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OZET

Glioblastoma (GB), en malign ve en agresif
beyin timoriidiir. Fenotipik ve genotipik agidan
ylksek heterojeniteye sahip Glioblastomanm
kesin bir tedavi sekli bulunmamaktadir.
Glioblastomada  kemoterapi  uygulamalari
tedavide onemli bir yer tutmaktadir. Ancak
kemoterapotik  direng  tedavi  basarismi
diistirmektedir. Kemoterapotik direnci azaltmak
ve etkili bir kemoterapi icin bitkisel kdkenli
antikanserojenik  molekiiller elistirilmeye
cahsilmaktadir. Son yillarda, dnemli bir tedavi
yaklasimi  olarak, bu molekiillerin  tek
uygulanmalarmm yaninda kemoterapotik
ajanlarla kombine uygulamalar1 artmaktadir. Bu
caligmada, kemoterapétik ajan 5-Fluorouracil ile
dogal bir bilesik olan Celastrol
kombinasyonunun Glioblastomadaki sitotoksik
etkisinin arastirilmas: amaglanmisti. MTT
sitotoksisite testi sonucunda 2 uM Celastroliin,
50 uM 5-Fluorouracilin sitotoksik etkisini %19
oranmnda arttirdigi, 0,5 ve 2 uM’lik Celastroliin
100 pM’lik 5-Fluorouracilin sitotoksik etkisini
swrrastyla %25 ve %37 oraninda arttirdig:
saptanmistir. Bu ¢aligma, tiim kanser tiplerinde
5-Fluorouracilin  ile  Celastrolin  kombine
etkisinin gosterildigi ilk ¢alig madir. Celastroliin
5-Fluorouracil ile birlikte kullanimmmn 6nemini
ilk kez goOsteren bu g¢aligma, yeni bir tedavi
protokiiliiniin gelistirilmesi amaciyla daha ileri
diizey arastwrmalara temel bir dayanak
olusturabilir.
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ABSTRACT

Glioblastoma is the most malign and agressive
brain tumor. Glioblastoma has heterogeneity in
terms of genotypically and phenotypically and
also there is no precise treatment
model. Chemotherapy has a big role in the
treatment of glioblastoma but chemotherapeutic
resistance decrease the effectiveness of
treatment. Anticancerogenic molecules which
derived from plants are devoloping with the
purpose  of decreasing chemotheraupatic
resistance and effective treatment. In recent
years, as an important treatment approach, the
combination of these molecules  with
chemotherapeutic agents as well as single
administration increases. In this study, it was
aimed to investigate the cytotoxic effect of the
combination of chemotherapeutic agent 5-
Fluorouracil and a natural compound Celastrol in
glioblastoma. As a result of the MTT
cytotoxicity test, it was determined that Celastrol
(2uM) has increased the cytotoxic effect of 5-
Fluorouracil (50 puM) by 19%, the cytotoxic
effect of 5-Fluorouracil (100 uM) has increased
by celastrol (0.5 and 2 uM) in ratio of 25% and
37%, respectively. This is the first study to show
the effects of 5-Fluorouracil and celastrol
combination in all types of cancer. This study,
which demonstrated the importance of the use of
celastrol with 5-Fluorouracil for the first time,
may provide a basis for further research in order
to develop a new treatment protocol.
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GIRIS

Glioblastoma (GB), ¢ogunlukla yetiskinlerde
gorilen en malign beyin timdrudur. Diinya Saghk
Orgiitii (DSO) tarafindan Evre IV astrositom olarak
smiflandinlmistir.  GB, tim primer beyin
timorlerinin %30’ unu olusturmaktadir (Sander
ve ark, 2017). GB her yasta gorilebilir, genellikle
55-60 yas araligindaki eriskinlerde goriilmektedir
(Hanif ve ark. 2017). GB gelisimine neden olan
risk faktdori veya faktdrleri radyasyon haricinde
tam olarak belli degildir. Genel olarak GB etkenleri

sigara, elektromanyetik dalgalar, alerji, viral
enfeksiyon (Krex ve ark, 2007) ve genetk
yatkinhik  (Blumenthal ve Schulman, 2005)

seklinde siralanabilir.

GB, yiiksek proliferasyon ve infiltrasyon yetenegi,
genetik acidan Kkararsiz yapisi, tedavilere
gosterdigi diren¢ ve ortalama 14,6 ay yasam
siiresi ile en kotii prognoza sahip timor
tiplerinden biridir. Temel tedavi sekilleri cerrahi
sonrasl1 radyoterapi ve kemoterapi uygulamasidir.
Ancak kemoterapi uygulamalarina karsi siklikla
primer veya sekonder terapotik  direng
gelismektedir (Haar ve ark. 2012; Messaoudi ve
ark.,, 2015). Bu nedenle, GB’de etkin kemoterapi
yaklasimlan gelistirme c¢alismalarina siddetle
ihtiyag duyulmaktadir. Ayrica, sentetik
kemoterapodtiklerin neden oldugu yiiksek toksisite
ve yan etkiler nedeniyle giinimiizde bitkilerden
elde edilen dogal molekillerin kullanimim
barindiran yeni tedavi protokolleri gelistirme
calismalann artmaktadir (Boridy ve ark, 2015;
Kang ve ark. 2015; Di Cesare Manelli ve ark,
2018).

