Interferon gamma receptor-1 
GCCACAGGTCCCTGTTTTTA  

TCCAACCCTGGCTTTAACTC 

IFNAR 
Interferon Alpha And Beta 

Receptor 

AGTGTTATGTGGGCTTTGGATGGTTTAAGC  

TCTGGCTTTCACACAATATACAGTCAGTGG 

EGFR Epidermal growth factor receptor 
GCCAAGGCACGAGTAACAAGC                      

AGG GCA ATG AGG ACA TAA CC 

JAK1 JAnus Kinase 
ACAATTGGCATTCATTTTCCTG 

CCTGGGCCCAAACTTCCTA 

JAK2 JAnus Kinase 
CAGTGGTCAAGAGGGAAACA 

TGTCTGAGCGAACAGTTTCC 

JAK3 JAnus Kinase 
AACCCACGCATCTTCTCTCC 

GGGGCTCTCACTGTCTCCAG 

SOCS2 
Suppressor Of Cytokine 

Signalling-3 

GCTCCAAAAGCGAGTACCAGC 

AGTAGAATCCGCTCTCCTGCA G 

SOCS3 
Suppressor Of Cytokine 

Signalling 

GCTCCAAAAGCGAGTACCAGC 

AGTAGAATCCGCTCTCCTGCA G 

SOCS7 
Suppressor Of Cytokine 

Signalling 

CAGGCCCTGAATTACCTC 

ACTGAACCTGACCGTACAGAGGTTGCTGCTGCTGCT 

STAT1 
Signal Transducer And Activator 

Of Transcription 

CTAGTGGAGTGGAAGCGGAG 

CACCACAAACGAGCTCTGAA 

STAT2 
Signal Transducer And Activator 

Of Transcription 

ACCCTAATCAGAGCCCAAATG 

TCAATCCAGACAGCCAAGTAC 

STAT3 
Signal Transducer And Activator 

Of Transcription 

GGAGG AGTTGCAGCAAAAAG 

TGTGTTTGTGCCCAGAATGT 

STAT4 
Signal Transducer And Activator 

Of Transcription 

GGAAATTCGGCATCTGTTGGCC 

TTCTCTTTGGAAACACGACCTAACTGT 

STAT6 
Signal Transducer And Activator 

Of Transcription 

CCTCGTCACCAGTTGCTT 

TCCAGTGCTTTCTGCTCC 

PI3K Phosphatidylinositol 3-kinase 
CCTGATCTTCCTCGTGCTGCTC 

ATGCCAATGGACAGTGTTCCTCTT 

AKT Serine/Threonine Protein Kinase 
TTGTCATGGAGTACGCCAACG 

ACAGCCCGAAGTCTGTGATCTT 

MAPK Mitogen-Activated Protein Kinase 
CTACACGCAGTTGCAGTACAT 

CAGCAGGATCTGGATCTCCC 

mTOR 
Mechanistic Target Of 

Rapamycin Kinase 

GGC CGA CTC AGT AGC AT 

CGG GCA CTC TGC TCT TT 
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Western blot analizleri        

 Ruxolitinib ve nifuroksazide'in uygulamaları sonrasında flasklardan medyum 

uzaklaştırıldı ve hücrelerden protein izolasyonu RIPA Lysis Buffer System (Santa Cruz 

Biotechnology) kit protokolüne göre yapıldı. Protein miktarları Qubit® Fluorometer 

(Invitrogen) ile eşitlendi, denature işleminden sonra, NuPAGE™ (Life Technologies) jellere 

yüklendi. Çalışmada Thermo Scientific firmasınca sağlanan hazır kitler kullanıldı, blotlama 

ve membrana aktarma işlem i iBlot (Life Technologies) sistemi ile hazır membranlar ve kit 

kullanılarak yapıldı. Blotlama sonrası proteinler kendilerine spesifik primer antikorları ile 

muameleye tabi tutuldu ve sonrasında antikorlar uygun sekonderler ile işaretlendikten sonra 

BioRad ChemiDoc kemolüminesans görüntüleme ile görüntülendi ve protein miktarları 

cihazda mevcut yazılım ile saptandı. 

 

İSTATİSTİKSEL ANALİZ      

 Çalışmamızda elde edilen verilerin istatistik analizleri XL-STAT demo (Addinsoft, 

ABD) ve SPSS 20, Üniversite Lisanslı ( IBM, ABD) programları ile yapıldı. Elde edilen ”p” 

değerleri 0.05’den küçük olduğunda istatistiksel olarak anlamlı kabul edildi. Projede Western 

blot ile belirlenen protein ekspresyon değerleri ve qRT- PCR array çalışmalarında ∆∆Ct 

metodu ile elde edilen ekspresyon değerlerinin ortalamaları, ayrıca üç boyutlu tümör ve 

invasion uzunlukları için yapılan ölçüm sonuçları ortalamaları arasındaki fark tek yönlü 

ANOVA ile belirlendi ve ortalamaların girdiği gruplar çalışma verilerin durumuna göre 

Tukey ya da Duncan testi ile saptandı. 
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BULGULAR 

 

U87 hücre hattında MTT TESTİ ile ruksolitinibin ve nifuroksazidinin sitotoksik 

etkisinin belirlenmesi        

 Ruksolitinibin ve nifuroksazidinin U87 hücre hattı üzerindeki IC50 değerleri MTT testi 

ile değerlendirildi. Sitotoksik dozun saptanması amacıyla söz konusu ajanların, 100 µM 

konsantrasyondan başlayarak seri sulandırma ile 8 farklı dozu U87 hücre hatları üzerine 

denendi. Yapılan çalışma da 48 saat uygulama sonrasında kontrole kıyasla en yüksek dozda 

