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GIRIS VE AMAC

Gliomalar, Amerika Birlesik Devletleri’nde, beyin ve santral sinir sistemi timorlerinin
%31’ini olusturmaktadir ve %81°i malign karakterdedir (1). Diinya Saglik Orgiitii (DSO)
simniflamasina gére malign grupta olan Glioblastoma multiforme (GBM), eriskin beyin
kanserleri arasinda en yaygin olani ve tiim tedavi protokollerine ragmen (cerrahi, kemoterapi,
radyoterapi ve/veya kombinasyonlari) en mortal seyredenidir (2). Hastaligin seyrindeki
yiiksek morbidite, mortalite ve tedavideki basarisizliklar hastaliga pesimistik bir bakis agisi
kazandirmistir (3). Tedavideki basarisizligin ve erken Oliimlerin nedenlerinden biri de
glioblastomalarin altinda yatan anjiogenezisi iceren karmagik molekiiler temelidir.

JAK/STAT sinyalizasyon yolagi anjiogenez ile yakindan iligki bir hiicre i¢i
sinyalizasyon yolagidir. Viicudun normal fizyolojik kosullarinda 6nemli gorevlerinin yaninda
enflamasyon, fibrozis ve kanser gibi durumlarda da son derece Onemli gorevler
istlenmektedir. Bu bakimdan son yillarda yapilan molekiiler temelli calismalarda sikca
calisilan yolaklarin baginda gelmektedir. Yine gliomalarin molekiiler patofizyolojisindeki rolii
bildirilmekte, laboratuar ¢aligmalarinda da olsa yolagin inhibitdrleri ile ilgili ¢alismalarin
giderek arttig1 dikkat cekmektedir. Sonug olarak bu ¢alismada; bir glioblastoma multiforme
hiicre hatt1 olan U87 ile ii¢ boyutlu timdér modeli olusturma ve s6z konusu iki ajanin
JAK/STAT sinyal yolaginin iki farkli diizeyde engellenmesi arastirilmistir. Ayn1 zamanda bu
yolagin susturulmasinin anjiogenezis iizerindeki etkileri karsilagtirilacaktir. Bu sayede
gliomalarin molekiiler 6zelliklerini daha iyi anlamak ve boylece gelecek yeni ¢aligmalar ile

tedavide yeni molekiiler hedefler belirlenmesi umut edilmektedir.
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GENEL BiLGILER

GLIOBLASTOMA

Tarihce

Insanoglunun kafatas1 ve igindeki beyin dokusuna olan ilgisi bundan on bin yil
oncesine dayanmaktadir. Orta Anadolu ve Kapadokya’nin ilk yerlesim yeri olarak bilinen
Asikli Hoytik® teki kazi ¢alismalarinda bulunan ve tarihin ilk beyin ameliyatinin yapildigi
belirtilen kafatasinin, 20-25 yaslarinda ve cerrahi sonrasinda 10 giin hayatta kalip 6len bir
kadina ait oldugu gosterilmistir. Tarihte santral sinir sistemi tiimorlerine iliskin bilinen ilk
raporlar, otopsi materyallerinde morfolojik diizeyde incelenmis olup 1800’ de Berns ve 1804’
te Abernety tarafindan bildirilmistir (4). Merceklerin gelistirilmesi ve modern mikroskobun
1830°da J. J. Lister tarafindan ortaya konulmasi ile histopatolojik inceleme donemi
baglamistir (4). Modern otopsinin temelini olusturan c¢alismalariyla, ilk kapsamli
histomorfolojik tanimi, 1865°te Alman patolog Rudolf Wirchow yapmustir (5). Wirchow,
saglikli ve timorlii dokuyu histolojik olarak ayiran ve ilk ‘gliom’ terimini kullanan kisidir [6].
Mikroskobik boyanma 6zelliklerine gére beyin tiimorlerini 2 guruba ayirarak (diisiik dereceli
ve yliksek dereceli olarak) ilk siniflamaya onciiliik etmistir (4,6). 20. Yiizyil baslarinda doku
kiltirii ¢alismalariyla beraber glioblastomalar, hiicresel (nekroz, c¢ogalma ve hiicre
morfolojisi) ozellikleriyle birlikte incelenmeye baslanmistir (7). Wirchow’un gliomlar1
morfolojik olarak tanimlamasindan yaklagik 100 yil sonra, 1926’da prekiirsér hiicrelerin
tanimlanmasi ile Amerikan ndropatolog Percival Bailey ve Harvey Cushing tarafindan, DSO
2016 smiflamasinin dayandigi, gliomlarin modern siniflamasinin temelleri atilmis, GBM’e ilk

isimlerinden olan ‘spongioblastoma multiforme’ adi verilmistir (4). 20. Yizyilin ikinci
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yarisinda gelisen molekiiler belirteglerle beraber gliomlarin siniflamalar1 ve tanimlamalari
bugiinki halini almaya baglamistir (4). Bu ylizyildaki gelismelere katki saglayan bir diger alan
da 1895°de X 1smlarimin Wilhelm Roentgen tarafindan kesfi olmustur (8). 1904°de ilk noro
goriintiileme Amerikan dergilerinde raporlanmistir (8). 1918-1919 yillarinda Walter E.
Dandy, bosluklu organlardaki havanin, organin ana hatlarini ¢izmesi esasini beyine de
uyarlamig ve bu fikir pndmoensefalografi ve ventrikiilografiyi dogurmustur (8). Yapilan direk
grafilerde saptanan kalsifiye tiimorler, 20. Yy. baslarinda beyin tiimorii teshisinin kesitsel
gorlintiilemeler elde edilene kadarki ilk baslangic1 olmus ve ilk pediatrik beyin timdori bu
teknik kullanilarak 1952’ de teshis edilmistir (9).

Tarihte ilk beyin tiimorii ameliyat1 25 Kasim 1884°te, Rickmann J. Godlee tarafindan
yapilmustir (10). Ulkemizde ise ilk ndrosirurji operasyonlari; trigeminal nevralji, spinal kord
ve beyin tiimorleri tizerine, 1923’te Dr. Tuner tarafindan yapilmistir (11). Aymi yillarda
Dandy tarafindan yapilan hemisferektomilerle glioblastomlarin ne kadar invaziv ve koti
seyirli oldugu ortaya konmustur (12). Aradan gecen zamana ve tiim gelismelere ragmen
gelinen noktada kraniyal tiimoérler igerisindeki glioblastomalar, kotii seyrine devam
etmektedir (13). Bu durum da, tarihten bu yana yapilan morfolojik, radyolojik, histolojik ve
anatomik incelemelerin yani sira, molekiiler incelemelerin de Onemini ve gerekliligini

tartigmasiz kilmaktadir (14).

Epidemiyoloji

Glioblastoma multiforme en kotii seyirli primer beyin timériidiir (1). Beyaz irkta siyah
irka gore daha siktir (15). Ulkemizde epidemiyolojik veriler kisith olsa da tek merkezli
yapilan retrospektif bir c¢aligmada primer beyin tiimorlerinin ikinci en sik olam
glioblastomalar olarak bulunmustur (16). Ulkemizde, beyin, meninksler ve merkezi sinir
sistemi kanserlerinin insidans hiz1 erkek cinsiyette kadina gore fazladir. Beyin ve santral sinir
sistemi tiimorlerinin tiim yas guruplarinda insidanst Amerika Birlesik Devletleri’nde yiiz
binde 22.64’ tiir. Bu tiimorlerin yaklagik ticte ikisi benign karakterdedir. Malign karakterde
olanlarin ise yaklasik %80’ ini gliomlar olusturur (17). Bunlarin yaridan fazlasini da GBM ve
evre 4 astrositomlar olusturur (Sekil 1). Ortalama tan1 yas1 64’°tiir. Genel sag kalim ise tiim
tedavi yaklagimlarina ragmen, tan1 anindan ilk bir y1la kadar %17-30, ikinci yilda ise %3-5’tir

(18).



Birlesik Devletler merkezi beyin tiimorii kayit defterine (CBTRUS) goére 2013-2017
yillart arasinda yapilan bir ¢alismada primer beyin ve diger santral sinir sistemi tiimorlerine
bagli 6len sayist 81.246, 6liim hiz1 ortalama yiiz binde 4,42°dir (19). Yine ayni ¢alismada en
stk goriilen primer malign beyin timori glioblastomdur (tim timérlerin % 14,5 i ve koti
huylu tiimérlerin % 48,6' s1) (19).

1996 yilinda Mayo klinik tarafindan yayimlanan bir ¢aligmada; ortalama yas1 62 olan,
64 hastanin %81’ inin gliblastoma multiforme tanisi aldigi ve bu hastalara yapilan genel
tedavi masraflarinin 1993 Amerikan dolar1 degeriyle kisi bast 67.887 § oldugu bildirilmistir
(20). 2020 yilinda yaymnlanan bir ¢aligmada ise hastalarin tedavi aldiktan sonra %46’ smnin
emekli oldugu ve c¢alisamayacak duruma geldigi goOsterilmis, mortalitenin yani sira

morbiditenin de 6nemi vurgulanmistir (18).

GBM %51,2

Ependimom _\Difﬂjz astrositom

Pilositik astrositom

Anaplastik
astrositom

Oligodendrogliomlar

Diger astrositomlar Diger
gliomalar

Sekil 1. Santral sinir sistemi gliomlarmin dagihim (21).

Etiyoloji

Glioblastomalarin yas ile birlikte goriilme sikligi artmaktadir (18). Goriilme
sikligindaki artisa ragmen etiyolojisi net olarak bilinmemektedir (21). Bazi cevresel ve
genetik faktorlerin tizerinde durulmaktadir. Arastirilan bu faktorler arasinda en iyi bilinen ve
kanitlanmis cevresel faktor iyonizan radyasyon maruziyetidir (22,23,24). Iyonizan radyasyon
DNA hasar olusturan bir etkendir (25). Iyonizan radyasyona maruz kalinan yas ne kadar

kiigilikse risk o kadar artar (23). Bes yas Oncesinde kraniyal 1sinlama alan ¢ocuklarda riskin 30
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kat arttigin1 gosteren ¢aligmalar mevcuttur (26).

Alerji ya da atopi hikayesi ve ailesel kalitimin etiyolojide rol oynadig
diistiniilmektedir (23). Atopi ve alerji hikayesinin GBM riskini azalttigina dair epidemiyolojik
calismalar mevcuttur (27). Bir tiimor; ailesel kaliim (germline), kazanilmig (somatik) veya
bunlarin birlikteligi olan poligenetik kalitimla ortaya cikar. Li-fraumeni Sendromu, Turcot
Sendromu, Lynch Sendromu, Norofibromatozis 1 ve 2, Cowden Sendromu ve
Tiiberosklerozis mendelien kalitimla ortaya c¢ikan gliomlarin sendromik olanlarina 6rnektir
(23).

Glioblastom etiyolojisindeki, kanitlanmig ¢evresel ve genetik faktorlerin yani sira
giiniimiizde hala tartisma konusu olan ve arastirilmaya devam edilen etkenler s6z konusudur.
Vinil kloriir, pestisit, sigara, petrol rafine etme ve sentetik kauguk iiretimi gliomlarin gelisimi
ile net olarak iliskilendirilmemistir (28). Formaldehit, cep telefonundan gelen
elektromanyetik dalgalar ve non-iyonize radyasyonun GBM ‘e yol agtigi kanitlanmamistir
(28). Yapilan galismalarda; risk faktorli olabilecegi tizerinde durulmus ancak uzun vadeli
caligmalara ihtiyag oldugu belirtilmistir (29). Beslenme aliskanliklari {izerine yapilan bir

caligmada; kirmizi et ve triinlerinin glioma riskini artirdigr ispatlanamamistir (30).

Klinik

Gliomlarin klinik bagvuru sekli; beyinde yerlestikleri lokalizasyona, cinsine ve
boyutlarina gore degisiklik gosterir (28,31). Siklikla supratentoryal yerlesimli olan gliomlarin
en sik (%68) klinik karsilig1 ilerleyici ndrolojik defisittir. Bas agrisi ikici en sik bagvuru
sikayetidir. Nobet, mental degisiklikler, gérme ve konusma bozukluklar1 karsimiza
gelebilecek klinik basvurulardan birkagidir. Nobet daha c¢ok diisiik dereceli glial kitlelerin
basvuru nedeni olsa da, yiiksek dereceli oligodendrogliomlar da ndbetle karsimiza ¢ikabilir.
Infratentoryal yerlesimli kitleler ise genellikle; bas agrisi, bulanti, kusma, papil 6demi,
yiiriime bozuklugu ve kraniyal sinir tutulumlari ile ortaya ¢ikar. intrakraniyal damarlarm
tiimor hiicreleri tarafindan tikanmasi veya tiimor i¢i kanama gibi durumlarda gecici iskemik
atak benzeri bulgular goriilebilir. Anatomik lokalizasyona gore de glioblastomlar klinik
bulgular verebilir. Frontal lob lezyonlarinda basta kisilik degisiklikleri olmak iizere, abuli,
demans gibi bulgular goriilebilir. Temporal lob lezyonlarinda ise duyusal ve olfaktor sanrilar,
deja vu ve hafiza bozukluklar1 gelisebilir. Parietal lob lezyonlarinda ise viicudun karsi
yariminda hemiparezi ve agnozi olusabilir. Oksipital lob lezyonlarinda gérme kayiplari,

korpus kallosum tutulumunda ise kelime korliigli (aleksi) goriilebilir. Glial tlimorlerde



hastalarin semptomlarini belirleyen bir diger 6énemli unsur timoriin biiyiime hizidir. Yavas
biiyiiyen tiimorler daha c¢ok nobet yakinmalari ile bagvururken; hizli biiyiiyen progresif
tiimorler bas agrisi, motor kayiplar ve mental durum degisikliklerine neden olarak daha
giriiltiilii bir tablo ile bagvurabilirler (24). Her zaman lokalizasyon, timoér tipi ve biiyiime
hiz1 iligkili klinik sunus goriilmeyebilir. Organ nakilleri sonrasinda alicida goriilen
glioblastomlar, yanliglikla Angiostrongylus cantonensis tanisi alan sekonder GBM, serebellar
kistik gliomlar, ekstrakranial organlara metastaz1 (akciger karaciger vb.), servikal miyelopati
(32) ve hatta kalvaryal invazyonla sunumu, GBM’ in nadir goriilen klinik bi¢imleridir (33-

36). Bu nedenledir ki GBM” in klinik yansimas1 genis bir yelpazeye sahiptir.

Tam

Glioblastomlarda tanisal goriintiileme genellikle; akut baslangi¢li sikayetlerde (nobet,
gecici iskemik atak gibi) bilgisayarli tomografi (BT) , kronik sikayetlerde (ilerleyici nérolojik
defisit, bas agris1 gibi) ise manyetik rezonans goriintiileme (MRG) ile yapilmaktadir.

Bilgisayarli tomografide; belirsiz sinirli hipodens alan, kafa i¢i basing artisina bagh
sulkuslarda silinme, kitle i¢i kanama sonucu hipodens alan igerisinde sinirlar1 nispeten diizenli
hiperdens alan glioblastomun belirtilerindendir. Kitlenin lokalizasyonuna ve boyutuna bagli
olarak ventrikiil basisi, orta hat sifti olabilir. Bu radyolojik goriinlim sonrasinda sikayetlerin
baslangici ve siiresi onemli olmaksizin hasta kontrastli MR ile tetkik edilmelidir (37).

Manyetik rezonans goriintiilemede glioblastomlarin radyolojik ozellikleri, tiimoriin
evresine gore degisiklik gosterebilir. Diisiik dereceli gliomalarda MRI” da T2 hiperintens, T1
komsu parankim ile izointens ve kismi kontrast tutulumu olabilir. Erken evre gliomalarda bu
gibi durumlarda MR Spektroskopi ile baz1 hiicre i¢i ve hiicrelerarasi biyokimyasal belirtecler
kullanilarak erken taniya gidilebilir. Yiiksek glial kitlelerde ise; MRG’ de kitlesel lezyon
etrafinda periferik heterojen kontrast tutan, yogun halka sekli ve lezyon igerisinde nekroza
sekonder hipointens alan goriiliir. Nekroz GBM i¢in spesifik bir radyolojik goriiniimdiir.
Tanisal goriintiilemede kitle etkisine sekonder vazojenik ddem, kitle igine kanama (akut veya
kronik zeminde) ve kitlenin basi etkisine bagl orta hat sifti olas1 goriintiilerdendir. ilk tan1
araci degilse de klinik takipte uzak metastaz diisiiniilen hastalarda Pozitron Emisyon

Tomografisi (PET-CT) de kullanilabilir (28).



