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1. ÖZET 

GLİOBLASTOMA MULTİFORME BEYİN TÜMÖRÜNÜN ERKEN TANI VE 

TEDAVİSİNE İMKAN SAĞLAYABİLECEK ANTİ-GBM 

OTOANTİKORLARIN ARAŞTIRILMASI 

Glioblastom (GB) son derece invazif karaktere sahip malign bir beyin tümörüdür.  

Glioblastom hastaları ortalama 12-15 ay arası yaşamlarını sürdürebilmektedir. 

Dolayısıyla hastalığa erken tanı konulabilmesi büyük önem arz etmektedir. Çeşitli 

hastalıklarda erken tanıda biyobelirteç olarak otoantikor çalışmaları olumlu sonuçlar 

vermektedir. Fakat hasta serumlarında otoantikor araştırmaları, kanserde bilinen 

proteinlere karşı sürdürülmektedir. Bu doğrultuda, kanser hasta serumlarında yapılan 

bir çalışmada da p53 otoantikorlarına rastlanılmıştır. Ancak, yeni otoantijenlerin 

saptanabileceği otoantikor taramaları rapor edilmemiştir. Bu çalışmada, gliom 

hastalarının tümör dokusunda ve tümör barındırmayan epilepsi (kontrol) olgularında 

otoantikor-otoantijen etkileşimi araştırılmıştır. Serum ile etkileşimine bağlı olarak 

otoantijenin GB’lere özgü bir profil sergilediği tespit edilmiştir. Bu kapsamda, 

proteomiks çalışmaları ile GB’lerde ekspresyon düzeyi yüksek olan proteinler 

belirlenip, immünhistokimya ve western blot yöntemleri ile protein düzeyi 

doğrulanmıştır. En yüksek skorlu proteinlere yönelik immünpresipitasyon ve 

immünfloresan çalışmaları ile yüksek gradlı gliomlarda, solüt taşıyıcı proteinlerden 

SLC3a2’ye karşı otoantikor etkileşiminin varlığı saptanmıştır. Bu çalışma, yüksek 

gradlı gliomlarda diyagnostik ve prognostik öneme sahip SLC3a2 otoantikorlarının 

varlığını, ve SLC3a2 etkileşiminin yüksek gradlı gliom ile düşük gradlı gliom hasta 

serumlarından ayırt edilebilecek şekilde gerçekleştiğini göstermiştir. Ayrıca GB’lerde 

SLC3a2’nin büyük oranda fosforile olduğunu ve serum etkileşiminin özgün bir şekilde 

diğer yüksek gradlı gliomlardan farklılık gösterdiğini ortaya koymuştur. Klinik olarak 

incelendiğinde, GB hastalarında SLC3a2 otoantikor reaktivitesi ile sağ kalım süreleri 

arasında pozitif korelasyon saptanmıştır (p=0.043; R=0.517).  

Anahtar Kelimeler: Glioblastom, gliom, otoantikor, biyobelirteç, SLC3a2 

Bu tez çalışması aynı isimli 216S358 proje nolu TÜBİTAK 3001 projesi kapsamında 

desteklenmiştir. 
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2. ABSTRACT 

Glioblastoma (GB) is a malignant brain tumor with an extremely invasive character. 

The median survival is only 12-15 months for glioblastoma patients. Therefore, early 

diagnosis of the disease is of great importance. The autoantibody studies give 

promising results as a biomarker in early diagnosis of various diseases. However, 

autoantibody studies using patient sera are carried out against proteins already known 

in cancer. On this basis, p53 autoantibodies were found in a study conducted in cancer 

patient sera. To date, investigation of autoantibodies to detect new autoantigens have 

not been reported yet. In this study, the autoantibody-autoantigen interaction was 

investigated both in tumor tissue of glioma patients and in epilepsy (control) cases. It 

has been detected that the autoantigen exhibits a GB specific profile due to its 

interaction with the serum. In this context, proteins with high expression levels in GBs 

were determined by proteomics studies. Additionally, the protein level was confirmed 

by immunohistochemistry and western blot methods. Immunoprecipitation and 

immunofluorescence studies against highly expressed proteins revealed the presence 

of autoantibody interaction against SLC3a2, one of the solute carrier proteins, in high 

grade gliomas. The SLC3a2 interaction in high grade glioma patient sera was 

distinguishable from low grade glioma patient sera. Therefore, this study indicated that 

SLC3a2 autoantibodies have diagnostic and prognostic significance in high grade 

gliomas. It is demonstrated that the SLC3a2 is highly phosphorylated in GBs. 

Furthermore, the serum interaction uniquely differs between GBs and other high grade 

gliomas. In clinical aspect, a positive correlation was found between SLC3a2 

autoantibody reactivity and survival of GB patients (p = 0.043; R = 0.517).  

