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Abstract

Purpose: The aim of this study was to investigate miR-20a
expression in glioblastoma cell line (U87) after applying
cyclopamine and temozolomide (TMZ) treatment
separately and in combination and to evaluate the
efficiency of miR-20a in glioblastoma treatment.
Materials and Methods: U87 MG was placed on a 35
mm culture dish before treatment. Within the scope of the
study, 7 groups were formed: Group 1: Control group,
Group 2: Sham group (Dimethyl sulfoxide), Group 3: 2
Days TMZ, Group 4: 5 Days TMZ, Group 5: 3 Hours
Cyclopamine, Group 6: 2 Days TMZ + 3 Hours
Cyclopamine, Group 7: 5 Days TMZ + 3 Hours
Cyclopamine Total miRNA isolation and gRT-PCR was
performed after treatment.

Results: MiR-20a expression in the glioblastoma cell line
was found to be significantly decreased in group 3, group
4, group 5, group 6 and group 7. However, it was
determined that this decrease was highest in group 7. In
addition, it was observed that the number of cells
decreased in group 7.

Conclusion: MiR-20a is highly expressed in glioblastoma
cells; however, it was determined that the expressions
decreased after Cyclopamine and TMZ treatments. miR-
20a can be used as a new therapeutic target and biomarker
for glioblastoma, Cyclopamine and TMZ can be used for
treatment in glioblastoma, but further studies are needed
on this subject.

Keywords:. Glioblastoma, cyclopamine, temozolomide,
MiR-20a.

Oz

Amag: Bu ¢aligmada, glioblastoma htcre hattinda (U87)
siklopamin ve temozolomid (TMZ) tedavisinin ayr1 ayr1 ve
kombine olarak uygulanmasindan sonra miR-20a
ckspresyonunun  aragtirlmast  ve bu miRNA’nin
glioblastoma tedavisindeki etkinliginin degerlendirilmesi
amaclanmigtir.

Gereg ve Yontem: U87 MG, tedaviden 6nce 35 mm'lik
kultiir kabr tzerine yerlestirildi ve ¢ogaltldi. Calisma
kapsaminda 7 grup olusturuldu: Grup 1: Kontrol grubu,
Grup 2: Sham grubu (Dimetil stlfoksit), Grup 3: 2 Gun
TMZ, Grup 4: 5 Gun TMZ, Grup 5: 3 saat siklopamin,
Grup 6: 2 Giin TMZ + 3 saat siklopamin, Grup 7: 5 Giin
TMZ + 3 saat siklopamin. Tedaviden sonra total miRNA
izolasyonu ve qRT-PCR yapild1.

Bulgular: Glioblastoma hiicre  hattinda  miR-20a
ekspresyonunun grup 3, grup 4, grup 5, grup 6 ve grup 7’de
belirgin olarak azaldig tespit edildi. Ancak bu azalmanin en
fazla grup 7 de oldugu saptandi . Ek olarak grup 7’de hiicre
saytstnin azaldig gorildi.

Sonug: Glioblastoma hiicrelerinde miR-20a’nin yiiksek
oranda cksprese oldugu; ancak siklopamin ve TMZ
tedavilerinden sonra ekspresyonun azaldigi tespit edildi.
miR-20a’nin glioblastoma igin yeni bir terapStik hedef ve
biyobelirte¢  olarak  kullanilabilecegi, siklopamin ve
TMZ’nin glioblastomada tedavi amaclt kullanidabilecegi
ancak bu konuda daha ileri ¢calismalarin yapilmasi gerektigi
sonucuna varilds.
Anahtar  kelimeler:
temozolomid, MiR-20a.

