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Glioblastoma Multiforme (GBM) malignitesi yiiksek ve kétii prognoz gosteren beyin tiimoriidiir.
Timor, beyin dokusunun glial hiicrelerinden kdken alir ve hizli bir sekilde gelisip yayilabilir. GBM
gelisiminde bir¢ok biiyiime faktorii rol oynamaktadir. Bunlar arasinda Sinir biiylime faktorii (NGF), hem
periferik hem de merkezi sinir sisteminde hiicre biiyiimesi, gelismesi, hayatta kalmas1 ve farklilagmasi i¢in
gereklidir. NGF, hiicrelerde TrkA ve p75NTR reseptorleri ile etkilesime girerek hiicre i¢i sinyalizasyonunu
baslatir ve noroprotektif etkilere neden olur. GBM hiicreleri diisiik glikoz varliginda NGF iretimini
artirarak sagkalimlarini destekler. p21 aktive kinaz (PAK)’lar hiicre dongiisiiniin diizenlenmesi, hiicre
hareketliligi ve apoptoz gibi hiicresel siireglerde rol oynayan ve 6 iiyeden olusan (PAK1-6) bir enzim
ailesidir. Giiniimtizde, GBM ile iligkili olarak 6zellikle PAK4’iin anormal sekilde aktive olmasi sonucunda
hiicre proliferasyonunu ve kanser gelisimini destekleyebildigi gosterilmistir. Ayrica, GBM hiicrelerinin go¢
ve invazyon yeteneklerini arttirarak tiimoriin ¢evre dokulara yayilmasina yardimeir olmaktadir. Bu
baglamda calismamizda, NGF-aracii GBM gelisiminde PAK4’{in olas1 katkisinin ortaya konmasi
amacglanmistir. Tez c¢alismamizda, GBM hiicre hatti olan U-87 MG hiicrelerinin farkli glikoz
konsantrasyonlarindaki NGF {iretim diizeyi belirlendi. Hiicreler NGF ile uyarilarak ve beraberinde PI3K
inhibitord (LY294002), MEK inhibitori (PD0325901), bir flavonoid olan Apigenin ve PAK4 inhibitori
(PF3758309) ile muamele edilerek olusturulan deney setinde AKT, ERK ve PAK4 sinyal yolaklarinin
aktivasyon durumlar1 belirlendi. Ayrica, NGF stimiilasyonu ve PAK4 inhibitérii varliginda PAK4
aktivasyon durumu ile iligkili olarak, hiicrelerin sagkalim, proliferasyon, koloni ve 3D sferoid olusturma,
ayrica hiicre migrasyon kabiliyetleri, epitelyal-mezenkimal gegis (EMT) siirecinin belirtegleri olan E-
kadherin, Twist ve Vimentin’in ifade diizeyleri belirlendi. Elde edilen sonuglara gore, artan glikoz
konsantrasyonu hiicre canliligini artirdi, ancak disiik glikoz konsantrasyonu NGF iiretimini artirdi. NGF,
PAK4’iin fosforilasyon ve aktivasyon diizeyini artirirken, PF3758309 ajani anlaml bir sekilde bu etkiyi
baskiladi. PAK4 inhibisyonu, NGF uyarimina ragmen hiicrelerde, AKT ve ERK sinyal yolaklarini blokladi,
hiicre canliligini, migrasyonunu, koloni olusturma kabiliyetini ve EMT siirecini baskiladi. Dikkat ¢ekici bir
sekilde NGF uyarimi ile PAK4 aktivasyonu 3D in vitro olusturulan sferoidin dagilmasmi kolaylastirdi.
PAK4 inhibe edildiginde ise s6z konusu sferoidin yap1 bitiinliigiine katki sagladigi, ancak kontrole gore
biiylimedigi saptandi. Sonug olarak, PAK4’iin NGF-aracili GBM gelisiminde molekiiler diizeyde 6nemli
roller oynadigr ve GBM tedavisine yonelik olarak NGF-PAK4 aksisinin terapotik hedef olarak ele
alinabilecegi soylenebilir.

Anahtar Kelimeler: GBM, Kanser, NGF, PAK4.
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Glioblastoma multiforme (GBM) is a highly malignant brain tumor with a poor prognosis,
originating from glial cells in brain tissue and capable of rapid growth and spread. Numerous growth factors
are implicated in the development of GBM, with nerve growth factor (NGF) being essential for cell growth,
development, survival, and differentiation in both the peripheral and central nervous systems. The
interaction of NGF with TrkA and p75NTR receptors in cells initiates intracellular signaling, leading to
neuroprotective effects. GBM cells support their survival by increasing NGF production in the presence of
low glucose. p21 activated kinases (PAKSs) are a family of enzymes consisting of six members (PAK1-6)
that play arole in cellular processes such as cell cycle regulation, cell motility, and apoptosis. Recent studies
have indicated that aberrant activation of PAK4, particularly in the context of GBM, can promote cell
proliferation and cancer development. Additionally, it has been reported to enhance the migration and
invasion capabilities of GBM cells, facilitating the tumor's progression to surrounding tissues. Here, we
sought to elucidate the potential role of PAK4 in NGF-mediated GBM progression. In the present study,
an investigation was undertaken to ascertain the NGF production level of U87 MG cells, a glioblastoma
multiforme (GBM) cell line, under varying glucose concentrations. The activation status of AKT, ERK,
and PAK4 signaling pathways was determined in a series of experiments in which cells were stimulated
with NGF and treated with PI3K inhibitor (LY294002), MEK inhibitor (PD0325901), Apigenin, a
flavonoid, and PAK4 inhibitor (PF3758309). Furthermore, the effects of NGF stimulation and PAK4
activation status in the presence of a PAK4 inhibitor on various parameters were investigated. These
parameters included cell survival, proliferation, colony and 3D spheroid formation, as well as cell migration
abilities. Additionally, the expression levels of E-cadherin, Twist, and Vimentin, which are markers of the
epithelial-mesenchymal transition (EMT) process, were determined. The obtained results indicated that
increasing glucose concentration increased cell viability, while low glucose concentration increased NGF
production. NGF increased the level of phosphorylation and activation of PAK4, while the PF3758309
agent significantly suppressed this effect. PAK4 inhibition blocked AKT and ERK signaling pathways,
suppressed cell viability, migration, colony forming ability, and EMT process in cells despite NGF
stimulation. Notably, PAK4 activation by NGF stimulation facilitated the dispersal of 3D spheroids formed
in vitro, while PAK4 inhibition resulted in the spheroid contributing to its structural integrity without
significant growth compared to the control. In light of the evidence presented, it can be concluded that
PAK4 plays an essential role in NGF-mediated GBM development at the molecular level. The NGF-PAK4
axis can be considered as a potential therapeutic target for GBM treatment.

Keywords: Cancer, GBM, NGF, PAK4.



ONSOZ

Tez g¢alismami yiiriitlirken tim bilgi birikimi ve tecriibeleriyle destek olan,
danismamim Dog. Dr. Suray PEHLIVANOGLU’na emeklerinden dolay1 saygi ve

tesekkiirlerimi sunarim.

Yiiksek lisans siirecim boyunca yogun gecen ve psikolojik olarak zorlandigim
giinlerde benden destegini esirgemeyen, calisma ve azmi ile bana Ornek olarak
motivasyonumu yiikselten laboratuvar arkadasim Feyza KOSTAK ’a ve bu siire¢ boyunca

yanimda duran ve destegini eksik etmeyen biitiin arkadaslarima tesekkiir ederim.

Egitim, 6grenim hayatim boyunca maddi, manevi destegini eksik etmeyen,
sevgilerini her zaman kalbimde hissettigim, hayatima yon verirken aldigim kararlara
saygi duyarak daima arkamda duran, biricigim annem Zehra CELIK’e, her kosulda
destegini hissettiren canim babam isa CELIK’e, nese ve enerji kaynaklarim canim
kardeslerim Muhammet Tahir CELIK ve Hasan Basri CELIK e tesekkiirii borg bilir,

minnetle sevgilerimi sunarim.

Sultan CELIK
KONYA-2025

Vi



ICINDEKILER

OZET ... v
A B S T R A T e e et e e e et e e e nr e e raeeanraeas v
ONSOZ ..ot Vi
ICINDEKILER .........coooiviiiieeceeeeeeeee ettt vii
SIMGELER VE KISALTMALAR .........cccccooiiiiiiiieeee et iX
SEKILLER DIZENT .........cooviiiiiiceeeeeeeeeeeeeeeeteee et Xi
CIZELGE DIZINI ..ot Xiii
L I 123 1T 1
1.1. p21-Aktive Kinaz 4 (PAK4) ve Glioblastoma Multiforme.............ccccceeviienen. 1
1.2.  Sinir Biiylime Faktorii (NGF) ve Kanser .........ccccoovvviiieiiiicneen, R, 1
1.3.  Sinir Biiyiime Faktorii (NGF) ve p21-Aktive Kinaz4 (PAK4)’ {in Iliskisi........ 1

2. KAYNAK ARASTIRMASI ...ttt 3
2.1, KANSET ..ttt 3
2.2. Glioblastoma MUILITOIME ........cccooiiiiiiiec e 4
2.2.1. Glioblastoma Multiforme’nin Siniflandirtlmasi .........ccccovevviiiiniiiieiiiiesinens 4
2.2.2. Glioblastoma Multiforme’nin Tedavisi ........cccccevvvvieeeiiiiiee e 5
2.2.3. GBM Tedavisinin ZorIuKIar .........cccoiiiieiiiieiiiieiiie i 8

2.3. GBM Sinyal YOlaKIart......cccoooeiiiiiiiiiec e 10
2.4. Sinir Biiylime Faktoril.........ccccovviiiiiiiiiiiici e 12
2.4.1. Sinir Biiylime Faktorii ReseptOrlert ..........cocovviviieiiiiiicne e 13
2.4.2. Sinir Biiyiime Faktorii Sinyal YolaKlart .........cccoovviiiiiiiiiiici 14

2.5. p21 AKLIVE KiNAZ-4 (PAKA) ..ottt 17
2.5.1. Kanserde p21 aktive kinaz-4 (PAK4) Sinyal Yolaklart............cc.cccovevrrinnenn. 18
2.5.2. Tedavide PAK4 Inhibitorlerinin Kullan1lmast ........c.cccocovvevevieeeesieieeenes 20

3. MATERYAL VE YONTEM..........coceoiiiitiiieeeeeeeteee e 21
R T B = 4 (o3 (o T 1 111 ST RRP 21
3.2. Hiicre Canlilik ANALIZI.......cccviiiiiiiiiie i 21
3.3.Enzym-Linked Immunosorbent Assay (ELISA) ..., 21
34, WESTEIM BIOT ... 22
3.4.1. Protein Lizatlarinin Hazirlanmasi..........cccccceveeiiiiiic i 22
3.4.2. Bradford Yontemi ile Protein Miktarinin Belirlenmesi..........cccocccveiiveeennen. 23
3.4.3. Poliakrilamid Jel Elektroforezi (PAGE) .......cccccooeiiiiiieiie e, 23
3.4.4. Proteinlerin Jelden Polivinilidin Floriir (PVDF) Membrana Aktarilmast .... 23
3.4.5. Membranin Bloklanmasi1 ve Antikorla Isaretlenmesi........c.c.cccocevevevevennnee, 24
3.4.6. GOTUNLHICIME ....vvveeiiiiee et e e e e e e e snnaee s 24

3.5. In vitro Hiicre Migrasyon Deneyi........cccceoveriiiiiiiiisisieieiesese s 24

vii



3.6. In vitro Koloni Olusturma Deneyi ..........cecvereiieriiiiiiisieieesese s 25

3.7. 3 Boyutlu Hiicre KUIUIT ..oovvveiiiiecciicccieeeeeee e 25
3.8, IStatiStIKSEl ANALIZ......cvevevvececeeieieeeeeeeee et ee ettt en sttt n e 25

4. ARASTIRMA SONUCLARI VE TARTISMA.........cccioiiiiiiiieiieeeee s 26
4.1, Aragtirma SONUGIATT ......c.eoiiiiiii i 26
4.1.1. Farkli Glikoz Konsantrasyonlarinda Kiiltiire Edilen LN229 ve U87-MG
Hiicrelerinin in vitro Morfolojik Goriintiileri ve Hiicre Canlilik Diizeyleri ........... 26
4.1.2. Farkli Glikoz Konsantrasyonlar1 ile Kiiltiire Edilen U87-MG Hiicrelerinin
NGF ULetim MIKEAIT .....cvveececieieieeececeeieteses s es s sesessss et esensese et s s ssesesns 27
4.1.3. Farkli Glikoz Konsantrasyonlar1 Varliginda U87-MG Hiicrelerinde NGF ve
FBS Muamelelerinin Hiicre Canlilik Diizeyine Etkileri..........ccccooeviiviiiiciicnienn, 28

4.1.4. Farkli Glikoz Konsantrasyonlar1 Varliginda U87-MG Hiicrelerinde PI3K
(LY294002), MEK (PD0325901) inhibitdrlerinin ve Apigeninin Hiicre Canlilig

DUZEYINE ETKISI..c.veiiiiiiciiee sttt ere s 31
4.1.5. Farkli Glikoz Konsantrasyonlar1 Varliginda U87-MG Hiicrelerinde PAK4
Inhibisyonunun Hiicre Canlili1 Diizeyine EtKiSi........c.coocovvieviriiiiiceiccsieinn, 33
4.1.6. NGF Stimiilasyonunun ve PAK4 Inhibisyonunun U87-MG Hiicreleri
Uzerindeki Zamana Bagli Proliferatif BKiSi ..........cccccoviveviireiieesicssseenesenn, 35

4.1.7. LY294002 (PI3K inhibitorii), PD0325901 (MEK inhibitorii), Apigenin ve
PF3758309 (PAK4 inhibitorii) Inhibitorlerinin U87-MG Hiicrelerinde PAK4,

pPAK4, AKT, pAKT, ERK ve pERK Protein Diizeylerine Etkisi............ccc.ceenee. 36

4.1.8. NGF Stimiilasyonunun PAK4 Aktivasyonu UzerindeKi EtKisi.................... 38
4.1.8.1. NGF Stimiilasyonunun ve PAK4 Inhibisyonun U87-MG Hiicrelerinde

EMT Siirecine EtKiler .......c.cviiiiiiiiiiiiic e 40

4.1.9 NGF Stimiilasyonunun ve PAK4 Inhibisyonunun U87-MG Hiicrelerinin

Migrasyon Kabiliyeti Uzerindeki BKIleri ..........co..cevvivevniiveiiiersiiissieeseeessenns 41

4.1.10. NGF Stimiilasyonunun ve PAK4 Inhibisyonunun U87-MG Hiicrelerinin

Koloni Olugturma Yetenegi Uzerindeki EtKiSi.........cocoevviveiieriiiireiseerieesnienns 43

4.1.11. NGF Stimiilasyonunun ve PAK4 Inhibisyonunun Ug-Boyutlu (3D) Kiiltiirde

U87-MG Hiicrelerinin Sferoid Bilylkligline EtKisi.........ccccvviiiiiiiiciiiiiiicnnn, 44

L 3 8 ) 1 o : OO TP TOTPPROUPRROPI 46

5. SONUCLAR VE ONERILER ..........c..ccccooviiiiiiieieieeeeeeeee s 53

5.1 SONUGLAT ... et 53

5.2 OMNEIIIET ...ttt ettt sttt 54

B. KAYNAKLAR ...ttt bbbttt 55

viii



SIMGELER VE KISALTMALAR

Simgeler

g: gram
L: litre

mL: mililitre

ng: nanogram
nm: nanometre
pg: pikogram

a: alfa

f: beta

ug: mikrogram
ul: mikrolitre
puM: mikromolar

Kisaltmalar

ATM: Ataksi telenjiektazi mutanti

BBB : Beyin Kan Bariyeri

BDNF: beyin kaynakli norotrofik faktorii
BTB: Beyin Tiimdr Bariyeri

CART-T: Kimerik Antijen Tedavisi

CNS: Merkezi Sinir Merkezi

CSC: Kanser Kok Hiicresi

Da: Dalton

DDR: Diskoidin Domain Reseptorii

DMEM: Dulbecco’s Modified Eagle Medium
DMSO: dimetil stilfoksit

ECM: Ekstraseliiler Matriks

EGF: Epitelyal Biiyiime Faktorii

EGFR: Endotelyal Biiylime Faktorii Reseptorii
ELISA: Enzym-Linked Immunosorbent Assay
EMT: Epitelyal Mezenkimal Gegis

FAP: fibroblast aktivasyon proteini

FBS: Fetal Bovine Serum

FDA: Amerikan Gida ve ilag Dairesi

FGFR: Fibroblast Biiylime Faktorii Reseptorii
GBM: Glioblastoma Multiforme

GSC: Glioma Kok Hiicreleri

HGEF: Hepatosit Biiyiime Faktorii

IGFR: Insiilin Benzeri Biiyiime Faktorii Reseptorii
MAPK: Mitojen Aktive Protein Kinaz

MRI: Manyetik Rezonans Goriintiileme
MTOR: Rapamisinin memeli hedefi

MTT: 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)- 2,5-difeniltetrazolyum bromid
NGF: Sinir Biiytime Faktorti

NSC: Noral Kok Hiicre

NT-3: Norotrofin 3

PAGE: Poliakrilamid Jel Elektroforezi



PAK: p21 aktive kinaz

PAKA4: p21 aktive kinaz-4

PDGF: Trombosit Kokenli Biiytime Faktorii
PDGFR: Trombosit Kokenli Biiytime Faktorii Reseptorii
PDL-1: Programlanmis Hiicre Oliim Ligand: 1
PET: Positron Emisyon Tomogrofi Taramasi
p-gp: p-glikoproteini

PI3K: Fosfatidilinositol 3-kinaz

proNGF: Sinir Biiyiime Faktérii Onciilii
PVDF: Polivinilidin Florir

Rpm: dakikadaki doniis sayisi

RSK: Ribozomal s6 Kinazi

RT: Kemoterapi

RTK: Reseptor Tirozin Kinaz

TME: Tiimo6r Mikrogevresi

TMZ: Temozolomid

TrkA: Tropomyozin reseptorii kinaz A

TTF: Tiimor Tedavi Alant

VEGEF: Vaskiiler Endotelyal Biiyiime Faktorii
VGFR: Vaskiiler Biiyiime Faktorii Reseptorti
WHO: Diinya Saglik Orgiitii

XRT: Radyoterapi
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1. GIRIS

1.1. p21-Aktive Kinaz 4 (PAK4) ve Glioblastoma Multiforme

p21 aktive kinaz (PAK4), hiicre biiyiimesi, hareket edebilme yetenegi ve hayatta
kalma gibi biyolojik siireglerde rol oynayan bir serin/treonin kinazdir. PAK4, 6zellikle
kanser hiicrelerinin invazyonu ve metastazi ile iliskisi kanser arastirmalar1 agisindan
onemli bir hedef olarak 6ne ¢ikmaktadir.

Glioblastoma Multiforme (GBM), beyin tiimorleri arasinda en yaygin olarak
goriilen, agresif karakterde ve tedaviye direngli tiimoérlerden biridir. Aragtirmalar, PAK4’
in tiimor hiicrelerinin proliferasyonu ve invazyonunda etkili oldugunu gostermektedir.

PAK4 ifadesinin artmasi GBM hiicrelerinin kotii prognozu ile iliskilendirilmistir.

1.2. Sinir Biiyiime Faktorii (NGF) ve Kanser

Sinir biiyiime faktorii (NGF), sinir hiicrelerinin biiylimesi, hayatta kalmasi ve
farklilagmasinda 6nemli rol oynayan bir norotrofik faktdrdiir. NGF’in temel gorevi,
noronlarin onarimini kolaylastirarak sinir sisteminin gelismesini desteklemektedir.
Bununla birlikte, NGF kanser gelisimi ile yakindan iligkilidir. Baz1 kanser hiicreleri NGF
ve NGF reseptorlerini (TrkA ve p75NTR) yiiksek diizeyde ifade ederek kanser
hiicrelerinin biiyiimesini ve yayilmasini destekler. Kanser hastalarinda sik goriilen agrilar,
timoriin etrafindaki sinirlerin etkilenmesi ile iliskilidir. NGF, sinirlerin yeniden
diizenlenmesi ve agrinin iletilmesine katkida bulunabilir. NGF, kanser hiicrelerinin
metastaz yapmasinda katkida bulunacak bazi sinyal yolaklarini da tetikleyebilir. Sinir
hiicreleri ile tlimor hiicreleri arasindaki etkilesimler, kanserin yayilmasinda yardimei olur.
NGF ve hiicresel yolaklari, kanser tedavisinde hedef alinabilecek potansiyel hedeflerdir.
Gilinlimiizde NGF inhibitorleri, kanser tedavisinde yeni bir strateji olarak

degerlendirilmektedir.

1.3. Sinir Biiyiime Faktorii (NGF) ve p21-Aktive Kinaz4 (PAK4)’ iin Iliskisi

Sinir bliylime faktorii (NGF) ve p21 aktive kinaz (PAK4) arasindaki iliski, sinir
hiicrelerinin gelisimi ve norolojik islevlerle ilgili baz1 6nemli 6zellikler tasimaktadir.
Aragtirmalar, NGF'in PAK4 iizerinde etkili olabilecegini, bunun da néroprotektif etkilere
veya norolojik hastaliklara karst koruyucu mekanizmalara yol acgabilecegini

gostermektedir. Ornegin, NGF'in noroprotektif etkileri, PAK4'{in aktivasyonu ile



iligkilendirilebilir. Ayrica, NGF ve PAK4 arasinda karsilikli etkilesimler, hiicrelerde
sinyal iletimini etkileyerek sinir hiicresi biiylimesini ve onarimini destekleyebilir.

NGF ve PAK4 arasindaki 6zgiin iliski ve etkilesimler konusunda daha fazla
arastirmaya ihtiyag vardir. Tez calismamizda glioblastoma hiicrelerinde NGF uyariminin
olast PAK4 regiilasyonu ve kanser gelisimi {izerindeki etkisinin aragtirilmasi

amaglanmstir.



2. KAYNAK ARASTIRMASI

2.1. Kanser

Saglikli hiicreler, gerektiginde yeni hiicreleri olusturmak icin ¢ogalirlar. Hasar
gordiiklerinde veya yaslandiklarinda ise apoptoza ugrarlar. Diizenli bir sekilde isleyen bu
siirecin bozulmasi, hasarli hiicrelerin kontrolsiiz bir sekilde boliinmesi ve viicudun diger
bolgelerine yayilmasi sonucunda kanser gelisebilmektedir (NCI,2021).

Diinya Saglik Orgiitii’ niin (WHO) 2020° de paylastig1 verilere gore kanser diinya
capinda 20 milyon insani etkilemis ve 10 milyon kisinin 6liimiine sebep olmustur (World
Health Organization (WHO), ty.) Kanser, yiiksek diizeyde diizenlenmis hiicresel
sistemlerdeki bozukluklardan kaynaklanmaktadir. Kanser gelisiminin ilk basamaginin
nasil meydana geldigi halen arastirma konusudur (Hanselmann & Welter, 2016).