Sekil 2. GBM hastanin preoperatif goriintillemelerinde; sag serebral hemisferde
parietotemporooksipital bélgede, en belirgin yerinde 57x90x70 mm
olarak olciilen, santralinde patolojik kontrast fiksasyonu gosteren
yaklasik 40 mm c¢apinda solid komponent iceren, T2 hiperintens kistik
natiirde lezyon izlenmektedir. Tariflenen lezyon basisina sekonder orta
hattan sola dogru 9 mm sift mevcuttur.

Tedavi

Gliblastom tedavisi; medikal, cerrahi, radyoterapi, kemoradyoterapi ve
immiinmodiilatérleri iceren multifonksiyonel bir yaklasimi barindrir. Ilk tan1 aninda baslanan
tedavi, ddeme sekonder belirtilerin azalmasina yonelik antiddem tedavidir. Bu amagcla
baslanan kortikosteroidler (deksametazon) tedavi siiresince veriliyor olsa da hastaliga iliskin
etkisi hakkinda tartismalar devam etmektedir (38). Biyopsi veya cerrahi tedavi olarak total
rezeksiyon primer secenektir. Cerrahi tedavinin sag kalim tizerindeki etkisi daha birgok
faktore baghdir. Ozellikle yash hasta gurubunda cerrahi segenegi kisiye gore dzellestirilir.
Primer tedavi; uygun ve yeterli cerrahi rezeksiyonun ardindan; radyoterapi ve/veya es zamanl

kemoterapi seklindedir (39,40). Son zamanlarda immunoterapideki hizli ilerleme GBM



tedavisi igin yeni secenekler saglamistir (41). Immiinoterapide amag, viicudun tiimore olan
bagisiklik sisteminin aktivasyonunu artirmaktir. Heniiz etkileri kanitlanmamis olsa da
GBM’de gen* tedavileri ile ilgili de ¢alismalar mevcuttur (42). Biiylimesini invazyon ve
anjiyogenez sayesinde saglayan GBM’de molekiiler odaklar hedef alinarak tedavi secenekleri

olusturulmaktadir.

GLiIOMALARIN TARIHSEL SINIFLAMASI VE GUNCEL SINIFLAMA

Smiflamasinin, tedavisinden ge¢ yapilmaya baslandig1 beyin tiimorleri hakkinda ilk
fasikiil 1952°de Armed Forces Institute of Pathology (AFIP) tarafindan yayinlanmistir (43).
1952°de DSO (Diinya Saglik Orgiitii) tiimor patolojisine yaklasim agisindan 3 ana &ge
(anatomik bolge, histolojik tiimor tipi ve malignensi derecesi) belirlemesine ragmen bunlar
sistematik halde bir siniflamaya dontismemistir (44). Bu cercevede AFIP’nin yayinladigi
makale ve fasikiiller 27 yil kadar etkinligini siirdiirmiistiir.1979 yilinda DSO tedavi ve
prognoz odakli bir siniflama yapmak iizere Oslo’da 300 patolog ile beraber, Dr Klaus J Ziilch
yoneticiliginde toplanmistir (44). Bu toplantida histolojik, patolojik ve klinik yaklagim
temelleri tartisilsa da, Dr. Ziilch bir ndroonkolog oldugu i¢in tiimor siniflamasinda tanisal
yaklagimin yani sira tedavi ve prognozun da goz Oniinde bulundurulmasini savunmustur.
Bunun olumsuz yani ise bazi tiimorlerin histolojik yapisi agresif olmasa dahi klinik olarak
mortaliteye neden olabildigi durumlarda agresif tiimér olarak siniflandirilmasidir (44). Bu
tartismalar sonucunda histolojik yap1 ve klinik beraber degerlendirilmesi karar1 alinarak ilk

mavi kitap olan histolojik siniflama yapilmistir (Sekil 3).
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Diinya Saglik Orgiitii mavi kitaplarinda, tiim sistemlerin edisyonu tamamlandiktan
sonra yenilenme yapildigi i¢in kitaplarin degisimi noropatoloji alanindaki degisimlere
yetisememistir. Bu durum 2014’de ediyon giincellemesi adi altinda Harlem konsessus
rehberini ortaya c¢ikarmistir (44). Bu rehber histopatolojik tami, WHO (World Health

Organization) derecesi, molekiiler degisiklik ve entegre taniy1 igermistir (45).

GLIOMALARDA 2016 SINIFLAMASININ GETIRDIGI ETKi VE
FARKLILIKLARI

Diinya Saglik Orgiitiiniin 2016 Siniflamasinda, 2014 yilinda giincellenen edisyondaki
entegre tani sistemine, molekiiler belirtecler de eklenmistir. Molekiiler 6zelliklerden IDH
mutasyonu, 1p/19q kodelesyonu, H3K27M mutasyonu, RELA fiizyonu yeni siniflamada
dogrudan tani igerisinde yer almistir (45). Ornegin yeni smiflamada oligodendrogliom tanisi
molketiler belirtegleri de belirtilerek; WHO grade 2,IDH mutant, 1p19q kodelesyonu olarak
kullanilmistir  (44). 2016 siniflamasinda en temel degisiklikler; diffiiz gliomlar,
medullablastom ve embriyonel tiimorlerde yapilmistir. Bu degisikliklerin temel amaci;
tiimdrleri molekiiler 6zelliklerine gore siniflandirmak, klinisyene dogru ve giivenilir bilgi
vermek ve erigkin ve bazi pediatrik tiimorleri birbirinden ayirmaktir.

Eski  smiflamada glial  kitleler;  astrositik  tiimorler,  oligoastrositomlar,
oligodendrogliomlar ve ependimom olmak iizere 4 sinifa ayriliyordu. 2016 siniflamasinda ise
diffiiz gliomlar, diger astrositomlar ve ependimom olmak flizere 3 sinifa ayrilmaktaydi.
Glioblastomlar eski siniflamada astrositik tiimoérler i¢inde yer alirken, yeni siniflamada diffiiz
gliomlar i¢inde yer almistir.

Glioblastomlar WHO 2016 siniflamasina gore 3 guruba ayrilmigtir. Bunlar IDH
mutant, IDH mutant olmayan ve NOS(Not otherwise specified)tur [45]. IDH non-mutant
gurup ise 4 ‘e ayrilmistir. Bunlar; dev hiicreli glioblastom, gliosarkom, epiteloid glioblastom
ve siiflamaya yeni eklenen bir tan1 olan diffiiz orta hat gliomudur (46).

IDH non mutant glioblastomlar tiim glioblastomlarin %90’m1 olusturur. Median yas
62 olup erkek cinsiyette siklig1 daha fazladir. Eski siniflamada ‘primer’ ya da ‘de novo’
glioblastom olarak gecen IDH non mutant glioblastomlarin 4 alt tipi vardir. Bunlar; kii¢lik
hiicreli, primitif néronal bilesenli, graniiler hiicreli ve lidip hiicreli/lipidize glioblastomdur.

IDH mutant glioblastom yeni smiflamada glioblastom multiforme yerine
kullanilmaktadir. Bu gurupta median yas 45 olup kadin erkek insidansi esittir. Siklikla frontal

lobu tutmaktadir.



2016 simiflamasi sonrasinda 3 yeni giincelleme daha yapilmistir (44). 2016 yilindaki
simiflamada NOS ifadesinin; difliz glial tiimorlerde 6nemli yere sahip olan IDH mutasyonu
ve 1p/19q kodelesyonu molekiiler degisikliklerine karar verilemedigi, yani bu molekiiler
degisikliklere yonelik testler yapilamadigi durumlarin yani sira, test yapilabildiginde de test
sonuglari arasinda uyumsuzluklar oldugunda kullanilmasi 6nerilmistir (44). Ancak bu ifade
tanisal zorluk yasanan her olguda kullanilmaya baslanmis ve klinik karmasalara yol agmustir.
cIMPACT- NOW(the Consortium to Inform Molecular and Practical Approaches to CNS
Tumor Taxonomy) 1. giincellemesinde “NOS” ifadesinin kullanim alaninin sadece molekiiler
degisiklikler yoniinden test yapilamadigi durumlar ile smirlandirilmast Onerilmistir. Yani
diffiiz glial bir timdérde IDH mutasyonuna ve/veya 1p/19q kodelesyonuna bakilamadigi
durumlarda tiimoére “Difiiz astrositom, NOS”, “Oligodendrogliom, NOS” tanis1 verilecektir
(44). 2. giincellemenin konusu H3K27M mutant ve IDH mutant diffiiz gliallerdir.
2016 siniflamasinda H3K27M mutasyonun sadece difiiz orta hat gliomlarina spesifik oldugu
ve Grade 4 olarak derecelendirildigi bildirilmistir (45). Ancak mutasyonu gosteren ve
infiltratif olmayan tiimorlerin varliginin ortay ¢ikmasi bu tiimorlerin hepsinin Grade 4 olarak
evrelendirilmesinin yanlis oldugunu ortaya koymustur. cIMPACT-NOW 2. giincellemesinde
“Difiiz orta hat gliomu, H3K27M mutant, WHO Derece IV” tanisinin timoriin orta hat
yerlesimli, infiltratif patern gosteren ve mutasyona sahip tiimorler ile sinirlandirilmasini
onermistir. IDH mutant diffiiz gliallerde ise tiim immiinohistokimyasal ve mikrosatellit
analizleri birlikte yapmak yerine, algoritma temasinda tek tek yapmak &nerilmistir. Ornegin;
difiiz glial bir tiimdér, IDH mutant oldugu anlasildiktan sonra , 6nce ATRX ve p53
immiinohistokimyasal boyamasi ile incelenecek, ATRX immiinoekspresyon kaybi
saptandiginda mutasyon lehine degerlendirilerek, p53 ile de yaygin ve koyu boyanma
gosterilirse tiimor IDH mutant bir astrositik tiimor olarak tanimlanacaktir. IDH mutasyonu
varken, ATRX immiinoekspresyonu korunmus, p53 ile fokal boyanan ya da hi¢ boyanma
gostermeyen bir difliz glial timorde ise 1p/19q kodelesyonu arastirilacak, kodelesyon da
saptanir ise timor oligodendroglial tiimor olarak kabul edilecektir (44).

Ugiincii giincelleme IDH wild tip tiimorlerde glioblastom molekiiler 6zellikleri iizerine
yapilmistir. Diffiiz glial tiimorlerde 6grendigimiz molekiiler degisiklikler IDH, ATRX ve p53
mutasyonlarindan ibaret degildir. IDH-wt tiimorlerde Telomeraz Reverse Transkriptaz
(TERT) promotor bolgesinde mutasyon varliginda, EGFR amplifikasyonu varhiginda,
Kromozom 7 kazanimi ve Kromozom 10 kayb1 oldugunda da tiimorler glioblastom benzeri

Klinik seyir gostermektedir. Sasirtict olan ise bu molekiiler degisiklikleri gosteren tiimorlerin
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bazilarinin higbir yiiksek derece morfolojik bulgusu gostermemesidir . cIMPACT-NOW 3.
Giincellemesinde; IDH-wt tiimorlerde morfoloji glioblastomu desteklemese dahi TERT
mutasyonuna, EGFR amplifikasyonuna, Kromozom 7 kazanimi / Kromozom 10 kaybina
bakilmasi gerekliligi vurgulanarak bu molekiiler degisikliklerden herhangi birinin tespiti
durumunda tiimoriin “Glioblastom molekiiler 6zellikleri gosteren difiiz glial tiimér, WHO

Derece IV” olarak kabul edilmesini 6nerilmistir (44).

GLiOBLASTOMLARIN MOLEKULER MEKANIZMASI

Glioblastoma tedavisinde, gilinlimiiz sartlarinda hala Onemli bir asama
kaydedilememesinin nedeni hastaligin altinda yatan karmasik molekiiler diizendir. Bu
molekiiler temelin 6nemli bir boliimiinii de, glioma hiicrelerinin etraf saglam dokuya
invazyonu ve akabinde anjiogenezisi olusturur (47). Glioblastomlar vaskiilaritesi en yiiksek
timorler arasindadir (48). Bu yogun vaskiilarite peritiimoral 6demden sorumludur (49).
Anjiogenez 3 asamada gergeklesir; kan damarmin bozulmasi, bazal membran ve onu
cevreleyen ekstraselliiler matriksin bozulmasi ve endotel hiicrelerinin gocii ile yeni kan
damarlarinin olugmasi (47). Glioma hiicreleri serebral kan damarlar1 ¢evresinde toplanarak,
astrositik baglantilar1 kaldirir ve endotel-bazal membran arasindaki iliskiyi bozar (49).
Etkilenen endotel hiicreleri Angiopoetin-2 salgilar ve damar duvari stabilizasyonu bozulur
(50). Angiopoetin-1 ve 2, tirozin kinaz araciligiyla anjiogenez igin bir kontrol noktasi
olusturur (51).

Damar duvarinda ve c¢evresindeki ekstraselliler matriksteki bozulma, matriks
metalloproteinazlarin1 ortaya ¢ikararak invazyonu kolaylastirir (47). Bu enzim ailesindeki
gelatinazlar astrositomlarda yiiksek ekspresyon seviyelerine sahiptir (52).

Vaskiiler homeostaz pro-anjiyojenik ve anti-anjiyojenik uyarilar arasindaki bir denge
ile yonetilir. Pro-anjiyojenik uyarilar anti-anjiyojenik uyarilara baskin oldugunda gliomlarda
damarlanma artar (53). Beyin tiimérlerinde anjiyojenik mekanizmalarin en giiglii aktivatorii
doku hipoksisidir (47). Biiyiiyen tiimoriin neden oldugu hipoksik ortam, anjiogenezin
uyarilmasina ve timor hiicrelerinin malign potansiyelinin artmasina katki saglar (54,55).
Angiogenezisi engelleyerek tiimor biiylimesinin Oniine gegilebilecegi goriisii ilk defa 1971
yilinda Folkman tarafindan ortay atilmis olup sonrasinda pek ¢ok tedavi protokoliinde bu tip
ajanlar rutin tedaviye girmistir (56). GBM anjiogenezin etkin rol oynadig: yiiksek vaskiiler
ozellikler gosteren bir tiimordiir. Bu bakimdan tedavide anti-anjiogenetik molekiillerin

kullanilmas iyi bir secenek gibi goziikmektedir (57). Nitekim 2009 yilinda FDA (US Food
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and Drug Administration), VEGF inhibisyonu yoluyla anti-anjiogenik etki gosteren
bevacizumabin, nilks GBM’da kullanilmasina onay verilmistir (58). Ancak bazi
kisitlamalardan dolayr GBM tedavisinde anti-anjiogenik molekiiller rutin tedavide yer
alamamaktadir. Bu kisitlamalarin basinda, VEGF ya da PDGF inhibitorleri tedavisi uygulanan
hastalarda tiimor rekiirrensinin olmasi ve hatta tekrar eden tlimoriin daha agresif ve invazif bir
sekilde ortaya ¢ikmasmin tespit edilmesi gelir (3). Noronal sitotoksisite, tiimor hiicrelerinin
invazifliginin artmasi ve tedaviye direng gelismesi yine anti-anjiogenik tedavinin olumsuz
yonleridir (59). Tedaviye yanitta basarisizligin patofizyolojisi ise tiimor hiicrelerinin VEGF
inhibitorii ile inhibe edildiginde, fibroblast biiyiime faktorii (FGF) gibi diger proanjiogenik
molekiiller tiretmesi oldugu disiiniiliir (3).