Glioblastoma, siklopamin,
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GIRIS

Glioblastoma, merkezi sinir sisteminde en sik
rastlanan primer beyin timori olup tim gliomalatin
yaklastk  %45-50'sini  olugturur.  Glioblastoma
tedavisinde cerrahi rezeksiyon, radyasyon ve
kemoterapi gibi modern teghis ve tedavilere ragmen
hastalarin sagkalimi ortalama 12-15 ay ile sinurlidir.
Bununla birlikte,
cikartildiktan
kavitesinin 1 cm icerisinde timorun rekurrensi
gerceklesir. Bu durum ¢ogunlukla cerrahi islem
sirasinda hiicrelerin timor dokusundan normal beyin
dokusuna géct ile ilgilidir!. Glioblastomalar, Diinya
Saglik  Orgiiti  (WHO) tarafindan, histolojik,
prognostik ve sagkalim 6zelliklerine dayanilarak dort
evre (I-1v) seklinde sintflandiridmigtir.
Glioblastomanin en malign sinifi olan evre IV glioma,

tumor dokusu cerrahi olarak

sonra,  ¢ogunlukla  rezeksiyon

son derece zayif bir prognoz ile karakterize olup,
ortalama sagkalim oraninin 2 yilda sadece %3.3 ve 3
yilda % 1.2 oldugu bildirilmistir. Diger yandan, dustik
dereceli bazt gliomalarin da yeniden progresyonla
glioblastomaya doniisebilecegi rapor edilmistir.
Bunlara sekonder glioblastoma denirken, de novo
glioblastoma tiimoérleri primer glioblastoma olarak
adlandirilir?2.  Glioblastoma  olusumu,
neoplastik  déntisim, apoptoza direng, hiicre
dongiisinin kontrol kaybi, anjiyogenezis ve invaziv
ozelliklerin kazanimi gibi kompleks, ¢cok adimli bir
sturectir. Nikleer faktor-kappa B (NF-xB), reaktif
oksijen ve azot titleri ile spesifik mikroRNA'lar
kanser progresyonunun anahtar mediyatorleridir. Bu
mediyatorler, hiicre cogalmast, hiicre 6mri, hiicresel
yaslanma, DNA oranlar;, DNA
metilasyonu ve anjiyogenezisdeki degisiklikler yoluyla
pro-timoérijenik bir cevap olusturmaktadir?.

hiicresel

mutasyon

Glioblastoma patogenezini diizenleyen molekiler
mekanizmalarin ~ ortaya  konuldugu  calismalar
guniimiizde  smurlt  sayidadir.  Son  yillarda
miRNA'larin beyin timétlerinin olusumundaki rolleri
rapor edilmigtir. MiRNA’lar enflamasyon ve kanserde
yeni diizenleyici molekiller olarak yer almaktadir ve
timorigenez stitecinde anahtar rol oynamaktadirlar.
MiRNA'larin ekspresyon seviyesi, kanser tanisinda ve
prognozunda olduk¢a 6nemli bir faktérdir. Bu
nedenle, miRNA'larin fonksiyonu ile ilgili yapilan
bircok calismada bu molekillerin onkogen ya da
timor baskilayict etkilerinin olabilecegi bildirilmistir.
MiRNA'lar bu etkilerini hedef genlerine baglt olarak
gOstermekte ve timoér olusumunu uyaran genleri
hedefleyerek potansiyel bir onkogen olabilitken, RAS
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ve HMGAZ2 gibi onkogenleri hedefleyerek de timor

baskilayict  gibi  davranabilmektedir.  Yapilan
arastirmada, miR-9un, NF-«B  ekspresyonu
tizerinden timor hiicre gelisimini inhibe ettigi rapor
edilmistirtt. ~ Bazi  miRNA'lardaki  ekspresyon

degisiklikleri tek bir timér tipi ile iliskiliyken, diger
bazilarinda meydana gelen degisiklikler ise birden
fazla timor tipinde gortlebilmektedir. MiR-155,
miR-21, miR-17-92 ve let7 gibi miRNA'lar'in gesitli
dokularda timorogenezdeki fonksiyonu
kaydedilmistit. Dolayistyla miRNA'lar muhtemelen
hiicre kokenine bakilmaksizin timér fenotipinin
baslatilmasi ve siirdtrtilmesi icin gerekli olan yolaklart
diizenlemektedir>.