Giliniimiizde kanser tedavisi i¢in Onemli terapotik stratejiler gelistirilmesine
ragmen halen etkin yontemlere ihtiyag duyulmaktadir. Tedavide, genellikle tiimoriin
evresine ve bulundugu bolgeye bagli olarak cerrahi miidahale, kemoterapdtik hedefleme,
radyoterapi ve immiinoterapi uygulanmaktadir. Genetik olarak heterojen oldugu
bilinmesine ragmen ayni kanser tanisi konmus tiim hastalara benzer tedavi plani
uygulanir. Genetik heterojenite ila¢ direncliligine neden olabilmektedir. Timor
hiicrelerinin genetik cesitliligi, hastaligin temel sebebinin saptanamamasi, teshis
araglarinin yeterli olmamas1 ve kisiye 6zel tedavi yaklasimlarinin eksikligi nedeniyle
uygulanan tedaviler cogu zaman basarisizlikla sonuglanir (Palumbo vd., 2013). Hastaligin
progresyonu hakkindaki gilincel literatiir, kanserin ¢ok yonlii mekanizmalarla iliskili
olmas1 ve mevcut tedavilerin yetersizligi, yeni aragtirma ve tedavi stratejilerine ihtiyag
duyuldugunu gostermektedir (Upadhyay, 2020).

Yeni caligmalarla birlikte kanserin temel 6zellikleri gilincellenmekte ve
yeni bakis acilar1 kazandirilmaktadir. Bu 6zelliklerin basinda, ¢ogalma sinyallerinin
stirdiiriilmesi, biiyiime baskilayic1 sinyallerden kagma ve metabolizmanin yeniden
diizenlenmesi gelmektedir. Genomik kararsizlik, mutasyonlarin birikimi, inflamasyonun
desteklenmesi, bagisiklik sisteminden kaginabilmesi tedaviyi zorlastiran 6zelliklerinin

basinda gelmektedir (Hanahan & Weinberg, 2000). (Sekil 2.1.).
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Sekil 2.1. Kanserin Temel Ozellikleri A) 2011 yilinda belirlenmis olan kanserin temel dzellikleri B) 2022
yilinda belirlenmis olan kanserin temel 6zellikleri (Hanahan & Weinberg, 2011)(Hanahan, 2022).

Kanser hiicrelerinin anjiyogenezi desteklemesi ile ihtiya¢ duydugu besine
ulasabilmesi sonucunda biiylimesine olanak saglanmaktadir. Doku invazyonu ve
metastaz kanserin baska dokulara, organlara yayilmasi ve hastalifin seyrinin
kotiilesmesine neden olmaktadir (Hanahan & Weinberg, 2011). Son yillarda temel
ozelliklere ek olarak epigenetik yeniden programlama, yaslanmis hiicreler, polimorfik
mikrobiyom ve fenotipik plastisite gibi Ozellikler de eklenmistir. Bu yaklasimlarla
kansere karsi yeni bakis acgilarinin kazandirilmasi, hastaligin belirtileri ve ilerleyis

mekanizmalariin aydinlatilmasi miimkiin olabilecektir (Hanahan, 2022).

2.2. Glioblastoma Multiforme

Teshis edilen yeni kanser vakalarinin %2’sini merkezi sinir sistemi (MSS)
kanserleri olusturmaktadir. MSS tiimorleri, kansere bagli Oliimlerin 12. sirasinda,
Glioblastoma multiforme ise 17. sirasindadir. 2020 yilinda elde edilen verilere gore,
18.020 oliimle birlikte 23.890 yeni beyin kanser vakasi teshis edilmektedir (Kirstein et
al., 2020).

2.2.1. Glioblastoma Multiforme’nin Simiflandirilmasi

Glioma, genel olarak primer beyin tiimorlerini tanimlamak i¢in kullanilmaktadr.
MSS’ de en ¢ok rastlanan kotii huylu tiimorlerdir. Koken aldiklar: hiicre tiplerine gore
siniflandirilirlar. Bunlar; astrositomalar, oligodendrogliomalar, ependimomlar ve karigik

gliomalardir (Chen et al., 2017). (Sekil 2.2.).



Diinya Saglik Orgiitii (DSO)’niin yaptig1 smiflandirmada histopatolojik dzellikler
g0z Oniine alinarak gliomalar I, II, III ve IV. derece olarak siniflandirilmaktadir. I. ve II.
derece gliomalar, diisik ¢ogalma sinyallere sahip ve cerrahi miidahale ile tedavisi
miimkiin iken III. (anaplastik) ve IV. (glioblastoma) derece gliomalar kétii huylu ve
invazivdirler. Glioblastoma Multiforme (GBM), DSO tarafindan IV. derece glioma
olarak belirlenmistir (Witthayanuwat et al., 2018).
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Sekil 2.2. GBM’ nin koken aldig1 hiicreler ve heterojenligi (Wu et al., 2021).

GBM tiimdrleri, beyin parankiminde {i¢ tip hiicreden kdken alirlar. Bunlar; noral
kok hiicreler (NSC), NSC’ den tiiretilen astrositler, oligodendrosit oncii hiicrelerdir (Sekil
2.2.). GBM, kapsamli tiimor i¢i hiicreler ve heterojenite ile karakterize edilir. Bundan
dolay1, mezenkimal, klasik, pronodral ve noral olmak tizere dort alt gruba ayrilmislardir

(Wu et al., 2021).

2.2.2. Glioblastoma Multiforme’nin Tedavisi
Farkli hiicre tiplerindeki gen ifade degisimleri, invaziv kabiliyet, radyo ve
kemoterapiye direng, tiimdr mikrogevresinin gelisimi ve glioma kok hiicrelerinin varlig
mevcut tedaviyi zorlagtirmaktadir (Janjua et al., 2021). Bugiine kadar, GBM nin gelisimi
ile ilgili spesifik bir neden ortaya konulamamuistir. Tiim vakalarin yaklasik %5°1 genetik
yatkinlikla iliskilendirilmistir. Bunun disinda iyonlastirici radyasyona, bocek ilaglart gibi
veya petrokimya endiistrisinde kullanilan kimyasallara maruz kalma ve sigara igme gibi
etkenler GBM’e neden olabilecek faktorlerden bazilaridir (Grochans et al., 2022).
GBM’nin tedavisi kisiye baglh degisiklik gosterir ve olduk¢a maliyetlidir. GBM nin
yeri ve boyutu, manyetik rezonans goriintiileme (MRI) veya positron emisyon tomogrofi
taramas1 (PET) gibi goriintiileme teknikleriyle belirlenir (Kesari, 2011). Teshis sonrasi
tiimoriin boyutuna ve yerine bagl olarak tiimor kitlesi cerrahi miidahale ile temizlenir

(Lima et al., 2012). Cerrahi operasyondan sonra, temozolomid (TMZ), kemoterapi ve



radyoterapi ile tedaviye devam edilmektedir. Kemoterapinin hiicre oliimiine neden
oldugu ana mekanizma DNA hasaridir. Hiicrelerin bu hasara kars1 verdigi tepki, hiicresel
ve mikrogevresel faktorler tarafindan belirlenir (Gong vd., 2021). Mevcut arastirmalar,
radyoterapinin bazi beyin kanserlerinde digerlerine goére daha az etkili oldugunu
gostermistir. GBM’ler, radyoterapiye en direngli agresif kanser tiirleri arasindadir
(Caragher vd., 2019). Literatiirde U87, U251 ve T98G hiicre hatlar1 radyoterapiye en
direngli hiicre hatlar1 oldugu belirlenmistir (Merrick vd., 2021). Radyoterapiye duyarlilik
esas olarak p53 ve DNA hasar yanitinin diizenlenmesinde kritik bir rol oynayan ataksi
telenjiektazi mutant1 (ATM) geninin ekspresyonu ile iligkili oldugu saptanmistir (Rabah
vd., 2023). MDM2 aracili p53 baskilanmasi, primer GBM'nin en az %25'inde ve sekonder
GBM'nin %60'inda bozuldugu tespit edilmistir. MDM2/p53 ekseninin kanser tedavisinde
radyoterapinin etkinligini azalttig1 bildirilmistir. Bu nedenle, MDM2/p53 etkilesiminin
inhibe edilmesi, glioblastoma tedavisi de dahil olmak {izere potansiyel bir anti-kanser
stratejisi olarak kabul edilmektedir (Okazaki, 2022). Radyoterapi direnci ayrica kanser
kok hiicre (KKH)’lerin varligi, hipoksi ve artmis DNA tamiri nedeniyle kaynaklanabilir
(Ali vd., 2020). Radyoterapi ile tedavi edilen primer malignitelerin, sekonder MSS
timorleri gelistirme ihtimalinin yedi kat daha fazla oldugu gozlenmistir (Davis, 2018).
Radyo-diren¢ mekanizmalarinin yani sira, timor niiksiiniin ana nedenlerinden biri
radyoterapinin primer tiimorde invazyon ve hiicre "kagigin1" indiiklemesi olarak rapor
edilmistir. Cerrahi operasyon sonrasi sinirlarda, %90'a varan invazyon oranlari meydana
gelebilmektedir (Nguemgo Kouam vd., 2018).

Timor tedavi alani (TTA) yaklasimi, diisiik yogunluklu ve orta frekansh elektrik
(100-300 kHz) uygulanmasini i¢eren nispeten yeni bir non-invaziv terapotik yaklagimdir
(Fabian vd., 2019). TTA cihazlari, hiicre boliinmesini engellemeyi ve timor bitylimesini
azaltmay1 hedeflemektedir. Elektrik alanlarini olusturabilmek igin hastanin kafa derisine
yerlestirilen dokuz yalitilmis elektrottan olusan bir aparat takilir. Ozellikle TTA'lar, mitoz
sirasinda mikrotiibiillerin normal polimerizasyon-depolimerizasyon siirecini bozdugu
belirlenmistir (Rominiyi vd., 2021).

Immiinoterapi, kansere karst savunma mekanizmalarmin etkinligini artirmayi
amaclayan bir tedavi yontemidir. Birgok kanser tiirliniin tedavisinde onemli bir rol
oynamaktadir ve bunlardan bazilart Amerikan Gida ve ilag Dairesi (FDA) tarafindan
onaylanmistir (Esfahani vd., 2020). Immiinoterapi, gelecekte GBM tedavisinde énemli
bir rol oynayabilecek tedavilerden biridir. Kimerik antijen tedavisi (CAR-T) hiicre

tedavisi, asilar, bagisiklik kontrol noktasi inhibitorleri ve onkolitik viriisler gibi GBM' 1



tedavi etmek i¢in uygulanan gesitli immiinoterapi yontemleri s6z konusudur (Huang vd.,
2020).

Son yillardaki gelismelerle birlikte, kanser tedavisi spesifik olmayan sitotoksik
ilaglardan hedefe yonelik ilaglara gecilmektedir (Zhong vd., 2021). Hedefe yonelik
tedavide, kanser hiicrelerinin bdliinme ve yayilma kabiliyetlerini kontrol eden spesifik
proteinler hedeflenmektedir. Bu ilaglar, tirozin kinaz inhibitorleri (TKI) gibi monoklonal
antikorlar dahil olmak ftizere kii¢iik molekiilleri igerir (Lee vd., 2018). Simdiye kadar
glioblastoma tedavisi i¢in FDA tarafindan onaylanan sadece vaskiiler endotelyal biiyiime
faktorii (VEGF) proteininin bir monoklonal antikor inhibitérii olan Bevacizumab
onaylanmistir (Fisher & Adamson, 2021).

Yag orani yiiksek ve karbonhidrat orani1 diisiikk ketojenik diyet GBM tedavisini
destekleme potansiyeline sahiptir. Bunun temelinde, kanser hiicrelerinin enerji ihtiyaci
icin biiyiik dlglide glikoza ihtiyag duymas: yatar. Ketojenik diyet yoluyla glikoz alimi
kisitlanarak kanser hiicrelerinin biiylimesi engellenmeye ¢aligilir (Seyfried & Mukherjee,
2005) . GBM'de ketojenik diyet kullanimini destekleyen bir ¢alisma, standart tedaviye ek
olarak ketojenik diyet uygulayan hastalarin, diyeti takip etmeyenlere gére daha uzun
sagkalim oranina sahip oldugu belirlenmistir (Rieger vd., 2014). Baska bir ¢alisma ise,
ketojenik diyetin GBM tedavisinde uygulanan kemoterapinin etkinligini artirabilecegini
gostermistir (Van der Louw vd., 2019).

Kemoterapi, cerrahi rezeksiyon ve radyasyon tedavisi GBM igin baslica giincel
tedavi secenekleridir. GBM acisindan, bu tedavi se¢eneklerinin etkinligi zayiftir ve yan
etkileri vardir. Bu nedenle, hedefe yonelik tedavi stratejileri umut verici bir yaklagimdir.
Ornegin, Tirozin kinaz inhibitorleri (TKI) ile endotelyal biiyiime faktdrii reseptorii
(EGFR) hedefli tedaviler, GBM tedavisi agisindan iyi sonuglara neden olmaktadir.
Vaskiiler endotelyal bitylime faktorii reseptorii (VEGFR), programlanmis 6liim ligandi-1
(PD-L1) ve fosfatidilinositol-3-kinaz/ rapamisin protein kompleksinin memeli hedefi
(PIBK / mTOR) yolag1 hedefli tedaviler, monoterapi veya kombinasyon tedavisi olarak
umut verici olabilmektedir. GBM i¢in ayrica SiRNA-aracili hedeflenmis gen
baskilanmasi, beyin kan bariyerinin (BBB) iistesinden gelmesi nedeniyle GBM'e karsi
potansiyel bir terapotik yaklasim olarak degerlendirilmektedir. Tiim bunlarin yaninda,
erken tan1 ve hizli tedavi baslangici, GBM hastalarinin sagkalimi i¢in olduk¢a 6nemlidir.
MRI gibi gorintiileme teknikleri ile GBM timdrlerinin takibi ve hakkindaki detayl
bilgiler elde edilmekte ve tedavi siireci planlanabilmektedir. (Sekil 2.3.).



Sekil 2.3. Hastaligin yayilmasini gosteren GBM” li bir hastanin MRI taramalari. A) Ameliyat dncesi

tarama, timoriin ¢evresi 6dem ile ¢evrili. B) Ameliyat ve radyasyon tedavisi sonrasi tarama. C)
Ameliyattan 6 ay sonra tiimoriin yeniden niiks etmesi ve ikinci tiimoér olusumu. D) Her iki timdriin
rezeksiyon sonrasi taramalar1. E) 3 ay sonrasinda tiimoriin rezeksiyon noktasinda niiks ettigi ve diger

yarim kiireye metastazini gosteren tarama (Holland, 2000).

2.2.3. GBM Tedavisinin Zorluklari

Gelistirilen tedavilere ragmen giliniimiizde glioblastoma (GBM) tam olarak tedavi
edilememektedir. GBM tedavisinde yer alan =zorluklar ¢ bashk altinda
degerlendirilmektedir; (1) direngli alt popiilasyonlar1 igeren tiimor heterojenitesi, (2)
ilaglarin verilmesini engelleyen tiimoriin lokasyonu ve (3) immiin kagisi tesvik eden ve
immiin terapilerin etkinligini smirlayan lokal immiin baskilanmanin indiiklenmesi
(Karim et al., 2016).

Tipik olarak GBM hiicrelerinin ¢esitli sekil ve boyutlarda olmasi sadece goriiniim
acisindan degil, ayn1 zamanda gen ifade profilleri ve dolayisiyla fenotipler agisindan da
heterojen oldugunu gostermektedir. Bu heterojenite ile birlikte tiimor mikrogevresinin
katkisi ile birlikte tiimor gelisimi desteklenmektedir (Omuro & DeAngelis, 2013).

GBM iligkili mutasyonlar, kanserin malign ilerlemesini destekleyebilen biiyiime
faktori sinyal yollarini tetikleyebilmektedir. Bunlar arasinda vaskiiler endotalyel biiyiime
faktorii (VEGF), epidermal biiylime faktorii (EGF), trombosit tiirevli bliytime faktorii
(PDGF), hepatosit biiyiime faktorii (HGF) yolaklar1 yer almaktadir (“Malignant Gliomas
in Adults,” 2008).



GBM'in neden oldugu immiin baskilamanin tedavi basarisizligina katkida
bulundugu bilinmektedir. GBM’in kétii seyri ile baglantili olan CD133'in asir1 ifade
edildigi gosterilmistir  (Zeppernick et al., 2008). CDI133'in ifadesi, T-hiicresi
apoptozunun uyarilmasini saglayarak immiin baskilamaya yol agar (Lima et al., 2012b).
Sonug olarak, GBM'in heterojen dogasi, yalnizca g¢esitli tedavi seceneklerine kars1 direnci
tesvik etmekle kalmaz, ayn1 zamanda timor hiicrelerinin immiin sistemden kagmasina
izin vererek tiimoriin ilerleme olasiligini artirir (Jungk et al., 2019).

Beyin tiimorlerinde iki bariyerin varlig1 nedeniyle terapotik ajanlarin iletimi daha
da kisithdir. Bunlar; kan beyin bariyeri (KBB) ve beyin timdr bariyeridir (BTB).
KBB’nin gorevi noral dengeyi ve maddelerin beyne gecisini kontrol etmektir. KBB,
serebral endotel hiicreleri, perisitler, astrositler, mikroglial ve diiz kas hiicrelerinden
olusur (Alyautdin et al., 2014). KBB’den yalnizca 500 Da’dan kiiciikk ve lipofilik
molekiiller gibi secici maddeler gecebilir. Biiyiik molekiiler agirlikli ilaglarin ve kiigiik
farmasatik bilesenlerin %98’ inin KBB’den gegemedigi bilinmektedir. KBB, beyni toksin
ve diger zararl1 maddelerden korumak i¢in gereklidir ancak ila¢ ve farmasétik bilesiklerin
beyne iletilmesini de engellemektedir (Cardoso et al., 2010).

GBM hastalarinda KBB’nin saglam oldugu vakalar gozlemlense de bunun siklikla
bozuldugu ve BTB yapisinin ortaya ¢iktigi durumlar da bulunmaktadir. BTB diizensiz
yapida olmasi ve heterojen gecirgenligi saglamasi ile karakterizedir (Arvanitis et al.,
2019). Proteaz enzimleri, VEGF ve HGF gibi maddelerin GBM hiicreleri tarafindan
salgilanmasiyla BTB olusumu gergeklesir. Ayn1 zamanda BTB’nin heterojen yapisindan
dolay1 baz1 hipoksik bélgeler igerir. Bu bolgeler ise ilaglarin ve farmasétik ajanlarin
timor dokusuna iletilmesini kisitlar (Mudassar et al., 2020).

Bunun disinda KBB ve BTB, ilaglarin hiicre disina atilimini saglayan P-
glikoproteinini (P-gp) eksprese edebilir. P-gp, TMZ dahil hidrofobik &zellikte olan
ilaglarin %60’min disar1 atilimasin1 saglar (Munoz et al., 2015). Cogu zaman GBM
hiicrelerinde P-gp’nin ifade diizeyi artmis durumdadir. Bu durum tiimor bolgelerine esit
olmayan ila¢ dagilimina, tiimoriin niiksiine dolayisiyla tedavi basarisizligina neden olur
(Arvanitis et al., 2019).

Timorin bulundugu konum, ilaglarin tiimore iletilememesi ve niiks durumu
tedavi zorlugunun 6nde gelen nedenlerindendir. Hastalarin %5'inden az1 5 yildan fazla
hayatta kalabilmektedir. GBM hastalarmin sagkalimi yaklasik olarak 7.4 ay oldugu

bilinmektedir (Janjua et al., 2021). Bu veriler g6z oniine alindiginda GBM i¢in uygulanan
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mevcut tedavilerin gelistirilmesi, biyolojik engellerin ortadan kaldirilmas: ve tiimor

mikrogevresinin aydinlatilmasi ile miimkiin olacaktir.

2.3. GBM Sinyal Yolaklan

Epitelyal mezenkimal gecis (EMT), embriyogenez, yara iyilesmesi ve kanser
gelisimi gibi fizyolojik ve patolojik siire¢lerde rol oynayan temel mekanizmadir.
Hiicrelerin epitelyal 6zelliklerini kaybederek mezenkimal 6zellikler kazanmasini ifade
eder. Literatiirde, her biri farkli biyolojik kosullarda ortaya ¢ikan {i¢ farkli EMT alt tipini
tanimlamaktadir (Marconi vd., 2021).

Embriyonik gelisim de dahil olmak iizere normal doku dengesi, tip 1 EMT'den
etkilenirken, tip 2 EMT yara iyilesmesi, organ fibrozu ve doku yenilenmesinde meydana
gelir. Ote yandan Tip 3 EMT, genetik ve epigenetik degisikliklere ugramis, kanser
gelisimini destekleyen ve tedaviye direng gosteren neoplastik hiicrelerle iliskilidir
(Dongre & Weinberg, 2019). Tip 3 EMT, hastaligin kétii prognozunu, tiimorlerin
bagisiklik sisteminden kacisini ve doku invazyonunu destekler. GBM hiicrelerinin
mezenkimal 6zellikleri arttik¢a gb¢ etme konusunda daha yetenekli hale gelir. (Colella
vd., 2019).

N-kadherin’in asir1 ifade edilmesi ve E-kadherin’in baskilanmasi, EMT'nin en
belirgin o6zelliklerindendir (Loh vd., 2019). E-kadherin temel epitelyal belirtectir ve
diisiik diizeyde ifade edilmesi, hiicre kontaktlarinin zayiflamasina neden olur (Na vd.,
2020). Ote yandan, bir transmembran adezyon proteini olan N-kadherin'in asir1 ifade
edilmesiyle hiicrelerin invazyon kabiliyetlerinin artmasina neden olur (Noronha vd.,
2021). EMT siirecinin tetiklenmesiyle birlikte GBM hiicrelerinde radyoterapiye direng
gelisebildigi rapor edilmistir (Lintz vd., 2017a).

Hiicre iskeletinin ve ekstraseliiler matriksin (ECM) yeniden sekillenmesiyle GBM
hiicreleri invaziv 6zellikler kazanir. Bu siirecte integrinler 6nemli roller iistlenmektedir
(Lintz vd., 2017b). Hiicre adezyonu ve gocii ECM’in molekiiler ve fiziksel yapisi
belirleyicidir. Normal beyin dokusunun ECM yapist ¢ogunlukla hyaluronan,
proteoglikanlar ve tenascin-C'den olusur. GBM'deki ECM yapisi ise ¢ogunlukla
kollajenler ve laminin gibi bazal membran bilegenlerinden olusur. Bu bilesenlerin artigi
hiicre metastazini destekler niteliktedir (Mohiuddin & Wakimoto, 2021). Kollajen tip 1V
ve VI'nin GBM tiimdr biiylimesi, anjiyogenez ve migrasyon igin gerekli oldugu
gosterilmistir (Mammoto vd., 2013). Bu nedenle, kollajenler de dahil olmak tizere ECM
elemanlari, GBM igin potansiyel terapotik hedefler olarak 6nerilmistir (Gupta vd., 2021).
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EGFR, fosfoinositid-3-kinaz (PI3K)/AKT, RAS ve STAT dahil olmak {izere
hiicre proliferasyonu, farklilagmasi ve gociinde yer alan bircok sinyal yollarmni
diizenleyen bir tirozin kinaz reseptoriidiir. EGFRVIII, hiicre dis1 ligand baglama alani
bulunmayan (ekzon 2-7 delesyonu) ve GBM'lerin %50-60"inda yapisal olarak aktif olan
mutant bir EGF reseptoriidiir (Ramaswamy vd., 2019). Iki reseptdr arasindaki fark, aktive
sinyal yolaklarinda ortaya ¢ikar. EGFRVIII sinyali, WIEGFR sinyaline gére daha yiiksek
PI3K aktivitesine sahiptir (De la Iglesia vd., 2008).

Vaskiiler Endotel Biiyiime Faktorii Reseptorii (VEGFR) ailesi ti¢ farkli tiyeden
meydana gelen (VEGFR 1-3) bir reseptdr tirozin kinazdir. Vaskiilogenezi ve anjiyogenezi
destekleyen bir reseptordiir (N. Wang vd., 2017). GBM tiimorlerinde VEGFR sinyali
kontrolsiiz hiicre boliinmesine, hiicre gociine ve damar olusumuna neden olur. GBM
cevresindeki hipoksik mikrogevre VEGFR sinyalini tetikleyerek timorlerin hipoksiden
etkilenmemesine ve ayrica radyoterapiye dirence neden olur (Guarnaccia vd., 2018).
Krcek vd., 2017).