ölü hücre oranını saptandı. Bu oranlar kullanılarak probit analiz yapıldı ve IC50 değerleri 

nifuroksazidin ve ruksolitinibin için sırasıyla 25.4 ve 54.0 µM olarak belirlendi (Şekil 8). 
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Şekil 8. U87 GBM beyin tümörlerinde, 48 saat süre ile 100 µM konsantrasyondan 

başlayarak seri sulandırım kullanılarak 8 farklı doz uygulanan, 

nifuroksazid ve ruksolitinib ajanlarının hücre canlılığına etkisi için 

yapılan MTT testi sonucu ve probit analizi ile belirlenen IC50 değerleri. 

 

MTT testi ile elde edilen hücre canlılığının verileri üzerinden, nifuroksazid dozlarına 

eklenen ruksolitinib’in doz azaltma etkisi Şekil 9‘da gösterilmiştir. Böylece çalışma da 

kullanılan her iki ajanın sinerjizik etkisi belirlenmiştir. 40 µM konsantrasyonda 

nifuroksazidine eklenen 10 ve 40 µM konsantrasyonda ruksolitibin kontrol grubuna göre 4 kat 

sinerjik etki göstermiştir (Şekil 9). 
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Şekil 9. U87 GBM beyin tümörlerinde, 48 saat süre ile 100 µM konsantrasyondan 

başlayarak doz uygulama karesi ile 64 farklı dozda nifuroksazid ve  

ruksolitinib uygulamasının a) MTT testi ile belirlenen % hücre canlılığı 

b) Ruxolitinib’in Nifuroksazid üzerindeki doz azaltma indeksi (doz 

reduction index) c) Nifuroxazid X Ruxolitinib için antagonistik ve 

sinerjistik etki HSA skorları d) Antagonistik sinerjistik skor 3 boyutlu 

dağılımı. 

  

MTT testi ile elde edilen tüm veriler değerlendirildiğinde ise U87 hücre hattı üzerine 

aşağıda yer aldığı gibi nifuroksozid (N) ve ruksolitinib (RX) uygulaması yapıldı: Grup 1: N 

12.5 µM          Grup 2: N 

12.5 µM + RX 25 µM  

Grup 3: N 12.5 µM + RX 50 µM       

 Grup 4: N 25 µM         

 Grup 5: N 25 µM + RX 25 µM       

 Grup 6: N 25 µM + RX 50 µM       
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 Nifuroksozid ve Ruksolitinib’in Tümör İnhibisyonu ve Tümör İnvazyonu Üzerine 

Etkisi           

 Nifuroksozid ve ruksolitinib’in, MTT testi ile elde edilen veriler vasıtasıyla, tek başına 

ve kombine edilerek uygulanan dozlarda tümör büyümesi ve invazyonuna karşı etkileri 

oluşturulan 3D sferoid hücre kültüründe 48 saatlik uygulaması sonrasında kaydedildi. Bu 

ajanların tek başlarına ve beraber olarak uygulandıklarında hem tümör büyümesini hem de 

invazyonunu istatiksel olarak anlamlı şekilde azalttıkları görüldü. Tek başına uygulanan 

nifuroksozid dozunun (12.5 µM + 25 µM) her iki formuna eklenen ruksolitinibin tümör 

büyümesi ve invazyonuna üzerine istatiksel olarak kuvvetli bir şekilde düşürdüğü görüldü. Bu 

etki özellikle tümör invazyonu üzerinde, 12,5 µM dozunda uygulanan nifuroksazidine 

kombine edilen yüksek doz ruksolitinibin (50 µM) uygulamasında belirgindi  (Şekil 10).       
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Şekil 10. (A) MTT testi ile belirlenen nifuroxazid ve rufkolitinib dozlarının, tek 

başlarına ve kombine edilerek U87 sferoid 3D hücre kültüründe tümör 

büyümesi ve invazyonu üzerine etkisinin kontrol grubu ile 

karşılaştırılması. (B) Sırasıyla relatif tümör büyümesi ve invazyonu 

değerlerinin % olarak ifade edilmesi. Değerler ±SE olarak verildi. # 

istatiksel olarak anlamlı fark, p≤ 0,05.      
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GEN EKSPRESYON ANALİZ SONUÇLARI     

 Yapılan çalışmada U87 insan glioblastoma hücre serisine nifuroksazid ve 

ruksolitinibinin tek başına ve kombinasyonlarının uygulaması yapılan gruplarda 48 saat sonra 

JAK1, JAK2, JAK3, STAT1, STAT2, STAT3, STAT4, STAT6, VEGF, IL6, IL6-R, IFNF1, 

SOCS2, SOCS3, SOCS7, PIK3, MAPK, AKT, MTOR, EGFR, IFNAR, IFNGR, VEGFR, 

MMP9, HİF1-α  gen ifadelerinde meydana gelen değişimler kantitatif gerçek zamanlı 

polimeraz zincir reaksiyonu (RT-qPCR) metodu ile belirlendi. Madde uygulaması yapılan 

grupların gen ifadelerinde kontrol grubuna kıyasla belirlenen değişiklikler 3 tekrar olmak 

üzere çalışmaya alındı ve istatiksel değerlendirmeleri yapıldı. Farklı harf ile gösterilen 

gruplarda ortalamalar kontrole göre istatiksel olarak farklı olarak ifade edildi (ANOVA- 

Duncan test, p≤0.05) Endojen kontrol geni olarak GAPDH geni kullanıldı. 