Glioblastomanin molekiiler fenotiplenmesi, tedavide
terapotik bir gen veya miRNA ekspresyonlarinin
diizenlenmesi yoluyla onkojenik yolaklarin ortaya
cikarilmast  gibi ~ molekiler  mekanizmalarin
hedeflenmesine sebep olmustur. Onkojenik ve timéor
baskilayict 6zellikler gosteren miRNA'latin, hiicre
gdcl, sitoiskeletin yeniden diizenlenmesi, invazyon
ve anjiyogenez ile ilgili hedef genleri etkiledigi
bilinmektedir. Bu nedenle giinimiizde, miRNA'larin
timor hicre proliferasyonu ve invazyonunda farkls
islevsel ~ Gzelliklerini  gOsteren  ileri  molekiler
arastirmalar ile glioblastoma tedavi siirecinde hedef
molekiller olabilecegi disinilmektedir®.

Glioblastoma tedavisinde kemoterapétik ilaglardan
alkilleyici ~ ajanlar en  ¢ok  kullanilanlardir.
Temozolomid (TMZ), evre II ve evre III
glioblastomalarin tedavisinde kullanidan bir DNA-
metile edici ajandir. DNA’nin en kritik bolgesindeki
guanin’in O6 pozisyonuna metil grubu ekleyerek
hasar  olusturmaktadir. Bu  hasarlar, kanser
hiicrelerinin G2/M hiicre siklusunda durdurulmasin
saglayarak apoptosize yol a¢maktadit’. TMZ,
rekiirrent gliomanin tedavisinde stklikla kullanilmakta
ve antitimér etki  gostermektedir.  Insanda
glioblastomada verilen uygun doz, 28 giunde bir 5
giinde 5 glin boyunca viicut yiizey alant basina 150 ila
200 mg ginlik dozdur. Ancak, GBM hastalarinin
uygulanan bu TMZ kemoterapisine verdikleri
yanitlarda farklilik gOsterdikleri tespit edilmistit.
DNA hasarina neden olan TMZ, klinikte GBM
tedavisinde genellikle ilk basvurulan kemoterapotik
ilag olmasina ragmen, miyelotoksisite, tlser, mide
bulantisi, kusma, yorgunluk ve bas agrist gibi yan
etkilere neden olmaktadir. TMZ ile tedavi O-6-
methylguanine-DNA  methyltransferase (MGMT)
upregtilasyonuna neden olurken, kanserin direncini
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de artirmaktadir. Dolayistyla TMZ kemoterapotik bir
ilag olarak kullanilirken, timor rekiirrensine de zemin
hazirlamaktadir®?. Malign gliomalar genellikle TMZ
ile tedavi edilmektedir, fakat tuimor hicreleri bu
kemoterapiye =~ karst  diren¢  gOstermektedir.
Kendilerini yenileyebilen ve immatiir fenotipte olan,
kiiciik bir hiicre popilasyonu olan “glioma kok
hicreleri”  kemoterap6tik  bir ilag olan TMZ’e
olusturulan direncin ana sebebi olarak kabul
edilmekte ve bu direncin, tedaviden sonra siklikla
gorilen timor rekirrensinde de etkin olduklar
distnilmektedir. Timorin kemoresistansina neden
oldugu disintlen bir popilasyon olan CD133 +
kanser kok hiicreleri, Notch ve Sonic hedgehog
(SHH) sinyal yolaklarinin aktivasyonu tizerinden bu
direngte rol almaktadirlarl®.