Fibroblast Biiyiime Faktorii Reseptor (FGFR) ailesi, FGFR 1-4 olmak tizere dort
reseptorden olusur. Farklilagsma ve ¢ogalmanin yani sira MSS gelismesinde yer alan temel
biyolojik siiregleri kontrol eder (Guillemot & Zimmer, 2011). FGFR genetik mutasyonlari
GBM’de seyrek olarak goriilse de astrositlerde FGFR’in agir1 ifade edilmesi malign
tiimorlerin gelismesine katkida bulunur. Ozellikle, FGFR3 ve FGFR4'iin invaziv GBM
ile iligkili oldugu ileri stirtilmistiir (Katoh & Nakagama, 2014).

Trombosit kaynakli biiylime faktorii reseptor (PDGFR) ailesi, PDGFRa ve
PDGFRJ olmak tizere iki reseptor igerir. Bu reseptorler embriyogenez sirasinda doku
gelisimi i¢in gereklidir. PDGFR mutasyonlari GBM gelisimi ve metastazi ile
iliskilendirilmistir (Cao, 2013). iki reseptér de GBM'nin ilerlemesine ayr1 sekillerde
katkida bulunur. PDGFRa mutasyonlari, GBM gelisimi ve kotlii prognoz ile
iliskilendirilmistir. PDGFRJ ise tercihen glioma kok hiicrelerinde (GKH) ifade edilir ve
burada Sox2 gibi kok hiicre belirteclerinin seviyesini diizenlemektedir. (Cui vd., 2021) .

c-MET olarak tanimlanan hepatosit biiylime faktorii reseptorii (HGFR),
embriyogenez ve doku homeostazi siiresince mezenkimal ve epitelyal hiicrelerinin
etkilesiminde 6nemli roller oynamaktadir. GBM hiicreleri HGFR'1 aktive eden faktorleri
yiiksek diizeyde tiretmektedir. HGFR aktivasyonu PI3K, STAT3 ve RAS sinyallerini
onemli Olglide aktive eder. Arastirmalar, GBM o&rneklerinin yaklasik %40’nin HGFR
iligkili olarak meydana geldigini gostermistir (Cheng & Guo, 2019).
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Insiilin benzeri biiyiime faktorii reseptorii 1 (IGFR-1), dogum 6ncesi ve dogum
sonrasi gelisimde dnemli rol oynadigi bilinen IGF reseptdr ailesinin bir tiyesidir (Belfiore
vd., 2017). Normal dokudaki IGFRI1’in ifadesi, beyin gelisimi sirasinda hiicre
proliferasyonunu ve farklilasmasini diizenler. GBM'lerdeki ifadesinin artisi, neoplastik
doniistime, TMZ direncine ve kotii prognoza neden olan PISK/AKT ve MAPK yollarinin
aktivasyonu ile iligkilidir (Maris vd., 2015).

Uclii sarmal yapidaki kollajen, diskoidin domain reseptérlerini (DDR) (DDR1 ve
DDR?2) siirekli bir sekilde aktive eder. DDR'ler, proliferasyon, go¢ ve ECM'nin yeniden
sekillenmesi dahil olmak tizere ¢esitli siiregleri diizenleyerek embriyonik gelisimde
hayati bir rol oynar (Carafoli & Hohenester, 2013). GBM'ler, DDR sinyalini ve ECM
sertligini saglayan yiiksek miktarda kolajen ile karakterizedir. GBM hiicrelerinde DDR1
asirt ifade edilmesi, invazyon ve kotii klinik sonuglar ile iliskili oldugu belirlenmistir
(Valiathan vd., 2012).

Ras/MAPK, PI3K/AKT, FAK/SRC ve DNA onarim sinyal yolaklarinin
diizenlenmesi GBM' de yaygin olarak bozulmustur. RAS mutasyonlar1 olmamasina
ragmen, H-Ras veya K-Ras'in ifade artig1 astrositlerin GBM’e doniismesine neden olur
(Abel vd., 2009). Hiicre proliferasyonunu, invazyonunu, metastazini ve metabolizmay1
kontrol eden PIBK/AKT ve FAK/SRC yollar, GBM'de kritik sinyal yollaridir. PI3K,
PTEN ve AKT mutasyonlar1 GBM 0Orneklerinde siklikla tanimlanmaktadir ve GBM
gelisiminin temel destekleyicileridir (Hu vd., 2011).

DNA onarimi radyasyon veya kemoterapi direncini yoneten temel
mekanizmalardan biridir. Bu direncin olusmasinda ana diizenleyicilerinden ve
efektorlerinden biri Ataksi telenjiektazi mutanti (ATM) kinaz enzimidir. ATM
aktivasyonu GBM vakalarinda tedaviye dirence neden olabilmektedir (Bensimon vd.,
2011).

2.4. Sinir Biiyiime Faktorii

Sinir Biliylime Faktorii (NGF), tavuk embriyosunun viicut duvarina fare
sarkomunun nakledilmesinden sonra R. Levi- Montalcini tarafindan kesfedilmistir. NGF,
beyin kaynakli norotrofik faktér (BDNF), norotrofin-3 (NT-3) ve noérotrofin-4/5'1 igeren,
norotrofik faktor ailesine aittir (Rocco et al., 2018).

Baslangigta yalnizca periferik sempatik ve duyusal ndronlarin biiylimesi ve
farklilagsmasi tizerinde etki ettigi distiniilmiistir. NGF’in, sinir sistemindeki hedef

hiicrenin yan1 sira mast hiicreleri, esey hiicreleri, T ve B lenfositler, graniilositler,
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monositler, keratinositler, endotel hiicreleri, hormon salgilayan hiicrelerle etkilesime
girdigi kesfedilmistir (Rocco et al., 2018). immiin ve endokrin sistemlere ait hiicreler
tizerindeki NGF etkisi, norotrofinin, homeostatik siireclerin diizenlenmesinde hayati
Oneme sahip néroimmiinoendokrin mekanizmalar tizerinde modiilator bir rol oynadigi
ileri strilmektedir. Bu hipotez bize hem hayvan modellerinde hem de insan
calismalarinda stres varliginda dolasimdaki ve beyindeki NGF diizeylerinin &nemli
farkliliklar oldugu gosterilmistir (Niewiadomska et al., 2011).

In vivo ve in vitro ¢alismalar, NGF'nin periferik ve merkezi sinir sistemine ait
gelismekte olan ndronlarin; farklilasmasinda, hayatta kalmasinda, dejenere olan
ndronlarin korunmasinda belirgin bir rol oynadigint dogrulamistir. Ayrica, NGFnin
norotransmiter ifadesi, saliminin diizenlenmesini tesvik ettigi, sinaps olusumunu
kolaylastirdig1 ve sinaptik aktiviteyi modiile ettigi kanitlanmistir (Raychaudhuri et al.,
2001).

NGF geninden kopyalanan ¢oziiniir 246 amino asitli bir pro-peptit olan bir
biyokimyasal Oncii (proNGF) olarak iiretilir. ProNGF daha sonra sirasiyla furin ve
matriks metaloproteinazlar tarafindan islenerek salgilanir. proNGF olgun NGF’in
onculidiir, ancak yalnizca bir oncii polipeptid degil, ayn1 zamanda p75SNTR ve sortilin
reseptorlerini aktiflestirebilir ve bu reseptorlerin ifade diizeyine bagli olarak ndronal
farklilasmay1 veya apoptozu tesvik ederek kendi biyolojik aktivitesini ortaya koyar. Ilging
bir sekilde proNGF, meme kanseri, prostat kanseri ve melanom dahil olmak iizere bircok
kanser tiiriniin malign ilerlemesi ile iliskilendirilmistir. proNGF'nin daha énce GBM
hiicre hatt1 U87MG'den salgilandig1 bildirilmis olsa da, hasta numunelerinde proNGF'nin
ekspresyonu ve potansiyel islevi tam olarak acgiklanmamistir (Marsland et al., 2023)
(Kliemannel et al., 2004).

2.4.1. Sinir Biiyiime Faktorii Reseptorleri

NGF'nin biyolojik etkileri, baglandig: reseptor tipi ile dogrudan iligkilidir. NGF,
hiicresel etkilerini ti¢ farkli (TrkA, p75SNTR ve sortilin) reseptor tizerinden gosterir. NGF,
reseptOr tirozin kinaz ailesinin bir {iyesi olan TrkA (tropomyozin reseptorli kinaz A)
reseptoriine baglanarak hiicre sagkalimini destekler. Bir tiimor nekroz faktorii reseptorii
(TNFR) olan p75NTR ve sortiline baglanarak hiicre apoptozuna neden olmaktadir.
Bilinen tiim norotrofik faktdrlerin p7SNTR’ye baglanabildigi bilinmektedir (Peleshok &
Saragovi, 2006). Sortilin, ayn1 zamanda bir Tip 1 transmembran reseptoriidiir ve NGF

i¢cin tanimlanan son reseptordiir. Sortilin reseptorii baslangigta, reseptorle iliskili protein
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(RAP) ile bagladig1r ve Glutd'ii transport eden vezikiillerde ifade edildigi belirlendi.
Sortilin, TrkA ve p75NTR'yi birlikte eksprese eden hiicrelerin hayatta kalmak yerine
apoptoz yoluyla proNGF'ye yanit vermesini saglayan bir ko-reseptordiir. Aslinda,
p75NTR ve TrkA reseptorleri siklikla birlikte eksprese edilir. Birbirleriyle etkilesime
girer ve NGF sinyallerinin iletilmesinde is birligi yaptiklar1 belirlenmistir. Bir¢ok
calisma, p75SNTR nin, TrkA ile birlikte aktive oldugunda hayatta kalma sinyaline aracilik
ettigi, tek basina ise noronlarn hiicre 6liimiini indiikledigi bilinmektedir (Paiardini &
Caputo, 2008). pro-NGF, p75NTR ve sortilin igeren bir reseptér kompleksine
baglanabilmekte ve hiicre liimii sinyalini aktive edebilmektedir. Ozetle, NGF etkilesime
girdigi reseptore bagl olarak hiicrelerin sagkalimina veya apoptozuna neden olmaktadir

(Niewiadomska et al., 2011).

2.4.2. Sinir Biiyiime Faktorii Sinyal Yolaklari

NGF hiicrelerin hayatta kalmasini, apoptotik 6liimlerini ve farklilasma siireclerini
kontrol eden sinyal yolaklarmni diizenler. NGFnin TrkA’ya baglanmasiyla, TrkA
sitoplazmik kuyruklarindaki tirozin rezidularin1 dimerize ederek kendini fosforile eder.
(Sekil 2.4.). Bu fosforillenmis bolgeler daha sonra Grb2 ve GABI1 dahil olmak iizere
adaptor proteinlerin sitoplazmaya baglanmasini ve fosforilasyonunu saglar. Bu proteinler
ya fosfatidilinositol-3 kinazi (PI3K) ya da Ras’1 aktive eder. Aktive edilmis Ras, daha
sonra mitojenle aktive olan protein kinazi (MAPK) ve ardindan ribozomal S6 kinazi
(RSK) aktive eden Raf'1 fosforile eder (Sofroniew et al., 2003). AKT veya RSK'nin
aktivasyonu sonrasinda anti-apoptotik etkilere aracilik eden siklik AMP yanit elemani
baglayici protein (CREB) transkripsiyon faktoriiniin fosforilasyonu meydana gelir. NGF
eksikliginde, AKT veya MAPK yolaklar1 c-Jun gibi hiicre Oliimiinii tesvik eden
transkripsiyon faktorlerinin aktivitesini baskilayamaz ve bu da apoptoza neden olur
(Linggi et al., 2005).

p75NTR’ye olgun NGF dimerlerinin baglanmas1 neticesinde 1 kappa B (IkB)
inhibitoriiniin fosforilasyonu ve ardindan transkripsiyonu aktive eden RelA/p50
dimerlerinin ¢ekirdege translokasyonu yoluyla hiicrelerin hayatta kalmasimi saglar
(Demir et al., 2016) (Sekil 2.4.). Bununla birlikte, yardimci reseptor olan sortilin es
zamanli olarak pro-NGF tarafindan etkinlestirilebilir. ProNGF/p75NTR/Sortilin
kompleksi, MAGE proteini NRAGE'nin p75NTR ile etkilesimini baslatir ve proapoptotik
olan JNK yolunun aktivasyonuna aracilik eder. Ayrica, PTEN aktive edilerek PI3K
sinyali bloke edilir (Demir et al., 2016). p7SNTR, TrkA'nin NGF'ye baglanma yetenegini
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artirarak hiicre 6limiinii tesvik edebilir (Linggi et al., 2005). NGF, TrkA reseptoriine
aktivasyonunu saglar ve adaptor proteinlerin fosforillenmesi gergeklesir. Bu siirecte,
PI3K yolag: aktive olursa apoptozun inhibisyonu, Ras aktive olursa proliferasyon ve
farklilagsma gerceklesir (Sekil 2.4.).
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Sekil 2.4. NGF, TrkA ve p75NTR aracili sinyallemeye bagl hiicre i¢i yolaklar (Demir et al., 2016).

Yapilan calismalarda, NGF’in reseptorlerine baglanmasini engellenerek, p53
aktivasyonuna ve hiicre dliimiine, hiicre dongiisiinde gorevli kinazlarin inhibisyonu ile
hiicre proliferasyonunun engellenmesi saglanmistir. Ayrica, ndroblastoma hiicrelerinde
E3 ubikuitin ligaz Cbl-b'nin, TrkA'nin degradasyonunu sagladigi gosterilmistir. Ayrica,
aktif reseptdr kompleksine baglanan CCM2, p53’ii aktive ederek apoptozisi tetikledigi
belirlenmistir. Meme kanserinde, tamoksifenin NGF'nin TrkA'ya baglanmasini inhibe
ettigi gosterilmistir. TrkA, meme kanseri hiicrelerinde CD44'in birikimine yol agtig1 ve
hiicre invazyonunu arttiran pl15RhoGEF/RhoA/ROCK1 yolunu aktive ettigi
gosterilmistir (Yu et al., 2014) (Sekil 2.5.).

Glioma hiicrelerinde aktif p75NTR membranda lokalize Integrina9p1 ile
etkilesime girerek MAPK yolaginin aktivasyonu gerceklesir. Bu sayede, glioma

hiicrelerinin biiyltimesi ve gocii tetiklenebilmektedir. Ayrica, NGF alfa veya gama-
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sekretaz aracili p75NTR’in kesilmesini saglayarak reseptdriin intrasitoplazmik
kisimlarmin  serbest kalmasini saglar. Reseptoriin  intraseliiler domaini hiicre
proliferasyonunu uyardig belirlenmistir (Khwaja & Djakiew, 2003). Hedef hiicrelerden
saliman NGF, akson terminallerinde TrkA'y1 aktive eder ve PI3K/AKT, MEK/ERK ve
PLCy (fosfolipaz C) sinyal yolaklarinin aktivasyonunu tetikler. Sinyal daha sonra ndronal
sagkalimi desteklemek icin akson boyunca retrograd olarak hiicre govdesine ilerler.
Bununla birlikte, retrograd sinyalin dogasi halen gizemini korumaktadir. p75SNTR
reseptorleri, apoptik hiicre 6liimiine yol acan temelde farkli bir sinyal yoluna aracilik

edebildigi de bilinmektedir (Niewiadomska et al., 2011). (Sekil 2.5.).
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Sekil 2.5. Kanser ¢alismalarinda TrkA ve p75NTR'nin molekiiler etkilesimleri (Demir et al., 2016).

Yapilan arastirmalar NGF'nin TrkA reseptorlerine baglanmasi ile hayatta kalmaya
ve farklilasmaya (sempatik ve duyusal ndronlar) ya da kanser gibi patolojik durumlara
yol actigr bilinmektedir. Bununla birlikte, NGF'nin tiimér hiicrelerindeki rolii, hiicre
proliferasyonunu inhibe etmekten mitojenik olmaya kadar degisken olmustur. In vitro
calismalarda hiicre proliferasyonunu inhibe ettigi kanitlanmig olsa da farkli hiicre

hatlarinda bu durum degisiklik gosterebilmektedir. Marsland ve ark., proNGF'in GBM
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tiimorlerinde asir1 ifade edildigi ve bazi GBM hastalarinin kaninda tespit edilebildigini
belirlemislerdir. Inhibisyona neden olan anti-proNGF antikorlari, GBM hiicre
biiyiimesini hem in vitro hem de in vivo olarak inhibe etmektedir. Ancak TMZ'nin
etkinligini artiramadigi goézlemlenmistir. Bu veriler, proNGF'nin GBM ilerlemesine
katilabilecegini ve klinik biyobelirteg ve terapotik hedef olarak potansiyel degerini
tanimlamak icin daha ileri klinik Oncesi ve klinik arastirmalarin gerekli oldugunu

vurgulamaktadir (Marsland et al., 2023).

2.5. p21 Aktive Kinaz-4 (PAK4)

p21 aktive kinazlar (PAK) serin/treonin kinaz ailesine ait enzimlerdir. PAK ailesi,
dizi homolojilerine ve iglevlerine gore 2 gruba ayrilir: Grup I (PAKI1, PAK2 ve PAK3)
ve Grup II (PAK4, PAKS ve PAK6). Yapisal olarak PAK’lar bir N-terminal GTPaz
baglama alanina ve korunmus bir C-terminal kinaz alanina sahiptir. Grup I ve Il PAK'lar
kiyaslandiginda yaklasik %50 homolojiye sahiptir ve diger domainler agisindan farklilik
gosterir (Amirthalingam vd., 2021a).

Grup II PAK'lar arasinda, p21 aktive kinaz-4 (PAK4) simdiye kadar en ¢ok
caligilan iiyedir. PAK4, hiicre iskeleti organizasyonu, hiicre gocii, proliferasyon, sagkalim
ve hiicre dongiisii dahil olmak tizere birgok hiicresel aktiviteyi diizenler (Radu vd., 2014).
Son zamanlarda PAK4'in gesitli timorlerde asir1 yiiksek diizeyde ifade edildigi ve kanser
progresyonu ile iliskili oldugu gosterilmistir. Bu nedenle, PAK4 potansiyel yeni bir
biyobelirteg, kanser teshisi ve tedavisi ig¢in dikkat cekici bir terapotik hedef olarak
degerlendirilmektedir (Abu Aboud vd., 2016).

PAK4 geni, insanda 19q13.2’de lokalizedir, 13 ekzondan olusur, 591 amino asit
biiyiikliigiinde ve 68 kDa agirliginda bir proteini kodlar. PAK4 protein dizisi; N-
terminalinde bir GTPaz baglama alan1 (GBD), p2l-baglama alani (PBD) olarak da
bilinen bir Cdc42/Rac etkilesim baglama (CRIB) alani; PAK4'i inaktif durumda tutarak
PAK4 kinaz aktivitesini baskilayan bir oto-inhibitor alan ve C-terminal protein

kinaz alanindan meydana gelmistir (Baskaran vd., 2012). (Sekil 2.6.).


https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/pak2
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/p21-activated-kinase-4
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/gtpase
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/protein-kinase
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/protein-kinase
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20 68 323 574 591

m GBD=GTPase binging domain Kinase domain

m AID=Autoinhinitory domain Proline rich region

Sekil 2.6. PAK4'in etki alan1 yapisi (Yuan vd., 2022a).

PAK4'i diger PAK ailesi tiyelerinden ayiran faktorlerden biri de doku spesifik
ifadesidir. PAK4, embriyonik donem dahil tiim dokularda eksprese edilir. PAK4-KO
farelerde embriyonik letal etkileri gosterilmistir. Yetiskin dokularda, PAK4 protein
seviyeleri diisiik diizeydedir. Bu dokularda PAK4’iin asir1 ekspresyonu genellikle
kanserle baglantilidir (Y. Wang & Minden, 2021). PAK ailesinin diger iiyelerine
bakildiginda PAK1, beyin, kas ve dalakta yiiksek oranda eksprese edilir. PAK2 endotel
hiicrelerinde, PAK3 ise beyin noronal hiicrelerde ifade edildigi saptanmistir. PAKS esas
olarak beyin ve pankreasta bulunurken, PAKG® testis, prostat ve beyinde tespit edilmistir
(Dart & Wells, 2013).

2.5.1. Kanserde p21 aktive kinaz-4 (PAK4) Sinyal Yolaklar:

PAK4, Rac/Cdc42nin efektorii olarak islev goriir. Hiicrelerde, proliferasyonu,
invazyonu, metastazi, anjiyogenezi ve metabolizmay tetikler, hiicre apoptotik dliimiinii
baskilar ve bagisiklik yanitindan kagisa yardimei olur. PAK4, ERK/MEK ve PI3K/AKT
sinyal yollarini aktive ederek hiicre proliferasyonunu destekleyebilmektedir. PAK4, Raf
fosforilasyonu ile hiicre sagkalimini tesvik eder ve apoptozu inhibe eder. Ayrica, LIMK1
gibi hiicre iskeleti regiilatorlerinin fosforilasyonu yoluyla hiicre iskeleti organizasyonunu
ve adezyonunu degistirir. PAK4, N-WASP, GEF-H1, SGC10 dahil olmak {izere bircok
substrat proteinlerini fosforile ederek tiimoér olusumuna, kanser invazyonuna ve
metastazina katkida bulunur. ilave olarak, anjiyogenezi ve metabolik yeniden
programlanmasini indiikler. Son olarak, PAK4 bagisiklik hiicrelerinin canliligini etkiler
ve kanser hiicrelerinin bagisiklik sisteminden kagmasina yardimci olur (Yuan vd., 2022a).

(Sekil 2.7.).


https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/testes
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/immunocompetent-cell
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Sekil 2.7. Kanserde PAK4’ iin rolleri (Yuan vd., 2022c¢)

Calismalar, PAK'larin tiimorlerde 6nemli 6lgiide farkli mRNA ifade seviyelerine
sahip oldugunu ve ayrica bir¢ok tiimor dokusu ile normal dokular arasindaki ifade
seviyelerinde de onemli farkliliklar oldugunu gosterir. Bu farkliliklar PAK genlerinin
yukar1 veya asagi regiile edilmis ifadesi olarak yansiyabilir. Farkli tiimorler arasinda
GBM, ¢ok farkli PAK ifade seviyeleri gostermektedir. Ornegin, PAK1 ve PAK3 normal
dokularla karsilastirildiginda GBM'de 6nemli 6l¢iide asagi dogru diizenlenirken, PAK2
ve PAK6 6nemli 6l¢iide yukar1 dogru diizenlenmistir. GBM’de PAK'lar iizerinde yapilan
caligmalar, PAK1 ve PAK4'in GBM'in olusumunda ve gelisiminde 6nemli roller
oynadigimi gostermistir (Franovic vd., 2015). Genellikle bu PAK genlerinin metilasyon
seviyelerinin diisiik oldugu ve ¢esitli mutasyonlar igerdigi gosterilmistir. PAK'larin

metilasyonu ve mutasyon durumu hakkinda az sayida ¢aligma olmasina ragmen, bu
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degisikliklerin kinaz aktivitesini mi yoksa tiimoérlerin olusumunu ve ilerlemesini etkileyip
etkilemedigi hala belirsizdir (Yuan vd., 2022b). Bununla birlikte bazi ¢alismalarda, bazi
PAK genlerindeki varyasyonlarin tiimor olusumuna ve ilerlemesine onemli katkilar

sundugu gosterilmistir (Rane & Minden, 2019).