 

HIF1α, MMP9, VEGF ve VEGF-R genlerinin ifadesi    

 U87 hücre hattında uyguladığımız iki ajanın neden olduğu HIF1α, MMP9, VEGF ve 

VEGF-R genlerinin ifadesinin değişimi Şekil 11’de verilmiştir. HIF1α ve VEGF genlerinin 

ifadelerindeki değişimler incelendiğinde; nifuroksazidin bu genler üzerinde tek başında gen 

ifadesinde bir düşeşe neden olmakla beraber, tedaviye ruksolitinib eklenmesi ile beraber bu 

düşüşün kuvvetli bir şekilde ortaya çıktığı görülmüştür. İki ajan göz önünde bulundurulduğun 

da invazyonu engelleyen ajanın öncelikle ruksolitinib olduğu söylenebilir.  



31 

 

Şekil 11. U87 hücre hattında nifuroksazid ve ruksolitinib doz uygulaması 

sonrasında HIF1α, MMP9, VEGF ve VEGF-R genlerinin ifadesinin 

değişimi. Relatif kat artış, n=6, ortalama±standart hata. *Farklı harf 

ile gösterilen gruplarda ortalamalar kontrole göre istatiksel olarak 

farklıdır (ANOVA-Duncan test, p≤0.05). 
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JAK/STAT sinyalizasyon yolağına hücre membranında bağlanan IL6, IL6-R, 

IFN-ϒ, IFN-ϒR, IFNAR ve EGF-R genlerinin ifadesi  

U87 hücre hattında uyguladığımız iki ajanın neden olduğu IL6, IL6-R, IFN-ϒ, IFN-

ϒR, IFNAR ve EGF-R genleri gibi JAK/STAT yolağının hücre membranına bağlanarak 

sinyalizasyonu başlatan genlerin ekspresyonlarındaki değişim Şekil 12’de verilmiştir. Yolağın 

hücre sitozolinde engelleyen nifurosokzadinin tek başına etkisine nazaran ruksolitinib 

eklenmesi ile özellikle IL6’nın ifadesinde önemli bir düşüşe neden olduğu görülmektedir. Bu 

inhibisyon özellikle rukfolitinibin maksimum dozu olan 50 µM’de belirgin olması dikkat 

çekicidir. Yine dikkat çekici bir diğer sonuç iki ajanının da IFNϒ üzerine herhangi bir 

etkisinin görülmemesidir.     
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Şekil 12. U87 hücre hattında nifuroksazid ve ruksolitinib doz uygulaması 

sonrasında IL6, IL6-R, IFN-ϒ, IFN-ϒR, IFNAR ve EGF-R genlerinin 

ifadesinin değişimi. Relatif kat artış, n=6, ortalama±standart hata. 

*Farklı harf ile gösterilen gruplarda ortalamalar kontrole göre 

istatiksel olarak farklıdır (ANOVA-Duncan test, p≤0.05). 
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JAK/STAT sinyalizasyon yolağının üyeleri JAK1-2-3, SOCs2-3-7 ve STAT1-2-3-

4,6 genlerinin ifadesi         

 U87 hücre hattında uyguladığımız iki ajanın tek tek ve kombinasyonları şeklindeki 

tedavilerin neden olduğu JAK1-2-3, SOCs2-3-7 ve STAT1-2-3-4,6 genlerindeki 

ekspresyonlarındaki değişim Şekil 13’te verilmiştir. Tedaviye bir JAK inhibitörü olan 

ruksolitinibinin eklenmesi ile, JAK’ların ekspresyonlarında bir azalma görülmektedir. Bu 

yolağın negatif feedback kontrolü SOCS proteinleri üzerinden gerçekleşmektedir. 

Uyguladığımız ajanların özellikle SOCs2 üzerinde belirgin bir inhibe edici etkisi 

görülmektedir. STAT proteinlerinin ekspresyonları göz önüne alındığında ise kullandığımız 

ajanların STAT3 üzerinden belirgin bir engelleyici etkisi görülmektedir. Bu bakımdan 

çalışmamız literatür bilgileri ile uyumluluk gösterdiği söylenebilir.  
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Şekil 13. U87 hücre hattında nifuroksazid ve ruksolitinib doz uygulaması 

sonrasında JAK1-2-3, SOCs2-3-7 ve STAT1-2-3-4,6 genlerinin 

ifadesinin değişimi. Relatif kat artış, n=6, ortalama±standart hata. 

*Farklı harf ile gösterilen gruplarda ortalamalar kontrole göre 

istatiksel olarak farklıdır (ANOVA-Duncan test, p≤0.05). 
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JAK’lar tarafından sitozelde aktive edilen PIK3, MAPK, AKT, MTOR 

genlerinin ifadesi          

 U87 hücre hattında uyguladığımız iki ajanın tek tek ve kombinasyonları şeklindeki 

tedavilerin neden olduğu, JAK/STAT yolağı arasındaki corsstalk ilişkinin olduğu PIK3, 

MAPK, AKT, MTOR genleri arasındaki genlerindeki ekspresyonlarındaki değişim Şekil 

14’de verilmiştir. Bu grafikler incelendiğinde etkinin özellikle mTOR üzerinde belirginleştiği 

görülmektedir.  