Siklopamin, Veratrum californicum (California
cornlily)’den izole edilen SMO’nun heptahelikal
demetine baglanarak Hedgehog sinyal mekanizmasini
inhibe eden dogal bir alkaloiddir ve glioma hiicre
hatlarinda antiproliferatif etkiye sahiptir. Yapilan son
calismalar, SHH yolaginin siklopamin tarafindan
inhibisyonu sonucu, glioblastoma kék hiicrelerinin
kendilerini yenileyebilme, proliferasyon, nérosfer
olusturma ve timorojenite kapasitelerinin azaldigt
bildirilmistir. Dolayistyla siklopamin preklinik ve
klinik galismalardan elde edilen sonuglarla birlikte,
antitimoér  aktivite gdsteren  kemoterapStik  bir
ilacur!’.  Sonic-hedgehog sinyal yolagi, MSS'nin
embriyonik gelisiminde 6nemli rol oynar. GBM dahil
gogu derecede  beyin  timoétlerinin
patofizyolojisinde  asirt  SHH  ekspresyonu
gozlenmektedir. SHH aracili transdiiksiyon, SHH un
Smoothen (Smo) repressorii olan reseptori Patched
(PTCH) 'ye baglanmasiyla aktive edilir. Smo
aktivasyonu, N-myc, siklin D, PTCH, Glil ve
Gli2nin de dahil oldugu klasik SHH yolagi ile Glil'e
baglt transkripsiyon faktérlerinin up- regtlasyonuna
yol agat. Glil ise TMZ ile tedavide artmis MGMT'nin
artan ifadesi ile iligkilidir. Ayni zamanda SHH,
CD133+ kanser kok hiicrelerinin  kendilerini
yenileyebilme kapasitelerini de diizenlemektedir.
Tum bu bilgiler dahilinde, SHH sinyal yolaginin
inhbisyonu ile glioblastoma tedavisinde TMZ’ye
direncin azaltilabilecegi distnilmektedit®. Yapilan
bir calismada, miR-21 ve miR-20a'nin glioblastoma
dokularinda  sinerjik etkiler gosterdigini ortaya
koymustur. Diistik konsantrasyonlu miR-21 ve miR-
20a  inhibit6tlerinin  kombinasyonunun,  U87
glioblastoma hiicre hattinda apopitozu artirdigs
gosterilmistir.  Bununla  birlikte,  miR20a’nin

ileri
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glioblastomada invazyon siitecine olan etkileri tam
olarak bilinmemektedir!?.

Bu ¢alismada glioblastoma hiicre hattinda siklopamin
ve TMZ tedavisinin ayr1 ayr1 ve kombine tedavisinden
sontra miR-20a ekspresyonu analiz edildi ve
glioblastoma tedavisindeki etkinligi g6sterilmistir.
Calisma sonucunda elde edilen bulgular siklopamin
ve TMZ tedavisi Oncesi ve sonrast glioblastoma
hiicrelerinde miR-20a’nin  olast  etkilerini  ortaya
koymustur. Glioblastoma hticrelerinde miR-20a
ckspresyonunun  belitflenmesi, bu  miRNA’y1
glioblastoma icin yeni bir terapStik hedef ve
biyobelirte¢ haline getirebilir. Elde edilen sonugclar ile
bu alandaki bilgi birikimine ve glioblastoma tedavi
yaklasimlarina katk: saglanmistir.

GEREC VE YONTEM

Aragtirmada U87 MG (ATCC, USA) glioblastoma
hticre hattt kullamlmistir. Calismada ticari hiicre hattt
kullandldigindan etik kurul onayr gerekmemektedir.
U87 MG  hicreleri, siklopamin ve TMZ
tedavilerinden 2 glin 6nce 35 mm'lik kultir kabi
tizerine yerlestirildi. Hiicreler % 370C sicaklik, % 5
CO2ve %95 nem kosullarini saglayan inktibatorde
cogaltildi. Hiicreler %70-80 yogunluga ulastiginda
deneyde kullanildi. Konflue olmus 35 mm’lik
flasktaki hiicreler Tripsin-EDTA ile kaldirldi. 6
kuyucuklu plaklara 3x105 hiicre %10 FBS, 2 mM L-
Glutamine, 100 U/ml penisilin, 100 pg/ml
streptomisin  ve 100 pM TMZ iceren DMEM
ortaminda ekildi. 5 giinlik bir inkiibasyondan sonra,
canlt hiicreler hemasitometre kullamilarak sayildr.
Ayrica htcreler 5 pM siklopamin iceren DMEM
ortaminda % 370C sicaklik, %5 CO2 ve % 95 nem
kogullarini  saglayan inkiibatérde 3 saatlik bir
inkiibasyondan sonra, canlt hiicreler hemasitometre
kullanilarak sayildi. siklopamin (5 pM) ve TMZ (100
uM)’in kombine tedavisinde hiicreler 6ncelikle stirekli
TMZ igeren ortamda 2 gin ve 5 gin inktbe
edildikten sonra sadece 3 saat siklopamin ile inkiibe
edildi. Calisma kapsaminda 7 grup olusturuldu:

Grup 1: Kontrol grubu

Grup 2: Sham grup (Dimetil siilfoksit (DMSO))
Grup 3: 2 Gin TMZ (100 uM)