Klasik olarak GBM’ lerin, farkli kromozom anomalilerine sahip ve sag kalim siireleri
farkli olan 2 farkli antite oldugu diisiiniilmektedir. Bunlar Primer/De Novo GBM ve Sekonder
GBM(diisiik dereceli glial tiimorlerden malign dejenerasyonla olusan)’ dir (3). Bu iki
antitenin farkli genetik yolaklar ile gelistigi bilinmektedir (60). Sekonder GBM’ler daha
Oncesinde goriilen anaplastik astrositomlardan gelisen bir grup olup IDH1/2, TP53 (p53) ve
ATRX gen mutasyonlarini igerir (61). IDH1 mutasyonu az sayidaki primer GBM olgularinda
goriilse de sekonder GBM i¢in molekiiler bir belirleyicidir (62). Zaten bu mutasyona sahip
primer GBM’ li olgularin da sekonder GBM” ler gibi 6nciil lezyonlardan gelistigi ancak bu
gelismenin hizli bir sekilde olmasi ile klinik olarak gozden kagtigi disiiniilmektedir (63).
IDH-1 mutasyonu ayn1 zamanda uzun sag kalim siiresi ile iliskilendirilmistir. Bir yildan daha
az sag kalim siiresi olan primer GBM’lerde ise TERT, PTEN mutasyonu ve EGFR’nin fazla
ekspresyonu goriiliir (61,64). Platelet-derived growth factor (PDGF) ve epidermal growth
factor (EGF) gibi biiyiime faktorlerinin ve reseptorlerinin gliomalarin gelismesinde etKili
olduklart tespit edilmistir (3). Ayni zamanda fizyolojik sartlarda glial hiicre gelismesinde de
etkili olan bu faktorlerin, PDGF’nin diisiik dereceli gliomalarin ve oligodendrogliomalarin
gelismesinde, EGFR nin ise yiiksek dereceli gliomalarin gelismesinde etkili olduklar: tespit
edilmistir (65,66). Karsinogenezinin gelismesi alaninda yapilan ¢alismalar, EGFR artis1 ile
STAT3 gen artisinin Korele oldugunu gostermektedir (67). Fan ve ark. tarafindan gliomalarda,
EGFR artis1 ile STAT3 transkripsiyon faktoriiniin arttigt in vivo ve in vitro olarak

gosterilmistir (68).

JAK/STAT SINYALIZASYON

JAK/STAT (janus kinaz/signal transducer and activator of transcription) yolagi,
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enflamasyon ve kanser gelismesinde 6dnemli rol oynayan bir hiicre i¢i sinyalizasyon yolagidir
(69). Hiicre ylizey ligand reseptorlerine, reseptoriin hiicre igi kismina bagl olan JAK ters
fosforilizasyon ile aktive olur. JAK aktivasyonu ile sitoplazmada yer alan STAT’lar segici
olarak fosfarile edilir ve sitoplazmada STAT dimerleri olusur. STAT dimerleri bir
transkripsiyon faktoriidiir ve niikleusta hedef genin promotor bolgesine baglanarak gen
regililasyonu diizenlenir (70). Yapilan ¢alismalar ile JAK/STAT yolagi pek ¢ok kanser ile
iliskilendirilmistir. Kolon kanseri, kolorektal kanserler, pankreas kanseri, prostat kanseri,
gastrik karsinomlar ve hepataselliiler karsinom ile yakindan iliskili oldugunu gosteren pek ¢ok
molekiiler ¢alisma mevcuttur (69). Bunun yanisira GBM olgularinda da 6zellikle STAT3{in
terapotik bir hedef olabilecegi bildirilmistir (Sekil 4) (71).
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Sekil 4. JAK/STAT sinyalizasyon sematik goriintiisii.
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NiIFUROKSAZID KIMYASAL OZELLIKLERI

Nifuroksazid olduk¢a yaygin kullanilan, bakteriyel kaynakli kolit ve diyarede uzun
yillardir kullanilan bir barsak antiseptigidir. Sahip olduklar1 nitro grubu ( NO2), bu grup
ilaglara ¢ok etkili bir antimikrobiyal ve antiparaziter ozellik kazandirir (72). Son yillarda
melanoma, gogiis ve kolorektal kanserlerde anti-tiimor etkileri bildirilmistir (73). Son olarak
Ye ve ark., nifuroksazidinin STAT3 yolagi vasitasiyla kolarektal kanserlerde metastazi
engelledigini yaymlamislardir (74). Yine pek ¢ok kanser hiicresinde STAT3 fosforilayonunu
engelledigi ve boylece anti-tiimoral 6zellige sahip oldugu dikkat ¢ekmektedir (75).

RUKSOLITINIB KIMYASAL OZELLIKLERI

Ruxolitinib (INCB018424), Incyte Corporation (Wilmington, DE, USA) sirketi
tarafindan gelistirilen JAK 1 ve JAK 2 inhibitoriidiir. “Kiiciik molekiil inhibitérii olan
ruxolitinib’in, FDA (United States Food and Drug Administration) tarafindan myelofibrozis
hastalarinin tedavisinde rutin kullanimi1 onaylanmistir (76). Kaposi sarkomu, alopesi areata,
polisitemi vera, kortikostresoidlere direngli graft versus host hastaligi gibi diger alanlarda
umut verici sonuglar1 yayinlanmistir (77). Yapilan bir diger calismada ruxolitinibin, JAK2
tizerinden JAK/STAT yolagini engelleyerek VEGF ( vascular endothelial growth factor) ve
HIF 1 o (hypoxia inducible factor-1 o) ekspresyonun azaltarak angiogenezi engelledigi

bildirilmistir (78).
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GEREC VE YONTEMLER

Calisma Trakya Universitesi Tip Fakiiltesi, Tibbi Biyoloji Anabilim Dali’nda bulunan
Hiicre Kiiltiiri laboratuvarinda yiiriitiildii. Tablo 1 ve tablo 2’ de ¢alisma da kullanilan

cihazlar ve sarf malzemeler liste halinde verilmistir.

Tablo 1. Calismada kullamilan cihazlar, markasi ile iiretim yerleri

Cihazlar

Markasi, Ulkesi

Biyogiivenlik Kabini

Heraeus, Almanya

Karbondioksitli Inkiibator

Heraeus, Almanya

Santrifiyj

Centurion Scientific, Ingiltere

Invert mikroskop

Nikon, Japonya

Otomatik Pipet Seti

Gilson, Fransa

Dijital Pipetor

Thermo Fisher Scientific, ABD

Mikroplate Okuyucu

Thermo Fisher Scientific, ABD

Sogutmal1 Santrifiij

Hettich, Almanya

Santrifiij Hettich, Almanya
Nanodrop Optizen, Giiney Kore
PCR Cihaz1 Applied Biosystems, ABD

Gergek zamanli PCR cihazi

Applied Biosystems, ABD

Gelismis Vorteks Karistirici

WiseMix, Giiney Kore

Karistirici Blok Bioer, Cin
Elektronik tart1 A&D Company, Japonya
4% C Buzdolab1 Vestel, Tiirkiye

-20°C Derin Dondurucu

Vestel, Tiirkiye

-80°C Derin Dondurucu

Wisd, Giiney Kore

Ultra Saf Su Cihazi Tka, ABD
Distile Su Cihazi Tka, ABD
pH metre Mettler Toledo, ABD

Tali® Sitometre

Invitrogen, ABD

Tissue Lyser LT

Qiagen, ABD

Blotlama cihazi

Invitrogen, ABD

Gilg kaynagi

Cleaver, Ingiltere

Goruntiileme sistemi

Dnr Bioimaging Systems, Israil
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Tablo 2. Caliymada kullanilan sarf malzemeler ve markalan ile iiretim yerleri

Kullanilan sarf malzeme Markasi, Ulkesi

DM]?M, Dulbecco’s Modification of Eagle’s Gibco, ABD

Medium

%0.25 Tripsin EDTA Gibco, ABD
Penisilin/Streptomisin Gibco, ABD

Fetal Sigir Serumu Gibco, ABD

Dimetil Siilfoksit Dimetil Merck, ABD

Etanol Merck, ABD

Dnaz/Rnaz Igermeyen Su Life Technologies, ABD

25 c¢cm? Hiicre Kiltiir Kabi Nest, ABD

75 cm? Hiicre Kultiir Kabi Nest, ABD

96 Kuyucuklu Hiicre Kiiltiir Kab1 Nest, ABD

6 kuyucuklu Hiicre Kiiltiir Kab1 Ultra Cruz, ABD

96 Kuyucuklu PCR Reaksiyon Plakasi Life Technologies, ABD
Kriyojenik Vial Nest, ABD

5 ml’lik Serolojik Pipet Nest, ABD

10 mI’lik Serolojik Pipet Nest, ABD

Ruxolitinib Cayman Chemical Company, ABD
Nufrosinidin Cayman Chemical Company, ABD

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

ifeni i Biomatik, Kan
Difeniltetrazolyum Bromid iomatik, Kanada

PBS Tablet Life Technologies, ABD
0,2 ml PCR Strip Tiipleri 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 tiipler Nest, ABD

50 mlk flakon tiipler Nest, ABD

1,5 ve 2 ml’lik tiipler Eppendorf, Almanya
Western Blot Kiti Life Technologies, ABD
Steril eldiven Broche, Tiirkiye

Cam malzemeler, deney tiipleri, balon jojeler,

Lamtek, Tiirkiye

beherler vs.

HUCRE KULTURUNUN HAZIRLANMASI

Calismada kullanilan hiicre hatti
Calismamizda kullanilan ticari hiicre, Amerikan Tip Kiiltiir Koleksiyonundan (ATCC)
temin edilen insan glioblastoma U887 (ATCC® HTB-14™) hiicre hattidir (Sekil 5). Bu hiicre
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hatt1 ATCC tarafindan, malign glioma tanisi olan bireyin epitel dokusundan elde edilmis olup,

immiin sistemi baskilanmig farelerde malign glioma olusturma potansiyeli vardir.

Sekil 5. Insan glioblastoma U87 hiicre hattinin invert 151k mikroskopu altindaki
goriintiisii (40X biiyiitme)

Besi Yeri Ortaminin Hazirlanmasi

Calismada kullanilan U87 hiicre hatti i¢in Dulbecco’s Modification of Eagle’s
Medium (DMEM) besiyeri minimal modifikasyonlar yapilarak kullanilmistir. DMEM
besiyerinin igerigi Tablo 3’te 6zetlenmistir. Bu besiyeri 56°C’de 30 dk bekletildi. %5 Fetal
Sigir Serum (FBS) ve %1 penisilin/streptomisin antibiyotik karisimi hazirlanarak karigitirildi.
Kontaminasyon riskini en aza indirmek i¢in 50 ml hacminde falkon tiiplere boliinen DMEM

besiyeri ve 4°C sicaklikta dolapta saklandi.
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Tablo 3. Modifiye edilmis Dulbecco’s Modification of Eagle’s Medium (DMEM) igerigi.

Icerigi Molekiiler | Konsantrasyon | mM
Agirhg: (mg/L)
Aminoasitler:
Glisin 75.0 30.0 0.4
L-Arginin hidroklorid 211.0 84.0 0.398104
L-Sistin 2HCI 313.0 63.0 0.201277
L-Glutamin 146.0 580.0 3.972602
L-Histidin hidroklorid-H20 210.0 42.0 0.2
L-1zolosin 131.0 105.0 0.801526
L-Losin 131.0 105.0 0.801526
L-Lisin hidroklorid 183.0 146.0 0.797814
L-Metionin 149.0 30.0 0.201342
L-Fenilalanin 165.0 66.0 0.4
L-Serin 105.0 42.0 0.4
L-Treonin 119.0 95.0 0.798319
L-Triptofan 204.0 16.0 0.07843
L-Tirosin 181.0 72.0 0.39779
L-Valin 117.0 94.0 0.80341
Vitaminler:
Kolin klorid 140.0 4.0 0.028571
D-Kalsiyum pantotenat Folik 477.0 4.0 0.008385
Asit 441.0 4.0 0.009070
Niasinamid 122.0 4.0 0.032786
Piridoksin hidroklorid Riboflavin | 206.0 4.0 0.019417
Tiamin hidroklorid 376.0 0.4 0.001063
i-Inositol 337.0 4.0 0.011869
180.0 7.2 0.04
Inorganik Tuzlar:
Kalsiyum Klorid (CaCl2- 2H20) | 147.0 264.0 1.795918  2.47524
Ferrik Nitrat (Fe(NO3)3-9H20) | 404.0 0.1 0.81300 5.33333
Magnezyum Siilfat (MgSO4- 246.0 200.0 44.0476 110.344
7H20) 75.0 400.0 0.91558
Potasyum Klorid (KCI) 84.0 3700.0
Sodyum Bikarbonat (NaHCO3) 58.0 6400.0
Sodyum Klorid (NaCl) 154.0 141.0
Sodyum Fosfat monobazik
(NaH2PO4-2H20)
Diger Bilesikler:
D-Glukoz (Dekstroz) 180.0 1000.0 5.55555 0.03985
Fenol Kirmizisi 376.4 15.0 1.0
Sodyum Piriivat 110.0 110.0
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HUCRELERIN KULTURE ALINMASI, PASAJLANMASI VE
DONDURULMASI

Hiicrelerin Canlandirilmasi

Dondurulmus olarak (-80°C) saklanan hiicreler c¢oziindiiriilmek amaciyla 37°C
bekletildi. Hiicreler, santrifiijde 1000 rpm’de 2 dakika kadar santrifiije edildi. Viallerdeki
hiicrelerden supernatant dikkatli bir sekilde uzaklastirildi. Daha sonra viallerin igerisine 1 ml
besiyeri eklendi. Vialler igerisindeki besiyeri ve hiicrelerin iyice karigmasi saglandi. Bu
karisim, daha oncesinde hazirlanan icerisinde 3 ml besiyeri bulunan 25 cm?’lik flakslarin
igerisine konuldu. Bu flakslar steril inkiibatorde (37°C ve %5 CO.) kiiltiire alindi. Bu

islemler ile canlandirilan hiicreler pasajlanma islemine alindi.

Hiicre hatlarimin pasajlanmasi

Flasklarin tabaninda bulunan besiyeri dokiilerek uzaklagtirildi. Hiicrelerin tabandan
kalkmas1 amaciyla tizerine tripsin-EDTA eklendi ve etiivde 37°C’de 10 dakika boyunca
bekletildi. Etiivden c¢ikarilan flakslardaki hiicreler, santrifiij edilmek amaciyla 15 ml’lik
santrifiij tliplerine alindi. 1.500 rpm’de 2 dakika santrifiij edildikten sonra siipernatant
uzaklagtirildi. Hiicre peleti besiyerinde kanistiritlip flasklara ekildi ve invert 151k

mikroskobunda yogunlugu kontrol edildi (Sekil 6).

Sekil 6. Invert mikroskop

Hiicrelerin dondurulmasi isleminde tripsinize edilerek kalkan hiicreler, santrifiij ile

coktiiriildii. Uzerine %5 DMSO igeren besiyeri eklenerek iyice karigmasi saglandi. Daha
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sonra bu karistm 2 ml’lik kriyojenik viallere boliindii. Viallerdeki karisimlar kisa siireli
saklama icin -80°C derin dondurucuda uzun siireli sakalma igin ise -196°C’de siv1 azota
alindi. Calismanin tiim asamasinda hiicre hattinin 5. pasajindan basland1 ve en ¢ok 25. pasajda

calisma sonlandirilda.

Ruksolitinibin  ve nifuroksazidinin stok ve uygulama soliisyonlarinin
hazirlanmasi Calismada anti-timor ajan olarak nifuroxazide (18163, Cayman
Chemical Company) ve ruxolitinib (11609, Cayman Chemical Company) kullanilmistir.
Nifuroxazide 13,76 mg tartilarak 500 ul (DMSO)’de 100 mM; Ruxolitinib 3 mg tartilarak 500
pl (1:1 DMSO:Ultra saf su, pH:3)’de 20 mM olacak sekilde hazirlanmistir. Stok soliisyonlar
calismalarda  kullanilana kadar -20°C’de saklanmistir. Uygulamalardaki DMSO

konsantrasyonu % 0,2’yi agsmayacak sekilde ayarlanmistir.
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Sekil 7. Ruksolitinibin ve nifuroksazidinin kimyasal yapisi

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

Bu kapsamda U-87 hiicre hatt1, 96-kuyucuklu kiiltiir kaplarinda (plate) 3000/kuyucuk
olacak sekilde otomatik multipipetler ile ekildi. Bir gece (yaklasik 16 saat siire) sonunda
ruksolitinibin uygulamalar1 yapilarak 24, 48 saat siiresince inkiibasyona birakilacaktir. Hiicre
canlilik testi i¢in (3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-Diphenyltetrazolium Bromide) (MTT)
viyabilite analizlerinde gruplar 8 kuyucuktan ve su uygulamasi igeren kontrol gruplari
olusturuldu. Ruksolitinibin dozlar1 1.0-1000 uM konsantrasyonlarinda kullanilacak, etkinlik
durumuna gore daha yiiksek ya da daha diisiik konsantrasyonlar1 da analiz edilebilecektir.
Nifuroksazide dozlar1 0.25, 0.5, 1, 2 and 4 pg/ml dozlarinda kullanilarak, etkinlik durumuna
gore daha yiiksek ya da daha diisiik konsantrasyonlar1 da analiz etme imkani1 saglandi (79).