Key Words: Glioblastom, glioma, autoantibody, biyobelirteç, SLC3a2 

This thesis study was supported within the scope of TÜBİTAK 3001 project with the 

same name, project number 216S358. 
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3. GİRİŞ VE AMAÇ 

Gliomlar, tüm intrakranyal tümörlerin %40 kadarını oluşturan ve en sık görülen 

primer beyin tümörüdür. Histopatolojik olarak gliomlar, Dünya Sağlık Örgütü’nün 

(WHO) sınıflandırmasına göre, düşük grade (WHO I ve II) ve yüksek grade (WHO III 

ve IV) olmak üzere 2 ana gruba ayrılır. Gliomların da %60-70 kadarını astrositomlar 

oluşturur (1,2). Astrositomlar, beynin destek hücrelerinden olan yıldız şeklindeki 

astrositlerden kaynaklanmaktadır ve bu tip tümörler, beyin sapı, omurilik ve beyin gibi 

santral sinir sistemi bölümlerinden herhangi birinde gelişebilmektedir. Astrositomlar, 

düşük dereceli astrositom, anaplastik astrositom ve glioblastom (GB) olarak başlıca 3 

gruba ayrılır (3). Yüksek grade gliomlardan olan malign glioblastom ise tüm beyin 

tümörleri içinde en sık görülen ve seyri en kötü olanıdır. Glioblastom tümörleri, 

genellikle serebral hemisferlerin beyaz maddesinde yerleşirler. Bu tümörlerin büyük 

çoğunluğu hemisferlerde geniş dağılım gösterir ve en sık olarak frontal lob ve oksipital 

lob-parietal lob sınırlarında gözlenirler. Glioblastom, hızlı büyür ve yakınındaki 

dokulara yayılır. Glioblastom teşhisinden sonra hasta ortalama 12 ay kadar yaşamını 

sürdürebilmektedir (4). Dolayısıyla hastalığın erken tanı ve tedavisine yönelik 

çalışmalar büyük önem taşımaktadır.  

Geleneksel olarak gliom tanısı görüntüleme yöntemleri ve histopatolojik 

analizler ile konulabilmektedir. İki yıllık sağkalımı %30’un altında olan gliom 

olgularında biyopsi temelli invazif yöntemlere gerek duyulmadan, hastalığın erken 

dönemlerinde tanıya ulaştırabilecek ve prognoz ile ilgili bilgi verebilecek yöntemlere 

gereksinim duyulmaktadır. Gliomların özellikle hızlı yayılım göstermesi ve beyin 

biyopsisi ile ilgili yan etkiler yeni serum temelli biyobelirteçlerin belirlenmesini 

gündeme getirmiştir. Bu özelliklere sahip bir tanı yönteminin gliom dokusundaki 

aberan proteinlere karşı üretilmiş otoantikorların belirlenmesi yoluyla 

gerçekleştirilmesi mümkündür. Tümörlere özgü antijenlerin kuvvetli bağışıklık 

yanıtına sebep olduğu ve bunun genellikle otoantikor üretimi ile seyrettiği iyi 

bilinmektedir. Tümör ile ilişkili proteinlerin aşırı düzeyde ifade edilmeleri, mutant 

formlu onkojenik proteinler olmaları veya embriyonik kökenli olmaları sebebiyle 

kuvvetli otoimmün yanıta sebep oldukları düşünülmektedir. Günümüzde 

otoantikorlar, sinir sisteminin otoimmün ensefalit, nöromyelitis optika ve multipl 
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skleroz gibi çeşitli otoimmün hastalıklarında tanı ve/veya prognoz belirteci olarak 

yaygın kullanım alanı bulmuş ve rutin kullanıma girmişlerdir. Tümöre özgü 

otoantijenlere karşı gelişen antikorların da benzer şekilde gliom tanısında 

kullanılmaları mümkündür. Farklı yöntemlerle belirlenecek gliom ilişkili tek bir 

otoantikor veya bir antikor paneli ile gliom tanısında ve prognoz tayininde ilerleme 

kaydedilmesi ön görülmektedir (5–11). 

Literatürde otoantikorların, beyin tümörleri ile ilişkisine yönelik, hastalığın 

patolojisiyle ilgili olabilecek ve bilinen antijenlere özgü  tarama yapılmasına karşılık 

serum örnekleri ile tümör dokusunu aynı anda tarayacak nitelikte yeni otoantikorlar ve 

ilişkili antijenlerin/peptitlerin tespitine ve bunların  grade özgünlüğüne yönelik az 

sayıda çalışma bulunmaktadır (12–14). Yakın zaman önce yapılan bir çalışmada, 

tümöre özgü lineer peptidlerin kullanıldığı bir protein mikroarray incelemesi 

aracılığıyla gliom hastalarının serum antikorları taranmış ve gliom tanı özgüllüğü ve 