Grup 4: 5 Gin TMZ (100 pM)
Grup 5: 3 saat siklopamin (5 uM)

Grup 6: 2 Guin TMZ (100 pM) + 3 saat siklopamin
G uM)
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Grup 7: 5 Gin TMZ (100 uM) + 3 saat siklopamin
(6 pM)

Total miRNA izolasyonu ve cDNA sentezi

Tedaviden sonra total miRNA izolasyonu miRNeasy
Mini Kit (Qiagen, Almanya) ile yapildi. Elde edilen
RNA’larin, A280 / A260 oramt (oran> 1.5) ve
konsantrasyonu spektrofotometre ile 6lciildi. Elde
edilen total RNA reverse transkripsiyon kiti (miScript
II RT Kit, Qiagen, Almanya) kullanilarak cDNA
(complementary DNA)’ya donustiraldi.
Gergek zamanh polimeraz zincir
reaksiyonlar1 (QRT-PCR)

Aragtirilan gen ekspresyon duzeyleri real time PCR
yontemiyle Applied Biosystems 7300 (ThermoFisher,
USA) cihazi kullanilarak kuantifiye edildi ve miR-20a
ckspresyon duzeyi belirlendi. Gen ekspresyonunun
normalizasyonu i¢cin SNORD87 (U87) house keeping
geni kullanildi. Real time PCR déngiisi miR-20a igin
optimize edildil3.

Istatistiksel analiz

Calisma verilerinin degerlendirilmesinde GraphPad
Prism 5 (GraphPad Software Inc. USA) programi
kullanildi. Gen ekspresyon miktarlarinin analizi fold
regulation (2 -AACt) yontemine gdre hesaplandi.
Boylelikle ilgili genlerin ekspresyon miktarlarinin kag
kat arttigi/azaldigt belitflendi. Gen ekspresyonunda
istatistiki degerlendirme deney, tedavi ve kontrol
gruplarinin 2-ACt degetlerinin  Student t-test ile
kiyaslanmast ile yapiddi. 0,05’ten kiclik p degerleri
anlamlt kabul edildi.

BULGULAR

Glioblastoma hiicre hattiyla gerceklestirilen hiicre
kultirtne ait géruntiler invert mikroskop ile alindi.
Kontrol grubunun hiicre kiltirine ait mikrograftta
glioma hiicrelerinin  normal fizyolojide oldugu
gozlendi (Sekil 1). Hucre kiltir ortamina DMSO
(dimetilsilfoksit) eklenerek inkiibasyon
gerceklestirilen  sham  grubundan elde edilen
mikrograftta, kontrol grubuna benzer sekilde glioma
htcrelerinin normal fizyolojide ¢ogalma paternine

sahip oldugu izlendi (Sekil 2).

2 giin TMZ tedavisi uygulanan gruptan elde edilen
mikrograftta glioma hiicrelerinin normal fizyolojide
oldugu gézlendi (Sekil 3-a). 5 giin TMZ tedavisi
uygulanan grubun hucre kiltirine ait mikrografta
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normal canli glioma htcreleri izlendi (Sekil 3-b). 3
saat siklopamin tedavisi uygulanan grubun hiicre
kultirinde hicrelerin  normal glioma  hiicre
fizyolojisinde ~ oldugu  fakat hicrelerin  hiicre
topluluklart olugturma egiliminde oldugu dikkati ¢ekti
(Sekil 3- ¢). 2 gtin TMZ + 3 saat siklopamin kombine
tedavisi uygulanan grubun hiicre kultarinde 6la
hiicre sayisinin canlt hiicreye gore arttigt (Sekil 3-d)
dikkati cekerken Ozellikle 5 giin TMZ + 3 saat
siklopamin kombine tedavisi uygulanan grubun hiicre
kiltirinde canli hiicre sayisinda azalma gdézlendi

(Sekil 3-¢).

Vs \ ¥ =1

Sekil 1. Kontrol grubunda baslangic hiicre sayisi
1x104 hiicre/ml olan U87 hiicrelerine ait 2 giinlitk
tek tabakali hiicre kiltiiriiniin invert mikroskop
altindaki goriintiisii (100X).