2.5.2. Tedavide PAK4 Inhibitérlerinin Kullanilmasi

Pfizer tarafindan gelistirilen ve ATP ile rekabetgi bir inhibitor olan PF-3758309,
PAK4 inhibitorii olarak tamimlanmustir (Amirthalingam vd., 2021b). Kanser hiicre
hatlarinin biiylimesini durduran ve gii¢lii antikanser 6zellikleri sergileyen, oral yoldan
uygulanabilen kiiciik molekiil yapisinda olan kemoterapdtik bir ajandir. PF-3758309,
PAK4 ekspresyonunu etkili bir sekilde azaltmakta, hiicre dongiisiinii bloke etmekte ve
apoptozu indiiklemektedir. Noroblastoma hiicrelerinde MEK/ERK yolunu baskilayarak
hiicre proliferasyonunu baskiladigi gosterilmistir (Shao vd., 2016).

Sonug olarak, PAK4 hiicre iskeleti dinamiklerini, proliferasyonu, invazyonu,
metastazlari, anjiyogenezleri, metabolizmanin yeniden programlanmasini ve kanser
hiicresi immiin kagisini diizenleyen bir onkogen olarak tanimlanmistir. PAK4 geni insan
timorlerinde siklikla mutasyona ugrar, hastaligin kotii seyretmesine neden olur. PAK4,
onkojenik sinyallemede merkezi bir konuma sahiptir ve PI3K/Akt, Wnt/B-katenin,
ERK/MEK ve TGF-f sinyal yollar1 dahil olmak {izere kanser hiicrelerinin her asamasinda
sinyal yollarinda gorevlidir. Kanserin ilerlemesindeki rolii géz Oniine alindiginda,
PAK4'in kanserin erken teshisi i¢in tanisal bir biyobelirte¢ ve kanser tedavisi igin bir ilag
hedefi olarak umut verici bir aday olarak goriilmektedir.

Proje hipotezimizde, U87-MG glioblastoma hiicrelerinde NGF’in PAK4
aktivasyonu {izerindeki olas1 roliinlin, glikoz konsantrasyonuna bagli hiicre
proliferasyonunun, AKT ve ERK yolag: ile iligkili aktivasyon durumunun, EMT
belirteglerinin ifade diizeyleri ve metastaz kabiliyeti tizerindeki etkilerinin, 2D ve 3D

koloni olusturma kabiliyetlerinin belirlenmesi amaglanmistir.


https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/early-cancer-diagnosis
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Hiicre Kiiltiirii

Bu tez calismasinda insan beyin tiimorii LN229 ve U87-MG hiicre hatlari
kullanildi. Hiicreler T-25 hiicre kiiltiir kaplarinda %10 Fetal Bovin Serum (FBS) (BI- Cat
N0:04-127-1A), %1 Penisilin-Streptomisin (PAN BIOTECH -Cat No: P30-3303) ve %1
L-Glutamin (PAN BIOTECH- Cat No: P06-07100) igeren DMEM (Dulbecco’s Modified
Eagle Medium) (Sartorius — Cat NO:01-052-1A) besiyeri kullanilarak kiiltiire edildi.
Hiicreler %5 CO2 ve 37°C sartlarini saglayan inkiibatérde (ESCO-CCL-170B-8) kiiltiire
edildi. Hiicreler %0.25 tripsin (Biowest L0909) kullanilarak pasajlandi. Hiicrelerin
morfolojileri, kiiltiir ve uygulanan ajanlarin etkisinin takibi inverted mikroskop (Olympus

CK40) araciligiyla gergeklestirildi.

3.2. Hiicre Canlhilik Analizi

Hiicre canlilik analizi i¢in MTT [3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)- 2,5-difeniltetrazolyum
bromid] ajan1 kullanildi. MTT, pozitif yiiklii ve lipofilik 6zellikte bir bilesik olup, 6karyot
hiicrelerin membranin1  kolaylikla geger ve hiicre iginde mitokondriyal enzimler
tarafindan indirgenerek formazan tuzunu olusturur. Olusan formazan, suda ¢oziinmez
niteliktedir ve dolayisiyla besiyerinde kristal seklinde ¢okelmektedir. Tetrazolyum tuzlari
ile yapilan canlilik analizleri 3 asamadan olusmaktadir. Ilk olarak hiicrelere istenilen
ajanin istenilen siirede uygulanmasi, ikinci olarak siire sonunda ¢aligilan tuzun (MTT)
hiicrelere uygulanmasi son olarak 1-4 saat bekleme stiresinin ardindan tuza uygun ¢oziicti
olan dimetil siilfoksid (DMSO) ile olusan tuzun ¢Oziinmesi ve 540-690 nm dalga

boylarinda dl¢timiin alinmasi gergeklestirilir.

3.3.Enzym-Linked Immunosorbent Assay (ELISA)

ELISA deneyi i¢in B-NGF (ThermoScientific, Lot.241061319) Kkiti
kullanild1. 6 kuyulu plakaya 2x10* /hiicre/kuyu olacak sekilde U87-MG hiicreleri ekildi.
Hiicreler ylizeye tutunduktan sonra besiyerleri uzaklastirildi. PBS ile kuyular yikanarak
besiyeri tamamen uzaklastirildi. %10 FBS ve farkli miktarlarda glikoz (0.2g/L, 1g/L ve
4.5g/L) igeren besiyerleri kuyulara eklendi. Hiicreler 48 saat boyunca inkiibatorde
bekletildi. 48.saatin sonunda kuyulardan besiyeri uzaklastirilarak PBS ile kuyular
yikandi. FBS icermeyen farkli glikoz (0.2g/L, 1g/L ve 4.5g/L) miktarlartyla hazirlanan

kosullandirilmis besiyeri kuyulara eklendi. 48. saatin sonunda kosullandirilmis
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besiyerleri toplanarak tiiplere alindi. Ornekler ELISA kiti uygulanana kadar -20°C de
saklandi.

Kit igeriginde belirtilen miktarlara uygun olarak kullanilacak soliisyonlar ve
tampon ¢ozeltiler hazirlandi. Elde edilen kosullandirilmis besiyerleri ve standartlar kit
icerisinde bulunan kuyulara 100’ er pl eklendi. Kuyucuklar seffaf film ile kaplandi. Oda
sicakliginda 2.5 saat inkiibe edildi. Kuyulardan 6rnekler uzaklagtirildi. 4 kez 300 ul 1X
yikama tamponu ile yikandi. Her kuyuya 100 pul biotin konjugat eklendi. Oda sicaklifinda
calkalayici lizerinde 1 saat inkiibe edildi. Soliisyon uzaklastirilarak kuyular 4 kez 300 pl
1X yikama tamponu ile yikandi. Yikama tamponu uzaklastirilarak 100 pl Strepdavin-
HRP eklendi. 45 dakika oda sicakliginda galkalayici iizerinde bekletildi. Soliisyon
uzaklastirilarak kuyular 4 kez 300 pl 1X yikama tamponu ile yikandi. Yikama tamponu
uzaklastirilarak her kuyuya 100 pl TMB substrat eklendi. Mavi renk olusumu goézlendi.
Oda sicakliginda, karanlikta ¢alkalayici iizerinde 30 dakika inkiibe edildi. 50 pl durdurma
soliisyonu eklendi. Mavi rengin sar1 renge dondiigli gézlendi. 30 dakika i¢inde 450 nm’de
spektrofotometre cihazinda (Thermo Scientific- Mutiscan Go) 6lgiim yapilarak optik
dansite degerleri belirlendi ve sonuglar kaydedildi. Toplanilan kosullandirilmig
besiyerlerindeki NGF miktari, kalitatif ve kantitatif olarak belirlendi. Elde edilen veriler
ile kit igerigindeki standart grafikler olusturularak her 6rnegin NGF diizeyi pg/ml olarak
hesaplandi.

3.4. Western Blot

Western blot deneyinde, PI3K inhibitori (LY294002), MEK inhibitorii
(PD0325901), Apigenin ve PAK4 inhibitori (PF3758309) ve NGF (100 ng/ml)
kullanild1. U87-MG hiicrelerinde, PAK4 aktivasyonu icin PAK4, pPAK4 ve p21, AKT
ve ERK sinyal yolagi icin AKT, pAKT, ERK ve pERK, EMT siirecinin belirlenmesi i¢in
TWIST1, Vimentin ve E-Kadherin proteinlerinin ifade diizeyleri belirlendi.

3.4.1. Protein Lizatlarinin Hazirlanmas

U87-MG hiicreleri petrilere %70-75 yogunlukta olacak sekilde ekildi. Hiicrelerin
tutunmasi i¢in petriler gece boyunca inkiibatorde bekletildi. Hiicreler yiizeye tutunduktan
sonra besiyerleri uzaklastirilarak PBS ile yikandi ve deney seti (Kontrol, NGF,
PF3758309(PF), NGF+PF) 72 saat boyunca uygulandi. Siire sonunda, hiicrelere ait
protein lizatlar1 1X liziz tamponu (Cell Signalling- Cat:9806) ile elde edildi. ilave edildi.
Tiipler vortekslenerek buz iizerine 30 dakika boyunca bekletildi. Ornekler 10.000 rpm’de
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1 dakika boyunca santrifiij edildi. Siipernatant dikkatli bir sekilde yeni tiiplere aktarilarak
protein lizat rnekler elde edildi ve —80°C’de saklandi.

3.4.2. Bradford Yontemi ile Protein Miktarinin Belirlenmesi

Hazirlanan lizatlarin igerisindeki protein miktarini analiz etmek ic¢in Bradford
yontemi kullanildi. Standart olusturmak i¢in Bovine serum albumin (BSA) kullanildi.
BSA, 96 kuyucuklu plakalara 1, 3, 5 ve 7 ul 3’ er tekrarli olacak sekilde farkli kuyucuklara
eklendi. Protein miktar1 belirlenecek her bir 6rnekten 1°er ul farkli kuyucuklara 3 er
tekrarlt konuldu. Bradford ajani (Bio-Rad, 5000007) hazirlanarak kuyucuklara 100’er pl
ilave edildi. Mavi renk olusumu go6zlendikten sonra spektrofotometrede (Thermo
Scientific-MultiskanGO) plaka calkanarak 595nm’de Olgiim yapildi. Alinan sonuglar

dogrultusunda standart protein grafigi ¢izilerek lizatlardaki protein miktarlari hesaplandi.

3.4.3. Poliakrilamid Jel Elektroforezi (PAGE)
Poliakrilamid Jel Elektroforezi (PAGE) i¢in ayristirict ve yiikleme jelleri
asagida verilen ¢izelgeye gore hazirlandi. (Cizelge 3.4.3.1) Jelin polimerlesmesinden

sonra elektroforez tankina yerlestirildi.

Cizelge 3.1. Jel hazirlamak igin kullanilan malzemelerin miktarlari

Aynistiricl Jel Yiikleme Jeli
Su 11.55 ml 3ml
Tampon 7.5ml 1.25ml
Acr (29:08) 10.5 ml 0.625 mi
%10 SDS 0.3ml 50 uL
%210 APS 0.3ml 50 uL
Temed 30 uL 5uL

Ornekler en az 25’er g protein olacak sekilde kuyucuklara 4X yiikleme
tamponu yardimiyla protein markere ile es zamanl olarak yiiklendi. Ornekler, yiikleme

jelinde 80 voltta, ayristirict jelde ise 120 volt da elektroforez edildi.

3.4.4. Proteinlerin Jelden Polivinilidin Floriir (PVDF) Membrana Aktarilmasi
Proteinler jelden PVDF membrana transfer edilirken islak transfer yontemi

kullanildi. Bu yontemde kullanilan tiim malzemeler transfer tamponu ile 1slatilarak

kullanildi. Transfer tankinda bulunan kasetin igerisine ilk olarak siinger tampon ile

wslatilarak yerlestirildi. 2 adet kurutma kagidi tampon ile 1slatilarak siingerin iizerine
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konuldu. Kurutma kagitlarinin {izerine jel konularak roller yardimi ile hava kabarciklar
giderildi. Membran metanolde 1 dakika bekletildikten sonra jelin izerine konuldu. 2 adet
kurutma kagidi transfer tamponu ile 1slatilarak membranin {izerine konularak kaymamasi
icin kaset sikica kapatilarak tanka yerlestirildi. Tankta belirtilen ¢izgiye kadar transfer
tamponu konuldu. Elektrotlar gii¢ kaynagina takilarak akim 90 volta ayarlandi ve 90
dakika boyunca transfer yapildi. Protein ile ¢alisildigi i¢in tank buz dolu kopiik kutunun

icine yerlestirilerek transfer yapildi.

3.4.5. Membranin Bloklanmasi ve Antikorla isaretlenmesi

Transfer asamasi bittikten sonra membran alindi. Markerin oldugu kisim
isaretlenerek membranin yonii belirlendi. TBS-T/BSA (1X TBS, %0.1 Tween-20, %1
BSA) ile bloklama soliisyonu hazirlandi. Membran bir kaba alinarak tizerine 10-15 ml
kadar bloklama soliisyonu eklendi. Calkalayici tizerinde membran 60-90 dakika inkiibe
edildi. Bloklama asamasi bittikten sonra bloklama soliisyonu uzaklastirilarak primer
antikor (1/1000) eklendi. Calkalayiciya alinarak primer antikorda gece boyunca
bekletildi. Ertesi giin TBS-T soliisyonu ile her biri 10 dakika olmak {izere 3 kez yikama
yapildi. Daha sonra TBS-T/BSA i¢inde 1/2000 diliisyon ile hazirlanmis primere uygun
(anti-mouse veya anti-rabbit) sekonder antikorunda 2-3 saat boyunca calkalayici iizerinde
inkiibe edildi. Sekonder antikor uzaklastirildiktan sonra tekrardan TBS-T soliisyonu ile

her biri 10 dakika olmak iizere 3 kez yikama yapildi.

3.4.6. Goriintiileme
Immiin blotlamanin gériintiilenmesi i¢in 1:1 oraninda hazirlanmis ECL reaktifi
(advansta—Cat: K-12043-D20) kullanildi. Membran goriintilleri BIORAD Chemidoc

cihazina yardimiyla alindi.

3.5. In vitro Hiicre Migrasyon Deneyi

U87-MG hiicreleri 24-kuyucuklu kaplarin yiizeyini kaplayacak sekilde ekildi.
Hiicrelerin ylizeye tutunmasi i¢in gece boyunca inkiibe edildi. Ertesi giin 100 pl’lik pipet
ucu yardimi ile yara alanlar1 olusturuldu ve deney seti uygulandi. Kuyucuklardaki yara
alanlar isaretlenerek 0., 24., ve 48. saatlerde fotograflar mikroskop altinda gekildi ve

hiicrelerin migrasyon kabiliyetleri analiz edildi.
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3.6. In vitro Koloni Olusturma Deneyi

U87-MG hiicreleri 96 kuyucuklu plakalarda 100’er hiicre olacak sekilde ekildi.
Hiicrelerin yiizeye tutunmasi i¢in gece boyunca inkiibe edildi. Ertesi giin kuyulardan
besiyerleri uzaklastirildi ve deney seti uygulandi. Yedi giin sonra hiicreler Crystal Violet
soliisyonu (ChemBio — Cat: CB2340) kullanilarak boyandi. Ardindan boya kuyulardan
uzaklastirildi ve 400 ul PBS ile 2 kez yikandi ve goriintiileri alindu.

3.7. 3 Boyutlu Hiicre Kiiltiirii

U87-MG hiicreleri petri kapagma 20 ul’de 2x10* hiicre olacak sekilde
ekim yapildi. Kapak tek hamlede ters cevrilerek hiicrelerin yilizeye tutunmadan
besiyerinde asili kalmasi saglandi. Sferoid yapilarin olustugu gézlendikten sonra deney

seti uygulandi. Besinci giin sferoid yapilarinin goriintiileri alindi ve analiz edildi.

3.8. Istatistiksel Analiz

Yapilan deneyler sonucunda alinan veriler Microsoft Excel programinda
normalize edilerek pozitif ve negatif standart hata degerleri belirlenerek grafikler ¢izildi.
Alinan ELISA sonuglar1 GainData programi ile jel goriintiileri ise ImageJ] programui ile

analiz edildi. Anlamlilik degeri (p degeri) GraphPad Prism 8 programu ile analiz edildi.
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4. ARASTIRMA SONUCLARI VE TARTISMA

4.1. Arastirma Sonuclari

Proje ¢alismamizda, oncelikle glioblastoma hiicre hatlar1 olan LN229 ve U87-MG
hiicrelerinin diisiik (hipoglisem,), normal (normoglisemi) ve yiiksek glikoz (hiperglisemi)

varliginda proliferasyon kabiliyetleri incelendi.

4.1.1. Farkh Glikoz Konsantrasyonlarinda Kiiltiire Edilen LN229 ve U87-MG
Hiicrelerinin in vitro Morfolojik Goriintiileri ve Hiicre Canlhilik Diizeyleri

LN229 ve U87-MG hiicreleri farkli konsantrasyonlarda glikoz (0.2- 1- 4.5 g/L) ve
%0.5 FBS igeren besiyerleri ile muamele edildi. Hiicrelerin takibi yapilarak 48. saatin
sonunda mikroskopta goriintiiler alindu.

LN229 ve U87-MG hiicrelerin farkli konsantrasyonlarda glikoz (0.2 (diisiik), 1
(normal), 4.5 g/L (yiiksek)) ve %0.5 FBS igeren besiyerleri ile 48 saat boyunca muamele
edildi. U87-MG hiicrelerinin morfolojisinde herhangi bir degisiklik gézlenmemistir.
Artan glikoz konsantrasyonuna bagli olarak her iki hiicre hattinin da c¢ogaldigi
gozlenmistir. US7-MG hiicrelerinde 0.2 g/L glikozla muamele edilmis hiicrelere kiyasla
1g/L glikozda hiicre canlilig1 5.04 kat (p<0.0001), 4.5 glikozda 11 kat (p<0.01) artmistir.
LN229 hiicreleri 0.2g/L glikoz ile muamele edilmis hiicrelere kiyasla 1g/L glikozda hiicre
canlilig1 4.7 kat (p<0.0001), 4.5g/L glikozda ise 8.7 kat (p<0.01) artmistir (Sekil 4.1.).
Ancak, LN229 hiicrelerinin uzun siireli kiiltiir devam etmemis, 6zellikle diisiik glikoz
varliginda, canliligini1 koruyamamaistir. Bu nedenle, tez ¢alismasina U87-MG hiicreleri ile

devam edilmistir.
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Sekil 4.1. Farkli glikoz konsantrasyonlari ile muamele edilmis LN229 ve U87-MG hiicrelerindeki
morfolojik degisim ve hiicre canlihig1 tizerindeki etkisi. A) 0.2- 1- 4.5 g/L glikoz ile muamele edilmis
LN229 ve U87-MG hiicrelerin 48.saatte 20X objektif ile alinmig mikroskop goérintiileri. B) 0.2- 1- 4.5

g/L glikoz ile muamele edilmis LN229 ve U87-MG hiicrelerinin %canlilik analizleri. Grafikte p degeri
**. p<0.01, ***; p<0.001, ****; p<0.0001 ile ifade edilmistir.

4.1.2. Farkh Glikoz Konsantrasyonlan ile Kiiltiire Edilen U87-MG Hiicrelerinin
NGF Uretim Miktar:

U87-MG hiicrelerinin farkli glikoz konsantrasyon varligindaki NGF salim
seviyeleri ELISA deneyi ile gosterilmistir. Hiicrelerin trettigi NGF miktarlarinin
belirlenmesi i¢in drneklere ait kosullandirilmis besiyerleri kullanildi. U87-MG hiicreleri

0.2g/L glikoz igeren besiyerinde 633 pg/ml, 1g/L glikoz iceren besiyerinde 512.64 pg/ml,
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4.5g/L glikoz igeren besiyerinde 481 pg/ml NGF bulunmaktadir. NGF miktar1 0.2g/L
glikoz iceren hiicrelere kiyasla 1g/L glikozda 1.2 kat (p<0.01) daha azdir. 4.5g/L glikoz
iceren besiyerindeki NGF miktari, 0.2g/L glikoz igeren besiyerindeki NGF miktarindan
1.35 (p<0.001) kat daha az oldugu saptanmistir (Sekil 4.2.). Dolayisiyla, diisiik glikoz
varliginda veya glikoz acliginda U87-MG hiicrelerinin NGF {iretimini artirarak hiicre

sagkalimini korudugu anlagilmistir.
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Sekil 4.2. Farkl1 glikoz konsantrasyonlari ile muamele edilmis U87-MG hiicrelerinden elde edilen
kosullandirilmig besiyerindeki B-NGF miktar1. Grafikte p degeri **; p<0.01, ***; p<0.001, *¥***;
p<0.0001 ile ifade edilmistir.

4.1.3. Farkh Glikoz Konsantrasyonlar1 Varh@inda U87-MG Hiicrelerinde NGF ve
FBS Muamelelerinin Hiicre Canhlik Diizeyine Etkileri

Serumsuz ortamda dereceli NGF (0-500 ng/ml) stimiilasyonu ve FBS (%0-10)
varliginda U87-MG hiicrelerinin glikoz konsantrasyonuna (0.2-4.5 g/L) bagh canlilik
diizeyleri arastirildi. Oncelikle optimum NGF ve FBS miktarimi belirlemek igin farkli
NGF ve FBS konsantrasyonlar: ile hiicreler muamele edildi ve MTT analizi
gerceklestirildi. Bunun i¢in, 0.2g/L, 1g/L ve 4.5g/L glikoz iceren besiyerlerine (%0.5
FBS) farkli konsantrasyonlarda NGF (20- 50- 100- 200 ve 500 ng/ml) eklenerek hiicreler
muamele edildi. Ayrica, 0.2g/L, 1g/L ve 4.5g/L glikoz besiyerlerinde farkli FBS
konsantrasyonlarinda (%0.1, %0.5, %I1, %5 ve %10) hiicreler kiiltire edildi.
Muamelelerin 48.saatin sonunda canlilik analizi gerceklestirildi. Deney sonucuna gore,
0.2g/L glikoz iceren ortamda hiicre canliliginda anlamli bir degisiklik gézlenmedi (Sekil
4.3.-A). Kendi kontroliine kiyasla, 1g/L glikoz varliginda; 20ng/mL NGF’de anlamli bir
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farklilik goriilmemistir, 50ng/mL NGF uyariminin 1.17 kat (p<0.016), 100 ng/mL NGF
uyarimmin 1.21 kat (p<0.0016), 200ng/mL NGF uyariminin 1.22 kat (p<0.006),
500ng/mL NGF uyariminin ise 1.23 kat (p<0.02) hiicre canliligmi artirmistir.
Hiperglisemi ortaminda (4.5g/L glikoz) kontrole kiyasla, 20ng/mL ve 50ng/mL NGF
uyariminda hiicre canlilifinda anlaml bir farklilik gériilmemistir, ancak 100 ng/mL NGF
uyariminda 1.06 kat (p<0.039), 200ng/mL. NGF uyarmminda 1,14 kat (p<0.01) ve
500ng/mL NGF uyariminda 1.24 kat (p<0.0002) hiicre canlilig1 artmastir (Sekil 4.3.-A).