Celastrol (CEL), Tripterygium wilfordii bitkisinden
elde edilen bir triterpendir (Wang ve ark., 2017).
CEL’'in tek basina, bircok kanserde Protein Kinaz B
(Akt), Epidermal Bliyiime Faktorii (EGFR) vec-Met
gibi hiicre i¢i sinyal yolaklari {izerinden
antihipertansif, antienflamatuar ve antitimor
6zelliklere sahip oldugu gésterilmistir (Hu ve ark,,
2013; Li ve ark, 2018). Son yillarda, CEL'in
antikanser etki gosterebilecek molekiillerle
birlikte kullammmina iliskin yaklasimlar 6nem
kazanmistir (Boridy ve ark. 2014; Zheng ve ark.,
2014; Kim ve ark, 2017). GB tedavisinde
kullanilabilen  kemoterapétiklerden  biri de
pirimidin analogu olan 5-Fluorouracil (5-FU)’dir.
Literatiirde 5-FU-CEL kombinasyonunun GB
hiicrelerindeki  antikanser etkilerine iliskin
herhangi bir c¢alisma bulunmamaktadir. Bu
calismanin amaci, GB hiicresi tzerinde 5-FU CEL
kombinasyonunun sitotoksik etkisinin
aragtirilmasidir.
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MATERYAL ve METOT

Kimyasal Maddeler

Dulbecco’s Modified Eagle Medyum (DMEM, [4.00
mM /L Glutamine, 4500 mg/L Glucose, Sodium
Pyruvate], FBS (Fotal Bovin Serum), L-Glutamin,
Penisilin-Streptomisin ve Tripsin-EDTA Capricorn
markas1 kullanilmistir. Flasklar ve 96 kuyucuklu
plaklar Corning ve Biologix markalarindan
(sirayla) ve 5-FU (F-6627) ve CEL (C0869) sigma
marka kullanilmistir.

Sitotoksisite Testi

5-FU ve CEL'in LN-405 hicreleri tzerindeki
sitotoksisite diizeylerini (ICso=Inhibitér doz)
saptamak amaciyla MTT ([3-(4,5-dimethyldiazol-
2-y1)-2,5 diphenyl Tetrazolium Bromid]) ydntemi
kullanillmistir. LN-405 hiicre dizilerine ait
hiicrelerden 96 kuyucuklu plagin her bir
kuyucuguna 8000 hiicre ekim yapilmistir. Bu
hiicrelerin plaga yapismasi i¢cin 37 °Cde, % 5
CO21i etiivde bir gece inkiibe edilmistir.
Inkiibasyon sonunda hiicrelerin hiicre
dongiilerinin esitlenmesi amaciyla 8 saat serum
acligina birakilmistir. Serum ac¢hift sonunda
hiicrelere farkli konsantrasyonlarda 5-FU ve CEL
eklenmistir. 5-FU ve CEL DMSO’da ¢ozdrili ve
final konsantrasyonunda DMSO oram % 0,05'in
altinda tutuldu. 5-FU i¢in 25, 50, 100, 250, 500 ve
1000 uM , CEL i¢in ise, 0,1, 0,5, 2, 4, 6, 8 ve
10 pM konsantrasyonlart hazirlanarak hiicrelere
sunulmustur. 72 saat inkiibasyondan sonra her bir
kuyucuga MTT (5 mg/1 ml) eklenmis ve 3 saat
inkiibasyona birakildi. 3 saatin sonunda her bir
kuyucuga lizis soliisyonu (1%Triton-X, 10% 0,1
mol/l HCl, 89% Isopropanol) eklenerek formazan
kristallerinin ¢6ziinmesi saglandi. Lizis soliisyonu
eklenmesinden sonra her bir kuyucugun 570
nm’deki absorbans degeri olciildii ve Graphad
Prism programi  kullamlarak ICso  degeri
saptanmistir. Her bir doz 4 kez tekrar edildi.

BULGULAR

5-FU’nun Sitotoksik Etkisi
MTT testi sonrasinda 5-FU'nun ICso degeri 229 uM
olarak saptandi (Sekil I).
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Sekil 1. 5-FU’nun LN-405 hiicre dizisindeki sitotoksik etkisi



CEL’in Sitotoksik Etkisi
MTT testine gore CEL’in LN-405 hiicre dizisindeki
ICso degeri 5,89 uM olarak saptand: (Sekil 2).