 

Şekil 14. U87 hücre hattında nifuroksazid ve ruksolitinib doz uygulaması 

sonrasında genlerinin ifadesinin değişimi. Relatif kat artış, n=6, 

ortalama±standart hata. *Farklı harf ile gösterilen gruplarda 

ortalamalar kontrole göre istatiksel olarak farklıdır (ANOVA-Duncan 

test, p≤0.05). 
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WESTERN BLOT PROTEİN ANALİZ SONUÇLARI 

U87 insan glioblastoma 3D hücre kültüründe nifuroksazid ve ruksolitinibinin etkileri 

hem tek başlarına hem de kombinasyonları şeklinde uygulanmış ve protein ifadeleri 

gösterilmek amacıyla western blot analizi yapılmıştır. Çalışılan proteinler için endojen olarak 

kontrol β-aktin kullanılmıştır. ANjiogenezisi ve invazyonu göstermek aamcıyla HIF1α, 

MMP9, VEGF geneleri ve JAK/STAT sinyalizasyon yolağının çalışıp çalışmadığı anlamak 

amacıyla JAK2, p-JAK2, STAT3 ve p-STAT3 çalışılmıştır. Sonuçlarımıza göre özellikle 

nifuroksazid ve ruksolitinibinin yüksek doz kobinasyonun (N 25 µM + RX 50 µM), MMP9 

ve VEGF kuvvetli bir şekilde inhibe etttiği, böylelikle anjiogenez ve invazyon üzerine 

kuvvetli bir inhibisyona neden olduğu görülmektedir (Şekil 15A). Yine, nifuroksazidini artan 

dozlarında ve bu dozlara ruksolitinib eklendiğinde JAK2, p-JAK2, STAT3 ve p-STAT3 

protein ifadelerinin belirgin şekilde azaldığı görülmektedir (Şekil 15). Bu sonuçlar bize 

nifuroksazid ve ruksolitinibinin tek başlarına ve kombinasyonları şekilde artan dozlarda 

uygulandıklarında GBM‘in invazyonunu, JAK/STAT sinyalizasyonu engelleyerek engellediği 

düşündürmektedir. 

 

Şekil 15. U87 GBM beyin tümörlerinde, tek başlarına ve kobinasyonlar şeklinde 

uygulanan nifuroxazid ve rufkolitinib dozlarında (A) HIF1α, MMP9, VEGF  

genlerinin ve (B) JAK2, p-JAK2, STAT3 ve p-STAT3 genlerinin protein 

bantlarının görüntüsü.            
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TARTIŞMA 

 

Çevresel faktörlere bağlı olarak günümüzde kanser görülme oranları giderek 

artmaktadır. İlerleyen teknolojik imkanlar ile kanser vakaları daha iyi tedavi edilebilir iken 

hala tedavi edilemeyen kanser olgularındaki artış devam etmektedir. Tedavi edilemez özelliği 

ile glioblastoma multiforme (GBM), bu kanser türleri arasında önemli bir yer tutar. 2018 

yılında tüm dünya çapında saptanan 18,1 milyon yeni kanser vakası arasında santral sinir 

sistemi (SSS) kanserleri 19 sırada yer almaktadır (80). Yine SSS kanserleri, kansere bağlı 

ölümlerin ise %2 ‘sinden sorumludurlar (81). SSS kanserleri arasında ise GBM, en sık 

görülen primer malign lezyonlar arasındadır. Bunun yanında tedavi edilemez özelliği ile en 

öldürücü SSS kanseridir (82). Bundan dolayı hastaların beklenen sağ kalım süreleri son 

derece düşüktür ve sadece hastaya değil hasta yakınlarına da önemli psikososyal sorunlar 

yüklemektedir (83).    

Şu an için tedavide uygulanan rutin yaklaşım mümkün olan en geniş rezeksiyon, 

radyoterapi ve kemoterapi tedavileridir (84). Ancak bu tedavi yaklaşımlarının her birinin 

kendilerine özgü dezavantajları mevcuttur. Cerrahi rezeksiyon,  tümörün fonksiyonel beyin 

dokusuna yakın yerleştiği durumlarda söz konusu olmadığı gibi hiçbir zaman hücresel 

düzeyde yer alan kanser hücreleri beyin dokusu da rezksiyono dahil edilmemektedir. GBM 

kemoterapisin de temozolomide (TMZ), rutin kullanılan ajandır (85). Ancak kan beyin 

bariyeri (KBB) bu tip ajanların SSS ne geçişine önemli ölçüde engel olmaktadır. Radyoterapi 

tedavisinde ise normal beyin dokusuna zarar vermemek için istenilen doza çıkılamaması  

önemli bir avantajdır. Görüldüğü üzere elde olan tedavi yöntemlerinin önemli dez avanjtaları 

vardır. Bu haliyle GBM halen tedavi edilemeyen kanser türleri arasında yer almaktadır.  

Sonuç olarak yeni tedavi yöntemlerine ihtiyaç vardır.      
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GBM tedavisindeki zorluğun temel sebebi hastalığın altında yatan karmaşık moleküler 

süreçtir. Çeşitli moleküler oyuncuların yer aldığı bu sürecin bir diğer etkisi de hastalığın 

rekkürensine neden olmasıdır. Tedavi de bu moleküler oyuncuların inhibisyonun denenmesi, 

zaman zaman daha agresif davranışlı GBM olgularının ortaya çıkmasına dahi neden 

olabilmektedir (3).  Bu bakımdan hastalığın moleküler temelini ortaya koyacak yeni 

çalışmalara ihtiyaç vardır.         