Inkiibasyon sonras1 hiicre sagkalim analizleri icin MTT testi yapildi. Bunun icin 5

mg/ml dozunda hazirlanan "Yellow tetrazolium MTT (3-(4, 5-dimethylthiazolyl-2)-2,5-
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diphenyltetrazolium bromide)" test soliisyonu 20 pl/kuyucuk olacak sekilde tiim kuyucuklara
pipetlendi. Daha sonra plateler 2-4 saat inkubasyona birakildi. Inkubasyon sonrasinda
kuyucuklarin i¢indeki besi yerleri tamamen uzaklastirildi ve her bir kuyucuga 200ul ultra piire
dimetil siilfoksid (DMSO) eklenecek ve karanlik kosulda oda sartlarinda 2 saat beklendi. Bu
stire sonunda plateler multiskan GO mikroplaka okuyucu ile 492 ve 570 nm dalga boyunda
spektrofotometrik olarak okundu. Elde edilen deger tasit maddesi uygulanan grupta % 100
canlilik olarak baz alinarak karsilastirmali 61iim orani seklinde belirledi. U-87 hiicre serisinde
ruksolitinib ve nifuroksazide i¢in IC 50 degerleri SPSS 20 istatistik paket program ile probit
analizi kullanilarak hesaplandi. Projenin bundan sonraki bdliimlerinde ruksolitinib ve
nifuroksozadinin uygulama dozlart MTT c¢alismasi ile U-87 hiicre hatlar1 iizerinde belirlenen
¥, 1C50, IC50 ve 2 x IC50 dozlart olarak alindi. Bu dozlar U-87 3D timér modelinde bu

calisma ile belirlenen siireler ile uygulandi ve bu siire sonunda molekiiler testler yapildi.

RNA izolasyonu

Hiicre hatlarindan total RNA izolasyonunda Total RNA PureLink® RNA Mini Kit
(Life Sciences,USA) kullanildi ve RNA'lar kit protokoliine gore izole edildi. Kit protokiilo
geregince asagida siralanan basmaklar izlenerek RNA izolasyonu yapildi.

1) Lizis soliisyonu, her 1 ml lizis tamponu iginde 20 ul (%2) 2-merkaptoetanol olacak
sekilde hazirlandi.

2) 96 kuyucuklu plakalardaki hiicrelerin besiyeri uzaklastirildi, kuyucuklarin herbirine
125 pl lizis soliisyonu eklendi ve 20 dakika inkiibatdrde inkiibe edilerek hiicrelerin lizis
olmasi beklendi.

3) Lizis olan hiicreler 8 kuyucuk/tekrar olacak sekilde toplandi ve iizerine 1:1 oraninda
%70’ lik etanol eklendi, hemen vortekslendi.

4) Bu karisim spin kolonlara aktarildi ve 12.000 g’de 15 saniye 25°C’de santrifiij
edildi ve altta biriken s1v1 uzaklastirildi.

5) Kolon iizerine 700 pl birinci yikama tamponu eklenerek 12.000 g’de 15 saniye
25°C’de santrifiij edildi ve santrifiij sonras1 spin kolonlarin alt tiipleri i¢indeki siviyla birlikte
uzaklastirildi.

6) Saniye 25°C’de santrifiij edildi ve santrifiij sonras1 altta kalan sivi uzaklastirildi (2
kez tekrarlandi).

7) Kolon iizerindeki membranin kurumasi i¢in 2 dakika 12.000 g’de 25°C’de santrifiij

edildi ve alttaki tlip atildi, kuruyan kolon 1,5 ml hacminde steril toplama tiiplerinin i¢ine
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alindi. 8) Kolonun tam merkezine 30 pl RNaz icermeyen su pipetlenerek oda 1sisinda bir
dakika inkiibasyona birakildi. Bu siirenin sonunda 12.000 g’de 2 dakika oda sicakliginda
santrifiij edilerek tiipiin dibinde toplanan RNA miktarlar1 Nanodrop cihazinda (Optizen, Nano

Q) ol¢iildii ve saklanmak iizere dondurucuda alindi (-80°C).

cDNA Eldesi

Ruksolitinibin ve Nifuroksazide'in uygulamasi yapilmis U87 insan glioblastoma
hiicrelerinden elde edilen RNA’larin, komplementer DNA’sinin elde edilebilmesi i¢in High
Capacity cDNA Reverse Transcription Kit (Applied Biosystems) kullanildi. PCR reaksiyonu
kit protokoliine gore asagidaki gibi yapildu.

1) -80°C’de saklanan RNA’larin +4°C’ de erimesi saglandi.

2) cDNA ana karisimi, Tablo 4°te listenen maddeler ile hazirlandi.

3) 200 ul’lik PCR striplerine, 10 ul RNA, 10 pl cDNA ana karisimindan pipetlendi.

4) Reaksiyon karigimi PCR cihazinda (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 kullanilmak tizere -20°C

dondurucuda saklanda.

Tablo 4. cDNA karisiminda kullanilan malzemelerin listesi

Malzeme Miktar
10X Ters transkripsiyon tamponu 2 ul
25X dNTP karisimi (100 mM) 0,8 ul
10X Ters transkripsiyon rastgele primerleri 2 ul
Multi Scribe™ Ters transkriptaz Niikleaz 1 ul
Niikleaz igermeyen H20 4,2 ul
TOPLAM 10 pl

Kantitatif Real Time-PCR (RT-gPCR) Analizleri

Proje kapsaminda array dizaym1 JAK/ STAT yolagi: JAKI, JAK2, JAK3, STATI,
STAT2, STAT3, STAT4, STAT6, VEGF, IL6, IL6-R, IFNF1, SOCS2, SOCS3, SOCS7,
PIK3, MAPK, AKT, MTOR, EGFR, IFNAR, IFNGR, VEGFR, MMP9, HiF1-a genleri tablo
4’te dizileri verilen primerler ile analiz edildi. Kalibrasyon ve diizeltme faktorii olarak ise
GAPDH (glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase) geninin anlatimi kullanildi. Bir 6nceki
boliimde elde edilen cDNA'lar gPCR'da SYBR Green gPCR Mastermix protokoliine uygun
olarak Quant Studio 5 ( Thermo Scientific, USA) real time PCR da 384 well pleytlerde

spesifik primerlert ile ¢ogaltildi. Cogaltma islemi esnasinda elde edilen piklere ait Ct degerleri
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gen ekspresyonlarin belirlenmesin de kullanildi ve AACt metodu ile hesaplandi. Kalibrasyon

ve diizeltme faktorii olarak GAPDH, 18 S, B-aktin Kontrol primerleri kullanild.

Tablo 5. qRT PCR i¢in kullanilan primer dizileri

Rapamycin Kinase

Gen Ad1 | Gen isimleri Primer dizilimi
HIFla | Hypoxia-inducible factors -1a AGCCAGATCTCGGCGAAGT(lleri)
CAGAGGCCTTATCAAGATGCG(Geri)
. . TACCCTATGTACCGCTTCAC
MMP9 Matrix metallopeptidase 9 GAACAAATACAGCTGGTTCC
VEGE Vascular endothelial growth AGGAGGGCAGAATCATCACG
factor CAAGGCCCACAGGGATTTTCT
VEGER Vascular endothelial growth CGGAAGAACAATGTAGTCTTTGC
factor receptor GAACATTTGGGAAATCTCTTGC
IL6 Interleukin 6 ATGAACTCCTTCTCCACAAG
AGAGCCCTCAGGCT GGACTG
IL6R Interleukin 6 receptor CAGCECAACCRRE TCTCS
GCAGCTTCCACGTCTTCTTGA
IENG Interferon gamma GTTTTGGGTTCTCTTGGCTGTTA
AAAAGAGTTCCATTATCCGCTACATC
IFNGR1 | Interferon gamma receptor-1 GG TCCCERIPTTTTA
TCCAACCCTGGCTTTAACTC
IENAR Interferon Alpha And Beta AGTGTTATGTGGGCTTTGGATGGTTTAAGC
Receptor TCTGGCTTTCACACAATATACAGTCAGTGG
. GCCAAGGCACGAGTAACAAGC
EGFR Epidermal growth factor receptor AGG GCA ATG AGG ACA TAA CC
. ACAATTGGCATTCATTTTCCTG
JAKL | P Kinasg CCTGGGCCCAAACTTCCTA
. CAGTGGTCAAGAGGGAAACA
JAKZ2 | JAnus Kinase TGTCTGAGCGAACAGTTTCC
. AACCCACGCATCTTCTCTCC
JAKS | JAnus Kinase GGGGCTCTCACTGTCTCCAG
SOCS? Sgppregsor Of Cytokine GCTCCAAAAGCGAGTACCAGC
Signalling-3 AGTAGAATCCGCTCTCCTGCA G
SOCS3 Sgppregsor Of Cytokine GCTCCAAAAGCGAGTACCAGC
Signalling AGTAGAATCCGCTCTCCTGCA G
SOCS7 Sgppregsor Of Cytokine CAGGCCCTGAATTACCTC
Signalling ACTGAACCTGACCGTACAGAGGTTGCTGCTGCTGCT
STATL Signal Trar]sd_ucer And Activator | CTAGTGGAGTGGAAGCGGAG
Of Transcription CACCACAAACGAGCTCTGAA
STAT? Signal Trar]sd_ucer And Activator | ACCCTAATCAGAGCCCAAATG
Of Transcription TCAATCCAGACAGCCAAGTAC
STAT3 Signal Trar)sd.ucer And Activator | GGAGG AGTTGCAGCAAAAAG
Of Transcription TGTGTTTGTGCCCAGAATGT
STAT4 Signal Trar]sd.ucer And Activator | GGAAATTCGGCATCTGTTGGCC
Of Transcription TTCTCTTTGGAAACACGACCTAACTGT
STAT6 Signal Trar]sd_ucer And Activator | CCTCGTCACCAGTTGCTT
Of Transcription TCCAGTGCTTTCTGCTCC
S . CCTGATCTTCCTCGTGCTGCTC
PI3K Phosphatidylinositol 3-kinase ATGCCAATGGACAGTGTTCCTCTT
. . o TTGTCATGGAGTACGCCAACG
AKT Serine/Threonine Protein Kinase ACAGCCCGAAGTCTGTGATCTT
. . L CTACACGCAGTTGCAGTACAT
MAPK Mitogen-Activated Protein Kinase CAGCAGGATCTGGATCTCCC
MTOR Mechanistic Target Of GGC CGA CTC AGT AGC AT

CGGGCACTCTGCTCTTT
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Western blot analizleri

Ruxolitinib ve nifuroksazide'in uygulamalar1 sonrasinda flasklardan medyum
uzaklagtirildi ve hiicrelerden protein izolasyonu RIPA Lysis Buffer System (Santa Cruz
Biotechnology) kit protokoliine gore yapildi. Protein miktarlari Qubit® Fluorometer
(Invitrogen) ile esitlendi, denature isleminden sonra, NuPAGE™ (Life Technologies) jellere
yiiklendi. Calisgmada Thermo Scientific firmasinca saglanan hazir kitler kullanildi, blotlama
ve membrana aktarma islem i iBlot (Life Technologies) sistemi ile hazir membranlar ve kit
kullanilarak yapildi. Blotlama sonrasi proteinler kendilerine spesifik primer antikorlari ile
muameleye tabi tutuldu ve sonrasinda antikorlar uygun sekonderler ile isaretlendikten sonra
BioRad ChemiDoc kemoliiminesans goriintiileme ile goriintiilendi ve protein miktarlart

cihazda mevcut yazilim ile saptandi.

ISTATISTIKSEL ANALIZ

Calismamizda elde edilen verilerin istatistik analizleri XL-STAT demo (Addinsoft,
ABD) ve SPSS 20, Universite Lisansli ( IBM, ABD) programlari ile yapildi. Elde edilen “p”
degerleri 0.05°den kiiciik oldugunda istatistiksel olarak anlamli kabul edildi. Projede Western
blot ile belirlenen protein ekspresyon degerleri ve qRT- PCR array calismalarinda AACt
metodu ile elde edilen ekspresyon degerlerinin ortalamalari, ayrica ii¢ boyutlu timdr ve
invasion uzunluklart i¢in yapilan 6l¢lim sonuglari ortalamalart arasindaki fark tek yonli
ANOVA ile belirlendi ve ortalamalarin girdigi gruplar calisma verilerin durumuna gore

Tukey ya da Duncan testi ile saptandi.
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BULGULAR

U87 hiicre hattinda MTT TESTI ile ruksolitinibin ve nifuroksazidinin sitotoksik
etkisinin belirlenmesi

Ruksolitinibin ve nifuroksazidinin U87 hiicre hatt1 izerindeki ICso degerleri MTT testi
ile degerlendirildi. Sitotoksik dozun saptanmasi amaciyla s6z konusu ajanlarin, 100 uM
konsantrasyondan baglayarak seri sulandirma ile 8 farkli dozu U87 hiicre hatlar1 iizerine
denendi. Yapilan ¢alisma da 48 saat uygulama sonrasinda kontrole kiyasla en yiiksek dozda
6li hiicre oranim1 saptandi. Bu oranlar kullanilarak probit analiz yapildi ve IC50 degerleri

nifuroksazidin ve ruksolitinibin igin sirasiyla 25.4 ve 54.0 uM olarak belirlendi (Sekil 8).
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Sekil 8. U87 GBM beyin tiimorlerinde, 48 saat siire ile 100 pM konsantrasyondan
baslayarak seri sulandirim kullanilarak 8 farkhh doz wuygulanan,
nifuroksazid ve ruksolitinib ajanlarmmin hiicre canhhgma etkisi i¢in
yapilan MTT testi sonucu ve probit analizi ile belirlenen ICso degerleri.

MTT testi ile elde edilen hiicre canliliginin verileri lizerinden, nifuroksazid dozlarina
eklenen ruksolitinib’in doz azaltma etkisi Sekil 9‘da gosterilmistir. Boylece ¢alisma da
kullanilan her iki ajanin sinerjizik etkisi belirlenmigtir. 40 uM konsantrasyonda
nifuroksazidine eklenen 10 ve 40 uM konsantrasyonda ruksolitibin kontrol grubuna gore 4 kat

sinerjik etki gostermistir (Sekil 9).
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Sekil 9. U87 GBM beyin tiimorlerinde, 48 saat siire ile 100 pM konsantrasyondan
baslayarak doz uygulama karesi ile 64 farkhh dozda nifuroksazid ve
ruksolitinib uygulamasiin a) MTT testi ile belirlenen % hiicre canlhihg
b) Ruxolitinib’in Nifuroksazid iizerindeki doz azaltma indeksi (doz
reduction index) c¢) Nifuroxazid X Ruxolitinib icin antagonistik ve
sinerjistik etki HSA skorlar1 d) Antagonistik sinerjistik skor 3 boyutlu
dagilim.