Farkl1 glikoz konsantrasyonlar1 ve farklt FBS miktarlar1 ile muamele edilen U87-
MG hiicrelerindeki canlilik oranlari incelendiginde, hipoglisemi ortaminda (0.2g/L
glikoz) kontrole kiyasla %0.1 FBS varliginda anlamli bir degisiklik olmamis, %0.5
FBS’de 1.91 kat (p<0.00071), %1 FBS’de 1.95 kat (p<0.01), %5 FBS’ de 2.52 kat
(p<0.01) ve %10 FBS varliginda ise 3.97 kat (p<0.001) artmustir (Sekil 4.31.3.1-B).
Normoglisemi ortaminda (1g/L glikoz) hiicre canlilig1t kontrole kiyasla %0.1 FBS
varliginda anlamli bir degisiklik gézlenmemis, %0.5 FBS’de 1.12 kat (p<0.037), %l
FBS’de 1.33 kat (p<0.0038), %5 FBS’de 1.76 kat (p<0.001) ve %10 FBS’de ise 1.85 kat
(p<0.0006) artmistir. Hiperglisemi ortaminda ise (4.5g/L glikoz) kontrole kiyasla, %0.1
FBS varliginda 1.17 kat (p<0.0045), %0.5 FBS’de 1.6 kat (p<0.00051), %1 FBS’de 2.05
kat (p<0.001), %5 FBS’de 2.09 kat (p<0.01) ve %10 FBS varliginda ise 2.16 kat
(p<0.0001) artmustir (Sekil 4.3.-B).

Elde edilen sonuglara gore, U87-MG hiicreleri normoglisemi ve hiperglisemi
ortamlarinda uygulanan NGF konsantrasyonu ve FBS artisina bagl olarak dogru orantili
sekilde hiicre canlilik diizeyleri artmistir. Bundan sonraki calismalar i¢in U87-MG
hiicreleri i¢in hiperglisemik ortamda (4.5 g/ml glikoz) NGF konsantrasyonu 100 ng/ml

ve FBS %10 olacak sekilde belirlenmistir ve optimize edilmistir.
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Sekil 4.3. Farkli konsantrasyonlarda NGF ve FBS uygulanmis U87-MG hiicrelerinin %canlilik analizi.
A)0.2- 1- 4.5 g/L glikoz, %0.5 FBS ve farkli konsantrasyonlarda NGF (20- 50- 100- 200 ve 500 ng/ml)
ile muamele edilen hiicreler B) 0.2- 1- 4.5 g/L glikoz ve farkli konsantrasyonlarda FBS (%0.1- 0.5- 1- 5-
10) ile muamele edilen hiicreler. Grafikte p degeri **; p<0.01, ***; p<0.001, ****; p<0.0001 ile ifade
edilmistir. ns ise anlamli olmayan ifadeleri gostermek i¢in kullanilmistir.
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4.1.4. Farkh Glikoz Konsantrasyonlar1 Varhginda U87-MG Hiicrelerinde PI3K
(LY294002), MEK (PD0325901) inhibitérlerinin ve Apigeninin Hiicre Canhhg
Diizeyine Etkisi

PI3K ve MEK inhibitorleri ve Apigenin (50 ve 100 uM) ile muamele edilen U87-
MG hiicrelerinin hipoglisemi, normoglisemi ve hiperglisemi ortaminda NGF (100 ng/ml)
stimiilasyonu ve %10 FBS varliginda hiicre canlilik diizeyleri incelendi. Hipoglisemi (0.2
g/L glikoz) ortaminda FBS veya NGF varliginda s6z konusu inhibitorlerin herhangi bir
etkisi gozlemlenmemistir. Normoglisemi (1 g/L glikoz) ortaminda, FBS varliginda hiicre
canliliginda kontrole kiyasla, PI3K inhibisyonunda 1.19 kat (p<0.00084), MEK
inhibisyonunda 1.33 kat (p<0.0001), Api-50°’de 1.27 kat (p<0.00012), Api-100’de 1,25
kat (p<0.00023) azalma belirlenmistir (Sekil 4.4.-A). NGF stimiilasyonu yapilan deney
setinde hiicre canliliginda kontrole kiyasla, PI3K inhibisyonunda 1.72 kat (p<0.001),
MEK inhibisyonunda 1.54 kat (p<0.00014), Api-50’ de 1.07 kat (p<0.003), Api-100° de
4.8 kat (p<0.0001) azalma tespit edilmistir (Sekil 4.4.-B).

Hiperglisemi (4.5 g/L glikoz) ortaminda, FBS varliginda, hiicre canliliginda
kontrole kiyasla PI3K inhibisyonunda 1.41 kat (p<0.001), MEK inhibisyonunda 1.50 kat
(p<0.001), Api-50’de 1.25 kat (p<0.00019), Api-100°de 1.16 (p<0.00075), kat azalma
saptanmigtir (Sekil 4.4.-A). NGF stimiilasyonu yapilan deney setinde hiicre canliliginda
kontrole kiyasla yaklasik olarak MEK inhibisyonunda 1.61 kat (p<0.001), Api-50° de
1.02 kat (istatistiksel olarak anlamsiz), Api-100° de 2.6 kat (p<0.0001), azalma tespit
edilmistir (Sekil 4.4.-B).
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Sekil 4.4. Farkli inhibitorlerle muamele edilen U87-MG hiicrelerinin % canlilik analizi. A)0.2- 1- 4.5 g/L
glikoz, %10 FBS ve farkli inhibitorlerle muamele edilen hiicreler B) 0.2- 1- 4.5 g/L glikoz, 100ng/ml
NGF ve farkli inhibitdrlerle muamele edilen hiicreler.LY; 20 uM LY294002, PD; 20 uM PD0325901,
API-50; 50 uM Apigenin, API-100; 100 uM Apigenin uygulandi. Grafikte p degeri **; p<0.01, ***;
p<0.001, ****; p<0.0001 ile ifade edilmistir.

Elde edilen sonuglara gore, NGF stimiilasyonuna ragmen PI3K ve MEK

inhibitorleri ve Apigenin varliginda U87-MG hiicrelerinde canlilik oranlari dikkat ¢ekici
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bir sekilde azalmigtir. Apigenin glioblastoma hiicrelerinde bir¢ok biyolojik prosesleri
etkileyerek sitotoksik etkilere sahip oldugu bilindiginden pozitif kontrol olarak
kullanilmistir. Deney bulgularina gore, U87-MG hiicrelerinde NGF sinyalinin hiicre
icinde PI3K ve MAPK yolagini tetikledigi sdylenebilir.

4.1.5. Farkh Glikoz Konsantrasyonlar1 Varhginda U87-MG Hiicrelerinde PAK4
Inhibisyonunun Hiicre Canhlig Diizeyine Etkisi

Calismamizda U87-MG hiicrelerinde PAK4’iin olas1 hiicre canliligina etkisini test
icin PF3758309 (PF) inhibitori araciligiyla spesifik olarak PAK4 aktivasyonu inhibe
edilmistir. Bunun amacla Oncelikle uygun konsantrasyonu belirlemek i¢in PAK4
inhibitorii farkli konsantrasyonlarda (0.1, 0.5 ve 1 pM) uygulanmistir. NGF sinyal
yolaginin PAK4 ile iligkili olarak hiicre canliligina etkisi, FBS varligina kiyasla
incelenmistir. Hiicreler, %10 FBS varliginda ve ayrica %0.5 FBS iceren ortamda NGF
(100 ng/ml) stimiilasyonunda ve hipoglisemi, normoglisemi ve hiperglisemi ortamlarinda
(swrasiyla; 0.2g/L, 1g/L, 4.5g/L glikoz) kiiltiire edilerek canlilik diizeyleri incelenmistir.

Hipoglisemik (0.2 g/L glikoz) ortamda PAK4 inhibisyonunun FBS varliginda
veya NGF varliginda herhangi bir degisiklik gézlemlenmemistir. Normoglisemik (1 g/L
glikoz) ortamda PAK4 inhibisyonu, FBS varliginda hiicre canliliginda kontrole kiyasla
0.1 uM PF uygulamasinda 1.67 kat (p<0.001), 0.5 uM PF’de 2.09 kat (p<0.0001), 1 uM
PF’de 4.98 kat (p<0.001) azalma saptamustir (Sekil 4.5.-A). NGF stimiilasyonunda ise
hiicre canliliginda kontrole kiyasla 0.1 uM PF uygulamasinda 2.92 kat (p<0.001), 0.5 uM
PF’ de 3.54 kat (p<0.0001), 1 uM PF’de 4.88 kat (p<0.0001) azalma tespit edilmistir
(Sekil 4.5.-B). Hiperglisemik (4.5 g/L glikoz) ortamda ise PAK4 inhibisyonunun FBS
varliginda hiicre canliliginda kontrole kiyasla 0.1 uM PF uygulamasinda 2.14 kat
(p<0.0001), 0.5 uM PF’de 2.84 kat (p<0.0001), 1 uM PF’de 4.95 kat (p<0.0001) azalma
saptamistir (Sekil 4.5.-A). NGF stimiilasyonunda ise hiicre canliliginda kontrole kiyasla
0.1 uM PF uygulamasinda 3.1 kat (p<0.001), 0.5 uM PF’de 4.16 kat (p<0.0001), 1 uM
PF’de 5.7 (p<0.0001), kat azalma tespit edilmistir (Sekil 4.5.-B).
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Sekil 4.5. Farkli konsantrasyonlarda uygulanmis PF3758309 inhibitdriiniin U87-MG hiicrelerindeki %
canlilik analizi. A)0.2- 1- 4.5 g/L glikoz, %10 FBS ve farkli konsantrasyonlarda PF3758309 inhibitori (0-
0.1-0.5-1 uM) uygulanan hiicreler. B)0.2- 1- 4.5 g/L glikoz, %0.5 FBS, 100ng/ml ve farkli
konsantrasyonlarda PF3758309 inhibitorii (0-0.1-0.5-1 pM) uygulanan hiicreler. Grafikte p degeri **;
p<0.01, ***; p<0.001, ****; p<0.0001 ile ifade edilmistir.

Elde edilen sonuglar dogrultusunda hipoglisemi ortaminda (0.2 g/L glikoz)
hiicrelerin proliferasyon yanitlart degerlendirme kapsamina alinacak diizeyde degildi.
Normoglisemi (1 g/L glikoz) ve hiperglisemi (4.5 g/L glikoz) ortamlarinda PAK4
inhibisyonunun anlamli bir sekilde hiicre canliligini azalttigi belirlendi. Hiicre
canliliginin, FBS ve NGF uyarimima bagl olarak hiicrelerde benzer sekilde PAK4

inhibitoriiniin konsantrasyonuna bagli olarak azaldigi saptandi. PF3758309 ajaninin 1 uM
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olarak uygulandigi oOrneklerde sitotoksik etkiler gozlendigi i¢in bundan sonraki

calismalarda 0.5 uM konsantrasyonun kullanilmasina karar verilmistir.

4.1.6. NGF Stimiilasyonunun ve PAK4 Inhibisyonunun U87-MG Hiicreleri
Uzerindeki Zamana Bagh Proliferatif Etkisi

NGF yolagmin hiicre proliferasyonu iizerindeki etkisinin PAK4 aktivasyonu ile
iligkili olup olmadigr zamana bagli olarak incelenmistir. Deney seti; Kontrol, NGF,
PF+NGF, PF olacak sekilde olusturulmustur. Deney sonuglarina gore, 24. saatin sonunda
kontrole kiyasla hiicre canliligt NGF’de 1.07 kat (p<0.047), PF+NGF’de 2.77 kat
(p<0.001), PF’de 2.08 kat (p<0.0001) azalmistir. 48. saatin sonunda kontrole kiyasla
hiicre canliligt NGF’ de 1.03 kat (ns), PF+NGF’ de 3.77 kat (p<0.001), PF’ de 3.49 kat
(p<0.0001) azalmastir. 72. saatin sonunda kontrole kiyasla hiicre canliligt NGF’ de 1.13
kat (p<0.0087), PF+NGF’ de 4.96 kat (p<0.0001), PF’ de 4.22 kat (p<0.0001) azalmistir.
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Sekil 4.6. U87-MG hiicrelerine NGF, PF+NGF, PF muamelesi sonucunda zamana bagli % canlilik
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analizleri. A) Uygulamadan 48 saat sonra mikroskop altinda U87-MG hiicrelerinin morfolojik goriintiileri
(40X objektif). B) Uygulamanin ardindan 24,48 ve 72. saatte U87-MG hiicrelerinin % canlilik grafikleri.
Grafikte p degeri **; p<0.01, ***; p<0.001, ****; p<0.0001 ile ifade edilmistir.

U87-MG hiicrelerine NGF uygulamasinin hiicre canlilif1 iizerinde destekleyici bir
etkisi olmadigr saptanmistir. Ancak PAK4 inhibisyonunun NGF varliginda veya
yoklugunda fark etmeksizin U87-MG hiicrelerinde proliferasyonu giiglii bir baskilamistir.
Bu analize ve hiicrelerin morfolojilerine gore ilerleyen asamalardaki deneylerin 48. saatte

uygulanmasina karar verilmistir.

4.1.7. LY294002 (PI3K inhibitorii), PD0325901 (MEK inhibitérii), Apigenin ve
PF3758309 (PAK4 inhibitérii) Inhibitérlerinin U87-MG Hiicrelerinde PAK4,
pPAK4, AKT, pAKT, ERK ve pERK Protein Diizeylerine Etkisi

NGF sinyalinin PI3K/AKT ve ERK yolag: iizerindeki etkisini ve bu siirecte
PAK4’1in olas1 roliinii belirlemek i¢in U87-MG hiicreleri PI3K inhibitorii (LY294002),
MEK inhibitérii (PD0325901), MAPK yolagi dahil birgok yolagi inhibe edebilen
Apigenin ve PAK4 inhibitorii (PF3758309) ile muamele edilmistir.

Bu ¢alismada U87-MG hiicreleri %0.5 FBS igeren besiyerinde 100 ng/ml NGF ile
uyarilmadan 1 saat once 20 uM LY294002 (LY) ve PD0325901 (PD), 50 ve 100 uM
Apigenin (Api), 0.5 ve 1 uM PF3758309 (PF) inhibitorleri ile muamele edilmistir.
Yapilan muameleden 48 saat sonra hiicre lizatlar1 elde edilerek PAK4, fosfo-PAK4, AKT,
pAKT, ERK, pERK ve B-aktin diizeyleri western blot yontemi ile belirlenmistir.

Western blot sonuglarina gore, PAK4 ifade diizeyleri, kontrole kiyasla,
PF3758309 inhibitér uygulanmis hiicrelerde yaklasik 2.85 kat azalmistir. Diger
inhibitorlerde (LY, PD ve Api) PAK4 seviyesinde kontrole kiyasla anlamli bir sekilde
degismemistir. pPAK4 ifade diizeyi kontrole kiyasla NGF ile muamele edilmis
hiicrelerde yaklagik 2.5 kat, PD’de 2.1 kat artmistir. pPAK4 i¢in diger inhibitorlerde (LY
ve Api) anlamli bir degisiklik gézlemlenmemistir. Bu sonuglara gére NGF’in PAK4
aktivasyonunu sagladigi ve bu aktivasyonda AKT sinyalinin diizenleyici rolii oldugu
sOylenebilir. Ancak, PD-aracilt MEK inhibisyonu durumunda PAK4 fosforilasyon diizeyi
degismemistir.

AKT aktivasyon diizeyleri incelendiginde, kontrole kiyasla NGF’de 2.5 kat
artarken PI3K inhibisyonu durumunda yaklasik 2 kat azalmistir. PD-aracii MEK
inhibisyonu durumunda pAKT diizeyi azalmamistir. Fakat, Api ve PAK4 inhibitorii
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varliginda pAKT diizeyleri kontrole kiyasla azalmistir. Bu sonuglara goére PAK4
inhibisyonunun, LY ve Api gibi AKT aktivasyonunu baskiladig1 sdylenebilir.

ERK aktivasyon diizeyleri incelendiginde ise kontrole kiyasla NGF’de 1.2 kat
artmis, PI3K inhibitorii olan LY da ve ERK inhibitorii olan PD’de 2.5 kat azalmis oldugu
tespit edilmistir. PAK4 inhibisyonunda ise 0.5 uM PF varliginda 2 kat, 1 uM PF’de ise
3.3 kat ERK aktivasyonunun azaldig1 saptanmistir. Bu sonuglara gore, NGF aracili aktive
olan ERK enziminin LY, PD ve PF araciligiyla baskilandig1 belirlenmistir. U87-MG
hiicrelerinde NGF sinyali PI3K/AKT, ERK ve PAK4 sinyallerini aktive etmektedir.
Dolayistyla, PAK4’tin NGF sinyalinde PI3K/AKT ve ERK sinyal yolaklar1 {izerinde

onemli regiilator rolleri oldugu ileri siirtilebilir.
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Sekil 4.7. NGF ile uyarilan ve inhibitorler ile muamele edilen U87-MG hiicrelerinin western blot analizi.
A) PAK4, pPAK4, AKT, pAKT, ERK ve pERK proteinlerinin ifade diizeylerinin jel goriintiisil.
PAK4(B), pPAK4(C), AKT(D), pAKT (E), ERK(F), pERK (G) proteininin ifade diizeyinin grafigi. LY;
20 uM LY294002, PD; 20 uM PD0325901, API-50; 50 uM Apigenin, API-100; 100 uM Apigenin,
PF0.5; 0.5 uM PF3758309 ve PF 1; 1 uM PF3758309 uygulandi.

4.1.8. NGF Stimiilasyonunun PAK4 Aktivasyonu Uzerindeki Etkisi
NGF stimiilasyonu neticesinde U87-MG hiicrelerinde PAK4 aktivasyon seviyesinin
belirlenmesi i¢in Western blot deneyi uygulanmis ve PAK4, pPAK4 ve p21 ifade
diizeyleri belirlenmistir. Bunun i¢in %70-75 oraninda konfluent olan hiicreler
kullanilarak deney seti uygulanmis ve 48. saat sonunda protein lizatlar1 elde edilmistir.
U87-MG hiicrelerinde NGF uyarimina bagli olarak PAK4 aktivasyonu yaklasik 2.2 kat
artmistir. PF3758309 (PF)-aracili inhibisyon yapildiginda PAK4 aktivasyonu bazal
seviyeye gerilemistir. NGF ve PF kombine uygulamada ise aktivasyon diizeyinin 1.4 kat
artmis oldugu belirlenmistir. p21 ifade diizeyi ise kontrole kiyasla NGF’de 1.5 kat, PF’
de 4.9 kat, ikisinin beraber uygulanmasinda ise 3.4 kat arttig1 saptanmustir (Sekil 4.8.)
PAK ailesi enzimlerde p21-baglanma domaini (PBD) yer almaktadir. PBD ile
otoinhibitdr domaini PAK4 yapisinda yan yana yer aldig1 i¢in p21 baglanmasi neticesinde
PDB bolgesine GTPaz’larin baglanmasi miimkiin olmaktadir. Bunun sonucunda

otoihibitoér domaini inaktive edilir ve proteinin katlanmasi neticesinde aktifkonformasyon
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meydana gelerek kinaz domaininde yer alan S474 fosforile edilir. Bu sayede PAK4
enziminin aktivasyonu gerceklesmektedir. Western blot sonuclarina gére, NGF-aracili
PAKA4 aktivasyonunda p21’in artig1 goriilmektedir. Bununla beraber PAK4 inhibit6riiniin
hiicre proliferasyonunu baskiladigr ¢alismamizda gosterilmistir. Bilindigi lizere p21
proteini hiicre dongiisiiniin durdurulmasi saglar. Dolayisiyla PF ajan1 uygulandiginda
p2l’in artig gosterdigi belirlenmistir. NGF-aracili PAK4 aktivasyonu ve PF-aracili
inhibisyonu durumlarinda p21°in  ifade diizeylerinin degisimi calismamizda
karsilagtirmali olarak gdosterilmistir. Sonuglarimiza goére, PAK4 aktivasyonunda p21
ifadesi artarak buna katki saglarken, PF-aracili PAK4 inhibisyonunda hiicre dongiisiiniin

durdurulmasi i¢in p21 ifadesi yiikselerek siirece katki saglamaktadir (Sekil 4.8.)
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Sekil 4.8. NGF ile uyarilan PF3758309 inhibitorii ile muamele edilen U87-MG hiicrelerinin western blot
analizi. A) PAK4, pPAK4 ve p21 ifade diizeylerinin jel goriintiisii. PAK4(B), pPAK4(C), p21(D)
proteininin ifade diizeyinin grafigi.
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4.1.8.1. NGF Stimiilasyonunun ve PAK4 Inhibisyonun U87-MG Hiicrelerinde EMT
Siirecine Etkileri

Tez calismamizda NGF sinyalinin U87-MG hiicrelerinde kanser metastazinda
Oonemli rol oynayan epitelyal-mezankimal (EMT) gecis mekanizmasina etkisi arastirildi.
Bunun i¢in deney setinin TWIST1, Vimentin ve E-kadherin ifade diizeyleri belirlendi.
TWISTI transkripsiyon faktorii EMT siirecinin temel regiilatorlerinden biridir, Vimentin
mezenkimal, E-kadherin ise epitelyal belirtectir. EMT siirecinde hiicrelerde epitelyal
Ozellikler azalirken, mezenkimal ozellikler artar. Elde edilen sonuglara gore, NGF
stimiilasyonu TWISTI1 transkripsiyon faktoriiniin artisina neden olmazken, PAK4
inhibitorii bu TWIST1 ifadesini 1.8-kat baskilamistir. Mezenkimal belirte¢ olan Vimentin
NGF uyarimmu ile anlamli diizeyde artmadigi, ancak PAK4 inhibisyonu ile yaklagik 1.8-
kat azaldigi saptanmustir. Epitelyal belirte¢ olan E-kadherin kontrole kiyasla NGF
uyariminda 5 kat, PAK4 inhibisyonunda ise yaklasik 2 kat baskilanmistir. Elde edilen
sonuglara gore, NGF sinyalinin U87-MG hiicrelerinde E-kadherini ve dolayisiyla
epitelyal ozellikleri baskilayabildigi ve PAK4 inhibisyonunun NGF stimiilasyonuna
ragmen E-kadherini ve neticede epitelyal 6zelliklere destek oldugu sdylenebilir. Ayrica,
PAK4 inhibisyonu tek basina Vimentin ifadesini azaltarak mezenkimal ozelliklerin

azalmasina neden olabildigi ileri siirtilebilir.
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Sekil 4.9. NGF ile uyarilan PF3758309 inhibitorii ile muamele edilen U87-MG hiicrelerinin western blot
analizi. A) Twist, vimentin ve e-kadherin ifade diizeylerinin jel gérintiisii. Twist(B), Vimentin(C) E-
Kadherin(D) proteininin ifade diizeyinin grafigi.

4.1.9 NGF Stimiilasyonunun ve PAK4 Inhibisyonunun U87-MG Hiicrelerinin
Migrasyon Kabiliyeti Uzerindeki Etkileri

U87-MG hiicrelerine NGF uyarimi1 ve PF3758309-aracili PAK4 inhibisyonunun
hiicre go¢ii kabiliyeti tizerindeki etkisi wound healing (yara iyilesmesi) deneyi ile analiz
edildi. Hiicrelerin yara alanindaki go¢leri 24 ve 48 saat siire ile takip edilmistir. Hiicreler
PF3758309 inhibitorii ile iki farkli dozda (0.1 ve 0.5 pM) muamele edilmistir. Her bir
ornek kendi 0. saatindeki yara alanma gore normalize edilerek kontrole gore
kiyaslanmistir.