S AE e e
AL LE /2

Sekil 2. Sham grubunda baglangi¢ hiicre sayisi
1x104 hiicre/ml olan U87 hiicrelerine ait 2 giinlitk
tek tabakali hiicre kiltiriiniin invert mikroskop
altindaki goriintiisii (100X).

Tim  gruplarda miR-20a gen  ekspresyonu
degerlendirildiginde, kontrol ve sham gruplarina gére
2 giin TMZ, 5 giin TMZ, 3 saat siklopamin ve 2 giin
TMZ+3 saat siklopamin kombine tedavi uygulanan
gruplarda miR-20a ekspresyonunun anlamli  bir
sckilde downregille oldugu gérilda  (p<0.001).
Ancak 5 giin TMZ+ 3 saat siklopamin kombine
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tedavinin miR- 20a ekspresyonunun en etkili sekilde
azaltudt dikkati ¢ekti (p<<0.0001) (Sekil 4).

Sekil 3. Tedavi grubunda baglangi¢ hiicre sayis1
1x104 hiicre /ml olan U87 hiicrelerine ait tek tabakal1
hiicre kiltiiriniin  invert mikroskop altindaki
gorintiileri. a-2 giitn TMZ tedavisi uygulanan hiicre
kiltiirii ortam1 b-5 giin TMZ tedavisi uygulanan
hiicre kiiltiirti ortami1 c-3 saat siklopamin tedavisi
uygulanan hiicre kiiltiirii ortam1 d-2 giin TMZ+ 3
saat siklopamin kombine tedavisi uygulanan hiicre
kiiltiirii ortamu e-5 giin TMZ+ 3 saat Cylopamine
kombine tedavisi uygulanan hiicre kiiltiirii ortami1
(100X).

miR-20a

Sekil 4. U87 glioma hiicre hattinda siklopamin ve
TMZ’in ayr1 ayr1 ve kombine uygulanmasinin miR-
20a gen ekspresyonuna etkileri

(**p<0.001, ***p<0.0001).
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TARTISMA

Glioblastoma patogenezi yillardir
arastirilmasina ragmen bu siiregte yer alan molekiler
ginimizde hala tam olarak
Bu mekanizmalarin  ortaya
konulmasi amaciyla literatirde pek ¢ok c¢alisma
yapilmis ve halen de bu c¢alismalar yogun sekilde
surdirilmektedir. Bununla bitlikte bugiine kadar
glioblastomada kesin olarak etkin bir tedavi
protokoli hala tam olarak olusturulamamustir. Son
yillarda hiicrenin RNA biyolojisi igerisinde yer alan
mikroRNA’larin ¢ok sayida fizyolojik ve patolojik
strecte etkin rol aldiklart ortaya konulmus, boylece
actklanamayan pek c¢ok sorunun da cevabi
aydinlatilmistir.  Yapilan calismalarda glioblastoma
patolojisinde de mikroRNA’larin rollerine dikkat
cekilmistir. Arastirmalarda, glioblastomada
miRNA'larin ekspresyonunun dizenledigi molekiiler
mekanizmalarin, hastaligin = seyrinde buyik rol
oynadigt gosterilmistit. miRNA'lar, timor ilerlemesi,
metastaz ve invazyonla ilgili coklu sinyal yolaklarini
hedefleyebildiklerinden, kanser terapisi i¢in hedef
olarak artan bir ilgi gérmiistiir. Tlag direncine iliskin
bircok miRNA kesfedilmis olmakla birlikte ileride
bunlarin biyobelirte¢ olarak belirlenmesi icin ileri
analizlerin  yapilmast gerektigi vurgulanmaktadir.
miRNA'lar tarafindan diizenlenen bu molekiiler
yolaklarin  actklanmasiyla  beraber, glioblastoma
patofizyolojisinde miRNA'larin rollerinin daha net
olarak ortaya ¢tkmasi beklenmektedir. Glioblastoma
hiicre hatlarinda miRNA ekspresyonlarini analiz eden
Chan ve arkadaslari tek bir miRNA tipinin islevsel
Ozelliklerini arastiran ik arastirmacilardir.
Aragtirmactlar, miR-21 inhibisyonunun 6nemli
Olctide artmis apopitoz ile sonuclandigint ve bu
nedenle, miR-21'in bir mikro-onkogen olarak islev
gorebilecegini bildirmislerdir.
literatiirde bu konuyla ilgili calismalarin sayist gittikce
artmakta ve glioblastoma olusumunda miRNA aracilt
mekanizmalar aciklanmaya devam etmektedit®.

uzun

mekanizmalar
actklanamamistir.