MTT testi ile elde edilen tiim veriler degerlendirildiginde ise U87 hiicre hatti lizerine
asagida yer aldig1 gibi nifuroksozid (N) ve ruksolitinib (RX) uygulamasi yapildi: Grup 1: N
12.5 uM Grup 2: N
12,5 uM + RX 25 uM

Grup 3: N 12,5 uM + RX 50 uM

Grup 4: N 25 uM

Grup 5: N 25 uM + RX 25 uM

Grup 6: N 25 uM + RX 50 uM
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Nifuroksozid ve Ruksolitinib’in Tiimér Inhibisyonu ve Tiimér invazyonu Uzerine
Etkisi

Nifuroksozid ve ruksolitinib’in, MTT testi ile elde edilen veriler vasitasiyla, tek basina
ve kombine edilerek uygulanan dozlarda tiimoér biliylimesi ve invazyonuna karsi etkileri
olusturulan 3D sferoid hiicre kiiltiirlinde 48 saatlik uygulamasi sonrasinda kaydedildi. Bu
ajanlarin tek baslarina ve beraber olarak uygulandiklarinda hem tiimor biiylimesini hem de
invazyonunu istatiksel olarak anlamli sekilde azalttiklar1 goriildii. Tek basina uygulanan
nifuroksozid dozunun (12.5 pM + 25 puM) her iki formuna eklenen ruksolitinibin timor
biiylimesi ve invazyonuna tizerine istatiksel olarak kuvvetli bir sekilde diisiirdiigii goriildi. Bu
etki Ozellikle tiimor invazyonu iizerinde, 12,5 uM dozunda uygulanan nifuroksazidine

kombine edilen yiiksek doz ruksolitinibin (50 uM) uygulamasinda belirgindi (Sekil 10).
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Sekil 10. (A) MTT testi ile belirlenen nifuroxazid ve rufkolitinib dozlarinin, tek
baslarina ve kombine edilerek U87 sferoid 3D hiicre Kkiiltiiriinde tiimor
biiyiimesi ve invazyonu iizerine etkisinin kontrol grubu ile
karsilastirilmasi. (B) Sirasiyla relatif tiimor biiyiimesi ve invazyonu
degerlerinin % olarak ifade edilmesi. Degerler +SE olarak verildi. #
istatiksel olarak anlamh fark, p< 0,05.
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GEN EKSPRESYON ANALIZ SONUCLARI

Yapilan caligmada U87 insan glioblastoma hiicre serisine nifuroksazid ve
ruksolitinibinin tek basina ve kombinasyonlarinin uygulamasi yapilan gruplarda 48 saat sonra
JAK1, JAK2, JAKS, STATL, STAT2, STAT3, STAT4, STAT6, VEGF, IL6, IL6-R, IFNF1,
SOCS2, SOCS3, SOCS7, PIK3, MAPK, AKT, MTOR, EGFR, IFNAR, IFNGR, VEGFR,
MMP9, HiFl-a gen ifadelerinde meydana gelen degisimler kantitatif gercek zamanl
polimeraz zincir reaksiyonu (RT-qPCR) metodu ile belirlendi. Madde uygulamasi yapilan
gruplarin gen ifadelerinde kontrol grubuna kiyasla belirlenen degisiklikler 3 tekrar olmak
tizere calismaya alindi ve istatiksel degerlendirmeleri yapildi. Farkli harf ile gosterilen
gruplarda ortalamalar kontrole gore istatiksel olarak farkli olarak ifade edildi (ANOVA-
Duncan test, p<0.05) Endojen kontrol geni olarak GAPDH geni kullanildi.

HIFla, MMP9, VEGF ve VEGF-R genlerinin ifadesi

U87 hiicre hattinda uyguladigimiz iki ajanin neden oldugu HIF1a, MMP9, VEGF ve
VEGF-R genlerinin ifadesinin degisimi Sekil 11°de verilmistir. HIF1a ve VEGF genlerinin
ifadelerindeki degisimler incelendiginde; nifuroksazidin bu genler iizerinde tek basinda gen
ifadesinde bir diisese neden olmakla beraber, tedaviye ruksolitinib eklenmesi ile beraber bu
diisiisiin kuvvetli bir sekilde ortaya ¢ikt1ig1 goriilmiistiir. Iki ajan goz dniinde bulunduruldugun

da invazyonu engelleyen ajanin 6ncelikle ruksolitinib oldugu soylenebilir.
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Sekil 11. U87 hiicre hattinda nifuroksazid ve ruksolitinib doz uygulamasi
sonrasinda HIF1a, MMP9, VEGF ve VEGF-R genlerinin ifadesinin
degisimi. Relatif kat artis, n=6, ortalamaxstandart hata. *Farkh harf
ile gosterilen gruplarda ortalamalar kontrole gore istatiksel olarak
farkhidir (ANOVA-Duncan test, p<0.05).
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JAK/STAT sinyalizasyon yolagina hiicre membraninda baglanan IL6, I1L6-R,
IFN-Y, IFN-YR, IFNAR ve EGF-R genlerinin ifadesi

U87 hiicre hattinda uyguladigimiz iki ajanin neden oldugu IL6, IL6-R, IFN-Y", IFN-
YR, IFNAR ve EGF-R genleri gibi JAK/STAT yolaginin hiicre membranina baglanarak
sinyalizasyonu baslatan genlerin ekspresyonlarindaki degisim Sekil 12°de verilmistir. Yolagin
hiicre sitozolinde engelleyen nifurosokzadinin tek basina etkisine nazaran ruksolitinib
eklenmesi ile 6zellikle IL6’nin ifadesinde 6nemli bir diisiise neden oldugu goriilmektedir. Bu
inhibisyon 0zellikle rukfolitinibin maksimum dozu olan 50 uM’de belirgin olmasi dikkat
cekicidir. Yine dikkat cekici bir diger sonu¢ iki ajaninin da IFNY {izerine herhangi bir

etkisinin goriilmemesidir.
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Sekil 12. U87 hiicre hattinda nifuroksazid ve ruksolitinib doz uygulamasi
sonrasinda IL6, IL6-R, IFN-Y, IFN-Y'R, IFNAR ve EGF-R genlerinin
ifadesinin degisimi. Relatif kat artis, n=6, ortalamatstandart hata.
*Farklhh harf ile gosterilen gruplarda ortalamalar kontrole gore
istatiksel olarak farklidir (ANOVA-Duncan test, p<0.05).
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JAK/STAT sinyalizasyon yolaginin iiyeleri JAK1-2-3, SOCs2-3-7 ve STAT1-2-3-
4,6 genlerinin ifadesi

U87 hiicre hattinda uyguladigimiz iki ajanin tek tek ve kombinasyonlar1 seklindeki
tedavilerin neden oldugu JAKI1-2-3, SOCs2-3-7 ve STAT1-2-3-4,6 genlerindeki
ekspresyonlarindaki degisim Sekil 13’te verilmistir. Tedaviye bir JAK inhibitorii olan
ruksolitinibinin eklenmesi ile, JAK’larin ekspresyonlarinda bir azalma goriillmektedir. Bu
yolagin negatif feedback kontrolii SOCS proteinleri iizerinden gerceklesmektedir.
Uyguladigimiz ajanlarin  6zellikle SOCs2 {izerinde belirgin bir inhibe edici etkisi
goriilmektedir. STAT proteinlerinin ekspresyonlar1 goz oniine alindiginda ise kullandigimiz
ajanlarin STAT3 iizerinden belirgin bir engelleyici etkisi goriilmektedir. Bu bakimdan

calismamiz literatiir bilgileri ile uyumluluk gdsterdigi sdylenebilir.
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JAK’lar tarafindan sitozelde aktive edilen PIK3, MAPK, AKT, MTOR
genlerinin ifadesi

U87 hiicre hattinda uyguladigimiz iki ajanin tek tek ve kombinasyonlar1 seklindeki
tedavilerin neden oldugu, JAK/STAT yolag1 arasindaki corsstalk iligkinin oldugu PIKS,
MAPK, AKT, MTOR genleri arasindaki genlerindeki ekspresyonlarindaki degisim Sekil

14’de verilmistir. Bu grafikler incelendiginde etkinin 6zellikle mTOR iizerinde belirginlestigi

gorilmektedir.
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Sekil 14. U87 hiicre hattinda nifuroksazid ve ruksolitinib doz uygulamasi
sonrasinda genlerinin ifadesinin degisimi. Relatif kat artis, n=6,
ortalamatstandart hata. *Farkhh harf ile gosterilen gruplarda
ortalamalar kontrole gore istatiksel olarak farklidir (ANOVA-Duncan
test, p<0.05).
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WESTERN BLOT PROTEIN ANALIZ SONUCLARI

U87 insan glioblastoma 3D hiicre kiiltiirlinde nifuroksazid ve ruksolitinibinin etkileri
hem tek baslarima hem de kombinasyonlari seklinde uygulanmis ve protein ifadeleri
gosterilmek amaciyla western blot analizi yapilmistir. Calisilan proteinler i¢in endojen olarak
kontrol B-aktin kullanilmigtir. ANjiogenezisi ve invazyonu gostermek aamciyla HIFla,
MMP9, VEGF geneleri ve JAK/STAT sinyalizasyon yolaginin ¢alisip calismadiglr anlamak
amaciyla JAK2, p-JAK2, STAT3 ve p-STAT3 calisilmistir. Sonuglarimiza gore ozellikle
nifuroksazid ve ruksolitinibinin yiiksek doz kobinasyonun (N 25 uM + RX 50 uM), MMP9
ve VEGF kuvvetli bir sekilde inhibe etttigi, bdylelikle anjiogenez ve invazyon {izerine
kuvvetli bir inhibisyona neden oldugu goriilmektedir (Sekil 15A). Yine, nifuroksazidini artan
dozlarinda ve bu dozlara ruksolitinib eklendiginde JAK2, p-JAK2, STAT3 ve p-STAT3
protein ifadelerinin belirgin sekilde azaldigir goriilmektedir (Sekil 15). Bu sonuglar bize
nifuroksazid ve ruksolitinibinin tek baslarina ve kombinasyonlar1 sekilde artan dozlarda

uygulandiklarinda GBM‘in invazyonunu, JAK/STAT sinyalizasyonu engelleyerek engelledigi

diistindiirmektedir.
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Sekil 15. U87 GBM beyin tiimorlerinde, tek baslarina ve kobinasyonlar seklinde
uygulanan nifuroxazid ve rufkolitinib dozlarinda (A) HIF1a, MMP9, VEGF
genlerinin ve (B) JAK2, p-JAK2, STAT3 ve p-STAT3 genlerinin protein
bantlarinin goriintiisii.
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TARTISMA

Cevresel faktorlere bagli olarak gilinlimiizde kanser goriilme oranlar giderek
artmaktadir. Ilerleyen teknolojik imkanlar ile kanser vakalar1 daha iyi tedavi edilebilir iken
hala tedavi edilemeyen kanser olgularindaki artis devam etmektedir. Tedavi edilemez 6zelligi
ile glioblastoma multiforme (GBM), bu kanser tiirleri arasinda 6nemli bir yer tutar. 2018
yilinda tiim diinya capinda saptanan 18,1 milyon yeni kanser vakasi arasinda santral sinir
sistemi (SSS) kanserleri 19 sirada yer almaktadir (80). Yine SSS kanserleri, kansere bagli
Oliimlerin ise %2 ‘sinden sorumludurlar (81). SSS kanserleri arasinda ise GBM, en sik
goriilen primer malign lezyonlar arasindadir. Bunun yaninda tedavi edilemez 6zelligi ile en
oldiirticii SSS kanseridir (82). Bundan dolay1 hastalarin beklenen sag kalim siireleri son
derece diisiiktiir ve sadece hastaya degil hasta yakinlarina da 6nemli psikososyal sorunlar
yiiklemektedir (83).

Su an i¢in tedavide uygulanan rutin yaklasim miimkiin olan en genis rezeksiyon,
radyoterapi ve kemoterapi tedavileridir (84). Ancak bu tedavi yaklasimlarinin her birinin
kendilerine 6zgli dezavantajlart mevcuttur. Cerrahi rezeksiyon, tiimoriin fonksiyonel beyin
dokusuna yakin yerlestigi durumlarda s6z konusu olmadigi gibi hi¢bir zaman hiicresel
diizeyde yer alan kanser hiicreleri beyin dokusu da rezksiyono dahil edilmemektedir. GBM
kemoterapisin de temozolomide (TMZ), rutin kullanilan ajandir (85). Ancak kan beyin
bariyeri (KBB) bu tip ajanlarin SSS ne ge¢isine 6nemli 6l¢giide engel olmaktadir. Radyoterapi
tedavisinde ise normal beyin dokusuna zarar vermemek i¢in istenilen doza ¢ikilamamasi
onemli bir avantajdir. Goriildiigii tizere elde olan tedavi yontemlerinin 6nemli dez avanjtalari
vardir. Bu haliyle GBM halen tedavi edilemeyen kanser tiirleri arasinda yer almaktadir.

Sonug olarak yeni tedavi yontemlerine ihtiyag¢ vardir.
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GBM tedavisindeki zorlugun temel sebebi hastaligin altinda yatan karmagik molekiiler
stirectir. Cesitli molekiiler oyuncularin yer aldigi bu siirecin bir diger etkisi de hastaligin
rekkiirensine neden olmasidir. Tedavi de bu molekiiler oyuncularin inhibisyonun denenmesi,
zaman zaman daha agresif davramisli GBM olgularmin ortaya ¢ikmasina dahi neden
olabilmektedir (3). Bu bakimdan hastaligin molekiiler temelini ortaya koyacak yeni
caligsmalara ihtiya¢ vardir.

Gelisen teknolojiye paralel olarak, molekiiler biyoloji hizli bir ilerleme gostermistir.
Hiicrelerin c¢alisma sekilleri ve birbirleri arasinda haberlesmesi Onemli Olgiide ortaya
cikmaktadir. Boylece hastaliklarin moloekiiler temellerinin daha iyi ortaya konmasi ile de
tedavi yaklasimlar1 6zellikle medikal tedavi uygulamalar1 giderek artmaktadir. Hiicre arasi
haberlesme bir dokunun normal ya da patolojik olsa da yasamasinin temel kuralidir. Bu
haberlesme, bir bagka deyisle sinyalizasyon, i¢in ¢esitli mekanizmalar ve bu mekanizmalarda
rol oynayan molekiiller s6z konusudur. En basta hiicre yiizeyinde gelen sinyal molekiilii ile
(sitokinler) bu molekiiler siire¢ baglar. Sonrasinda hiicre sitozolinde bir takim molekiiller
aktive olarak, sitokinler vasitasiyla hiicre yiizeyinde baslayan sinyal hiicre cekirdegine
iletilmis olur. Sinyalizasyon yolaklarin son {irlinii olarak olusan proteinler, sinyalizsyonun
olustugu hiicrede etkili olabilecegi gibi hiicrenin disina ¢ikarak diger hiicrelerde sinyal
gonderir ve hiicre ¢ogalmasi baglamis olur. iste bu yolkalaridaki herhangi bir bozulma kontrol
edilemeyen hiicre c¢ogalmalarina ve sonrasinda kanser dokusunun gelismesine neden
olabilmektedir.

Son yillarda 6zellikle kanser ¢aligmalarinda JAK/STAT ( (Janus protein kinaz/ sinyal
iletici ve transkripsiyon aktive ediciler) sinyalizasyon yolagi sikca calisilan yolaklarin basinda
gelmektedir. Bu yolakta JAK’lar hiicre ylizeyinde yer alan sitokinlerin baglandig1
reseptOrlerdir. STAT’ lar ise hiicre sitozolinde JAK’lar aktivasyonu ile fosforillenerek dimer
olusturular ve hiicrenin ¢ekirdegine girerler. Hedef genin prometer bdlgesine baglanarak gen
ekspresyonunda degisikliklere neden olurlar (Sekil 4). Dort adet JAK proteini tanimlanmistir;
JAK1, JAK2, JAK3 ve Tyk2. Yine insanlarda STAT protein ailesi ise yedi iiyeden
olusmaktadir; (STAT1, STAT2, STAT3, STAT4, STAT5A, STAT5B ve STAT6. Bu
sinyalizasyon yolagma hiicre ylizeyinde IL6 ve IFN sitokinleri baglanabilmektedir.
JAK/STAT sinyalizasyon yolagi hiicre farklilagmasi, hiicre cogalmasi, hiicre gocii ve apaptoz
gibi bir ¢ok hiicresel siirecin yoOnetilmesinde rol alir. Bu yolagin negatif geri beslemesi
sitokin sinyal reseptdrleri (SOCS) proteinleri lizerinde gergeklesmektedir. STAT lar kendileri

tizerine negatif etkisi olan SOCS’larin ekpresyonun artirarak, STAT ekspresyonu
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engellenerek, yolagin negatif geri beslenmesi saglanmis olur (86). JAK/STAT sinyal yolagi
immiin sistem {izerinde son derece etkilidir. Bu etkisini belki de SOCS proteinleri ilizerinden
gerceklestirmektedir. Ciinkii bu proteinlerin makrofaj ve dentrik hiicreler gib dogal bagisiklik
sistemin hiicreleri tizerinde 6nemli diizenleyiciler oldugu gosterilmistir (87).