Hiicreler 24. saatin sonunda; NGF uyariminda %59 oraninda (p<0.026), 48.
saatin sonunda %96 oraninda (p<0.015) yara alanin1 kapatmistir. 0.1 uM PF

muamelesinde 24. saatin sonunda %57 oraninda (p<0.0018), 48.saatin sonunda %62
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oraninda (p<0.0018) kapanma gostermistir. 0.1 uM PF ve 100ng/mL NGF muamelesinde
24. saatin sonunda %45 oraninda (p<0.032), 48.saatin sonunda %84 (p<0.0031) oraninda
kapanma gostermistir. 0.5 pM PF muamelesinde 24. saatin sonunda %33 oraninda
(p<0.00058), 48.saatin sonunda %31 (p<0.0001) oraninda kapanma gdstermistir. 0.5 uM
PF ve 100ng/mL NGF muamelesinde 24. saatin sonunda %30 oraninda (p<0.0006),
48.saatin sonunda %25 (p<0.0001) oraninda kapanma gostermistir (Sekil 4.10.).
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Sekil 4.10. NGF ile uyarilan PF3758309 ile muamele edilen U87-MG hiicrelerinin migrasyon analizi.
A)U87-MG hiicrelerinin migrasyon gorintiileri. B) U87-MG hiicrelerinin % migrasyon grafigi. Grafikte
p degeri **; p<0.01, ***; p<0.001, ****; p<0.0001 ile ifade edilmistir.
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Bu sonuglara gore, NGF stimiilasyonunun U87-MG hiicrelerinde hiicre
migrasyonunu tetikledigi belirlenmistir. PAK4 inhibisyonu ise NGF uyarimina ragmen
hiicre migrasyonunu durdurdugu saptanmistir. Dolayisiyla, PAK4’in NGF iliskili hiicre

gociinde onemli bir regiilator oldugu ileri siiriilebilir.

4.1.10. NGF Stimiilasyonunun ve PAK4 Inhibisyonunun U87-MG Hiicrelerinin
Koloni Olusturma Yetenegi Uzerindeki Etkisi

NGF uyarimi ve PAK4 inhibisyonuna bagl olarak U87-MG hiicrelerinin koloni
olusturma yetenegi tizerindeki etkisi analiz edilmistir. Deney seti uygulamanin 7.
giinlinde kristal viyole ile hiicreler boyanarak mikroskop altinda goriintiilenmistir.

NGF ile uyarilan U87-MG hiicrelerinin koloni olusturma yetenegi kontrole
kiyasla 1.03 kat (p<<0.04) artmistir. PAK4 inhibit6rii ve NGF ile kombine muamele edilen
hiicrelerin kontrole kiyasla koloni olusturma yeteneginin yaklasik 33 kat (p<0.0001)
azaldig1 saptanmistir. PAK4 inhibisyonu durumunda hiicrelerin kontrole kiyasla koloni

olusturma yetenegi 27 kat (p<0.001) azaldig1 saptanmustir (Sekil 4.11.).

NGF NGF+PF PF

B)':"‘
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Sekil 4.11. NGF uyarimimin ve PF 3758309 muamelesinin U87-MG hiicrelerinin koloni olusturma
yetenegi lizerindeki etkisi. A) 7.giiniin sonunda crystal violet ile boyanmis hiicrelerin goriintiisii. B)
ajanlar ile muamele edildikten 24 saat sonra hiicrelerin morfolojisi. C) U87-MG hiicrelerinin 7.giiniin
sonunda kapladiklar1 alanin % grafigi. Grafikte p degeri **; p<0.01, ***; p<0.001, ****; p<0.0001 ile
ifade edilmistir.

4.1.11. NGF Stimiilasyonunun ve PAK4 Inhibisyonunun U¢-Boyutlu (3D) Kiiltiirde
U87-MG Hiicrelerinin Sferoid Biiyiikliigiine Etkisi

NGF wuyarimi ve PAK4 inhibisyonunun ayri ayri ve kombine sekilde
gerceklestirilmesinin - U87-MG  hiicrelerinin  sferoid yapilar1 {izerindeki etkileri
incelenmigstir. Deney seti, uygulamanin ardindan 5 giin boyunca asili damla teknigi ile
kiiltiire edilmis ve mikroskop goriintiilerine gore analiz edilmistir.

Deney sonuglaria gore, NGF uyariminin kontrole kiyasla sferoid biiytikliiglini
3.09 kat (p<0.001), PAK4 inhibitérii ve NGF kombine muamelesinin ise 2.84 kat
(p<0.0001) azalttig1 saptanmistir. PAK4 inhibitoriiniin tek basina uygulanmasinda
kontrole kiyasla sferoid biiytikliigii 1.20 kat (p<0.00018) azalmistir (Sekil 4.12.).
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Sekil 4.12. NGF uyarimi ve PF37758309 inhibitoriiniin U87-MG hiicrelerinin olusturdugu sferoid
biiyiikliigiine etkisi. A) Sferoid yapilarinin 5 giiniin sonunda mikroskop altinda alinan gériintiileri. B)
Uygulanan ajanlarin sferoid bityiikliigiine etkisinin alan grafigi. Grafikte p degeri **; p<0.01, ***;
p<0.001, ****; p<0.0001 ile ifade edilmistir.

Elde edilen veriler dogrultusunda, NGF stimiilasyonunun U87-MG hiicrelerinin
olusturdugu sferoid yapilarmin dagilmasini sagladigi, PF3758309 ajanin ile PAK4
inhibisyonu durumunda ise sferoid yapi biitlinliigliniin korundugu ancak sferoid
biiylimesini engelledigi gosterilmistir. Dolayisiyla, NGF’in 3D yapida glioblastoma

hiicrelerinin hiicre-hiicre kontaktini zayiflatarak hiicre disseminasyonunu destekledigi

sOylenebilir.
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ARASTIRMA SONUGCLARININ OZETI;
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4.2. Tartisma

Bu tez c¢alismasinda, glioblastoma hiicre hattt U87-MG’de sinir biiyiime
faktoriiniin (NGF) p21 aktive kinaz (PAK4) regiilasyonu iizerindeki etkisi arastirildi.
Caligmamizda farkli glikoz seviyelerinin NGF salimina etkisi ve NGF uyarimiyla birlikte
PAK4 regiilasyonu lizerindeki etkisinin aragtirilmasi hedeflendi.

Bielecka Vajdman vd. yaptigi calismada; yiiksek glikoz seviyeleri, hiicre
canliligini, ¢ogalmasini ve go¢ etme Kkabiliyetini arttirarak glioblastoma (GBM)
progresyonunu destekledigi kanitlanmistir (Bielecka-Wajdman vd., 2022). Bu baglamda
calismamizda, ilk olarak artan glikoz miktarina bagli olarak glioblastoma hiicre hatlarinda
proliferatif etki incelenmis ve glikoz artisina bagli olarak U87-MG ve LN229
hiicrelerinde  proliferasyonu  artirdigi  gosterilmistir.  Ancak, diisik glikoz
konsantrasyonlarinda LN229 uzun siireli kiiltiirii saglikli bir sekilde saglanamadigindan
dolay1 ¢aligmadan c¢ikarilmistir. Sonraki asamalardaki deneyler U87-MG hiicreleri ile
devam edilmistir.

NGF seviyesi normal beyin dokusuna kiyasla malign GBM dokusunda 3 kat daha
fazla oldugu bilinmektedir (Brown vd., 2008). Sigan fetuslari ile yapilan bir ¢alismada,
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serebral kortekste hipoksik/hipoglisemik kosullar altinda 16-24 saatte ndronal Sliimiin
basladig1 gosterilmistir. Hipoksik/hipoglisemik kosullarin erken asamasinda kalsiyum
miktar1 hizlica azaldig1 ve ge¢ asamada ise gii¢lii bir artisin meydana geldigi rapor
edilmistir. Yiiksek kalsiyum miktar1 oksijen/glikoz eksikliginde hiicre hasarina neden
olmaktadir. NGF hipoksik/hipoglisemik ortamda miktar1 artirilarak hiicre i¢i kalsiyum
miktarini stabilize ettigi ve serebral kortikal noronlart olusacak hiicre hasarindan
korudugu belirlenmistir. (Wu & Zhang, 1998). Tez ¢alismamizda, farkli glikoz seviyeleri
ile muamele edilen U87-MG hiicrelerinin  kosullandirilmis besiyerindeki B-NGF
miktarinin glikoz miktarina duyarli oldugu saptandi. Hipoglisemik kosullarda (0.2g/L
glikoz) hiperglisemiye (4.5g/L glikoz) gére NGF salimiin 1.35 kat daha fazla oldugu
saptandi. Bu sonu¢ U87-MG hiicrelerinde NGF’in glikoz eksikligine bagli olarak
meydana gelecek hiicre hasarina kars1 koruyucu etkisini géstermektedir.

Tez ¢alismamizda U87-MG hiicrelerinin NGF ve FBS miktarlarinin artigina bagl
olarak hiicre canlilik diizeyleri belirlendi. Park vd. yaptig1 ¢aligmada, NGF’in GBM
proliferasyonu iizerinde doza bagl olarak dnemli bir rol oynadig1 gosterilmistir. Fakat
bunun kullanilan hiicre hatlarinda farklilik gdsterecegi belirtilmistir (Park vd., 2018).
Elde ettigimiz sonuglar dogrultusunda artan NGF miktarmin farkli glikoz seviyelerinde,
U87-MG hiicrelerinde proliferasyon iizerinde anlamli bir degisiklige neden olmadigi
gosterilmistir. Ancak, artan FBS konsantrasyonun hiicre canliligini artirdigi saptanmaigtir.
Yapilan bir ¢alisma, FBS’in néral kok hiicrelerin yiizeye baglanmasini ve gogiinii
indiikledigini gostermistir. NGF, FBS ile birlikte hiicrelerde noéronal farklilasmay:
artirdig belirlenmistir (Hung vd., 2013).

Tez galismamizda U87-MG hiicrelerinde NGF uyarimi ile aktiflesen PI3K/AKT
ve MAPK/ERK sinyal yolaklarinin PAK4 aktivasyonu iizerindeki etkisini belirlemek i¢in
PI3K inhibitérii olan LY294002, MEK1/2 inhibitorii olan PD0325901 ile muamele
gerceklestirilmistir. Ayrica bircok biyolojik prosesi regiile ettigi bilinen ve glioblastoma
hiicreleri lizerinde antiproliferatif ve apoptotik etkileri oldugu bilinen bir flavonoid olan
Apigenin ile muamele yapilmistir. Bunlara ilave olarak, PAK4 inhibisyonunun
PI3K/AKT ve MAPK/ERK sinyal yolaklari tizerindeki olasi regiilator etkisini belirlemek
icin PAK4 inhibitorii olan PF3758309 ile muamele gerceklestirilmistir.

Literatiirde Chen vd. yaptiklar1 bir calismada, PI3K/Akt/mTOR yolunun, GBM’in
tedaviye direncinde onemli bir rol oynadigini gostermislerdir. PI3K inhibitorii olan
LY294002 ile muamele neticesinde, tiimdr hiicrelerinin proliferasyonu baskilanarak,

apoptozis tetiklenerek ve hiicrelerin invaziv karakteri azaltilarak, GBM hiicrelerinde
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temozolomidin (TMZ) sitotoksik etkisinin artirildigi gosterilmistir (Chen vd., 2011). Bu
calismaya gore hiicrelere uygulanacak LY294002 konsantrasyonu 20 uM olacak sekilde
uygulanmistir. Calismamizda PI3K inhibit6riiniin 1g/L ve 4.5 g/L glikoz ortaminda
kiltire edilen hiicrelerin canliligini yaklasik 2-kat azalttigi belirlenmistir. MEK1/2
inhibitorii olan PD0325901 ajaninin hiicre proliferasyonunu engelleyerek antitliimor
aktivite gosterdigi onceki ¢aligmalarca gosterilmistir (Hou vd., 2016). Calismamizda bu
bulguya paralel olarak MEK inhibitoriiniin U87-MG hiicrelerinde hiicre canliligini 1,5
kat azalttig1 saptanmistir. Son ¢aligmalar, GBM tedavisinde diyetle alinan bir flavonoid
olan apigeninin terapétik potansiyeli tizerinde durulmustur. Apigenin, c-Met sinyalini
baskilayarak ve kok hiicre belirteglerinin ekspresyonunu azaltarak GBM hiicrelerinde
kanser kok hiicre benzeri fenotipleri inhibe eder (Kim vd., 2016). Ayrica GBM hiicreleri
lizerinde antiproliferatif ve apoptotik etkiler de gosterir. Apigenin, TMZ ile
birlestirildiginde, PI3K/AKT yoluyla glioma biiyiimesini inhibe ederek hiicre
dongiisiiniin durdurulmasini, apoptozu ve hiicre goglinii hem in vitro hem de in vivo
olarak inhibe ettigi kanitlanmistir (D. Wang vd., 2024). Tez ¢alismamizda, MTT analizi
sonucunda U87-MG hiicrelerine uygulanan 50 pM apigeninin hiicre proliferasyonda
anlamli bir degisiklik gostermedigi, ancak 100 uM apigenin uygulamasinda hiicre
proliferasyonunu yaklasik 3 kat azalttig1 belirlenmistir.

Literatiirde, GBM hiicrelerinde PAK4’iin yiiksek diizeyde ifade edildigi ve
hiicrelerinin proliferasyonu ve invazyonunu arttirdigi kanitlanmistir. Ayrica PAK4’ iin
glikoz metabolizmasi etkileyerek tiimor hiicrelerini hayatta kalmasma katkida
bulundugu 6ne stirilmiistiir (Kesanakurti vd., 2017a). Bu verilere gore, PAK4 spesifik
inhibitorlerinin arastirilmasinin ve gelistirilmesinin yeni tedavi yaklasimlari i¢cin 6nemli
olacagr vurgulanmistir. Tez calismamizda PAK4 inhibitorii uygulanan hiicrelerde
proliferasyonu yaklasik 4-5 kat azaltmistir. Bu sonu¢ baglaminda, literatiir ile uyumlu
olarak PAK4 hedefli tedavilerin gelistirilmesine ihtiya¢ oldugunu sdyleyebiliriz.

Farkl glikoz konsantrasyonlar1 (0.2g/L, 1g/L, 4.5g/L) ile kiiltiire edilen ve NGF
ile uyarilan U87-MG hiicrelerine PI3K, MEK, Apigenin ve PAK4 inhibitorleri ile
muamele edilen hiicrelerin canlilik analizlerine gore, hipoglisemik ortamdaki (0.2g/L
glikoz) hiicrelerde canlilik diizeyleri bazal seviyede kalmis ve 6rnekler arasinda anlamli
farklar belirlenememistir. Normoglisemi ve hiperglisemi (1g/L ve 4.5g/L glikoz)
ortamlarinda NGF  stimiilasyonu hiicre proliferasyonunu anlamli  diizeyde
tetiklememistir, ancak inhibitorler ile muamele edilen hiicrelerde canlilik diizeylerinin

kontrole kiyasla azaldig1 saptanmistir.
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PAK'lar (p21-aktive kinazlar), hiicre mobilizasyonu, proliferasyonu ve hiicre
sagkalimu ile iliskili bir protein ailesidir. GBM’de, sitoplazmadaki PAK1 fosforilasyonu
ve ifade diizeyi hasta prognozu ile iliskilendirilmistir. PAKS inhibisyonu glioblastomada
timor gelisimini azalttig1, hiicre dongiisiinii bloke ettigi ve hiicrelerinin gogiini
baskiladig1 gosterilmistir. PAK4 ise GBM hiicrelerinde apoptozu inhibe ederken hiicre
¢ogalmasini ve invazyonunu destekledigi rapor edilmistir (Blankenstein vd., 2022). Son
caligmalarda PAK4'iin GBM gelisiminde 6nemli rolleri oldugu belirlenmistir. PAK4,
gliomalarda yiiksek seviyede ifade edildigi ve bunun kétii prognoz ile iliskili oldugu
anlagilmistir (Kesanakurti vd., 2017b). Ayrica, EMT’yi, radyoterapi direncini ve
anjiyogenez olusumunu destekleyici ozellikleri s6z konusudur. GBM’de PAK4’ iin
inhibe edilmesiyle, timor i¢i anjiyogenezin normallestigi, T hiicresi infiltrasyonunun
desteklendigi ve CAR-T hiicre terapisine duyarliligin arttig1 belirlenmistir (F. Yang vd.,
2021). Tez caligmamizda U87-MG hiicrelerinin NGF ile uyarilmasi endojen PAK4
protein seviyesinde anlamli bir artisa neden olmamistir, ancak PAK4 aktivasyonunu
yaklagik 2.5 kat arttirmistir. Simdiye kadar literatiirde, U87-MG hiicrelerinde NGF ve
PAK4 iliskisini inceleyen herhangi bir ¢alisma bulunmamaktadir. Son yillarda oral
skuamo6z hiicreli karsinom (OSCC)‘da NGF, IL-6 ve EGFRI1 ifade diizeylerinin PAK4
ile dogru orantili bir sekilde arttig1 ve PAK4’iin, PI3K/AKT sinyal yolunu aktiflestirerek
OSCC hiicrelerinin gogalmasini destekledigi gosterilmistir (Zhang vd., 2023).

GBM’ de PI3K/AKT/mTOR sinyal yolagi, hiicre cogalmasi, EMT, metabolizma
ve anjiyogenez gibi dnemli biyolojik islevlerin temel diizenleyici yolaklardan birisidir.
(Zhang vd., 2023). Bu baglamda ¢alismamizda, U87-MG hiicrelerinde NGF ile aktive
olan PI3K/AKT sinyal yolaginin PAK4 ile iliskisi aragtirilmistir. Bunun icin PI3K 6zgii
inhibitér olan LY294002 (LY) kullanilmistir. Daha once belirtildigi gibi NGF uyarimi1
PAK4 aktivasyonunu yaklagik 2.5-kat artirmistir. LY, NGF ile uyarilan hiicrelerde AKT,
ERK ve PAK4 fosforilasyonlarini giiglii bir sekilde baskilamistir. NGF tarafindan aktive
edilen bir diger yolak MAPK/ERK yolagidir. ERK hiicre proliferasyonu, farklilagma,
transkripsiyon diizenlemesi dahil olmak iizere ¢ok ¢esitli hiicresel siireclerde yer alir.
ERK'nin ifadesinin IV. derece tiimorlerde I1. derece tiimorlere gore 6nemli dlgilide yiiksek
oldugu gosterilmistir. Ayrica ERK’ iin baskilanmasinin mTOR bagimli yol araciligiyla
otofajik aktiviteyi destekledigi tespit edilmistir (K. Yang vd., 2022). ERK sinyal
yolaginin aktivasyonu GBM’de NGF’e yanit olarak otofajiye aracilik ettigi gosterilmistir
(Hansen vd., 2007). Calismamizda, NGF-PAK4 etkilesiminde bu yolagin etkisini
incelemek i¢in MEK inhibit6rii olan PD0325901 ajanmi1 kullanilmistir. PD, NGF ile
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uyarilan hiicrelerde beklendigi gibi ERK’i giiclii bir sekilde baskilamistir. Ancak, AKT
ve PAK4 fosforilasyonlar1 baskilanmamis ve NGF varligindaki aktivasyonlari devam
etmektedir. Bu bulgu, U87-MG hiicrelerinde NGF ile aktive edilen PAK4 enziminin
PI3K/AKT iizerinden aktive oldugunu, MAPK/ERK yolag1 {lizerinden aktiflesmedigini
gostermektedir. Apigenin bircok bitkide bulunan bir trihidroksifalvondur. GBM’de
antiproliferatif, apoptotik etkileri ve kanser kok hiicre benzer fenotiplerin azaltilmasini
saglar. Calismamizda, U87-MG hiicrelerinde apigenin AKT ve PAK4 aktivasyonunu
engellerken, ERK aktivasyonunu inhibe etmemistir. PF3758309 aracii PAK4
inhibisyonu ise beklendigi gibi NGF uyarimi varliginda PAK4 aktivasyonunu
baskilarken, ayni zamanda AKT ve ERK aktivasyonlarmi da giiglii bir sekilde
baskilamistir. Dolayisiyla PAK4 inhibisyonu durumunda beraberinde AKT ve ERK
enzimleri de inhibe edilmistir. Bu sonuglar NGF sinyalinde PAK4’tin, AKT ve ERK
yolaklarinin ¢alismasini diizenleyebildigi anlasilmistir.

p21 asir1 ekspresyonunun birden fazla insan glioma hiicre hattinda apoptoza neden
oldugu ve hayatta kalan hiicrelerde ise hiicre dongiisii durmasini, yaslanmasini
saglamaktadir. Tersine, p21 az ifade edilmesi glioma hiicrelerinin hayatta kalmasini ve
¢ogalmasina neden olugu gosterilmektedir (Mansour vd., 2023). Tez ¢calismamizda, NGF
uyarimi yapilan hiicrelerde PAK4 fosforilasyon diizeyi yaklasik 2.5-kat artarken, p21
diizeyinin 1.5 kat arttig1 gosterildi. Ayrica, PF3758309 ile PAK4 inhibisyonu yapilan
hiicrelerde PAK4 aktivasyon diizeyi bazal seviyeye gerilerken, p21 ifadesi 4.9 kat
artmistir. NGF aracili PAK4 aktivasyonu ile birlikte p21 seviyesinin artmasi, p21 aktive
kinaz 6zelliginde olan PAK4’iin aktivasyon durumu ile iliskilendirilebilir. Ancak PAK4
inhibisyonu saglandiginda p21°in daha yiiksek diizeye ¢ikmasi PF3758309’nin
antiproliferatif etkisi ile aciklanabilir. Bilindigi gibi p21 hiicre dongiisiiniin 6nemli
inhibitdrlerinden biridir. Bu baglamda PAK4 inhibitoriiniin antiproliferatif etkisine cevap
olarak p21 miktariin arttig1 sdylenebilir.

Kanser metastazinin en 6nemli regiilatorlerinden biri EMT siirecidir. EMT
stirecinin de Onemli tetikleyicilerinden biri de TWIST1 transkripsiyon faktoriidiir.
TWIST1, E-kadherini baskilayarak epitelyal karakterlerin azalmasin1 ve Vimentin gibi
belirteclerin ifadesini artirarak mezenkimal Ozelliklerin kazandirilmasinit saglar.
TWISTI, koéti huylu gliomalarda ifadesi artmaktadir. Bu faktéor mezenkimal hedef
genlerden biri olan Slug ve fibroblast aktivasyon proteini (FAP) yoluyla glioma hiicre
invazyonunu artirmaktadir. Hedefli olarak TWIST1’in baskilanmasi, GBM kok hiicre

olusumunu azalttig1 gosterilmistir (Barzegar Behrooz vd., 2022). Ayrica, meme kanseri
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hiicrelerinde TWIST1 ifadesinin baskilanmasiyla hiicre canliliginin  azaldig:
belirlenmistir (Cordani vd., 2023). Calismamizda, NGF ile uyarilan hiicrelerin TWIST1
ve Vimentin ifadelerini artirmadigi belirlendi. Ancak, dikkat ¢ekici bir sekilde E-kadherin
ifadesini baskilamistir. NGF uyarimi1 E-kadherin ifadesini 5 kat, PF3758309 muamelesi
ise yaklagik 2 kat baskilanmistir. Literatiirde, E-kadherin ekspresyonunun ileri dereceli
gliomalarda diisiik dereceli olanlara gore daha yiiksek oldugu gosterilmistir. E-kadherin
pozitifligi olan baz1 glioblastoma alt tiplerinde, E-kadherin ekspresyonu kotii prognozla
iliskilendirilmistir. Glioma hiicre modellerinde, E-kadherin ekspresyonunun in vitro
biiyiime ve invazyon kapasitesini onemli 6l¢iide etkiledigi dogrulanmistir (Noronha vd.,
2021b). PAK4 inhibisyonu ise TWIST1 ve Vimentin ifadelerini kontrole gore azaltarak
U87-MG hiicrelerinde EMT siirecini baskilayabilecegini gdstermistir. Son zamanlarda
yapilan ¢aligmalar, yiiksek Vimentinin ifadesinin GBM hastalarinda sagkalim siiresini
azalttigini gostermistir (Zhao vd., 2018). Tez ¢alismasi kapsaminda gergeklestirdigimiz
in vitro hiicre migrasyon testinde NGF stimiilasyonu U87-MG hiicrelerinde hiicre go¢iinii
desteklemektedir. Bununla beraber, NGF stimiilasyonu varligina ragmen PAK4
inhibitorii ile muamele edilen hiicrelerde go¢ kabiliyeti baskilanmistir. Literatiirde,
miR-485’in GBM doku 6rneklerinde ve hiicre hatlarinda saglikli hiicrelere gore ifadesinin
baskilandig1 belirlenmistir. miR-485’in yiiksek ifadesi saglandiginda, PAK4 ifadesini
onemli o6l¢iide azalttigr saptanmistir. miR-485'in asir1 ekspresyonu, GBM hiicre
proliferasyonunu, koloni olusumunu ve hiicre gogiinii inhibe ederek, in vitro apoptozisin
desteklenmesini ve in vivo olarak tiimor biiylimesinin azalmasini saglamistir (Mao vd.,
2017a). Bu baglamda PAK4 inhibisyonunun, GBM tedavisinde 6nemli bir konu olan
EMT siirecinin ve hiicre migrasyonunun durdurulmas: hususunda 6nemli bir hedef
oldugu anlagilmaktadir.