Glinumiizde,

Glioblastomada miRNA’larin ekspresyon profilleri
ve fonksiyonu hakkinda mevcut literatirde,
glniimiize kadar 253 miRNA’nin ekspresyonlarinin
artts gosterdigi, 95 miRNA tipinin ekspresyonlarinin
azaldigt ve 17 tip miRNA’min ekspresyonlarinin ise
tartismali oldugu tespit edilmistir. Ekspresyonlart
degiskenlik gosteren bu miRNA'larin %851 heniiz
islevsel olarak karakterize edilememistir. Buna karsin,
baska bir arastirmada, insan astrositik timotlerinde,
miRNA-21 ve miRNA-221 ekspresyonunda artis
gorulirken, miRNA-181b ekspresyonunun azaldig
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gOsterilmistir.  Glioblastomanin  tim  evrelerinde
miRNA-21 ytuksek duzeyde eksprese olurken,
miRNA-221 sadece ileri evredeki malign tiimérlerde
astr1 ekspresyon gostermektedir.

Deneysel in vivo ve in vitro ¢alismalarda, TMZ’in ¢ok
cesitli tiplerine  karst  etkili  oldugu
gosterilmistir. Malign glioma ve malign melanoma
hastalarindaki klinik etkinligi ve yasam kalitesini
artirma  Ozelligiyle bilinmektedir. TMZ, ilerlemis
yumusak doku sarkomasi, non-Hodgkin lenfoma,
prostat  kanseri, pankreas kanseri, ilerlemis
nazofaringeal karsinoma ve beyin metastazlari dahil,
klinik olarak cok cesitli kansetlerde arastirilmistir.
Malign gliomalar genellikle TMZ ile tedavi
edilmektedir fakat timor hiicreleri bu kemoterapiye
karst direng gostermektedir. Timorin
kemoresistansina neden oldugu distnilen bir
popiilasyon olan CD133 + kanser kék hicrelerinin,
Notch ve Sonic hedgehog sinyal yolaklarinin
aktivasyonu iizerinden bu direncte rol aldiklar
dustintlmektedir. siklopamin
proliferasyonu  ve diferansiasyonunu  diizenleyen

timor

ise, hiicre
temel genleri iceren Hedgehog sinyal yolaginin
selektif blokeridir®10. Etkin bir SHH antagonisti olan
siklopamin, Smo reseptoriine baglanir ve SHH
yolagini inhibe eder. Nitekim yapilan bir ¢alismada,
siklopamin tedavisinin SHH yolagini inhibe ederek
glioblastoma timor kék hiicre morfolojisini bozdugu
kok hicrelerinin  sayilarint - azalttig
sonucuna varilmistir. SHH, glioblastoma kanser kék

ve tUmor
hiicrelerinin aktivasyonunda kritik 6neme sahip olup,
SHH sinyal yolaginin inhibisyonu, glioblastoma
timorejenitesini ortadan kaldirirken ayni zamanda
glioblastomali hastalarin radyoterapi ile konkomitant
ve adjuvant Temozolomide’e duyarliligint artirir®14,

MiRNA’larin da glioblastoma hiicrelerinde TMZ ile
desteklenen tedavi siitecinde inhibitor ya da aktivator
rol oynadigr bildirilmistir. Nitekim yapilan bir
calismada  glioblastoma  hicrelerinde ~ TMZ
tedavisinden sonra miR-204 seviyesinin azaldig1 ve
bunun kanser hiicrelerinde azalmaya neden olarak
tedaviyi destekleyici nitelikte oldugu gésterilmistir!>.
Kromozom 13'ten kodlanan, onkojenik ve timor
baskilayict rolleri oldugu bildirilen miR-20a, miR-17-
92 ailesinin bir tyesidir. Yapilan ¢alismalarda, miR-
20a'nin da ¢esitli kanser hiicrelerinin proliferasyon ve
invazyonunda rol oynadig: belirtilmistir!®.