 Gelişen teknolojiye paralel olarak,  moleküler biyoloji hızlı bir ilerleme göstermiştir. 

Hücrelerin çalışma şekilleri ve birbirleri arasında haberleşmesi önemli ölçüde ortaya 

çıkmaktadır. Böylece hastalıkların moloeküler temellerinin daha iyi ortaya konması ile de 

tedavi yaklaşımları özellikle medikal tedavi uygulamaları giderek artmaktadır. Hücre arası 

haberleşme bir dokunun normal ya da patolojik olsa da yaşamasının temel kuralıdır. Bu 

haberleşme, bir başka deyişle sinyalizasyon, için çeşitli mekanizmalar ve bu mekanizmalarda 

rol oynayan moleküller söz konusudur. En başta hücre yüzeyinde gelen sinyal molekülü ile 

(sitokinler) bu moleküler süreç başlar. Sonrasında hücre sitozolinde bir takım moleküller 

aktive olarak, sitokinler vasıtasıyla hücre yüzeyinde başlayan sinyal hücre çekirdeğine 

iletilmiş olur. Sinyalizasyon yolakların son ürünü olarak oluşan proteinler, sinyalizsyonun 

oluştuğu hücrede etkili olabileceği gibi hücrenin dışına çıkarak diğer hücrelerde sinyal 

gönderir ve hücre çoğalması başlamış olur. işte bu yolkalarıdaki herhangi bir bozulma kontrol 

edilemeyen hücre çoğalmalarına ve sonrasında kanser dokusunun gelişmesine neden 

olabilmektedir.    

Son yıllarda özellikle kanser çalışmalarında JAK/STAT ( (Janus protein kinaz/ sinyal 

iletici ve transkripsiyon aktive ediciler) sinyalizasyon yolağı sıkça çalışılan yolakların başında 

gelmektedir. Bu yolakta JAK’lar hücre yüzeyinde yer alan sitokinlerin bağlandığı 

reseptörlerdir. STAT’ lar ise hücre sitozolinde JAK’lar aktivasyonu ile fosforillenerek dimer 

oluşturular ve hücrenin çekirdeğine girerler. Hedef genin prometer bölgesine bağlanarak gen 

ekspresyonunda değişikliklere neden olurlar (Şekil 4). Dört adet JAK proteini tanımlanmıştır; 

JAK1, JAK2, JAK3 ve Tyk2. Yine insanlarda STAT protein ailesi ise yedi üyeden 

oluşmaktadır; (STAT1, STAT2, STAT3, STAT4, STAT5A, STAT5B ve STAT6. Bu 

sinyalizasyon yolağına hücre yüzeyinde IL6 ve IFN sitokinleri bağlanabilmektedir. 

JAK/STAT sinyalizasyon yolağı hücre farklılaşması, hücre çoğalması, hücre göçü ve apaptoz 

gibi bir çok hücresel sürecin yönetilmesinde rol alır.  Bu yolağın negatif geri beslemesi 

sitokin sinyal reseptörleri (SOCS) proteinleri üzerinde gerçekleşmektedir. STAT’lar kendileri 

üzerine negatif etkisi olan SOCS’ların ekpresyonun artırarak, STAT ekspresyonu 
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engellenerek, yolağın negatif geri beslenmesi sağlanmış olur (86).  JAK/STAT sinyal yolağı 

immün sistem üzerinde son derece etkilidir. Bu etkisini belki de SOCS proteinleri üzerinden 

gerçekleştirmektedir. Çünkü bu proteinlerin makrofaj ve dentrik hücreler gib doğal bağışıklık 

sistemin hücreleri üzerinde önemli düzenleyiciler olduğu gösterilmiştir (87).   

Literatürde yapılan pek çok çalışma da JAK/STAT yolağının başta hematolojik 

malignenslier olmak üzere onkogeneziste de önemli rol oynadığı gösterilmektedir. Ancak altta 

yatan mekanizma tam olarak ortaya konamamıştır.  (86).  Özellikle çalışmamızda kullanılan 

ajan olan ruksolitinibin myeloproleferait neoplaside faz III çalışmaları devam etmektedir (88). 

Bu yolak birkaç sitokince aktive edilebilir. Bunların başında IL6, IFN, EGFR ve EPO 

gelmektedir.  

IL6, 25 kDA’lık pleiotropik sitokindir. İlk keşfedildiğinde B hücreleri aktivatör 

faktörü olduğu sanılsa da, sonraları prostat, meme, mide, kolon ve beyin kanserlerinde etkili 

bir enflamatuar sitokin olduğu anlaşılmıştır (89). Özellikle akut faz proteini olarak 

enflamasyon öncesinde sentezlenmektedir. Vücutta hemen hemen tüm dokularda bulunur ve 

reseptörünün fonksiyonel kısmı gp130 proteini olup; STAT3 gibi transkripsiyon faktörlerini 

fosforilasyonuna neden olur (90). Literatürdeki pek çok çalışma da glioblastomada ile IL6 

ekspresyonu arasında önemli bir ilişki gösterilmiştir.  Rolhion ver ark. İnsan dokusu üzerine 

yaptıkları çalışmalarında IL6 ekspresyonunun, glioblastomunun grade arttıkça arttığını 

göstermişlerdir. Bu sonuçlar ile IL6 nın glioblastomanın agtreseifliği arasında sıkı bir ilişki 

olduğu ve sonuç olarak tedavide yeni bir hedef olabileceğini ileri sürmüşlerdir (91). Yine bir 

diğer çalışma da IL6 ekspresyonu, glioblastoma olguları ile düşük dereceli gliomalar ile 

karşılaştırılmış ve düşük dereceli olgularda ekspresyonun oldukça düşük olduğu gösterilmiştir 