Calismamizda NGF uyariminin ve PAK4 inhibisyonunun U87-MG hiicrelerinde
koloni olusturma kabiliyetleri incelenmistir. Literatiirde, PAK4 inhibisyonunun GBM
hiicrelerinin koloni olusturma yetenegini, timor gelisimini ve anjiyogenezi negatif yonde
etkiledigi bilinmektedir (Mao vd., 2017b, M. Wang vd., 2022)). Yaptigimiz ¢alismada,
NGF uyariminin koloni olugma kabiliyetine anlamli diizeyde bir katkisinin olmadigi
belirlendi. PAK4 inhibisyonu durumunda ise, literatiirle uyumlu olarak, U87-MG
hiicrelerinde koloni olusumu gii¢lii bir sekilde baskilanmistir.

Tez ¢alismamizda, NGF uyariminin ve PAK4 inhibisyonunun sferoid olusumuna
etkileri ii¢ boyutlu (3D) kiiltiir calismalari ile incelenmistir. Oncelikle kontrol grubunda

U87-MG hiicrelerinin basaril bir sekilde sferoid yapilarini olusturabildigi gosterilmistir.
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NGF ile uyarilan hiicrelerde ise sferoid yapilariin biitiinliiklerini kaybederek kolaylikla
dagilabildigi saptandi. PAK4 inhibisyonu yapilan hiicrelerde sferoid yapisinin korundugu
ancak gelisemedigi belirlendi. NGF ve PAK4 inhibitoriiniin kombine bir sekilde muamele
edilen hiicrelerde sferoid yapisinin 3D seklinin koruyamayarak kolaylikla dagilabildigi
gbzlemlendi. NGF uyarimi, U87-MG hiicrelerinde proliferasyonunu giiclii bir sekilde
tetiklemese de 3D yapinin bozulmasini ve hiicrelerin kolayca dagilmasini saglamistir. Bu
sonu¢, NGF’in GBM’de hiicre-hiicre baglantilarim1 zayiflattiini ve 3D yapimin
dagilmasin1  tetikledigini  gostermektedir. Literatiirde, E-kadherin  ekspresyon
seviyelerinin sferoid olusturma egilimine paralel oldugu kanitlanmigtir. E-kadherin
ekspresyonu MCF-7 hiicrelerinde susturuldugunda sferoid yapilar olusamamustir. flave
olarak, normalde sferoid olusturmayan bir hiicre hatti olan SKBR3 hiicrelerinde E-
kadherinin asir1 ekspresyonu saglandiginda sferoid olusumuna neden olmustur (Kalender
vd., 2022). Bu bulgulara gore, NGF’in U87-MG hiicrelerinde E-Kadherin ifadesini

baskilamas1 nedeniyle sferoid yapinin kolaylikla dispers oldugu ileri siiriilebilir.
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5. SONUCLAR VE ONERILER

5.1 Sonuclar

Bu tez calismasinda, U87-MG glioblastoma hiicreleri iizerinde NGF

sinyalinin PAK4 {izerindeki diizenleyici etkisi arastirildi.

1)

2)

3)

4)

5)

6)

7)
8)

9)

Deneysel ¢aligmalar sonucunda elde edilen sonuglar;

Yiiksek glikoz seviyeleri, hiicre canliligini, ¢ogalmasini ve go¢ etme kabiliyetini
arttirarak GBM ilerlemesini destekledigi, artan glikoz konsantrasyonuna bagl
olarak hiicre proliferasyonunu arttirdig1 ortaya konmustur.

Hipoglisemi ortaminda U87-MG hiicrelerinde B-NGF salimimin arttigi ve bu
sekilde hipoglisemik hasara kars1 hiicrelerin korundugu gosterilmistir.

NGF stimiilasyonunun U87-MG hiicrelerinde proliferatif etkisinin olmadig,
ancak FBS wvarliginda hiicre proliferasyonunun desteklendigi sonucuna
ulastlmistir.

U87-MG hiicrelerinde, PI3K, MEK, PAK4 inhibitorlerinin ve Apigenin’in anti-
proliferatif etkiye sahip olduklar1 gosterilmistir.

NGF sinyalinin hiicrelerde PI3K/AKT, MAPK/ERK ve PAK4 sinyal yolaklarini
aktive ettigi belirlenmistir.

NGF uyarimi durumunda PI3K’in AKT, ERK ve PAK4 aktivasyonuna aracilik
ettigi saptanmustir.

ERK’iin AKT ve PAK4 fosforilasyonu lizerinde aktive edici bir etkisi olmamuistir.
NGF uyariminda ve PAK4’iin inhibisyonu sonucunda, PAK4 ekspresyon ve
aktivasyon diizeyinin azaldigi, aym1 zamanda AKT ve ERK fosforilasyon
diizeylerinin azaldig1 gosterilmistir. Dolayisiyla PAK4’iin AKT ve ERK sinyal
yolaklar tizerinde diizenleyici etkisinin oldugu belirlenmistir.

NGF’in E-Kadherin ifadesini baskilayarak EMT siirecini destekleyebilecegi

saptanmistir.

10) NGF, US87-MG hiicrelerinin migrasyon kabiliyetlerini arttirdigi, PAK4

inhibisyonunun ise bunu engelledigi belirlenmistir.

11) NGF, U87-MG hiicrelerinde koloni olusumuna katkida bulunmamistir ancak

PAK4 inhibisyonu NGF uyarimina ragmen koloni olusumunu baskilamistir.

12) NGF, 3D kiiltirde hiicre-hiicre kontaktin1 zayiflatarak sferoid olusumunu

engelledigi ve sferoidin kolay dagilmasini sagladigi belirlenmistir.
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5.2 Oneriler

1) siRNA veya miRNA teknolojileri kullanilarak PAK4’{in susturuldugu veya
PAK4-KO hiicreler olusturularak deneysel ¢alismalar planlanabilir.

2) Calisma farkli GBM hiicre hatlarinda tekrarlanabilir.

3) NGF reseptorleri spesifik olarak bloke edilerek NGF-PAK4 aksisinin nasil
aktivasyon gosterecegi belirlenebilir.

4) NGF reseptori ve PAK4 interaksiyonunun belirlenmesi igin

immiinpresipitasyon ¢alismalar1 gerceklestirilebilir.



55

6. KAYNAKLAR

Abel, T. W., Clark, C., Bierie, B., Chytil, A., Aakre, M., Gorska, A., & Moses, H. L.
(2009). GFAP-Cre-mediated activation of oncogenic K-ras results in expansion of the
subventricular zone and infiltrating glioma. Molecular Cancer Research: MCR, 7(5),
645-653. https://doi.org/10.1158/1541-7786.MCR-08-0477

Abu Aboud, O., Chen, C.-H., Senapedis, W., Baloglu, E., Argueta, C., & Weiss, R. H.
(2016). Dual and Specific Inhibition of NAMPT and PAK4 By KPT-9274 Decreases
Kidney Cancer Growth. Molecular Cancer Therapeutics, 15(9), 2119-2129.
https://doi.org/10.1158/1535-7163.MCT-16-0197

Ali, M. Y., Oliva, C. R., Noman, A. S. M., Allen, B. G., Goswami, P. C., Zakharia, Y.,
Monga, V., Spitz, D. R., Buatti, J. M., & Griguer, C. E. (2020). Radioresistance in
Glioblastoma and the Development of Radiosensitizers. Cancers, 12(9), 2511.
https://doi.org/10.3390/cancers12092511

Alvautdin, R., Khalin, I., Nafeeza, M. I., Haron, M. H., & Kuznetsov, D. (2014).
Nanoscale drug delivery systems and the blood&ndash;brain barrier. International
Journal of Nanomedicine, 9(1), 795-811. https://doi.org/10.2147/1IN.S52236
Amirthalingam, M., Palanisamy, S., & Tawata, S. (2021a). p21-Activated kinase 1
(PAKZ1) in aging and longevity: An overview. Ageing Research Reviews, 71, 101443.
https://doi.org/10.1016/j.arr.2021.101443

Amirthalingam, M., Palanisamy, S., & Tawata, S. (2021b). p21-Activated kinase 1
(PAK1) in aging and longevity: An overview. Ageing Research Reviews, 71. Scopus.
https://doi.org/10.1016/j.arr.2021.101443

Arvanitis, C. D, Ferraro, G. B., & Jain, R. K. (2019). The blood-brain barrier and blood—
tumour barrier in brain tumours and metastases. Nature Reviews Cancer 2019 20:1, 20(1),
26-41. https://doi.org/10.1038/s41568-019-0205-x

Apoptotic Signaling by the p75 Neurotrophin Receptor. Journal of Biological Chemistry,
280(14), 13801-13808. https://doi.org/10.1074/JBC.M410435200

Barzegar Behrooz, A., Talaie, Z., Jusheghani, F., Los, M. J., Klonisch, T., & Ghavami,
S. (2022). Wnt and PI3K/Akt/mTOR Survival Pathways as Therapeutic Targets in
Glioblastoma. International Journal of Molecular Sciences, 23(3), 1353.
https://doi.org/10.3390/ijms23031353

Baskaran, Y., Ng, Y.-W., Selamat, W., Ling, F. T. P., & Manser, E. (2012). Group i and
I mammalian PAKSs have different modes of activation by Cdc42. EMBO Reports, 13(7),
653-659. Scopus. https://doi.org/10.1038/embor.2012.75

Belfiore, A., Malaguarnera, R., Vella, V., Lawrence, M. C., Sciacca, L., Frasca, F.,
Morrione, A., & Vigneri, R. (2017). Insulin Receptor Isoforms in Physiology and
Disease: An  Updated View. Endocrine  Reviews, 38(5), 379-431.
https://doi.org/10.1210/er.2017-00073



56

Bensimon, A., Aebersold, R., & Shiloh, Y. (2011). Beyond ATM: The protein kinase
landscape of the DNA damage response. FEBS Letters, 585(11), 1625-1639.
https://doi.org/10.1016/j.febslet.2011.05.013

Bielecka-Wajdman, A. M., Ludyga, T., Smyk, D., Smyk, W., Mularska, M., Swiderek,
P., Majewski, W., Mullins, C. S., Linnebacher, M., & Obuchowicz, E. (2022). Glucose
Influences the Response of Glioblastoma Cells to Temozolomide and Dexamethasone.
Cancer Control, 29, 10732748221075468. https://doi.org/10.1177/10732748221075468

Blankenstein, L. J., Cordes, N., Kunz-Schughart, L. A., & Vehlow, A. (2022). Targeting
of p21-Activated Kinase 4 Radiosensitizes Glioblastoma Cells via Impaired DNA Repair.
Cells, 11(14), 2133. https://doi.org/10.3390/cells11142133

Brown, M. C., Staniszewska, l., Lazarovici, P., Tuszynski, G., Valle, L. D., &
Marcinkiewicz, C. (2008). Regulatory effect of nerve growth factor in a9f1 integrin—
dependent progression of glioblastoma. Neuro-Oncology.
https://www.semanticscholar.org/paper/Regulatory-effect-of-nerve-growth-factor-in-
%CE%B19%CE%B21-0f-Brown-
Staniszewska/f228442b3ed2b0993fde06fc4985954e3e062b5d

Cao, Y. (2013). Multifarious functions of PDGFs and PDGFRs in tumor growth and
metastasis. Trends in Molecular Medicine, 19(8), 460-473.
https://doi.org/10.1016/j.molmed.2013.05.002

Carafoli, F., & Hohenester, E. (2013). Collagen recognition and transmembrane
signalling by discoidin domain receptors. Biochimica Et Biophysica Acta, 1834(10),
2187-2194. https://doi.org/10.1016/j.bbapap.2012.10.014

Caragher, S., Chalmers, A. J., & Gomez-Roman, N. (2019). Glioblastoma’s Next Top
Model: Novel Culture Systems for Brain Cancer Radiotherapy Research. Cancers, 11(1),
44, https://doi.org/10.3390/cancers11010044

Cardoso, F. L., Brites, D., & Brito, M. A. (2010). Looking at the blood-brain barrier:
Molecular anatomy and possible investigation approaches. Brain Research Reviews,
64(2), 328-363. https://doi.org/10.1016/J.BRAINRESREV.2010.05.003

Chen, L., Han, L., Shi, Z., Zhang, K., Liu, Y., Zheng, Y., Jiang, T., Pei-yu, P., Jiang, C.,
& Kang, C. (2011). LY 294002 enhances cytotoxicity of temozolomide in glioma by down-
regulation of the Pl 3 K / Akt pathway. https://www.semanticscholar.org/paper/LY -
294002-enhances-cytotoxicity-of-temozolomide-in-Chen-
Han/d4841265c03e60142b680e48c0c4e329818404f2

Chen, R., Smith-Cohn, M., Cohen, A. L., & Colman, H. (2017). Glioma
Subclassifications and Their Clinical Significance. Neurotherapeutics, 14(2), 284-297.
https://doi.org/10.1007/S13311-017-0519-X/TABLES/2

Cheng, F., & Guo, D. (2019). MET in glioma: Signaling pathways and targeted therapies.
Journal of Experimental & Clinical Cancer Research: CR, 38(1), 270.
https://doi.org/10.1186/s13046-019-1269-x



57

Colella, B., Faienza, F., & Di Bartolomeo, S. (2019). EMT Regulation by Autophagy: A
New  Perspective in  Glioblastoma  Biology. Cancers, 11(3), 312.
https://doi.org/10.3390/cancers11030312

Cordani, N., Mologni, L., Piazza, R., Tettamanti, P., Cogliati, V., Mauri, M., Villa, M.,
Malighetti, F., Di Bella, C., Jaconi, M., Cerrito, M. G., Cavaletti, G., Lavitrano, M., &
Cazzaniga, M. E. (2023). TWIST1 Upregulation Is a Potential Target for Reversing
Resistance to the CDK4/6 Inhibitor in Metastatic Luminal Breast Cancer Cells.
International Journal of Molecular Sciences, 24(22), 16294.
https://doi.org/10.3390/ijms242216294

Cui, M., Gao, X., Chi, Y., Zhang, M., Lin, H., Chen, H., Sun, C., & Ma, X. (2021).
Molecular Alterations and Their Correlation With the Survival of Glioblastoma Patients
With Corpus Callosum Involvement. Frontiers in Neuroscience, 15, 701426.
https://doi.org/10.3389/fnins.2021.701426

Dart, A. E., & Wells, C. M. (2013). P21-activated kinase 4—Not just one of the PAK.
European  Journal  of  Cell Biology,  92(4-5), 129-138.  Scopus.
https://doi.org/10.1016/j.ejcb.2013.03.002

Davis, M. E. (2018). Epidemiology and Overview of Gliomas. Seminars in Oncology
Nursing, 34(5), 420-429. https://doi.org/10.1016/j.soncn.2018.10.001

de la Iglesia, N., Konopka, G., Puram, S. V., Chan, J. A., Bachoo, R. M., You, M. J.,
Levy, D. E., Depinho, R. A., & Bonni, A. (2008). Identification of a PTEN-regulated
STAT3 brain tumor suppressor pathway. Genes & Development, 22(4), 449-462.
https://doi.org/10.1101/gad.1606508

Demir, 1. E., Tieftrunk, E., Schorn, S., Friess, H., & Ceyhan, G. O. (2016). Nerve growth
factor & TrkA as novel therapeutic targets in cancer. Biochimica et Biophysica Acta
(BBA) - Reviews on Cancer, 1866(1), 37-50.
https://doi.org/10.1016/J.BBCAN.2016.05.003

Dongre, A., & Weinberg, R. A. (2019). New insights into the mechanisms of epithelial-
mesenchymal transition and implications for cancer. Nature Reviews. Molecular Cell
Biology, 20(2), 69-84. https://doi.org/10.1038/s41580-018-0080-4

Esfahani, K., Roudaia, L., Buhlaiga, N., Del Rincon, S. V., Papneja, N., & Miller, W. H.
(2020). A review of cancer immunotherapy: From the past, to the present, to the future.
Current Oncology (Toronto, Ont.), 27(Suppl 2), S87-S97.
https://doi.org/10.3747/c0.27.5223

Fabian, D., Guillermo Prieto Eibl, M. D. P., Alnahhas, I., Sebastian, N., Giglio, P.,
Puduvalli, V., Gonzalez, J., & Palmer, J. D. (2019). Treatment of Glioblastoma (GBM)
with the Addition of Tumor-Treating Fields (TTF): A Review. Cancers, 11(2), 174.
https://doi.org/10.3390/cancers11020174

Fisher, J. P., & Adamson, D. C. (2021). Current FDA-Approved Therapies for High-
Grade Malignant Gliomas. Biomedicines, 9(3), 324.
https://doi.org/10.3390/biomedicines9030324



58

Grochans, S., Cybulska, A. M., Siminska, D., Korbecki, J., Kojder, K., Chlubek, D., &
Baranowska-Bosiacka, I. (2022). Epidemiology of Glioblastoma Multiforme-Literature
Review. Cancers, 14(10). https://doi.org/10.3390/CANCERS14102412

Franovic, A., Elliott, K. C., Seguin, L., Camargo, M. F., Weis, S. M., & Cheresh, D. A.
(2015). Glioblastomas Require Integrin avB3/PAK4 Signaling to Escape Senescence.
Cancer Research, 75(21), 4466-4473. https://doi.org/10.1158/0008-5472.CAN-15-0988

Gong, L., Zhang, Y., Liu, C., Zhang, M., & Han, S. (2021). Application of
Radiosensitizers in Cancer Radiotherapy. International Journal of Nanomedicine, 16,
1083-1102. https://doi.org/10.2147/1JN.S290438

Guarnaccia, L., Navone, S. E., Trombetta, E., Cordiglieri, C., Cherubini, A., Crisa, F. M.,
Rampini, P., Miozzo, M., Fontana, L., Caroli, M., Locatelli, M., Riboni, L., Campanella,
R., & Marfia, G. (2018). Angiogenesis in human brain tumors: Screening of drug
response through a patient-specific cell platform for personalized therapy. Scientific
Reports, 8(1), 8748. https://doi.org/10.1038/s41598-018-27116-7

Guillemot, F., & Zimmer, C. (2011). From cradle to grave: The multiple roles of
fibroblast growth factors in neural development. Neuron, 71(4), 574-588.
https://doi.org/10.1016/j.neuron.2011.08.002

Gupta, A. A., Kheur, S., Palaskar, S. J., & Narang, B. R. (2021). Deciphering the
“Collagen code” in tumor progression. Journal of Cancer Research and Therapeutics,
17(1), 29-32. https://doi.org/10.4103/jcrt.JCRT_489 17

Hanahan, D. (2022). Hallmarks of Cancer: New Dimensions. Cancer Discovery, 12(1),
31-46. https://doi.org/10.1158/2159-8290.CD-21-1059

Hanahan, D., & Weinberg, R. A. (2000). The hallmarks of cancer. Cell, 100(1), 57-70.
https://doi.org/10.1016/S0092-8674(00)81683-9

Hanahan, D., & Weinberg, R. A. (2011). Hallmarks of Cancer: The Next Generation.
Cell, 144(5), 646-674. https://doi.org/10.1016/J.CELL.2011.02.013

Holland, E. C. (2000). Glioblastoma multiforme: The terminator. Proceedings of the
National Academy of Sciences of the United States of America, 97(12), 6242.
https://doi.org/10.1073/PNAS.97.12.6242

Hanselmann, R. G., & Welter, C. (2016). Origin of Cancer: An Information, Energy, and
Matter Disease. Frontiers in Cell and Developmental Biology, 4, 121.
https://doi.org/10.3389/fcell.2016.00121

Hansen, K., Wagner, B., Hamel, W., Schweizer, M., Haag, F., Westphal, M., & Lamszus,
K. (2007). Autophagic cell death induced by TrkA receptor activation in human
glioblastoma cells. Journal of Neurochemistry, 103(1), 259-275.
https://doi.org/10.1111/j.1471-4159.2007.04753.x

Hou, J., Diao, Y., Li, W,, Yang, Z., Zhang, L., Chen, Z., & Wu, Y. (2016). RGD peptide
conjugation results in enhanced antitumor activity of PD0325901 against glioblastoma



59

by both tumor-targeting delivery and combination therapy. International Journal of
Pharmaceutics, 505(1-2), 329-340. https://doi.org/10.1016/j.ijpharm.2016.04.017

Hu, J., Mukhopadhyay, A., Truesdell, P., Chander, H., Mukhopadhyay, U. K., Mak, A.
S., & Craig, A. W. B. (2011). Cdc42-interacting protein 4 is a Src substrate that regulates
invadopodia and invasiveness of breast tumors by promoting MT1-MMP endocytosis.
Journal of Cell Science, 124(Pt 10), 1739-1751. https://doi.org/10.1242/jcs.078014

Huang, B., Li, X., Li, Y., Zhang, J., Zong, Z., & Zhang, H. (2020). Current
Immunotherapies for Glioblastoma Multiforme. Frontiers in Immunology, 11, 603911.
https://doi.org/10.3389/fimmu.2020.603911

Janjua, T. I., Rewatkar, P., Ahmed-Cox, A., Saeed, I., Mansfeld, F. M., Kulshreshtha, R.,
Kumeria, T., Ziegler, D. S., Kavallaris, M., Mazzieri, R., & Popat, A. (2021a). Frontiers
in the treatment of glioblastoma: Past, present and emerging. Advanced Drug Delivery
Reviews, 171, 108-138. https://doi.org/10.1016/J.ADDR.2021.01.012

Janjua, T. I., Rewatkar, P., Ahmed-Cox, A., Saeed, I., Mansfeld, F. M., Kulshreshtha, R.,
Kumeria, T., Ziegler, D. S., Kavallaris, M., Mazzieri, R., & Popat, A. (2021b). Frontiers
in the treatment of glioblastoma: Past, present and emerging. Advanced Drug Delivery
Reviews, 171, 108-138. https://doi.org/10.1016/J.ADDR.2021.01.012

Kalender, M., Bulbul, M. V., Kolbasi, B., & Keskin, 1. (2022). In 2D and 3D Cell Culture
Models, Effects of Endothelial Cells on E-cadherin / B-catenin Expression Levels and
Spheroid Sizes in Ishikawa Cells. Asian Pacific Journal of Cancer Prevention : APJCP,
23(1), 39-51. https://doi.org/10.31557/APJCP.2022.23.1.39

Karim, R., Palazzo, C., Evrard, B., & Piel, G. (2016). Nanocarriers for the treatment of
glioblastoma multiforme: Current state-of-the-art. Journal of Controlled Release, 227,
23-37. https://doi.org/10.1016/J.JCONREL.2016.02.026