Giintimuze kadar yapilan bir¢ok calismada, miR-20a
ekspresyonlarinin, hepatit C virtsi ile enfekte olmus
bireylerin  serumunda ve uveal melanom,
osteosarkom, noralglioma, farklilasmamis tiroid
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Glioblastoma hiicre hattinda siklopamin ve temozolomid tedavisi

kanseri, servikal, gastrik ve prostat kanserinde
arttginl, meme kanserinde ise azaldigini ortaya
koymustur. miR-20a’nin, osteosarkomda hucre
cogalmasini  hizlandirdigt ve hiicre déngusiinin
ilerlemesini  indikledigi g6sterilmistir. Tim  bu
calismalar miR-20a'nin malignanside terapotik bir
hedef olma potansiyelini ortaya koymaktadir. Chai ve
arkadaglarinin yaptugt bir arastirmada, miR- 20a'nin
BNIP2'yi hedefledigini ve kolorektal adenokarsinoma
hiicre hatlarinda kemoterapotik  dirence  katkida
rapor  edilmigtir!>1617.  Bagka  bir
da  miR-20a’nin = gastrik  timor
hiicrelerinin bilylimesini, gé¢ini ve invazyonunu
uyararak kemoterapo6tik direnci arttirdigt
gostetilmistir.  Bunun  yaninda, miR- 20a'nin,
farkhilasmamus tiroid karsinomasinda yitksek oranda
cksprese edildigi ve tiroid kanserinde antitimér bir
rol oynadigi bulunmustur!®. Diger bir arastirmada ise,
miR-202’nin  TGF-B  sinyalizasyonuyla upregiile
oldugu ve bunun da timér olusumu ile iliskili oldugu
gOsterilmistir's,

bulundugu
arastirmada

Glioblastomali hastalarin, kemoterapiden sonra
yasam kalitelerini iyilestirebilmek ve hayatta kalma
sirelerini  uzatmak adina, timo6r hicrelerinde
migrasyonun engellenmesi, kemoterapétik ilaglara
direncin tstesinden gelinmesi, rekiirrensin 6nlemesi
ve yan etkileri azaltmasi gerekmektedir. Bu ise
yalnizca daha etkili ve gerektiginde kombine tedavi
stratejilerinin ~ gelistirilmesine baglidir. Literatiirde
glioblastoma tedavisinde kullanilan siklopamin ve
TMZ tedavisinden sonra miR-20a ekspresyonunun
arastirildigy bir calisma bulunmamaktadir. Sunulan bu
calismada ilk defa glioblastoma hiicre hattinda (U87)
Siklopamin ve TMZ’nin ayr1 ayri ve kombine olarak
uygulanmasindan sonra miR-20a ekspresyonlar: ile
bu miR tipinin glioblastoma tedavisindeki etkinliginin
ortaya  konulmast  amaclandi.  Calismamizin
sonucunda, 5 glin TMZ+3 saat siklopamin kombine
tedavi grubunda diger tedavi (2 gin TMZ, 5 glin
TMZ, 3 saat siklopamin, 2 gin TMZ+3 saat
siklopamin) gruplarina gore anlamli seviyede azalan
miR-20a seviyesi kombine tedavinin etkinligini ortaya
koymustur. TMZ ile bitlikte uygulanan siklopamin,

glioma hicrelerinde ila¢ etkinligini artirmistir.
Oncelikle  siklopamin ve TMZ’nin  miR-20a
tzerindeki etkisinin  hangi yolaklar {zerinden

gerceklestirdigi gosterilmelidir. Ayrica glioblastomada
miR-20a ekspresyonu in vivo c¢alismalarla da
desteklenerek kanitlanmalidir. Sunulan bu ¢alismada,
glioblastoma hiicre hattinda (U87) siklopamin ve
TMZ kombine tedavisinden sonra miR-20a
ekspresyonunun belirgin olarak azaldigi saptandi.



Sencar ve ark.

MiR-202’nin  glioblastoma igin yeni bir terapotik
hedef ve biyobelirte¢ olarak kullaniabilecegi, ancak
bu konuda daha ileri molekiiler ¢alismalarin yapilmast
gerektigi sonucuna varildi.
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