(92). Buna benzer olarak Kudo ve ark. IL6 ekspresyonunu normal beyin dokusu ile 

karşılaitırmışlar ve normal beyin dokusunda hiç ekspresyon göstermezlerken glioblasytoma 

olgularının hemen hepsinde göstermişlerdir (93). IL6 ekspresyonu aynı zamanda düşük sağ 

kalım ile de yakında ilişkili bulunmuştur (92). IL6 ile glioblastoma arasındaki bu ilişki invitro 

çalışmalarda da sıklıkla gösterilmiştir (94–96). IL6 aktivasyonu sadece JAK aktivasyonu 

sağlamamakta aynı zamanda hücre sitozolünde Ras-MAPK ve PI3 aktivasyonunu da 

sağlamaktadır (Şekil 4). Bunların arasında STAT3 en çok çalışılan sitokin sinyalleşme 

sistemlerinde biridir ve enflamasyonda önemli görevleri vardır (97,98). Glioblastoma başta 

olmak üzere meme ve pankreas kanserindeki rolü ortaya konmuştur (94,96). Sonuç olarak 

IL6’nın yüksek gradeli gliomaların moleküler patolojisinde önemli bir rolü olduğu ve 

tedavide hedef alınabilecek bir molekül olabilir.     
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 JAK/STAT sinyal yolağını aktifleştiren bir diğer sitokin ailesi ise interferonlardır 

(IFN). IFN’lar 1957 yılında keşfedilmiş olup, nerdeyse hemen hemen her dokuda 

sentezlenirler. Tip I ve II olmak üzere iki sınıfa ayrılmışlardır. IFN α ve β tip I grubunu 

oluştururken, IFN ϒ tip II grubunu oluşturur. Her iki tipteki interferonlar vücuttaki biyolojik 

cevabı, hedef hücreler üzerindeki özgül reseptörlerine bağlanıp, gen transkripsiyonunda hızlı 

bir artışa yol açarak gerçekleştirirler. IFN’Ların hepsi STAT fosforliasyonu sağlayarak 

yolağın aktifleşmesini sağlarken GAS element aracılı γ-interferon (IFNγ) yanıtlarıdır; çok az 

farklı ISRE elementleri IFNα/β ya yanıt verir (Şekil 4) (99). IFN melanoma ve lösemi gibi 

tümörler başta olmak üzere solid tümörlerin patofizyolojisindeki rolü de gösterilmiştir (100). 

Bu bakımda son yıllarda anti-kanser tedavilerinde sıkça çalışılan sitokinlerin başında 

gelmektedir. Gliomalara karşı özellikle çalışmamızın da konusunu içeren glioamaların 

invazyonlarına karşı engelleyici etkileri raporlanmıştır (96,101,102). Ayrıca 2011 yılında 

temozolomid ile kombine edilen IFN tedavisinin faz I sonuçları yayınlanmıştır. Çalışmanın 

sonucunda bu tedavi rejiminin güvenli ve hastalarca iyi tolere edildiği ve gliobasltomalı 

hastaların sağ kalımını uzatabileceği sonucuna varılmıştır (103). Bizim çalışmamızda RT-

qPCR analiz sonuçlarımızda; uyguladağımız iki ajanın artan dozlarda ve kombinasyonlarında 

tip II interferonların ekspresyonlarında artış tespit ettik. Aynı zamanda ilgili sitokinlerin 

reseptörlerinde de artış mevcuttu (Şekil 12). Yine RT-qPCR analiz sonuçlarımızda 

JAK/STAT sinyal yolağının aktivasyonunda gerileme görüldü (Şekil 13). Western blot 

çalışmamız da sinyal yolağındaki bu sinyalizasyon kaybını destekler sonuçları oraya koydu. 

Böylelikle bizim elde ettiğimiz veriler ışığında uyguladığımız iki ajan olan ruksolitinibin ve 

nifuroksazidinin IFN üzerinden glioma invazyonun da etkili olduğunu düşündürdü.  