Literatiirde yapilan pek cok calisma da JAK/STAT yolaginin bagta hematolojik
malignenslier olmak {izere onkogeneziste de dnemli rol oynadig1 gosterilmektedir. Ancak altta
yatan mekanizma tam olarak ortaya konamamistir. (86). Ozellikle ¢alismamizda kullanilan
ajan olan ruksolitinibin myeloproleferait neoplaside faz III ¢alismalar1 devam etmektedir (88).
Bu yolak birka¢ sitokince aktive edilebilir. Bunlarin basinda IL6, IFN, EGFR ve EPO
gelmektedir.

IL6, 25 kDA’Iik pleiotropik sitokindir. Ilk kesfedildiginde B hiicreleri aktivatdr
faktorii oldugu sanilsa da, sonralar1 prostat, meme, mide, kolon ve beyin kanserlerinde etkili
bir enflamatuar sitokin oldugu anlasilmistir (89). Ozellikle akut faz proteini olarak
enflamasyon oncesinde sentezlenmektedir. Viicutta hemen hemen tiim dokularda bulunur ve
reseptOriiniin fonksiyonel kismi gp130 proteini olup; STAT3 gibi transkripsiyon faktorlerini
fosforilasyonuna neden olur (90). Literatiirdeki pek ¢ok calisma da glioblastomada ile IL6
ekspresyonu arasinda dnemli bir iliski gosterilmistir. Rolhion ver ark. insan dokusu iizerine
yaptiklar1 g¢aligmalarinda IL6 ekspresyonunun, glioblastomunun grade arttik¢a arttigini
gostermislerdir. Bu sonuglar ile IL6 nin glioblastomanin agtreseifligi arasinda siki bir iligki
oldugu ve sonug olarak tedavide yeni bir hedef olabilecegini ileri siirmislerdir (91). Yine bir
diger calisgma da IL6 ekspresyonu, glioblastoma olgular: ile diisiik dereceli gliomalar ile
karsilastirilmis ve diistik dereceli olgularda ekspresyonun oldukga diisiik oldugu gosterilmistir
(92). Buna benzer olarak Kudo ve ark. IL6 ekspresyonunu normal beyin dokusu ile
karsilaitirmiglar ve normal beyin dokusunda hi¢ ekspresyon gostermezlerken glioblasytoma
olgularinin hemen hepsinde gostermiglerdir (93). IL6 ekspresyonu ayni zamanda diisiik sag
kalim ile de yakinda iligkili bulunmustur (92). IL6 ile glioblastoma arasindaki bu iligki invitro
calismalarda da siklikla gosterilmistir (94-96). IL6 aktivasyonu sadece JAK aktivasyonu
saglamamakta ayni zamanda hiicre sitozoliinde Ras-MAPK ve PI3 aktivasyonunu da
saglamaktadir (Sekil 4). Bunlarin arasinda STAT3 en cok calisilan sitokin sinyallesme
sistemlerinde biridir ve enflamasyonda 6nemli gorevleri vardir (97,98). Glioblastoma basta
olmak tizere meme ve pankreas kanserindeki rolii ortaya konmustur (94,96). Sonug olarak
IL6’nin yiiksek gradeli gliomalarin molekiiler patolojisinde Onemli bir rolii oldugu ve

tedavide hedef alinabilecek bir molekiil olabilir.
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JAK/STAT sinyal yolagimi aktiflestiren bir diger sitokin ailesi ise interferonlardir
(IFN). IFN’lar 1957 yilinda kesfedilmis olup, nerdeyse hemen hemen her dokuda
sentezlenirler. Tip 1 ve II olmak {izere iki sinifa ayrilmiglardir. IFN o ve B tip | grubunu
olustururken, IFN Y tip II grubunu olusturur. Her iki tipteki interferonlar viicuttaki biyolojik
cevabi, hedef hiicreler iizerindeki 6zgiil reseptorlerine baglanip, gen transkripsiyonunda hizli
bir artisa yol acgarak gerceklestirirler. IFN’Larin hepsi STAT fosforliasyonu saglayarak
yolagin aktiflesmesini saglarken GAS element aracili y-interferon (IFNy) yanitlaridir; ¢ok az
farkli ISRE elementleri IFNa/B ya yanit verir (Sekil 4) (99). IFN melanoma ve l16semi gibi
tiimorler basta olmak tizere solid timdrlerin patofizyolojisindeki rolii de gosterilmistir (100).
Bu bakimda son yillarda anti-kanser tedavilerinde sikga ¢alisilan sitokinlerin basinda
gelmektedir. Gliomalara karsi 6zellikle ¢alismamizin da konusunu igeren glioamalarin
invazyonlarina karsi engelleyici etkileri raporlanmistir (96,101,102). Ayrica 2011 yilinda
temozolomid ile kombine edilen IFN tedavisinin faz I sonuglari yayinlanmistir. Calismanin
sonucunda bu tedavi rejiminin giivenli ve hastalarca iyi tolere edildigi ve gliobasltomali
hastalarin sag kalimmi uzatabilecegi sonucuna varilmistir (103). Bizim g¢alismamizda RT-
gPCR analiz sonuglarimizda; uyguladagimiz iki ajanin artan dozlarda ve kombinasyonlarinda
tip Il interferonlarin ekspresyonlarinda artig tespit ettik. Aynm1 zamanda ilgili sitokinlerin
reseptorlerinde de artis mevcuttu (Sekil 12). Yine RT-qPCR analiz sonuglarimizda
JAK/STAT sinyal yolagmin aktivasyonunda gerileme goriildii (Sekil 13). Western blot
calismamiz da sinyal yolagindaki bu sinyalizasyon kaybini destekler sonuglart oraya koydu.
Boylelikle bizim elde ettigimiz veriler 1s1ginda uyguladigimiz iki ajan olan ruksolitinibin ve
nifuroksazidinin IFN {izerinden glioma invazyonun da etkili oldugunu diisiindiirdii.

Tiimor hiicreleri yiiksek besin ve oksijen destegine ihtiyaglar1 vardir. Ilk baslarda
kiiclik olan tiimor dokusu bu ihtiyaglarimi difiizyon ile komsu dokudan saglar. Ancak
biiyiimeye basladik¢a bu ihtiyaglar1 artar. Artik, yliksek besin ve oksijen ihtiyacini yeni
damarlarm olusmasini saglayarak kan yoluyla saglamasi gerekir. Iste baslarda bu mekanizma
tiimor dokusunda hipoksik bir mikrogevre olusturur. Hipoksiden kuvvetli bir sekilde etkilenen
hipoksiyle indiiklenen faktor (HIF) bu sartlarda sentezi artan, oksijen konsantrayonunun ana
diizenleyici molekiiliidiir. HIF1, ihtiya¢ olan yeni kan damarlarininj gelismesi i¢in VEGF
aktivasyonu yapar. Gliomalar i¢in de bu mekanizma s6z konusudur ve rutin olarka yiiksek
anjiogenez Ozelligi ile bilinirler. Buna paralel olarak gliomalarda yiiksek HIF-1a ve VEGF
seviyeleri goriliir (96,104). Bu yiiksekligin ayni zamanda gliomalarin invazyonu ile

korelasyon gosterildigi bildirilmistir. Bizim ¢alisgmamizda da U87 hiicre hatlarinda goriilen
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invazyonun uyguladigimiz tedavi ile belirgin sekilde azaldigr goriilmiistir. Ayni etki
tiimoregenezis tizerinde de goriildigii tespit edilse de tiimor invazyonu iizerine daha belirgin
bir etki goriilmiistiir (Sekil 10). Ozellikle aym dozlarda nifuroksazid (12,5 pM) uygulanan
grupta ruksolitinibinin 25 uM’den 50 uM doza ¢ikildiginda ortaya ¢ikan invazyon iizerine
kuvvetli inhibe edici etki géz Oniine alindiginda; invazyonu dnkeyen esas ajanin ruksolitinib
oldugu soylenebilir. RT-qPCR analiz elde etiigimiz gen ifadelerinin sonuglarida bu verileri
destekler nitelikteydi. Uyguladigimiz iki ajanin dozlarininj arttirilmasi ile beraber HIF 1o ve
VEGF’nin gen ifadelerinin benzer bir patern gostererek Oncesinde azalma egilimide iken
maksimum dozlarda belirgin sekilde yiiksek eksprese olduklar1 goriildii (Sekil 11). Western
blot analiz c¢alismalar1 da yine sonuglarimizi dogrular nitelikteydi (Sekil 15).
Mettaloproteinazlar (MMP), proteinlerin yikilmasina sebep olarak ekstraselliiler matriksin
yeniden sekillenmesinde rol oynar. Genis bir aileye sahip olan MMP’lardan 6zellikle MMP9
ekpresyonuun primer gliomalar ile yakindan iliskisi bildirilmistir (105). Gliomalar, MMP
larin aktivasyonu ile etraf dokuya yayilma (invazyon) saglayarak hem tiimoérgenezisi
gerceklestirirler hem de biiyiidiiklerinde ihtiya¢ duyduklar1 besin ve oksijen gereksinimi i¢in
yeni damar olusumuna imkan saglarlar (106). Dolayisiyla gliomagenezisin invazyonun etkin
rol oynarlar. Calismamiz kapsaminda RT-qPCR ve western blot analiz calismalarinin
sonuglarina bakildiginda literatiire benzer sonuglar elde edilmistir (Sekil 10 ve 15).
JAK/STAT sinyalizasyon yolagi ile PI3k/AKT/mTOR yolag: arasinda bir “crosstalk”
etkilemis s6z konusudur (107). Bu iki yolak arasindaki etkilesimin 6zellikle immiin sistem
tizerine etkili oldugu sanilmaktadir. Bu yolak reseptor tirozin kinazlar ile yakindan iligkilidir.
Bu yolagin bir iiyesi olan AKT’nin, asagi sinyal iletiminde efektorlerin en Onemlisi
mTOR’dur. Gliomalarda mTOR aktivasyonu arasindaki yakin iligkinin oldugu net bir sekilde
ortaya konmustur (108). Gliomalarin tedavisinde yolagin inhibitorlerini igeren pek ¢ok
calismada mevcut olup tedavide iyi bir molekiiler hedef oldugu ileri siiriilmektedir (109,110).
Ancak halen, mTOR yolagi ile gliomalar arasindaki mekanizma tam olarak
aydinlatilamamistir (110). Bu yolagin, JAK/STAT sinyal yolagi gibi, gliomalarin molekiiler
temelinde onemli yer tutan diger molekiiler oyuncular ile iligkinin anlasilmasi, mekanizmay1
aydinlatmaya yardimci olabilir. Bu mantikla yola ¢ikarak Miyata ve ark, U87 hiicre hattina,
bir STAT3 inhibitorii olan STX-0119 ile mTOR inhinitdrii olan rapamycini ayni anda
uygulamislardir. Elde ettikleri olumlu veriler nedeniyle bu tedavinin yeni bir molekiiler hedef
olabilecegini bildirmiglerdir (111). Sunulan bu ¢alisma da bu goriise paralel olarak P13, AKT,
MAPK ve mTOR genlerinin RT-gPCR analiz ¢aligmalar1 yapilmistir. Uyguladigimiz iki
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tedavi ajani, bu yolagin engelleyici etki gosterdigi ozellikle inhibisyonun artan dozlarda ve
yolagin son effektorii olan mTOR {izerinde daha belirgin oldugu goriilmiistir (Sekil 14).
Calismanin esas konusu olan JAK/STAT yolagmma ait RT-gPCR analiz degerlerine
bakildiginda kullandigimiz iki ajanin Ozellikle STAT3 ve STAT4 iizerinde belirgin bir
inhibisyona neden oldugu goriilmektedir (Sekil 13). Literatiire bakildiginda yedi liyeye sahip
STAT ailesinden, STATI1,3 ve 5’in gliomalarin da dahil oldugu tiimoéregenizis ile iliskili
olduklar1 goriilmektedir (112). Bu yolagin inhibisyonu yoluyla yapilan kanser tedavi
girisimleri arasindaki ¢alismalara goz atildiginda ise, literatiir bilgilerinin STAT3 inhibisyonu
tizerine yogunlastigi dikkat ¢ekmektedir (113). STAT3 inhibisyonun meme, kolorektal, mide
ve akciger kanserleri gibi solid organ kanserlerinde hiicre proliferasyonunu engelledigi
raporlanmigtir (114,115,116). STAT3’tin bu inhibitor etkileri gliomalar {izerindede
gosterilmistir (112,117). Bizim laboraturamizda da yapilan onceki calisma da yine
ruksolitinibin IL6 yoluyla, STAT3 inhibisyonuna neden oldugu raporlanmigtir [95]. Bu
calismamizda ise benzer sekilde STAT3 ekspresyonunun azalmasi gosterilmis, bu genin
ifadesinin azalmasi western c¢alismalart ile desteklenmistir (Sekil 15). Sunulan bu
calismamizda kullanildigimiz nifuroksazidinin, akciger kanserinde, STAT3 inhibisyonu
yaparak timor invazyonuna engel oldugu gosterilmistir (118). Yine melanoma iizerine
invazyon engelleyici etkisi ile MMP9 ekspresyonunu azaltma etkisi arasinda bir baglant1 6ne
stirilmiistiir (75). Calismamizin MMP ekspresyon sonuglarina bakildiginda, nifuroksazidinin
MMP9 ekspresyonu iizerine inhibi edici etkisi ruksolitinib eklenmesi ile arttirildig
goriilmektedir (Sekil 11). Elde ettigimiz veriler genel olarak bakildiginda ise kullandigimiz
iki ajanin tek tek ve kombine dozlar uygulanarak etkilerinin arttigi, tiimor invazyonunu

belirgin sekilde arttirdig1 goriilmektedir.
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SONUC

Sonug olarak bizim projemizden elde ettigimiz verilere bakildiginda ise kullandigimiz
iki ajan ozellikle yiikselen dozlarda JAK/STAT yolag: genlerini inhibe ettigi goriilmiistiir. Bu
inhibisyon invazyonu da engellemistir. Bu sonuclar GBM’in tedavisine yonelik yeni bir
molekiiler hedef belirlenebilecegini ifade ederken, konu {izerine yeni c¢alismalarin

gelistiribilecegine dair umut vaat etmektedir.
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OZET

Glioblastoma multiforme (GBM), beyin tiimoriiniin en agresif formudur. Tedavi
genellikle GBM'nin yiiksek anjiyojenik kapasitesi nedeniyle basarisiz olur. JAK/STAT
sinyalizasyon yolag: bir hiicre i¢i sinyalizasyon yolagi olup, GBM dahil olmak iizere pek ¢ok
kanserde etkili bir rol alir. Bu yolak anjiogenez ile yakindan iligkilidir. JAK aktivasyonu,
sitoplazmada bulunan STAT'larin segici olarak fosfatlanmasina ve sitoplazmada STAT
dimerlerinin olusmasina neden olur. STAT dimerler, birgok sitokinin diizenlenmesine neden
olan bir transkripsiyon faktoriidiir. Ruksolitinib ve nifuroksazid bu yolaym selektif
inhibitorleridir. Bu calisma da ruksolitinib tedavisine nifuroksazid ekleyerek JAK/STAT
yolagiin genlerinin ekspresyon profiline baktik. Kullandigimiz iki ajanin (Nifuroksazid ve
ruksolitinib) 6zellikle yiikselen dozlarda JAK/STAT yolak genlerini inhibe ettigi gériilmiistiir.
Bu inhibisyon invazyonu da engellemistir. Sonuglarimizi dogrulamak i¢in western blot

analizlerini gerceklestirdik.

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 STATSs 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 nifuroxazid 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

46



10.

11.

KAYNAKLAR

Raizer J, Parsa A. Current Understanding and Treatment of Gliomas. Cancer
Treatment and Research 2015;163:1-14.

Lee E, Yong RL, Paddison P, Zhu J. Comparison of glioblastoma (GBM) molecular
classification methods. Seminars in Cancer Biology 2018;53(July):201-11.