Katoh, M., & Nakagama, H. (2014). FGF receptors: Cancer biology and therapeutics.
Medicinal Research Reviews, 34(2), 280-300. https://doi.org/10.1002/med.21288
Kesanakurti, D., Maddirela, D., Banasavadi-Siddegowda, Y. K., Lai, T.-H., Qamri, Z.,
Jacob, N. K., Sampath, D., Mohanam, S., Kaur, B., & Puduvalli, V. K. (2017a). A novel
interaction of PAK4 with PPARY to regulate Nox1 and radiation-induced epithelial-to-
mesenchymal  transition in  glioma. Oncogene,  36(37), 5309-5320.
https://doi.org/10.1038/onc.2016.261

Kesanakurti, D., Maddirela, D., Banasavadi-Siddegowda, Y. K., Lai, T.-H., Qamri, Z.,
Jacob, N. K., Sampath, D., Mohanam, S., Kaur, B., & Puduvalli, V. K. (2017b). A novel
interaction of PAK4 with PPARY to regulate Nox1 and radiation-induced epithelial-to-
mesenchymal transition in glioma. Oncogene, 36(37), 5309-5320.
https://doi.org/10.1038/onc.2016.261

Kesari, S. (2011). Understanding Glioblastoma Tumor Biology: The Potential to Improve
Current Diagnosis and Treatments. Seminars in Oncology, 38(SUPPL. 4), S2-S10.
https://doi.org/10.1053/J.SEMINONCOL.2011.09.005



60

Kim, B., Jung, N., Lee, S., Sohng, J. K., & Jung, H. J. (2016). Apigenin Inhibits Cancer
Stem Cell-Like Phenotypes in Human Glioblastoma Cells via Suppression of c-Met
Signaling. Phytotherapy Research, 30(11), 1833-1840. https://doi.org/10.1002/ptr.5689

Khwaja, F., & Djakiew, D. (2003). Inhibition of cell-cycle effectors of proliferation in
bladder tumor epithelial cells by the p75NTR tumor suppressor. Molecular
Carcinogenesis, 36(3), 153-160. https://doi.org/10.1002/MC.10106

Kliemannel, M., Rattenholl, A., Golbik, R., Balbach, J., Lilie, H., Rudolph, R., &
Schwarz, E. (2004). The mature part of proNGF induces the structure of its pro-peptide.
FEBS Letters, 566(1-3), 207-212. https://doi.org/10.1016/J.FEBSLET.2004.04.034

Krcek, R., Matschke, V., Theis, V., Adamietz, 1. A., Biihler, H., & Theiss, C. (2017).
Vascular Endothelial Growth Factor, Irradiation, and Axitinib Have Diverse Effects on
Motility and Proliferation of Glioblastoma Multiforme Cells. Frontiers in Oncology, 7,
182. https://doi.org/10.3389/fonc.2017.00182

Kirstein, A., Schmid, T. E., & Combs, S. E. (n.d.). cancers The Role of miRNA for the
Treatment of MGMT Unmethylated Glioblastoma Multiforme.
https://doi.org/10.3390/cancers12051099

Kirstein, A., Schmid, T. E., & Combs, S. E. (2020). The role of mirna for the treatment
of mgmt unmethylated glioblastoma multiforme. In Cancers (Vol. 12, Issue 5). MDPI
AG. https://doi.org/10.3390/cancers12051099

Kliemannel, M., Rattenholl, A., Golbik, R., Balbach, J., Lilie, H., Rudolph, R., &
Schwarz

Lee, Y. T, Tan, Y. J., & Oon, C. E. (2018). Molecular targeted therapy: Treating cancer
with  specificity. European Journal of Pharmacology, 834, 188-196.
https://doi.org/10.1016/j.ejphar.2018.07.034

Lintz, M., Mufioz, A., & Reinhart-King, C. A. (2017a). The Mechanics of Single Cell and
Collective Migration of Tumor Cells. Journal of Biomechanical Engineering, 139(2),
0210051-0210059. https://doi.org/10.1115/1.4035121

Lintz, M., Mufoz, A., & Reinhart-King, C. A. (2017b). The Mechanics of Single Cell
and Collective Migration of Tumor Cells. Journal of Biomechanical Engineering, 139(2),
0210051-0210059. https://doi.org/10.1115/1.4035121

Lima, F. R. S., Kahn, S. A., Soletti, R. C., Biasoli, D., Alves, T., da Fonseca, A. C. C.,
Garcia, C., Romao, L., Brito, J., Holanda-Afonso, R., Faria, J., Borges, H., & Moura-
Neto, V. (2012a). Glioblastoma: Therapeutic challenges, what lies ahead. Biochimica et
Biophysica Acta (BBA) - Reviews on Cancer, 1826(2), 338-349.
https://doi.org/10.1016/J.BBCAN.2012.05.004

Lima, F. R. S., Kahn, S. A., Soletti, R. C., Biasoli, D., Alves, T., da Fonseca, A. C. C.,
Garcia, C., Romao, L., Brito, J., Holanda-Afonso, R., Faria, J., Borges, H., & Moura-
Neto, V. (2012b). Glioblastoma: Therapeutic challenges, what lies ahead. Biochimica et
Biophysica Acta (BBA) - Reviews on Cancer, 1826(2), 338-349.
https://doi.org/10.1016/J.BBCAN.2012.05.004



61

Linggi, M. S., Burke, T. L., Williams, B. B., Harrington, A., Kraemer, R., Hempstead, B.
L., Sung, O.Y., & Carter, B. D. (2005). Neurotrophin Receptor Interacting Factor (NRIF)
Is an Essential Mediator of Apoptotic Signaling by the p75 Neurotrophin Receptor.
Journal of Biological Chemistry, 280(14), 13801-13808.
https://doi.org/10.1074/JBC.M410435200

Loh, C.-Y., Chai, J. Y., Tang, T. F., Wong, W. F., Sethi, G., Shanmugam, M. K., Chong,
P. P.,, & Looi, C. Y. (2019). The E-Cadherin and N-Cadherin Switch in Epithelial-to-
Mesenchymal Transition: Signaling, Therapeutic Implications, and Challenges. Cells,
8(10), 1118. https://doi.org/10.3390/cells8101118

Malignant Gliomas in Adults. (2008). Https://Doi.Org/10.1056/NEJMc086380,
359(17), 1850-1850. https://doi.org/10.1056/NEJMC086380

Marsland, M., Dowdell, A., Faulkner, S., Jobling, P., Rush, R. A., Gedye, C., Lynam, J.,
Griffin, C. P., Baker, M., Marsland, J., Jiang, C. C., & Hondermarck, H. (2023a). ProNGF
Expression and Targeting in Glioblastoma Multiforme. International Journal of
Molecular Sciences, 24(2). https://doi.org/10.3390/1JMS24021616/S1

Marsland, M., Dowdell, A., Faulkner, S., Jobling, P., Rush, R. A., Gedye, C., Lynam, J.,
Griffin, C. P., Baker, M., Marsland, J., Jiang, C. C., & Hondermarck, H. (2023b). ProNGF
Expression and Targeting in Glioblastoma Multiforme. International Journal of
Molecular Sciences, 24(2), 1616. https://doi.org/10.3390/1IMS24021616/S1

Mammoto, T., Jiang, A., Jiang, E., Panigrahy, D., Kieran, M. W., & Mammoto, A. (2013).
Role of collagen matrix in tumor angiogenesis and glioblastoma multiforme progression.
The American Journal of Pathology, 183(4), 1293-1305.
https://doi.org/10.1016/j.ajpath.2013.06.026

Mansour, M. A., Rahman, M., Ayad, A. A., Warrington, A. E., & Burns, T. C. (2023).
P21 Overexpression Promotes Cell Death and Induces Senescence in Human
Glioblastoma. Cancers, 15(4), 1279. https://doi.org/10.3390/cancers15041279

Mao, K., Lei, D., Zhang, H., & You, C. (2017a). MicroRNA-485 inhibits malignant
biological behaviour of glioblastoma cells by directly targeting PAK4. International
Journal of Oncology, 51(5), 1521-1532. https://doi.org/10.3892/ij0.2017.4122

Mao, K., Lei, D., Zhang, H., & You, C. (2017b). MicroRNA-485 inhibits malignant
biological behaviour of glioblastoma cells by directly targeting PAK4. International
Journal of Oncology, 51(5), 1521-1532. https://doi.org/10.3892/ij0.2017.4122

Marconi, G. D., Fonticoli, L., Rajan, T. S., Pierdomenico, S. D., Trubiani, O.,
Pizzicannella, J., & Diomede, F. (2021). Epithelial-Mesenchymal Transition (EMT): The
Type-2 EMT in Wound Healing, Tissue Regeneration and Organ Fibrosis. Cells, 10(7),
1587. https://doi.org/10.3390/cells10071587

Maris, C., D’Haene, N., Trépant, A.-L., Le Mercier, M., Sauvage, S., Allard, J., Rorive,
S., Demetter, P., Decaestecker, C., & Salmon, I. (2015). IGF-IR: A new prognostic
biomarker for human glioblastoma. British Journal of Cancer, 113(5), 729-737.
https://doi.org/10.1038/bjc.2015.242



62

Merrick, M., Mimlitz, M. J., Weeder, C., Akhter, H., Bray, A., Walther, A., Nwakama,
C., Bamesberger, J., Djam, H., Abid, K., & Ekpenyong, A. (2021). In vitro radiotherapy
and chemotherapy alter migration of brain cancer cells before cell death. Biochemistry
and Biophysics Reports, 27, 101071. https://doi.org/10.1016/j.bbrep.2021.101071

Mohiuddin, E., & Wakimoto, H. (2021). Extracellular matrix in glioblastoma:
Opportunities for emerging therapeutic approaches. American Journal of Cancer
Research, 11(8), 3742-3754.

Mudassar, F., Shen, H., O’Neill, G., & Hau, E. (2020). Targeting tumor hypoxia and
mitochondrial metabolism with anti-parasitic drugs to improve radiation response in high-
grade gliomas. Journal of Experimental & Clinical Cancer Research 2021 39:1, 39(1),
1-17. https://doi.org/10.1186/S13046-020-01724-6

Munoz, J. L., Walker, N. D., Scotto, K. W., & Rameshwar, P. (2015). Temozolomide
competes for P-glycoprotein and contributes to chemoresistance in glioblastoma cells.
Cancer Letters, 367(1), 69-75. https://doi.org/10.1016/J.CANLET.2015.07.013

Na, T.-Y., Schecterson, L., Mendonsa, A. M., & Gumbiner, B. M. (2020). The functional
activity of E-cadherin controls tumor cell metastasis at multiple steps. Proceedings of the
National Academy of Sciences of the United States of America, 117(11), 5931-5937.
https://doi.org/10.1073/pnas.1918167117

Niewiadomska, G., Mietelska-Porowska, A., & Mazurkiewicz, M. (2011). The
cholinergic system, nerve growth factor and the cytoskeleton. Behavioural Brain
Research, 221(2), 515-526. https://doi.org/10.1016/J.BBR.2010.02.024

Nguemgo Kouam, P., Rezniczek, G. A., Kochanneck, A., Priesch-Grzeszkowiak, B.,
Hero, T., Adamietz, I. A., & Biihler, H. (2018). Robol and vimentin regulate radiation-
induced motility of human glioblastoma cells. PloS One, 13(6), e0198508.
https://doi.org/10.1371/journal.pone.0198508

Noronha, C., Ribeiro, A. S., Taipa, R., Castro, D. S., Reis, J., Faria, C., & Paredes, J.
(2021a). Cadherin Expression and EMT: A Focus on Gliomas. Biomedicines, 9(10), 1328.
https://doi.org/10.3390/biomedicines9101328

Noronha, C., Ribeiro, A. S., Taipa, R., Castro, D. S., Reis, J., Faria, C., & Paredes, J.
(2021b). Cadherin Expression and EMT: A Focus on Gliomas. Biomedicines, 9(10),
1328. https://doi.org/10.3390/biomedicines9101328

Okazaki, R. (2022). Role of p53 in Regulating Radiation Responses. Life (Basel,
Switzerland), 12(7), 1099. https://doi.org/10.3390/life12071099

Omuro, A., & DeAngelis, L. M. (2013). Glioblastoma and Other Malignant Gliomas: A
Clinical Review. JAMA, 310(17), 1842-1850.
https://doi.org/10.1001/JAMA.2013.280319

Paiardini, A., & Caputo, V. (2008). Insights into the interaction of sortilin with
proneurotrophins: A computational approach. Neuropeptides, 42(2), 205-214.
https://doi.org/10.1016/J.NPEP.2007.11.004



63

Palumbo, M. O., Kavan, P., Miller, W. H., Panasci, L., Assouline, S., Johnson, N., Cohen,
V., Patenaude, F., Pollak, M., Jagoe, R. T., & Batist, G. (2013). Systemic cancer therapy:
Achievements and challenges that lie ahead. Frontiers in Pharmacology, 4, 57.
https://doi.org/10.3389/fphar.2013.00057

Park, J. C., Chang, I. B., Ahn, J. H., Kim, J. H., Song, J. H., Moon, S. M., & Park, Y.-H.
(2018). Nerve Growth Factor Stimulates Glioblastoma Proliferation through Notchl
Receptor Signaling. Journal of Korean Neurosurgical Society, 61(4), 441-449.
https://doi.org/10.3340/jkns.2017.0219

Peleshok, J., & Saragovi, H. U. (2006). Functional mimetics of neurotrophins and their
receptors. Biochemical Society Transactions, 34(4), 612-617.
https://doi.org/10.1042/BST0340612

Rabah, N., Ait Mohand, F.-E., & Kravchenko-Balasha, N. (2023). Understanding
Glioblastoma Signaling, Heterogeneity, Invasiveness, and Drug Delivery Barriers.
International Journal of Molecular Sciences, 24(18), 14256.
https://doi.org/10.3390/ijms241814256

Radu, M., Semenova, G., Kosoff, R., & Chernoff, J. (2014). PAK signalling during the
development and progression of cancer. Nature Reviews Cancer, 14(1), 13-25.
https://doi.org/10.1038/nrc3645

Ramaswamy, P., Nanjaiah, N. D., & Borkotokey, M. (2019). Role of MEK-ERK
signaling mediated adhesion of glioma cells to extra-cellular matrix: Possible implication
on migration and proliferation. Annals of Neurosciences, 26(2), 52-56.
https://doi.org/10.5214/ans.0972.7531.260203

Rane, C. K., & Minden, A. (2019). P21 activated kinase signaling in cancer. Seminars in
Cancer Biology, 54, 40-49. https://doi.org/10.1016/j.semcancer.2018.01.006

Raychaudhuri, S. K., Raychaudhuri, S. P., Weltman, H., & Farber, E. M. (2001). Effect
of nerve growth factor on endothelial cell biology: Proliferation and adherence molecule
expression on human dermal microvascular endothelial cells. Archives of Dermatological
Research, 293(6), 291-295. https://doi.org/10.1007/S004030100224/METRICS

Rieger, J., Bihr, O., Maurer, G. D., Hattingen, E., Franz, K., Brucker, D., Walenta, S.,
Kémmerer, U., Coy, J. F., Weller, M., & Steinbach, J. P. (2014). ERGO: A pilot study of
ketogenic diet in recurrent glioblastoma. International Journal of Oncology, 44(6), 1843-
1852. https://doi.org/10.3892/ij0.2014.2382

Rocco, M. L., Soligo, M., Manni, L., & Aloe, L. (2018). Nerve Growth Factor: Early
Studies and Recent Clinical Trials. Current Neuropharmacology, 16(10), 1455.
https://doi.org/10.2174/1570159X16666180412092859

Rominiyi, O., Vanderlinden, A., Clenton, S. J., Bridgewater, C., Al-Tamimi, Y., & Collis,
S.J. (2021). Tumour treating fields therapy for glioblastoma: Current advances and future
directions. British Journal of Cancer, 124(4), 697-709. https://doi.org/10.1038/s41416-
020-01136-5



64

Seyfried, T. N., & Mukherjee, P. (2005). Targeting energy metabolism in brain cancer:
Review and hypothesis. Nutrition & Metabolism, 2, 30. https://doi.org/10.1186/1743-
7075-2-30

Shao, Y.-G., Ning, K., & Li, F. (2016). Group Il p21-activated kinases as therapeutic
targets in gastrointestinal cancer. World Journal of Gastroenterology, 22(3), 1224-1235.
https://doi.org/10.3748/wjg.v22.i3.1224

Sofroniew, M. V., Howe, C. L., & Mobley, W. C. (2003). Nerve Growth Factor Signaling,
Neuroprotection, and Neural Repair.
Https://Doi.Org/10.1146/Annurev.Neuro.24.1.1217, 24, 1217-1281.
https://doi.org/10.1146/ANNUREV.NEURO.24.1.1217

Upadhyay, A. (2020). Cancer: An unknown territory; rethinking before going ahead.
Genes & Diseases, 8(5), 655-661. https://doi.org/10.1016/j.gendis.2020.09.002
Valiathan, R. R., Marco, M., Leitinger, B., Kleer, C. G., & Fridman, R. (2012). Discoidin
domain receptor tyrosine kinases: New players in cancer progression. Cancer Metastasis
Reviews, 31(1-2), 295-321. https://doi.org/10.1007/s10555-012-9346-z

van der Louw, E. J. T. M., Olieman, J. F., van den Bemt, P. M. L. A., Bromberg, J. E. C.,
Oomen-de Hoop, E., Neuteboom, R. F., Catsman-Berrevoets, C. E., & Vincent, A. J. P.
E. (2019). Ketogenic diet treatment as adjuvant to standard treatment of glioblastoma
multiforme: A feasibility and safety study. Therapeutic Advances in Medical Oncology,
11, 1758835919853958. https://doi.org/10.1177/1758835919853958

Wang, D., Wang, Z., Dai, X., Zhang, L., & Li, M. (2024). Apigenin and Temozolomide
Synergistically Inhibit Glioma Growth Through the PI3K / AKT Pathway. Cancer
Biotherapy and Radiopharmaceuticals, 39(2), 125-132.
https://doi.org/10.1089/cbr.2020.4283

Wang, M., Zhang, C., Zheng, Q., Ma, Z., Qi, M., Di, G., Ling, S., Xu, H., Qi, B., Yao,
C., Xia, H., & Jiang, X. (2022). RhoJ facilitates angiogenesis in glioblastoma via
JNK/VEGFR2 mediated activation of PAK and ERK signaling pathways. International
Journal of Biological Sciences, 18(3), 942-955. https://doi.org/10.7150/ijbs.65653

Wang, N., Jain, R. K., & Batchelor, T. T. (2017). New Directions in Anti-Angiogenic
Therapy for Glioblastoma. Neurotherapeutics: The Journal of the American Society for
Experimental NeuroTherapeutics, 14(2), 321-332. https://doi.org/10.1007/s13311-016-
0510-y

Wang, Y., & Minden, A. (2021). The Use of Nanomedicine to Target Signaling by the
PAK Kinases for Disease Treatment. Cells, 10(12), Article 12.
https://doi.org/10.3390/cells10123565

Witthayanuwat, S., Pesee, M., Supaadirek, C., Supakalin, N., Thamronganantasakul, K.,
& Krusun, S. (2018). Survival Analysis of Glioblastoma Multiforme. Asian Pacific
Journal of Cancer Prevention : APJCP, 19(9), 2613.
https://doi.org/10.22034/APJCP.2018.19.9.2613

World Health Organization (WHO). (t.y.). Gelis tarihi 27 Kasim 2024, gonderen
https://www.who.int/



65

Wu, J., & Zhang, J. (1998). Effects of nerve growth factor on intracellular free Ca2+ in
oxygen/glucose-deprived cultures from cerebral cortex of fetal rats. Chinese medical
journal. https://www.semanticscholar.org/paper/Effects-of-nerve-growth-factor-on-
intracellular-in-Wu-Zhang/9¢2419f0d708114bacc63021f19a839144f21f3

Wu, W., Klockow, J. L., Zhang, M., Lafortune, F., Chang, E., Jin, L., Wu, Y., & Daldrup-
Link, H. E. (2021). Glioblastoma multiforme (GBM): An overview of current therapies
and mechanisms of resistance. Pharmacological Research, 171, 105780.
https://doi.org/10.1016/J.PHRS.2021.105780

Yang, F., Binder, Z., O’Rourke, D. M., & Fan, Y. (2021). EXTH-37. PAK4 INHIBITION
REPROGRAMS VASCULAR MICROENVIRONMENT AND IMPROVES CAR T
IMMUNOTHERAPY IN GLIOBLASTOMA. Neuro-Oncology, 23(Supplement_6),
vil71-vil71. https://doi.org/10.1093/neuonc/noab196.676

Yang, K., Luan, L., Li, X, Sun, X., & Yin, J. (2022). ERK inhibition in glioblastoma is
associated with autophagy activation and tumorigenesis suppression. Journal of Neuro-
Oncology, 156(1), 123-137. https://doi.org/10.1007/s11060-021-03896-3

Yuan, Y., Zhang, H., Li, D., Li, Y., Lin, F., Wang, Y., Song, H., Liu, X,, Li, F., & Zhang,
J. (2022a). PAK4 in cancer development: Emerging player and therapeutic opportunities.
Cancer Letters, 545, 215813. https://doi.org/10.1016/j.canlet.2022.215813

Yuan, Y., Zhang, H., Li, D., Li, Y., Lin, F., Wang, Y., Song, H., Liu, X,, Li, F., & Zhang,
J. (2022b). PAK4 in cancer development: Emerging player and therapeutic opportunities.
Cancer Letters, 545, 215813. https://doi.org/10.1016/j.canlet.2022.215813

Yu, T., Calvo, L., Anta, B., Lopez-Benito, S., Lopez-Bellido, R., Vicente-Garcia, C.,
Tessarollo, L., Rodriguez, R. E., & Arévalo, J. C. (2014). In Vivo Regulation of NGF-
Mediated Functions by Nedd4-2 Ubiquitination of TrkA. Journal of Neuroscience,
34(17), 6098-6106. https://doi.org/10.1523/JNEUROSCI.4271-13.2014

Yuan, Y., Zhang, H., Li, D., Li, Y., Lin, F., Wang, Y., Song, H., Liu, X,, Li, F., & Zhang,
J. (2022c). PAK4 in cancer development: Emerging player and therapeutic opportunities.
Cancer Letters, 545, 215813. https://doi.org/10.1016/j.canlet.2022.215813

Zeppernick, F., Ahmadi, R., Campos, B., Dictus, C., Helmke, B. M., Becker, N., Lichter,
P., Unterberg, A., Radlwimmer, B., & Herold-Mende, C. C. (2008). Stem cell marker
CD133 affects clinical outcome in glioma patients. Clinical Cancer Research, 14(1),
123-129. https://doi.org/10.1158/1078-0432.CCR-07-0932

Zhang, L., Lin, S., Zhang, Z., Yan, C., & Liu, F. (2023). The role of p21-activated kinase
4 in the progression of oral squamous cell carcinoma by targeting PISBK—AKT signaling
pathway. Clinical and Translational Oncology, 25(3), 739-747.
https://doi.org/10.1007/s12094-022-02980-y

Zhao, J., Zhang, L., Dong, X., Liu, L., Huo, L., & Chen, H. (2018). High Expression of
Vimentin is Associated With Progression and a Poor Outcome in Glioblastoma. Applied
Immunohistochemistry & Molecular Morphology, 26(5), 337.
https://doi.org/10.1097/PA1.0000000000000420



66

Zhong, L., Li, Y., Xiong, L., Wang, W., Wu, M., Yuan, T., Yang, W., Tian, C., Miao, Z.,
Wang, T., & Yang, S. (2021). Small molecules in targeted cancer therapy: Advances,
challenges, and future perspectives. Signal Transduction and Targeted Therapy, 6(1),
201. https://doi.org/10.1038/s41392-021-00572-w