duyarlılığı %87 ile %100 arasında değişen otoantikorlar tanımlanmıştır (14). Ancak 

bu çalışmada kullanılan yöntem otoantijenlerin konformasyonel yapısını tanıyan 

antikorların tanımlanmasına izin vermemektedir. Konformasyonel hedefleri tanıyan 

antikorların patogenezde ön planda rol oynadığı ve bu sebeple tanı ve prognoz 

belirlenmesinde daha yararlı oldukları bilinmektedir. Bu çalışmada kullandığımız 

immünopresipitasyon ve kütle spektrometri yöntemleri bu tür antikorları daha hassas 

bir şekilde belirlemek üzere tasarlanmış ve geçmişte pek çok tanısal/prognostik değeri 

olan antikorların belirlenmesinde kullanılmıştır (15). 

Bu tez çalışmasında, gliom evrelerine özgü ve glioblastom ayırıcı niteliği 

taşıyan anti-glioblastom otoantikorların tespiti ve bu antikorlara özgü antijen profilinin 

çıkarılarak yeni biyobelirteçlerin varlığının araştırılması amaçlanmıştır.  
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4. GENEL BİLGİLER 

4.1. Gliomlar 

Gliomlar, Merkezi Sinir Sistemi (MSS)’nde çok yaygın olarak gözlenen ve 

glial hücrelere benzerlikleri ile karakterize edilen heterojen yapıda beyin tümörüdür 

(16). Her yıl dünya genelinde yaklaşık 100.000 insana gliom tanısı konmaktadır (17). 

Her ne kadar yeni tanısı konmuş tüm kanser vakalarının %1´ini içerse de gliomlar 

önemli derecede ölümcüldür (18). Dünya Sağlık Örgütü (DSÖ) gliomları I-IV gradlara 

ayırmaktadır. Bu bağlamda, grad I-II gliomlar düşük gradlı, grad III-IV gliomlar ise 

yüksek gradlı gliom olarak adlandırılmaktadır. Gradları açısından incelendiğinde grad 

I-II başlangıç aşaması, grad III malignant ve grad IV malignant olmakla birlikte çok 

agresif olarak düşünülmektedir (19). Düşük grad gliomlar daha çok çocuklarda yüksek 

gradlar ise  yetişkinlerde gözlemlenmektedir (19). Gliomlar yüksek proliferative 

potansiyele sahip infiltratif büyüme davranışı gösterme eğiliminde olmaktadır (19). 

Bu yüksek invazif karakter grad seviyesi ile doğru orantılı olarak artmaktadır. 

Nöbet, ekstremite zayıflığı ve davranış değişikliği şikayeti olan hastalara düşük 

gradlı gliomlar için malignant gliom teşhisi konulabilmesi için 3 aydan 6 aya kadar 

nörolojik muayene yapılmaktadır (20). MRI ile gliom ilişkili beyin lezyonlarının tespit 

edilmektedir. Fakat gliom alttiplemesi yapılabilmesi için biyopsi ya da cerrahi 

rezeksiyon sonucu elde edilen tümör dokusunun moleküler olarak analiz edilmesi 

gerekmektedir.  Bu bağlamda hastalarda P53, ATRX, IDH1/2 mutasyonları, EGFR 

amplifikasyonu, Ki67 pozitifliği ve 1p19q kromozom delesyonlarının varlığı 

incelenmektedir (21). 

Gliomlar ortaya çıkma aşamasında grad IV gliomlara transforme olana kadar 

çok yüksek intratümör heterojenite kazanmaktadır. Bu ise gliom oluşumunun nöral 

kök hücrelerden (NKH) başlaması sebebiyle meydana gelmektedir. NKH’ler glial ya 

da nöron hücrelerine doğru farklılaşma basamağına girdiğinde glial progenitör ve 

nöral progenitörleri oluşturmaktadır. Normal süreçte bu progenitörler ayrı ayrı glial 

hücre ve nöronlara farklılaşmaktadır. Fakat bu hücreler radyasyon, kimyasallar, viral 

enfeksiyon veya genomik instabiliteye (TP53 ve PTEN mutasyonu gibi) maruz 

kaldığında bu hücreler gliom kök hücrelerine (GKH) transforme olmaktadır. GKH 
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geçirdikleri malign transformasyona göre çeşitli gradlardaki gliomlara kadar 

dönüşmektedir. Bu dönüşümde GB hücreleri anaplastik astrositomlardan ya da direkt 

glial kök hücrelerden forme olmaktadır. Oligodendrogliomlardan ise hiçbir şekilde 

malign transformasyon boyunca GB’ ler meydana gelmemektedir. Gliom oluşumunun 

aşamaları Şekil 4.1.1’ de ayrıntılı olarak gösterilmektedir.  