Avsar T, Kili¢ T. Yiiksek Gradeli Gliomlarin Molekiiler Biyolojisi Molecular Biology
of High Grade Gliomas. Tiirk Norosirtirji Dergisi 2017;27(2):162-8.

Stoyanov GS, Dzhenkov DL. On the Concepts and History of Glioblastoma
Multiforme - Morphology, Genetics and Epigenetics. Folia Medica 2018;60(1):48-66.

Cecchetto G, Bajanowski T, Cecchi R, Favretto D, Grabherr S, Ishikawa T, Kondo T,
Montisci M, Pfeiffer H, Bonati MR, Shokry D, Vennemann M, Ferrara SD. Back to the
Future - Part 1. The medico-legal autopsy from ancient civilization to the post-genomic
era. International Journal of Legal Medicine 2017;131(4):1069-83.

De Angelis LM, Mellinghoff IK. Virchow 2011 or how to ID(H) human glioblastoma.
Journal of Clinical Oncology 2011;29(34):4473-4.

Buckely RC. the Tissue 1929;467-72.

Castillo M. History and evolution of brain tumor imaging: Insights through radiology.
Radiology 2014;273(2):111-25.

Ali MY, Oliva CR, Noman ASM, Allen BG, Goswami PC, Zakharia Y, Monga V,
Spitz DR, Buatti JM, Griguer CE. Radioresistance in Glioblastoma and the
Development of Radiosensitizers. Cancers 2020;12(9):2511.

Kirkpatrick DB. The first primary brain-tumor operation. Journal of Neurosurgery
1984;61(5):809-13.

Naderi S, Erbengi A. History of neurosurgery and neurosurgical applications in

47



12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

Turkey. Surgical Neurology 2005;64(suppl. 2):115-22.
Howells JG, Kay EI. Cerebral Hemispherectomy. The Lancet 1951;258(6685): 683.

Noch EK, Ramakrishna R, Magge R. Challenges in the Treatment of Glioblastoma:
Multisystem  Mechanisms of Therapeutic Resistance. World Neurosurgery
2018;116:505-17.

Zorzan M, Giordan E, Redaelli M, Caretta A, Mucignat-Caretta C. Molecular targets in
glioblastoma. Future Oncology 2015;11(9):1407-20.

Ostrom QT, Bauchet L, Davis FG, Deltour I, Fisher JL, Langer CE, Pekmezci M,
Schwartzbaum JA, Turner MC, Walsh KM, Wrensch MR, Barnholtz-Sloan JS. The
epidemiology of glioma in adults: A state of the science review. Neuro-Oncology
2014;16(7):896-913.

Cetin NK. Santral Sinir Sistemi Tiimérlerinin Histopatolojik Dagilimi ve Insidanst:
Tek Merkezin 10 yillik Retrospektif Analizi. Dicle Tip Dergisi 2020;47:178-93.

Barnholtz-Sloan JS, Ostrom QT, Cote D. Epidemiology of Brain Tumors. Neurologic
Clinics 2018;36(3):395-419.

Adamson C, Kanu OO, Mehta Al, Di C, Lin N, Mattox AK, Bigner DD. Glioblastoma
multiforme: A review of where we have been and where we are going. Expert Opinion
on Investigational Drugs 2009;18(8):1061-83.

Ostrom QT, Patil N, Cioffi G, Waite K, Kruchko C, Barnholtz-Sloan JS. CBTRUS
Statistical Report: Primary Brain and Other Central Nervous System Tumors
Diagnosed in the United States in 2013-2017. Neuro-Oncology 2020;30(22)(1): iv1-
ivo6. 21.

Silverstein MD, Cascino TL, Harmsen WS. High-grade astrocytomas: Resource use,
clinical outcomes, and cost of care. Mayo Clinic Proceedings 1996;71(10):936—44.

Agnihotri S, Burrell KE, Wolf A, Jalali S, Hawkins C, Rutka JT, Zadeh G.
Glioblastoma, a brief review of history, molecular genetics, animal models and novel
therapeutic strategies. Archivum Immunologiae et Therapiae Experimentalis
2013;61(1):25-41.

Todorova PK, Fletcher-Sananikone E, Mukherjee B, Kollipara R, Vemireddy V, Xie
XJ, Guida PM, Story MD, Hatanpaa K, Habib AA, Kittler R, Bachoo R, Hromas R,
Floyd JR., Burma S. Radiation-induced DNA damage cooperates with heterozygosity
of TP53 and PTEN to generate high-grade gliomas. Cancer Research
2019;79(14):3749-61.

Ozduman K, M. Hacihanefioglu M, Pamir N. “Glioblastom Glioblastoma,” Turk
Norosir Derg 2019;29(3):305-34.

DeAngelis LM. “Brain tumors,” N Engl J Med 2001;114(2):114-23.

Vanan I, Dong Z, Tosti E, Warshaw G, Symons M, Ruggieri R. Role of a DNA

48



26.

217.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

35.

36.

37.

damage checkpoint pathway in ionizing radiation-induced glioblastoma cell migration
and invasion. Cellular and Molecular Neurobiology 2012;32(7):1199-208.

Inskip PD, Sigurdson AJ, Veiga L, Bhatti P, Ronckers C, Rajaraman P, Boukheris H,
Stovall M, Smith S., Hammond S, Henderson TO, Tanya C, Mertens AC, Leisenring
W, Stratton K, Whitton J, Donaldson SS, Armstrong GT, Robison LL, Neglia JP.
Radiation-Related New Primary Solid Cancers in the Childhood Cancer Survivor
Study: Comparative Radiation Dose Response and Modification of Treatment Effects.
Int J Radiat Oncol Biol Phys 2016;94(4):800-7.

Amirian ES, Zhou R, Wrensch MR, Olson SA, Scheurer ME, IlI'yasova D et al.
“Approaching a scientific consensus on the association between allergies and glioma
risk: A report from the glioma international case-control study,” Cancer Epidemiol.
Biomarkers Prev. 2026:25(2):282—-90.

Stathis A. Treatment overview. Handbook of Lymphoma 2016;20(5):33-44.

Coureau G, Bouvier G, Lebailly P, Fabbro-Peray P, Gruber A, Leffondre K, Guillamo
JS, Loiseau H, Mathoulin-Pélissier S, Salamon R, Baldi I. Mobile phone use and brain
tumours in the CERENAT case-control study. Occupational and Environmental
Medicine 2014;71(7):514-22.

Wei Y, Zou D, Cao D, Xie P. Association between processed meat and red meat
consumption and risk for glioma: A meta-analysis from 14 articles. Nutrition
2015;31(1):45-50.

Alexander BM, Cloughesy TF. Adult glioblastoma. Journal of Clinical Oncology 2017;
35(21):2402-9.

G. Shukla et al., “Advanced magnetic resonance imaging in glioblastoma: A review,”
Chinese Clin. Oncol., 2017;6(4)1-12.

Ruff MW, BhargavAG, Raghunathan A. A case of epidural glioblastoma metastasis

presenting with a cervical myelopathy, torticollis, and L hermitte’s phenomenon. Brain
Tumor Pathology 2018;35(3):181-5.

Awan M , Liu S, Sahgal A, Das S, Chao ST, Chang EL, Knisely JPS, Redmond K,
Sohn JW, Machtay M, Sloan AE, Mansur DB, Rogers LR, Lo SS. Extra-CNS
metastasis from glioblastoma: A rare clinical entity. Expert Review of Anticancer
Therapy 2015;15(5):545-52.

Liu C, Xu W, Liu P, Wei Y. A Mistaken Diagnosis of Secondary Glioblastoma as
Parasitosis. In Frontiers in neurology 2019;10:952.

Lavrador JP, Reis JH, Belo D, Acharya S, Faria CC, Pimentel J, Carvalho MH.
Cerebellar cystic glioblastomas: An uncommon presentation of a rare disease and
clinical review. ENeurologicalSci 2018;14:60-61.

Taghipour ZS, Mortaz M, Baghi YM, Sefidrokh SN, Shabani M. Calvarium mass as

the first presentation of glioblastoma multiforme: A very rare manifestation of high-
grade glioma. Neurochirurgie 2018;64(1):76-8.

49



38.

39.

40.

41.

42.

43.

44,

45.

46.

47.

48.

49.

50.

51.

52.

D. H. Ciocon and A. B. Kimball. “Psoriasis and psoriatic arthritis: separate or one and
the same?” Br J Dermatol 2007;157(5):850-60.

Le Rhun E, Preusser M, Roth P, Reardon DA, van den Bent M, Wen P, Reifenberger
G, Weller M. “Molecular targeted therapy of glioblastoma.,” Cancer Treat. Rev.,
2019;80:101896.

C. Gzell, M. Back, H. Wheeler, D. Bailey, M. Foote. “Radiotherapy in Glioblastoma:
the Past, the Present and the Future.,” Clin. Oncol. (R. Coll. Radiol). 2017; 29(1):15—
25.

J. A. Wilcox, R. Ramakrishna, R. Magge. “Immunotherapy in Glioblastoma.,” World
Neurosurg., 2018;116:518-28.

I. Trogrli¢, D. Trogrli¢, D. Trogrli¢, A. K. Trogrli¢, “Treatment of glioblastoma with
herbal medicines.,” World J. Surg. Oncol., 2018;16(1):28.

E. Soetrisno, G. Tjahjadi, “Pathological aspects of brain tumors.,” Gan To Kagaku
Ryoho., 2000;27(2):274-8.

E. N. Danyeli, “Santral Sinir Sistemi Tiimorlerinin Siniflamasi- Geg¢misten Giincele
The Classification of Central Nervous System Tumors- From Past to Date,” Turk
Norosi Derg 2019;29(3):217-25.

Louis DN, PerryA, Reifenberger G, von Deimling A, Figarella-Branger D, Cavenee
WK, Ohgaki H, Wiestler OD, Kleihues P, Ellison DW. The 2016 World Health
Organization Classification of Tumors of the Central Nervous System: a summary Acta
Neuropathol. 2016;131(6):803-20.

Wesseling P, Capper D. WHO 2016 Classification of gliomas. Neuropathology and
Applied Neurobiology 2018;44(2):139-50.

Onishi M, Ichikawa T, Kurozumi K, Date I. Angiogenesis and invasion in glioma.
Brain Tumor Pathology 2011;28(1):13-24.

Plate KH, Risau W. Angiogenesis in malignant gliomas. Glia 1995;15(3):339-47.

Zagzag D, Goldenberg M, Brem S. Angiogenesis and blood-brain barrier breakdown
modulate CT contrast enhancement: An experimental study in a rabbit brain-tumor
model. American Journal of Roentgenology 1989;153(1):141-6.

Zagzag D, Hooper A, Friedlander DR, Chan W, Holash J, Wiegand SJ, Yancopoulos
GD, Grumet M. In situ expression of angiopoietins in astrocytomas identifies
angiopoietin-2 as an early marker of tumor angiogenesis. Experimental Neurology
1999;159(2):391- 400.

Y. Reiss, “Angiopoietins 2,” Recent Results Cancer Res. 2010;180:3-13.

Vanmeter TE, Rooprai HK, Kibble MM, Fillmore HL, Broaddus WC, Pilkington GJ.
The role of matrix metalloproteinase genes in glioma invasion: Co-dependent and
interactiveproteolysis. Journal of Neuro-Oncology 2001;53(2):213-35.

50



53.

54.

55.

56.

57.

58.

59.

60.

61.

62.

63.

64.

65.

Jain RK, Di Tomaso E, Duda DG, Loeffler JS, Sorensen AG, Batchelor TT.
Angiogenesis in brain tumours. Nature Reviews Neuroscience 2007;8(8):610-22.

J. S. B. C. T. Kresge , M. E. Leonowicz , W. J. Roth , J. C. Vartuli, “Ordered
mesoporous molecular sieves synthesized by a liquid-crystal template mechanism,”
Nature, 1992;359:710-3.

Saidi A, Javerzat S, Bellahcéne A, De Vos J, Bello L, Castronovo V, Deprez M,
Loiseau H, Bikfalvi A, Hagedorn M. Experimental anti-angiogenesis causes
upregulation of genes associated with poor survival in glioblastoma. International
Journal of Cancer 2008;122(10):2187-98.

Auguste P, Lemiere S, Larrieu-Lahargue F, Bikfalvi A. Molecular mechanisms of
tumor vascularization. Critical Reviews in Oncology Hematology 2005;54:53-61.

Kim WY, Lee HY. Brain angiogenesis in developmental and pathological processes:
Mechanism and therapeutic intervention in brain tumors. FEBS Journal
2009;276(17):4653-64.

Ekenel M. Beyin Timorlerinde Hedefe Yonelik Tedaviler Targeted Treatments for
Brain Tumors. Tiirk Norosiriirji Dergisi 2017;218(272):218-22.

Vredenburgh JJ, Desjardins A, Herndon JE, Dowell JM, Reardon DA, Quinn JA, Rich
JN, Sathornsumetee S, Gururangan S, Wagner M, Bigner DD, Friedman AH, Friedman
HS. Phase Il trial of bevacizumab and irinotecan in recurrent malignant glioma.
Clinical Cancer Research 2007;13(4):1253-59.

Linkous AG, Yazlovitskaya EM. Angiogenesis in Glioblastoma Multiforme :
Navigating the Maze. Anti - Cancer Agents in Medicinal Chemistry 2011;11:712-8.

Wesseling P, van den Bent M, Perry A. Oligodendroglioma: pathology, molecular
mechanisms and markers. Acta Neuropathologica 2015;129(6):809-27

Williams Parsons D, Jones S, Zhang X, Cheng J, Lin H, Leary R J, Angenendt P,
Mankoo P, Carter H, Siu IM, Gallia GL, Olivi A, Mclendon R, Rasheed BA, Keir S,
Nikolskaya T, Nikolsky Y, Busam DA, Tekleab H, Kinzler KW. An Integrated
Genomic  Analysis of  Human Glioblastoma  Multiforme. Science
2008;26;321(5897):1807-12.

Toedt G, Barbus S, Wolter M, Felsberg J, Tews B, Blond F, Sabel MC, Hofmanns,
Becker N, Hartmann C, Ohgaki H, Von Deimling A, Wiestler OD, Hahn M, Lichter P,
Reifenberger G, Radlwimmer B. Molecular signatures classify astrocytic gliomas by
IDH1 mutation status. International Journal of Cancer 2011;128(5):1095-103.

H. Ohgaki, P. Kleihues, “The definition of primary and secondary glioblastoma,” Clin.
Cancer Res., 2013;19(4)764-72.

A. Chakravarti, A. Chakladar, M. A. Delaney, D. E. Latham, and J. S. Loeffler, “The
Epidermal Growth Factor Receptor Pathway Mediates Resistance to Sequential
Administration of Radiation and Chemotherapy in Primary Human Glioblastoma Cells
in a RAS-dependent Manner The Epidermal Growth Factor Receptor Pathway

51



66.

67.

68.

69.

70.

71.

72.

73.

74.

75.

72.

73.

74.

Mediates Resistance to S,” 2002;62:4307-15.

T Kilic 1, J A Alberta, P R Zdunek, M Acar, P lannarelli, T O'Reilly, E Buchdunger, P
M Black, C D Stiles. “Intracranial inhibition of platelet-derived growth factor-mediated
glioblastoma cell growth by an orally active kinase inhibitor of the 2-
phenylaminopyrimidine class,” Cancer Res., 2000;60(18):5143-50.

Sun Y, Han Y, Wang X, Wang W 1, Wang X, Wen M, et al. “Correlation of EGFR Del
19 with Fn14/JAK/STAT signaling molecules in non-small cell lung cancer.,” Oncol.
Rep., 2016;36(2):1030—40.

Fan QW, Cheng C, Gustafson WC, Charron E, Zipper P, Wong RA, Chen J, Lau J,
KnobbeThomsen C, Weller M, Jura N, Reifenberger G, Shokat KM, Weiss WA. EGFR
phosphorylates tumor-derived EGFRvIII driving STAT3/5 and progression in
glioblastoma. Cancer Cell 2013;24(4):438-49.

P. Dutta and W. X. Li, “Role of the JAK-STAT Signalling Pathway in Cancer,” eLS,
2013;1-9.

Nicolas CS, Amici M, Bortolotto ZA, Doherty A, Csaba Z, Fafouri A, Dournaud P,
Gressens P, Collingridge GL, Peineau S. The role of JAK-STAT signaling within the
CNS. JAKSTAT 2013;2(1):€22925.