Canlilik Woesdesi
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Sekil 2. CEL’in LN-405 hiicre dizisind eki sitotoksik etkisi

5-FUile CEL Kombinasyonunun Sitotoksik Etkisi
50 pM 5-FU uygulandiginda hiicrelerin %52’si,
2uM CEL uygulandiginda ise hiicrelerin %82’si
yasamaktadir. 50 pM 5-FU ile 2 uM CEL birlikte
uygulandiginda ise hiicrelerin %42’si
yasamaktadir. Buna gére 2 pM CEL 50 puM 5-
FUnun etkisini %19 oraninda arttirmaktadir.
Benzer bir durum 100 uM 5-FU uygulamasinda da
saptanmistir. 100 pM 5-FU uygulamasinda
hiicrelerin %51'i yasarken 100 pM 5-FU 0,5 uM
CELile birlikte uygulandiginda hiicrelerin %38'i, 2
UM CEL ile uygulandiginda ise hiicrelerin %32’si
yasamaktadir. Buna goére 100 pM’lik 5-FU’nun
sitotoksik etkisi 0,5 uM CEL ile birlikte
uygulandiginda %25, 2 pM CEL ise uygulandiginda
ise %37 oraninda arttirmistir (Sekil III).

Canhilik Yizdesi

Sekil 3.5-FU, CEL Kombinasyonunun 5-FU ve CEL'e gore
Sitotoksik Etkisi

TARTISMA

GB, en agresif beyin tiimérlerinden biridir. Kesin
bir tedavi protokoli olmayan GB’de cerrahi
sonras1 uygulanan kemoterapinin sag kalma etkisi
ortalama % 10  olarak  belirtilmektedir
(Sathornsumetee ve Rich, 2008). GB’nin kararsiz
genotipik yapisi ve yiiksek genetik heterojeniteye
(Haar ve ark., 2012) sahip olmasi GB i¢in net bir

tedavi protokoliiniin belirlenmesini
zorlastirmaktadir. Ancak son yillarda dogal
bilesiklerin gerek tek basina gerekse
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kemoterapotiklerle kombine uygulama
secenekleri iizerinden yeni tedavi protokolleri
gelistirme calismalar artmaktadir (Boridy ve ark,,
2015; Kang ve ark., 2015). Bunun temel nedeni,
kemoterapi uygulamalarindan kaynaklanan kemik
iligi toksisitesi (Messaoudi ve ark. 2015) ve
beraberinde gelen sistemik yan etkilerdir.

5-FU, bir primidin analogudur ve GB tedavi
protokolleri icerisinde yer almaktadir (Menei ve
ark., 2004; Cloughesy ve ark., 2016; Paolillo ve
ark.,, 2018). Miller ve ark. (2002), tarafindan
yapilan ¢alismada GB’nin 5-FU’ya daha az duyarl
oldugu bildirilmektedir. Acra ve ark. (2012)
tarafindan yapilan ¢alismada GB’nin dogas1 geregi,
5-FU’ya direngli oldugu gosterilmistir. Bu
c¢alismada da 5-FUnun ICso degeri diger kanser
tirlerine gore daha ytiksek bulunmustur (Uchibori
ve ark., 2012; Nutthasirikul ve ark., 2015; Tolbave
Abdel-Rahman, 2015). Bu durum GB’nin
antimetabolit tedavisine daha direngli oldugunu
ve bu direncin Ustesinden gelinmesi ve/veya
yumusatilmas1 i¢cin alternatif yaklagimlarinin
gelistirilmesi gerektigini géstermektedir.

5-FUnun GB’deki terapotik indeksi diger
kemoterapotik ajanlara gore diisiik oldugundan bu
etkinin arttirilmas1 i¢in ¢esitli viral yaklasimlar
gelistirilmeye calisiilmaktadir (Cloughesy ve ark.
2016). Bu calismalarin amaci da kemoterapdtik
acidan etkili bir antimetabolitin diisiik toksisiteyle
en fazla terapotik indeksine ulagsmaktadir. Bu
c¢alismada bu amag¢ dogrultusunda 5-FU’nun CEL
ile kullaniminin olasi sitotoksik etkisi
arastirmistir.