 

Şekil 4.1.1 Nöral kök hücrelerden gliomların oluşumu (19) 

4.1.1. Gliomların sınıflandırılması  

DSÖ 2007’ de  gliomları histopatolojik kriterleri göz önüne alarak evrelere (grad) 

sınıflandırmıştır. Bu sebep ile birkaç morfolojik alt tip doku orjini hakkında genel 

yargıya varılmasını sağlamaktadır. Bu durum klinik çalışmalarda gözlemciye bağlı 

çeşitlilik oluşturmaktadır (22).  Bu belirsizlikle mücadelede biyologların gliomlar 

hakkında moleküler ve kromozomal alt tipler oluşturması ile 2016’ da gradları yeniden 

tanımlamak için gerekli veri toplanmıştır (23–25). Bu bağlamda, DSÖ tümör 

morfolojisini, IDH mutasyonlarını ve 1p/19q kromozomu kodelesyon durumlarını 

entegre ederek gliomlar için yeni sınıflandırma sistemi belirlemiştir. Bu yeni 

sınıflandırma sistemi ile yetişkin difüz gliomlar 5 temel kategoriye ayrılmaktadır (26). 
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1. Glioblastom, IDH yabanıl tip 

2. Glioblastom, IDH mutant tip 

3. Difüz ya da anaplastik astrositom, IDH yabanıl tip 

4. Difüz ya da anaplastik astrositom, IDH mutant tip 

5. Oligodendrogliom ya da anaplastik oligodendrogliom, IDH mutant ve 1p/19q 

kodelesyonlu tip 

Bu 5 gliom alt tip için 1989-2012 yılları arası toplanan verilerden oluşan  Kaplan-

Meier sağ kalım grafiği Şekil 4.1.1.1’ de gösterilmektedir. 

 

Şekil 4.1.1.1 DSÖ 2016 sınıflandırması ve glioma alt tiplerin sağkalım eğrileri (26) 

Bununla birlikte, grad IV gliom sınıflandırması önceleri yalnızca Glioblastom (GB) 

için kullanılınırken DSÖ’ nün 2016 yılındaki yeni sınıflandırması ile bu değişmiş ve 

grad IV olup GB olmayan gliom tanımlaması yapılmıştır (27). DSÖ’ nün eski 

sınıflandırması Şekil 4.1.1.2’ de yeni sınıflandırması ise Şekil 4.1.1.3’ de 

gösterilmektedir.  
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Şekil 4.1.1.2 DSÖ 2007 gliom sınıflandırması (1) 

 

Şekil 4.1.1.3 DSÖ 2016 son sınıflandırması MSS tümörlerinden bazıları (27). Yeni sınıflandırmaya 

göre grad IV gliomlardan GB olan ve olmayan beyin tümörleri kırmızı kutu içerisinde görülmektedir. 

 

4.1.2. Gliomların Tedavisi 

Tüm gliomlar için ana tedavide cerrahi operasyon ile tümör kütlesi 

çıkarılmaktadır. Cerrahi operasyon sırasında tümör dokunun yeterince kazınamaması 

hasta yaşamını olumsuz etkilemektedir (28). Cerrahi operasyon dışında düşük gradlı 

gliomlar için ilave tedavi tümör progresyonunun önüne geçmek için uygulanmaktadır 

(29). Radyoterapi ise tümör ilerlemesinin engellenmesi ve toplam sağkalım üzerine 

ciddi ölçüde olumlu etkileri olmasına rağmen 18 yaş altı çocuklarda 

uygulanmamaktadır. Çünkü bu yaş gurubundaki bireylerde radyoterapinin son dönem 
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negatif etkileri ve sekonder malign eliştirme riski bilinmektedir (30, 31) . Bunun yerine 

bu bireylerde radyoterapi ihtiyacı, düşük grad gliomların progresyonunu geciktirmek 

ya da engellemek için kemoterapi ile karşılanmaktadır (29).  

Glioblastom gliomlardan en malign karaktere sahip olan beyin tümörüdür. GB 

hastaları teşhis konulduktan sonra maalesef ortalama 12-15 ay arası 

yaşayabilmektedir. Düşük gradlı gliomlar ise ortalama 7 yıla kadar yaşamlarını 

sürdürebilmektedir. Glioblastom olmayan yüksek gradlı gliomlar bu düşük grad 

gliomlardan gelişmektedir (32). Gliblastoma  ve diğer yüksek gradlı gliomlar için 

standard terapi, cerrahi operasyonun ardından uygulanan adjuvan kemoterapi ve 

radyoterapi olmaktadır (33). Kemoterapi olarak geleneksel tedavide Temozolomid 

(TMZ) uygulanmaktadır. DNA onarım proteini O6-metilguanin-DNA metil-transferaz 

(MGMT) promotör durumuna göre GB hastalarının bazılarında TMZ bazlı 

kemoterapiye direnç gelişmektedir. Bu vakalarda MGMT promotör metilasyon 

seviyesindeki azalış ya da MGMT protein seviyesindeki artış TMZ’ ye direnç 

gelişmesine sebep olmaktadır (34). 