Esposito CL, Nuzzo S, Catuogno S, Romano S, de Nigris F, de Franciscis V. STAT3
Gene Silencing by Aptamer-siRNA Chimera as Selective Therapeutic for
Glioblastoma. Molecular Therapy. Nucleic Acids 2018;10:398-411..

Begovic B, Ahmedtagic S, Calkic L, Vehabovi¢ M, Kovacevic SB, Catic T. Open
Clinical Trial on Using Nifuroxazide Compared to Probiotics in Treating Acute
Diarrhoeas in Adults. Mater Sociomed 2016;28(6):454-8.

Luo Y, Zeng A, Fang A, Song L, Fan C, Zeng C et al. Nifuroxazide induces apoptosis,
inhibits cell migration and invasion in osteosarcoma. Invest. New Drugs
2019;37(5):1006-13.

Ye TH, Yang FF, Zhu YX, Li YL, Lei Q, Song XJ et al. Inhibition of Stat3 signaling
pathway by nifuroxazide improves antitumor immunity and impairs colorectal
carcinoma metastasis. Cell Death Dis. 2017;8(1):e2534.

Zhu Y, YeT, YuX, Lei Q, Yang F, Xia Y et al. Nifuroxazide exerts potent anti-tumor
and anti-metastasis activity in melanoma. Sci. Rep. 2016;2(6)20253.

A. Ganetsky. “Ruxolitinib: A new treatment option for myelofibrosis,”
Pharmacotherapy, 2013;33(1):84-92.

Deeb M, Beach RA. A Case of Topical Ruxolitinib Treatment Failure in Alopecia
Areata. Journal of Cutaneous Medicine and Surgery 2017;21(6):562-3.

Q. Xu, G.-M. Liu, F.-Y. Wang, L.-J. Zhang, W.-T. Liang, and Z.-Y. Cheng, “The
Effect of Ruxolitinib on the Expression of VEGF and HIF-1a in Leukemia HEL Cells,”
Sichuan Da Xue Xue Bao. Yi Xue Ban, 2016;47(5):669-73.

52



75.

76.

77.

78.

79.

80.

81.

82.

83.

84.

85.

86.

87.

88.

T. Zhao et al., “Nifuroxazide prompts antitumor immune response of TCL-loaded DC
in mice with orthotopically-implanted hepatocarcinoma,” 2017;37(6):3405-14.

Ferlay J, Colombet M, Soerjomataram I, Mathers C, Parkin DM, Pifieros M, Znaor A,
Bray F. Estimating the global cancer incidence and mortality in 2018: GLOBOCAN
sources and methods. International Journal of Cancer 2019;144(8):1941-53.

Greenlee RT, Murray T, Bolden S, Wingo PA. Cancer statistics, 2000. CA: A Cancer
Journal for Clinicians 2000;50(1):7-33.

Wolf A, Agnihotri S, Guha A. Targeting metabolic remodeling in glioblastoma
multiforme. Oncotarget 2010; 1(7):552-62.

Davis ME, Stoiber AMM. Glioblastoma multiforme: enhancing survival and quality of
life. Clinical Journal of Oncology Nursing 2011;15(3):291-7.

Thakkar JP, Dolecek TA, Horbinski C, Ostrom QT, Lightner DD, Barnholtz-Sloan JS,
Villano JL. Epidemiologic and molecular prognostic review of glioblastoma. Cancer
Epidemiology Biomarkers and Prevention 2014;23(10):1985-96.

Hegi ME, Diserens AC, Gorlia T, Hamou MF, de Tribolet N, Weller M, Kros JM,
Hainfellner JA, Mason W, Mariani L, Bromberg JEC, Hau P, Mirimanoff RO,
Cairncross JG, Janzer RC, Stupp R. MGMT gene silencing and benefit from
temozolomide in glioblastoma. The New England Journal of Medicine
2005;352(10):997-1003

Thomas SJ, Snowden JA, Zeidler MP, Danson SJ. The role of JAK/STAT signalling in
the pathogenesis, prognosis and treatment of solid tumours. British Journal of Cancer
2015;113(3):365-71.

Baker BJ, Akhtar LN, Benveniste EN, “SOCS1 and SOCS3 in the control of CNS
immunity.,” Trends Immunol., 2009;30(8):392—-400.

Harrison C, Kiladjian JJ, Al-Ali HK, Gisslinger H, Waltzman R, Stalbovskaya V,
McQuitty M, Hunter DS, Levy R, Knoops L, Cervantes F, Vannucchi AM, Barbui T,
Barosi G. JAK inhibition with ruxolitinib versus best available therapy for
myelofibrosis. The New England Journal of Medicine 2012;366(9):787-98.

Iliopoulos D, Hirsch HA, Struhl K. An epigenetic switch involving NF-kappaB, Lin28,
Let-7 MicroRNA, and IL6 links inflammation to cell transformation. Cell 2009;139(4):
693-706.

West AJ, Tsui V, Stylli SS, Nguyen HPT, Morokoff AP, Kaye AH, Luwor RB. The
role of interleukin-6-STAT3 signalling in glioblastoma. Oncology Letters
2018;16(4):4095-104.

Rolhion C, Penault-Llorca F, Kémény JL, Lemaire JJ, Jullien C, Labit-Bouvie, C,
FinatDuclos F, Verrelle P. Interleukin-6 overexpression as a marker of malignancy in
human gliomas. Journal of Neurosurgery2001;94(1):97-101.

Tchirkov A, Khalil T, Chautard E, Mokhtari K, Véronése L, Irthum B, Vago P,

53



89.

91.

91.

92.

93.

94.

95.

96.

97.

98.

99.

100.

Kémény JL, Verrelle P. Interleukin-6 gene amplification and shortened survival in
glioblastoma patients. British Journal of Cancer 2007;96(3):474—6

Kudo M, Jono H, Shinriki S, Yano S, Nakamura H, Makino K, Hide T, Muta D, Ueda
M, Ota

Michaud-Levesque J, Bousquet-Gagnon N, Béliveau R. Quercetin abrogates IL-
6/STAT3 signaling and inhibits glioblastoma cell line growth and migration.
Experimental Cell Research 2012;318(8):925-35.

Delen E, Doganlar O, Doganlar ZB, Delen O. Inhibition of the invasion of human
glioblastoma U87 Cell line by ruxolitinib: A molecular player of miR-17 and miR-20a
Regulating JAK/STAT Pathway. Turkish Neurosurgery 2020;30(2):182-9.

Delen E, Doganlar O. The dose dependent effects of ruxolitinib on the invasion and
tumorigenesis in gliomas cells via inhibition of interferon gamma-depended
JAK/STAT signaling pathway. Journal of Korean Neurosurgical Society
2020;63(4):444-54.

Liu Q, Li G, Li R, Shen J, He Q, Deng L, Zhang C, Zhang J. IL-6 promotion of
glioblastoma cell invasion and angiogenesis in U251 and T98G cell lines. Journal of
Neuro-Oncology 2010;100(2):165-76.

Xie TX, Wei D, Liu M, Gao AC, Ali-Osman F, Sawaya R, Huang S. Stat3 activation
regulates the expression of matrix metalloproteinase-2 and tumor invasion and
metastasis. Oncogene 2004;23(20):3550-60.

Pazarbasi A, Kasap M, Kasap H. Kanser Yolaklari. Arsiv Kaynak Tarama Dergisi
2011;20(4):187-229

Silginer M, Nagy S, Happold C, Schneider H, Weller M, Roth P. Autocrine activation
of the IFN signaling pathway may promote immune escape in glioblastoma. Neuro-
Oncology 2017;19(10):1338-49.

Batash R, Asna N, Schaffer P, Francis N, Schaffer M. Glioblastoma Multiforme,
Diagnosis and Treatment; Recent Literature Review. Current Medicinal Chemistry
2017;24(27):3002-9.

Kniipfer MM, Poppenborg H, Van Gool S, Domula M, Wolff JE. Interferon-gamma
inhibits proliferation and adhesion of T98G human malignant glioma cells in vitro.
Klinische Padiatrie 1997;209(4):271-4

Wakabayashi T, Kayama T, Nishikawa R, Takahashi H, Hashimoto N, Takahashi J,
Aoki T, Sugiyama K, Ogura M, Natsume A, Yoshida J. A multicenter phase | trial of
combination therapy with interferon-f and temozolomide for high-grade gliomas
(INTEGRA study): the final report. Journal of Neuro-Oncology 2011;104(2):573-7

Clara CA, Marie SKN, de Almeida JRW, Wakamatsu A, Oba-Shinjo SM, Uno M,
Neville M, Rosemberg S. Angiogenesis and expression of PDGF-C, VEGF, CD105
and HIF-1a in human glioblastoma. Neuropathology : Official Journal of the Japanese
Society of Neuropathology 2014;34(4):343-52.

54



101.

102.

103.

104.

105.

106.

107.

108.

109.

110.

111.

112.

113.

114.

Choe G, Park JK, Jouben-Steele L, Kremen TJ, Liau LM, Vinters HV, Cloughesy TF,
Mischel PS. Active matrix metalloproteinase 9 expression is associated with primary
glioblastoma subtype. Clinical Cancer Research 2002;8(9):2894-901.

Nakada M , Okada YJY. The role of matrix metalloproteinases in glioma invasion.
Journal of the American Dietetic Association 2003;103(9):1099.

Zhao F, Noll DC, Nielsen JF, Fessler JA. “Intersection of mTOR and STAT signaling
in immunity Diana,” 2013;31(9):1713-23.

Gini B, Zanca C, Guo D, Matsutani T, Masui K, Ikegami S, “The mTOR kinase
inhibitors, CC214-1 and CC214-2, preferentially block the growth of EGFRvIII-
activated glioblastomas.,” Clin. Cancer Res., 2013;19(20):5722-32.

C. Mecca, 1. Giambanco, R. Donato, and C. Arcuri, “Targeting mTOR in glioblastoma:
Rationale and preclinical/clinical evidence,” 2018; 18;2018:9230479.

Z. Duzgun, Z. Eroglu, Avci CB. “Role of mTOR in glioblastoma,” Gene
2016;575(2):187-90.

Miyata H, Ashizawa T, lizuka A, Kondou R, Nonomura C, Sugino T, Urakami K, Asai
A, Hayashi N, Mitsuya K, Nakasu Y, Yamaguchi K, Akiyama Y. Combination of a
STAT3 inhibitor and an mTOR inhibitor against a temozolomide-resistant
glioblastoma cell line. Cancer Genomics and Proteomics 2017;14(1):83-92.

Z. G. Ouédraogo, J. Biau, J.-L. Kemeny, L. Morel, P. Verrelle, E. Chautard, “Role of
STATS3 in Genesis and Progression of Human Malignant Gliomas.,” Mol. Neurobiol.,
2017;54(8):5780-97.

H. Lee, A. J. Jeong, S. K. Ye, “Highlighted STAT3 as a potential drug target for cancer
therapy,” BMB Rep., 2019;52(7):415-23.

Chen H, Yang Z, Ding C, Chu L, Zhang Y, Terry K, Liu H, Shen Q, Zhou J.
“Discovery of O-Alkylamino Tethered Niclosamide Derivatives as Potent and Orally
Bioavailable Anticancer Agents.,” ACS Med. Chem. Lett., 2013;4(2):180-5.

Kanai M, Konda Y, Nakajima Y, Izumi Y, Kanda N, Nanakin A, Kubohara Y, Chiba
T. “Differentiation-inducing factor-1 (DIF-1) inhibits STAT3 activity involved in
gastric cancer cell proliferation via MEK-ERK-dependent pathway.,” Oncogene,
2003;22(4):548-54.

F. Pancotti, L. Roncuzzi, M. Maggiolini, A. Gasperi-Campani, “Caveolin-1 silencing
arrests the proliferation of metastatic lung cancer cells through the inhibition of STAT3
signaling.,” Cell. Signal. 2012;24(7):1390-7.

C. Piperi, K. A. Papavassiliou, A. G. Papavassiliou, “Pivotal Role of STAT3 in
Shaping Glioblastoma Immune Microenvironment,” Cells, 2019;8(11):1-14.

Yang F, Hu M, Lei Q, Xia Y, Zhu Y, Song X et al. “Nifuroxazide induces apoptosis
and impairs pulmonary metastasis in breast cancer model.,” Cell Death Dis. 2015;6:.

55



115. ZhuY, Ye T, YuX, Lei Q, Yang F, Xia Y et al. “Nifuroxazide exerts potent anti-tumor
and anti-metastasis activity in melanoma.,” Sci. Rep., 2016;6:20253.

56



EKLER



Ek1

08.062020 Tramya Utiversites) BAF Olomasyony
T.C. TRAKYA UNIVERSITESE PROJE NO: 2020/72
) 'PROJE NITELIGI: TIPTA
BILIMSEL ARASTIRMA PROJELER] SOZLESMESI LEMANLIK

1-PROJE BASLIGI

Ghoblastoma (U-87) (¢ boyutiu t0mor modeiinde rulksolitinibin ve nifuroksazid (e JAK/STAT sinyal yolagsnin iki
farkll dizeyde engellenmes! ve bunun anjlogenezisi engalleyic stkisl

2-PERSONEL BILGILERI
Adi ve Soyads Unvam Telefon
Proje Yoneticis| Dog.Dr. Metin ORAKDOGEN Dpg.De {284)235-7641
Aragtirmacilar Arg.GOr.Dr, Merve YAZICT  Ary.Gor, Or [284)235-7641
3-PROJE BUTGEST
Techizatin Tammi : Detay listes ektedir,
Ekonomik Kod Toplam Fiyat (TL)

03,05 Hizmet Alimi

03,02 Tuketime Yonelik Mal ve Malzeme Alim 39,993,00
03.07 Menkul Mal, Gayrimaddl Hak Alim, Balum ve Onarim Giderler!

06.01 Mamul Mal Alimi

TOPLAM ODENEK 39,993.00
3-PROJE GELISIMI
;;52;8;% Kadut Tartii: 1.Ama Rapor  14-12-2020 BONMESE coisciiesrrverioni {474
2.Projenin Bastama Tarihi :15-06-2070 "::' :""' : :"’5‘_’ AL SO rrsssmnecssene (+72)
3.Projenin Bitis Tarihi : 15-06-2022 3.Ara Rapor 1 -xz-;nzx BORUE S ctiivecereoesese (+/-)
7 Sonug Raporu @ 14-06-2022  SONUC! i (+/-)

4.Projenin Suresi: 24 Ay

s.iLGiLi BOLOM VE FAKULTE:
e FAKULTEST / CERRANHIT TIP BILIMLERT BOLUMU
6.PROJENIN UYGULAMASI

1. Bu proje 2547 saydi YOK Kanununun 4684 sayill Kanunla dedigik S8.magdes: geredince, Yuksekégrotim
Kurumiar Bgemsel Arastrma Projelen Hakkinds Yonetunals ve Trakya Universaites) Bilimssl Araglirma Projelen
Uygulama Yonergesi cerevesinde yurutulur

2. Proje sUresinge ve harcama fesillanngs RextoriUk onayr alinmadan dedisiklik yapitamaz,

3. Proje Yoneticisl her 6 sy sonunds gellsme raporuny, Bolum Bagkanhg: ve igili Dekanhk veya Enstitil
MUGUAIUGU eracih@l e Rektorluge Hetmekle yukumiudur

4. Projederden alinan techizat tum Odretim Uyelerinin kullanimmine gkt

5. Bir ay geqtid: halde gelisme rapode seriimemiy veya suresi titmiy blup sure vratimi talebinde bulunulmamis
projeler iptal edilir. Bokiye odenck, BAP Komisyonu tarafindan kabul edilecek yenl projelere tahsis edilir veya
dider projelere aktanilir,

Adi-Soyadi Tarih tmﬁ
Proje Yéneticisi : Dog.Dr. Metin ORAKDOGEN oo LoD

Komisvon Baskan

frof. Lr, Osmdn Mol HaTIPOGLY
Roktr wedimec

hittpx:flobap trakys eou v/ Tact=yurdrSmota=clearS Typasgens sosteame nudacde 40188 pelds S "


user
Rectangle

user
Rectangle

user
Rectangle

user
Rectangle

user
Rectangle