CEL, triptain olarak ta bilinen, Cin’de yetisen
Tripterygium wilfordii isimli bitkiden elde edilen,
gesiti in vitro ve in vivo c¢alismalarla
antikanserojenik ve antienflamatuar o6zellikleri
gosterilmis 6nemli bir kinin metid triterpenoidtir
(Zhu ve ark, 2012). CELin antikanserojenik
ozelligini apoptotik, hiicre dongiisli, anjiyogenez
ve metastaz yolaklar1 lizerinden gosterebildigi
bildirilmektedir (Hu ve ark., 2013). CEL’in yeni bir
Hsp90 inhibitdri oldugu ve kullanildiginda
hiicreyi bu yolakla endoplazmik retikulum strese
stiriikkleyebildigi gosterilmistir (Zhu ve ark.,, 2012).
Tanimlanan bu 6zellikleriyle CEL’in diger
molekiillerle ve kemoterapotik ajanlarla kombine
kullanimi (Chen ve ark., 2009, Zheng ve ark,
2014) oldukga ilgi ¢ekici bir konudur. Biz de bu
calismada 5-FU ile CEL’in birlikte kullanimi

arastirildi.
Farkli kanser tiirlerin igeren hiicre dizileri
kullanilarak yapilan ¢alismalarda CEL’in ICso

degeri birbirlerinden farkli saptanmistir. Wang ve
ark.(2017) tarafindan yapilan ¢alismada ovaryum
kanseri hiicrelerinde CEL’in 1Cso degerini
96.saatte ortalama 1 pM olarak, Kim ve ark.(2017)

8


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Cloughesy%20TF%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=27252174
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Cloughesy%20TF%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=27252174

tarafindan yapilan c¢alismada anaplastik troid
karsinoma hiicrelerinde 48.saatte 0,94 ve 1,08 uM
olarak ve Zhu ve ark.(2012) tarafindan yapilan
calismada hepatoseliiller karsinomada 72 saatte
1,25 uM olarak saptandigi bildirilmistir. Zheng ve
ark.(2014), tarafindan yapilan ¢alismada, CEL'in
ortalama ICso degerini (72.saat) ovaryum, akciger
ve prostat kanserlerinde sirasiyla ortalama 1, 0,8
ve 0,6 uM olarak saptandig belirtilmektedir. Bu
calismada ise CEL'in ICso degeri 5,89 pM olarak

saptanmistir. Bu farkliifin temel nedeni,
kullanilan yodntem, maddelerin inkiibasyon
stireleri ve elbette kanser hiicre tiplerinin

farkliligindan kaynaklanmaktadir.

Wang ve ark. (2018) tarafindan yapilan ¢alismada
CEL'in  48.saatte U87MG ve LN229 gibi
Temozolomid (TMZ) duyarli hiicre dizilerinde ICso
degerleri ortalama 1uM olarak saptanirken T989G
ve LN18 gibi TMZ direngli hiicrelerde ortalama 5
UM olarak saptanmistir. Bu c¢alismada TMZ'ye
duyarli olarak bilinen LN-405 hiicre dizisi
kullanilmistir ve bu hiicrelerde CEL’in ICso degeri
5,89 uM olarak saptanmistir. Bu deger Wang ve
ark. (2018) c¢alismast ile uyumlu bulunmasina
ragmen ICso degerinin diger GB hiicre dizilerine
gore biraz yiiksek bulunmasi, a) CEL ile TMZ'nin
farkli mekanizmalar {zerinde sitotoksik etki
gosterdigini isaret etmesi disinda, b) GB’de CEL

duyarliliginda, TMZ duyarlilifinda yer alan
genlerin disinda genlerin rol aldigim
gostermektedir.

Boridy ve ark. (2014) tarafindan yapilan

calismada ise 3 farkli GB hiicre dizisinde CEL ICso
degeri, hiicreler arasinda fark olmasina ragmen
24. saat i¢in 5-7 pM arasinda saptandig
bildirilmistir. Bu sonuglar, GB’de CEL’in ICso
degerinin yiiksek oldugunu ve bu c¢alismanin
sonuglariyla uyumlu oldugunu géstermektedir.

Kim ve ark. (2017) tarafindan yapilan ¢alismada
anaplastik troid karsinoma hiicrelerinde CEL’in
paklitaksel ile; Zheng ve ark. (2014) tarafindan
yapilan ¢alismada ovaryum, akciger ve prostat
hiicrelerinde HDAC inhibitori SAHA
(Suberoylanilide hydroxamic acid) ile ve Chen ve
ark. (2009) tarafindan yapilan c¢alismada ise
melanoma hiicrelerinde TMZ ile sinerjistik etki
gosterdigi bildirilmektedir. Bu ¢calismada 5-FU ile
kombine uygulanan CEL’in 5-FUnun sitotoksik
etkisini arttirdifn saptanmistir. Literatiirde ne
GB’de ne de diger kanser tiirlerinde CEL’in 5-
FU'nun sitotoksisitesine etkisine iliskin herhangi
bir c¢alisma bulunmamaktadir. Bu ¢alisma ile
literatiirde CEL'in 5-FU sitotoksik etkisine katkisi
ilk defa gosterilmistir.
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