4.2. Glioblastom (GB) 

Glioblastom merkezi sinir sistemi (MSS) tümörleri arasındaki en ölümcül en 

kötü huylu gliomdur ve tüm difüz gliom tanısı konulan vakaların yaklaşık %70-75´ini 

içermektedir (26). Glioblastom hastalarının ortalama sağ kalım süresi 15 ay olmaktadır 

(35). Glioblastom hastalarının %5’ inden azı 5 yıla kadar yaşamaktadır. DSÖ GB’yi 

grad IV gliom olarak tanımlamaktadır.  En son güncellemelere göre DSÖ bu 

sınıflandırmada histopatolojik, morfolojik özellikleri ve moleküler değişimleri kriter 

almaktadır (36). 

Glioblastom ortaya çıkma kökenine göre primer ve sekonder GB olarak 

adlandırılmaktadır. Primer GB GKH şeklinde adlandırılan kanser kök hücrelerinden 

(KKH) kökenlenerek geliştiği öngörülmektedir. Sekonder GB ise astrositlerde 

mutasyonların birikmesiyle bu hücrelerin malign transformasyona uğraması sonucu 

meydana gelmektedir. Sekonder GB gelişimi düşük gradlardan zamanla ortaya çıktığı 

için uzun yıllar sürebilmektedir. Oysa primer GB de novo yolla gelişim gösterdiği için 
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birkaç ay içerisinde ortaya çıkmaktadır. Primer ve sekonder gelişimi ve malign 

transformasyon boyunca meydana gelen mutasyonlar Şekil 4.2.1’ de görülmektedir.  

Gliom hastalarından elde edilen verilere göre GB’lerin %43´ü frontal 

lobda, %28´i temporal, %25´i parietal ve %3´ü de osipital lobda bulunmaktadır (37). 

Bununla birlikte, GB diğer gliomlar gibi frontal loblara doğru bilateral bulunma 

eğiliminde olmaktadır (38). Yine de sağ hemisferde bulunma sıklığı sol hemisfere göre 

daha fazla görülmektedir (39). 

 

Şekil 4.2.1 Primer ve Sekonder GB' nin gelişimi (40) 

 

Glioblastom hastalarına günümüzde standart tedavi ve cerrahi rezeksiyonun 

ardından radyoterapi ve adjuvant temozolomid tedavisi uygulanmaktadır. Eğer cerrahi 

operasyonla birlikte radyoterapi temozolomid olmadan hastalara uygulanırsa ortalama 

sağkalım süreleri 12.1 ayken temozolomid tedavisi ile 14.6 aya çıkmaktadır (33). 

Glioblastom tümör dokusu uzaklaştırıldıktan sonra her ne kadar bahsedilen tedavi 

yöntemleri kullanılsa da tümör doku çok hızlı bir şekilde nüks etmektedir. 
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Glioblastom çok invazif karaktere sahip ama metastaz yapmayan bir tümör 

olarak kabul edilmektedir. Çok yüksek invazif karakterde olup grad IV olarak 

tanımlanmasına rağmen metastaz yapmaması biriken veriler ışığında 3 sebebe 

bağlanmaktadır (41). 

1. Çok agrasif ve malign karaktere sahip olduğu için hasta sağ kalım süreleri çok 

düşüktür ve tümör olgusu metastaz yapamadan hasta yaşamını yitirmektedir. 

2. Hastanın bağışıklık sistemi tümörün metastaz yapmasını engellemektedir ve 

hasta sağ kalım süresi düşük olduğundan hasta immünitesi GB’ nin metastatik 

kabiliyetine baskın geldiği varsayılmaktadır. 

3. Kan beyin bariyeri GB’ nin metastaz yapmasını engellemektedir. 

 Glioblastoma yönelik gerçekleştirilen ilaç denemelerinin yüksek tümör 

heterojenitesi sebebiyle başarısızlığa uğradığı ve ilaç direncinin geliştiği 

düşünülmektedir. Bu tümör heterojenitesinin oluşmasında 3 model öne sürülmektedir 

(42). Bu modeller Şekil 4.2.2’ de özetlenmektedir. 
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Şekil 4.2.2 Glioblastom tümör heterojenitesinin kökenleri (43). 