Tümör hücreleri yüksek besin ve oksijen desteğine ihtiyaçları vardır. İlk başlarda 

küçük olan tümör dokusu bu ihtiyaçlarını difüzyon ile komşu dokudan sağlar. Ancak 

büyümeye başladıkça bu ihtiyaçları artar. Artık, yüksek besin ve oksijen ihtiyacını yeni 

damarların oluşmasını sağlayarak kan yoluyla sağlaması gerekir. İşte başlarda bu mekanizma 

tümör dokusunda hipoksik bir mikroçevre oluşturur. Hipoksiden kuvvetli bir şekilde etkilenen 

hipoksiyle indüklenen faktör (HIF) bu şartlarda sentezi artan, oksijen konsantrayonunun ana 

düzenleyici molekülüdür. HIF1, ihtiyaç olan yeni kan damarlarınınj gelişmesi için VEGF 

aktivasyonu yapar. Gliomalar için de bu mekanizma söz konusudur ve rutin olarka yüksek 

anjiogenez özelliği ile bilinirler. Buna paralel olarak gliomalarda yüksek HIF-1α ve VEGF 

seviyeleri görülür (96,104). Bu yüksekliğin aynı zamanda gliomaların invazyonu ile 

korelasyon gösterildiği bildirilmiştir. Bizim çalışmamızda da U87 hücre hatlarında görülen 
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invazyonun uyguladığımız tedavi ile belirgin şekilde azaldığı görülmüştür. Aynı etki 

tümöregenezis üzerinde de görüldüğü tespit edilse de tümör invazyonu üzerine daha belirgin 

bir etki görülmüştür (Şekil 10). Özellikle aynı dozlarda nifuroksazid (12,5 µM) uygulanan 

grupta ruksolitinibinin 25 µM’den 50 µM doza çıkıldığında ortaya çıkan invazyon üzerine 

kuvvetli inhibe edici etki göz önüne alındığında; invazyonu önkeyen esas ajanın ruksolitinib 

olduğu söylenebilir. RT-qPCR analiz elde etiiğimiz gen ifadelerinin sonuçlarıda bu verileri 

destekler nitelikteydi. Uyguladığımız iki ajanın dozlarınınj arttırılması ile beraber HIF1α ve 

VEGF’nin gen ifadelerinin benzer bir patern göstererek öncesinde azalma eğilimide iken 

maksimum dozlarda belirgin şekilde yüksek eksprese oldukları görüldü (Şekil 11). Western 

blot analiz çalışmaları da yine sonuçlarımızı doğrular nitelikteydi (Şekil 15). 

Mettaloproteinazlar (MMP), proteinlerin yıkılmasına sebep olarak ekstrasellüler matriksin 

yeniden şekillenmesinde rol oynar. Geniş bir aileye sahip olan MMP’lardan özellikle MMP9 

ekpresyonuun primer gliomalar ile yakından ilişkisi bildirilmiştir (105). Gliomalar, MMP 

ların aktivasyonu ile etraf dokuya yayılma (invazyon) sağlayarak hem tümörgenezisi 

gerçekleştirirler hem de büyüdüklerinde ihtiyaç duydukları besin ve oksijen gereksinimi için 

yeni damar oluşumuna imkan sağlarlar (106). Dolayısıyla gliomagenezisin invazyonun etkin 

rol oynarlar. Çalışmamız kapsamında RT-qPCR ve western blot analiz çalışmalarının 

sonuçlarına bakıldığında literatüre benzer sonuçlar elde edilmiştir (Şekil 10 ve 15).  

JAK/STAT sinyalizasyon yolağı ile PI3k/AKT/mTOR yolağı arasında bir “crosstalk” 

etkilemiş söz konusudur (107). Bu iki yolak arasındaki etkileşimin özellikle immün sistem 

üzerine etkili olduğu sanılmaktadır. Bu yolak reseptör tirozin kinazlar ile yakından ilişkilidir. 

Bu yolağın bir üyesi olan AKT’nin, aşağı sinyal iletiminde efektörlerin en önemlisi 

mTOR’dur. Gliomalarda mTOR aktivasyonu arasındaki yakın ilişkinin olduğu net bir şekilde 

ortaya konmuştur (108). Gliomaların tedavisinde yolağın inhibitörlerini içeren pek çok 

çalışmada mevcut olup tedavide iyi bir moleküler hedef olduğu ileri sürülmektedir (109,110). 

Ancak halen, mTOR yolağı ile gliomalar arasındaki mekanizma tam olarak 

aydınlatılamamıştır (110). Bu yolağın,  JAK/STAT sinyal yolağı gibi, gliomaların moleküler 

temelinde önemli yer tutan diğer moleküler oyuncular ile ilişkinin anlaşılması, mekanizmayı 

aydınlatmaya yardımcı olabilir. Bu mantıkla yola çıkarak Miyata ve ark, U87 hücre hattına, 

bir STAT3 inhibitörü olan STX-0119 ile mTOR inhinitörü olan rapamycini aynı anda 

uygulamışlardır. Elde ettikleri olumlu veriler nedeniyle bu tedavinin yeni bir moleküler hedef 

olabileceğini bildirmişlerdir  (111). Sunulan bu çalışma da bu görüşe paralel olarak PI3, AKT, 

MAPK ve mTOR genlerinin RT-qPCR analiz çalışmaları yapılmıştır. Uyguladığımız iki 
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tedavi ajanı, bu yolağın engelleyici etki gösterdiği özellikle inhibisyonun artan dozlarda ve 

yolağın son effektörü olan mTOR üzerinde daha belirgin olduğu görülmüştür (Şekil 14). 