Klonal Evrim Modeli 

Kanser hücrelerinin gelişiminin evrimsel süreç olduğu düşünülmektedir. Bu 

süreçte doğal seçilimin bir gereği olarak çevresel şartlara daha çok uyum sağlayan 

hücreler hayatta kalmakta ve tümör büyümesinden sorumlu olmaktadır. Bu bağlamda 

aynı zorlu çevreye uyum sağlayabilmiş hücreler çeşitli mutajenlere maruz kalarak 

birbirinden farklı genomik ekspresyon modeline sahip olmaktadır. Bu kendilerine has 

özellikler taşıyan klonlar prolifere olarak tümör heterojenitesini oluşturmaktadır. 

Bununla birlikte bu klonlar kemoterapi ya da radyoterapi gibi seçici baskılara 

adaptasyon sürecinde çeşitli direnç mekanizmaları geliştirmektedir. Böylelikle GB 

dokusunda çoklu ilaç direnci (muti-drug resistance; MDR) meydana gelmektedir.  
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Kanser Kök Hücresi (KKH) Modeli 

Bu teori , hiyerarşik bir organizasyon ile KKH’ nin alt popülasyonlarından 

tümörün doğduğunu varsaymaktadır. Bu modele göre, sadece KKH’ ler sınırsız 

bölünme kabiliyetiyle heterojen olarak farklılaşan hücrelere sebebiyet vermektedir. Bu 

KKH’ ler zamanla mutasyon kazanmakta ve heterojen KKH popülasyonu 

oluşturmaktadır. Tedavi sırasında dirençli hücreler yaşamaya devam etmektedir. 

Zaman içerisinde bu dirençli soylar çoğalmakta ve böylelikle tedavi sonrası tümör 

dokusundaki nüks ve ilaç direncinden sorumlu olmaktadır.   

 

Mikroçevre ve İnterklonal Kooperatif Modeli 

 Tümör, heterojenite, klonal evrim ya da KKH ile meydana gelse de 

heterojenitenin uzun zaman boyuca sürdürülmesi gerekmektedir. Tümör 

progresyonunun ve heterojenitenin sürdürülmesi için alternatif mekanizma olarak 

interklonal kooperatif modeli öne sürülmektedir. Bu modele göre, onkojenik 

mutasyonlar kazanan hücreler pro-onkojenik tümör mikroçevre fenotipinin 

oluşmasına sebep olmaktadır. Kanser hücre-kanser hücre etkileşimi ile bazı faktörlerin 

üretilmesi yakındaki farklı klonal hücrelere de avantajlar sağlamaktadır. Böylelikle 

popülasyonun tamamının davranışı fenotipik olarak farklı küçük miktar hücrelerden 

yoğun oranda etkilenmektedir. Bu model, metastazın uyarılmasıyla tümörejenik 

olmayan hücrelerin büyüme oranlarının artması üzerine yapılan çalışmalarla 

desteklenmiştir. Bir çalışmada lnk4/Arf null+ yabanıl EGFR eksprese eden 

tümörejenik olmayan astrositler , lnk4/Arf null+ mutant EGFR eksprese eden  

tümörejenik astrositlerle farelere birlikte enjekte edildiğinde tümörejenik olmayan 

astrositlerin büyüme hızının arttığı gözlenmiştir (43). 

4.2.1. Patogenezi 

Glioblastom (GB) patogenezi ile ilgili en önemli mutasyonlardan biri IDH1/2 

mutasyonlarıdır. Öyle ki, DSÖ 2016’ da en son gerçekleştirdiği sınıflandırmada 

GB’leri IDH yabanıl tip ve IDH mutant olarak 2 gruba ayırmaktadır (Şekil 4.1.1.3). 

IDH sitrik asit döngüsünde rol oynayan bir enzimdir veIDH1, IDH2 ve IDH3 olmak 
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üzere 3 formda bulunur. IDH mutasyonları nerdeyse tüm sekonder GB’ lerde 

gözlemlenmektedir (44). Bununla birlikte GB’ lerde PTEN, TP53, ATRX 

mutasyonları ve 10. kromozom kısa ve uzun kollarının kaybı gözlenmektedir. Genel 

olarak diğer kanser çeşitlerinde de gözlemlenen oldukça aktif EGFR sinyal yolağı ve 

artan EGFR düzeyleri GB patogenezi açısından önemli bir diğer durumdur. Fakat, GB’ 

lerde EGFR artışının yanı sıra EGFR mutasyonlarından EGFRVIII mutasyonu da 

gözlemlenmektedir ki bu mutant reseptör GB’ lerde yüksek seviyede eksprese 

olmaktadır. EGFRvIII’ de EGFR geninin 2- 7 ekzonları delesyona uğramaktadır ve bu 

da ekstraselüler bölgesinde bazı kısımların kaybına (turncated) sebep olmaktadır (45) 

. Glioblastomların yaklaşık %50-60’ ı yabanıl tip EGFR ile birlikte EGFRvIII mutant 

varyantını eksprese etmektedir (46) . Glioblastom patogenezinde rol oynayan 

değişimler Şekil 4.2.1.1’ de gösterilmektedir. 

 

Şekil 4.2.1.1 GB patogenezi 

 

4.2.2. Güncel Tedavi Yaklaşımları 

Glioblastomun mevcut tedavi yöntemlerini oluşturan radyoterapi ve 

kemoterapide hedef seçiciliği bulunmamaktadır. Buna ek olarak tümör dokusu 

kemoterapiye direnç göstermektedir. Ayrıca, cerrahi rezeksiyon sonucu çok hızlı bir 

şekilde tümör nüksü veya radyonekroz gözlemlenmektedir. Bu nedenle tümör 

dokusunu spesifik olarak hedefleyebilmek için GB ayırıcılığı bulunan özgün 

biyobelirteçlerin saptanması yönünde çalışmalar yapılmaktadır. 
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Reseptör Hedefleyen Terapötikler 

 Son 20 yıl boyunca reseptör hedefleyen terapiler oldukça gelişmiş 

bulunmaktadır. Bu reseptörlerin ligandları çeşitli öldürücü ajanlarla füzyon edilerek, 

öldürücü ajanların hedef seçici olarak hücreye internalizasyonu hedeflenmektedir.  Bu 

öldürücü moleküller çeşitli protein yapıdaki toksin molekülleri olmaktadır. Toksinler, 

immünotoksin veya sitotoksik konstraktlar olmak üzere hedefli toksinler halinde 

oluşturularak klinik öncesi ve bunu takip eden klinik araştırmalarda yer almaktadır [4]. 

Bu hedefli toksinler ile kanser hücrelerinde yüksek düzeyde ifade edilen veya sadece 

kanser hücrelerinde ifade edilen reseptörlere yönelim sağlanarak, sağlıklı dokuya zarar 

vermeden kanser hücrelerine özgü hücre ölümünü sağlamak amaçlanmaktadır [5-8].  

Terapötik Hücreler 

 Çeşitli hücreler terapötik olarak GB tedavisine yönelik çalışmalarda 

kullanılmaktadır. Bunlardan en heyecan vericilerinden birkaçı CAR-T (Chimeric 

Antigen Receptor-T ) hücresel terapi, kök hücre terapisi ve  kanser hücrelerine karşı 

kanser hücrelerinin kullanılması yaklaşımıdır. Bir çalışmada, CRISPR (Clustered 

Regularly Interspaced Short Palindromic Repeat) ile düzenlenmiş GB hücrelerinin, 

TRAIL salgısıyla hedef GB hücreleri öldürmesi sağlanmıştır (47). Bu çalışma kansere 

karşı kanser hücrelerinin terapötik olarak kullanılabileceğini gösteren gayet heyecan 

verici bir çalışmadır. Terapötik kanser hücreleri, hücresel terapi yaklaşımlarının 

hepsinde görüldüğü gibi intihar genleri ile yüklenmektedir. Tedavi sonrası görevini 

tamamlamış bu hücreler intihar genleri vasıtasıyla apoptoza sürüklenip yok 

edilebilmektedir. Bu sebeple, güvenlik endişelerini ortadan kaldırmaktadır. 

  T hücre reseptörü (THR)  antijenleri  MHCI-II proteinleri vasıtasıyla 

tanımaktadır. CAR-T teknolojisinde THR ucuna kanser spesifik yüzey antijenleri 

yüksek seçicilikle tanıyan ligand ya da antikor fragmanları yerleştirilmektedir. Bu 

sayede MHC bağımlılığı olmadan kanser hücrelerini hedefleyebilmektedir. CAR-T 

terapi solid olmayan tümörler üzerine çok fazla çalışılmış olsa da günümüzde GB 

özgüllüğü billinen IL13Rα2 gibi reseptörleri hedefleyen CAR-T’ ler giderek 

gelişmektedir.  
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 Kök hücrelerin terapötik olarak kullanılması ise daha çok terapötik ajanların 

vasıtasıyla gerçekleşmektedir. Glioblastom açısından incelendiğinde nöral kök 

hücreler ön plana çıkmaktadır. Çünkü nöral kök hücrelerin tümör tropizma özelliği 

daha önce araştırmacılar tarafından saptanmıştır (48). Bu bağlamda çeşitli öldürücü 

ajanlar, toksinler, ligandlar kök hücrelerle hedef noktaları taşınabilmektedir. 

 

İmmünoterapi 

 İmmünoterapide son yıllar birkaç umut verici yaklaşım gelişmiştir. Bunlar 

arasında immün modülatör antikorların kullanılması ile tümör dokunun 

immünsupresif etkisini engelleme çalışmaları bir hayli yol kat etmektedir. Anti-

CTLA-4 ve anti- PDL-1 gibi immün kontrol noktalarını hedefleyen monoklonal 

antikorlar çeşitli kanserlerin tedavisinde kullanılmaktadır. Kanserlerde  gelişen yeni 

antijenlere karşı doğal immüniteden yararlanma fikri aşı çalışmalarının önünü de 

açmaktadır. Kanser vakalarında özellikle MHC’ lerin ekspresyonunun azaldığı ve 

böylelikle kanser hücrelerinin T ve NK hücrelerinden kaçabildiği görülmektedir. 