Çalışmanın esas konusu olan JAK/STAT yolağına ait RT-qPCR analiz değerlerine 

bakıldığında kullandığımız iki ajanın özellikle STAT3 ve STAT4 üzerinde belirgin bir 

inhibisyona neden olduğu görülmektedir (Şekil 13). Literatüre bakıldığında yedi üyeye sahip 

STAT ailesinden, STAT1,3 ve 5’in gliomaların da dahil olduğu tümöregenizis ile ilişkili 

oldukları görülmektedir (112). Bu yolağın inhibisyonu yoluyla yapılan kanser tedavi 

girişimleri arasındaki çalışmalara göz atıldığında ise, literatür bilgilerinin STAT3 inhibisyonu 

üzerine yoğunlaştığı dikkat çekmektedir (113). STAT3 inhibisyonun meme, kolorektal, mide 

ve akciğer kanserleri gibi solid organ kanserlerinde hücre proliferasyonunu engellediği 

raporlanmıştır (114,115,116). STAT3’ün bu inhibitör etkileri gliomalar üzerindede 

gösterilmiştir (112,117). Bizim laboraturamızda da yapılan önceki çalışma da yine 

ruksolitinibin IL6 yoluyla, STAT3 inhibisyonuna neden olduğu raporlanmıştır [95]. Bu 

çalışmamızda ise benzer şekilde STAT3 ekspresyonunun azalması gösterilmiş, bu genin 

ifadesinin azalması western çalışmaları ile desteklenmiştir (Şekil 15). Sunulan bu 

çalışmamızda kullanıldığımız nifuroksazidinin, akciğer kanserinde, STAT3 inhibisyonu 

yaparak tümör invazyonuna engel olduğu gösterilmiştir (118). Yine melanoma üzerine 

invazyon engelleyici etkisi ile MMP9 ekspresyonunu azaltma etkisi arasında bir bağlantı öne 

sürülmüştür (75). Çalışmamızın MMP ekspresyon sonuçlarına bakıldığında, nifuroksazidinin 

MMP9 ekspresyonu üzerine inhibi edici etkisi ruksolitinib eklenmesi ile arttırıldığı 

görülmektedir (Şekil 11). Elde ettiğimiz veriler genel olarak bakıldığında ise  kullandığımız 

iki ajanın tek tek ve  kombine dozlar uygulanarak etkilerinin arttığı, tümör invazyonunu 

belirgin şekilde arttırdığı görülmektedir.  
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SONUÇ 

 

Sonuç olarak bizim projemizden elde ettiğimiz verilere bakıldığında ise kullandığımız 

iki ajan özellikle yükselen dozlarda JAK/STAT yolağı genlerini inhibe ettiği görülmüştür. Bu 

inhibisyon invazyonu da engellemiştir. Bu sonuçlar GBM’in tedavisine yönelik yeni bir 

moleküler hedef belirlenebileceğini ifade ederken, konu üzerine yeni çalışmaların 

geliştiribileceğine dair umut vaat etmektedir. 
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ÖZET 

 

Glioblastoma multiforme (GBM), beyin tümörünün en agresif formudur. Tedavi 

genellikle GBM'nin yüksek anjiyojenik kapasitesi nedeniyle başarısız olur. JAK/STAT 

sinyalizasyon yolağı bir hücre içi sinyalizasyon yolağı olup, GBM dahil olmak üzere pek çok 

kanserde etkili bir rol alır. Bu yolak anjiogenez ile yakından ilişkilidir. JAK aktivasyonu, 

sitoplazmada bulunan STAT'ların seçici olarak fosfatlanmasına ve sitoplazmada STAT 

dimerlerinin oluşmasına neden olur. STAT dimerler, birçok sitokinin düzenlenmesine neden 

olan bir transkripsiyon faktörüdür. Ruksolitinib ve nifuroksazid bu yolayın selektif 

inhibitörleridir. Bu çalışma da ruksolitinib tedavisine nifuroksazid ekleyerek JAK/STAT 

yolağının genlerinin ekspresyon profiline baktık. Kullandığımız iki ajanın (Nifuroksazid ve 

ruksolitinib) özellikle yükselen dozlarda JAK/STAT yolak genlerini inhibe ettiği görülmüştür. 

Bu inhibisyon invazyonu da engellemiştir. Sonuçlarımızı doğrulamak için western blot 

analizlerini gerçekleştirdik. 

 

Anahtar kelimeler: Glioblastoma multiforme, Anjiogenez, JAK/STAT 
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IN GLIOBLASTOMA (U-87) THREE-DIMENSIONAL TUMOR MODEL, 

TWO DIFFERENT LEVELS OF INHIBITION OF RUKSOLITINIB AND 

NIFUROXAZID AND JAK/STAT SIGNAL PATHWAY AND  ITS 

ANGIOGENESIS  EFFECT ON ANGIOGENESIS 

 

SUMMARY 

 

Glioblastoma multiforme (GBM) is the most aggressive form of the brain tumor. The 

treatment often fails due to the high angiocenic capasity of GBM. JAK / STAT (janus kinase / 

signal transducer and activator of transcription-STAT-) pathway is an intracellular signaling 

pathway that plays an essential role in many cancers inculiding GBM. This pathway strongly 

associated with angiogenesis. JAK activation causes STATs located in the cytoplasm to be 

selectively phospated and STAT dimers to form in the cytoplasm. STAT dimers are a 

transcription factor that caused up regulation many cytokines. Ruxolitinib ve nıfuroxazid are 

selective inhibitors of this pathway.  In this study, we looked at the expression profile of the 

genes of the JAK / STAT pathway by adding nifuroxazide to ruxolitinib treatment. The two 

agents we used (Nifuroxazid and ruxolitinib) were found to inhibit JAK / STAT pathway 

genes, especially at increasing doses. This inhibition also prevented invasion. We performed 

western blot analysis to verify our results.  

 

Key words:  Glioblastoma multiforme,  Angiogenesis, JAK / STAT 
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