Ayrıca antijen sunan hücrelerin (ASH) tümör dokusunda kendini kendinden 

olmayandan ayırma özelliklerini kaybederek tümör mikroçevre ilişkili hale 

gelmektedir. Bu sebeple günümüzde dendritik hücre aşıları, tümör antijen aşıları, 

RNA, DNA aşıları gelişmektedir. Bu yaklaşımların hepsi tümör hücrelerinin 

sunmadığı antijenleri bağışıklık sistemine in vivo ya da ex vivo yolla tanıtmayı 

amaçlamaktadır. Bununla birlikte, onkolitik virüsler vasıtasıyla GB tümör doku 

hedeflenebilmektedir. Hücre lizizi ile onkolitik virüslerin salınması immün sistemi 

tümör antijenlerine karşı harekete geçirmektedir. Glioblastom tedavisinde umut verici 

immünoterapötikler Şekil 4.2.2.1’ de gösterilmektedir. 
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Şekil 4.2.2.1 Glioblastom tedavisinde immünoterapiklerin gelişimi (49). 

 

 

4.2.3. Erken teşhis için biyobelirteç çalışmaları 

Kanser hastalarında tümör bileşenlerinin  kan ve omurilik sıvısı gibi vücut 

sıvılarına döküldüğü gözlenmektedir (50). Bu sıvılardaki tümör bileşenlerinin 

belirlenmesi ve analizi biyobelirteç çalışmaları açısından önem arz etmektedir. Bu 

tümör bileşenleri sirküle olan nükleik asitler, ekstraselüler veziküller ve proteinlerdir 

(50). Bir tümörden kan beyin bariyeri boyunca vücut sıvılarına biyomolekülerin geçişi 

Şekil 4.2.3.1’ de görülmektedir. 
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Şekil 4.2.3.1 Bir tümörden vücut sıvılarına biyomoleküler transportasyon (50). 

 

 Sirküle olan nükleik asitler DNA ve RNA fragmentleridir. Yapılan çalışmalar 

sirküle olan DNA’ların apoptik hücre kaynaklı olduğunu göstermektedir (51). Bu 

DNA’lar salındıktan sonra fagositozla yok edilmekte ve dolayısıyla sağlıklı bireylerde 

çok düşük seviyelerde bulunmaktadır (52). Kanserli bireylerde sirküle olan DNA’ ların 

içerisinde tümör DNA (tDNA) fragmanlarının bulunması da beklenmektedir. Fakat 

tDNA sayıları son aşama GB hastalarında artmaktadır (53). Bununla birlikte yarı 

ömürleri 1.5 saatten az olmaktadır. Bir çalışmada yeni GB teşhisi konulmuş 

hastalardan toplanan plazma numunelerinde EGFRvIII DNA fragmanlarına 

rastlanmıştır (54). RNA fragmanları da gliom hastalarının kan ve serumlarında daha 

önce tespit edilmiş olup biyobelirteç olarak kullanılabilecekleri belirtilmektedir 

(55,56). Bu doğrultudaki bir çalışmada, tedavi öncesi ve sonrası GB hasta plazmaları 

analiz edilmiş ve miR-128 ve miR-342-3p’ nin sağlıklı kontrollere kıyas ile azaldığı 

gözlemlenmiştir (57).  

Ekstraselüler veziküller hücreler tarafından salınmakta ve içerisinde RNA 

,DNA ve hücresel proteinler gibi kargoları taşımaktadır (58,59). Bir çalışmada, GB 
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hastalarının tümör doku ve serumlarından izole edilen mikroveziküllerde EGFRvIII 

mutant varyantına rastlanmıştır, fakat sağlıklı kontrollerin mikroveziküllerinde bu 

mutant varyant gözlemlenmemiştir (60). Başka bir çalışmada ise ekstaselüler 

veziküllerin konsantrasyonunun GB hastalarında sağlıklı kontrole ve diğer MSS 

hastalıklarına kıyas ile arttığı gözlemlenmiştir (61). Bu çalışmaya göre farklı zaman 

noktalarında ekstraselüler veziküllerin konsantrasyonunun artışının tümör nüksü ile 

ilişkiliği olduğu saptanmıştır (61).  

4.3. Biyobelirteç olarak otoantikorlar 

Antikor üretimi adaptif immünitenin patojenlere karşı en önemli savunma 

mekanizmalarından biridir. Antikorlar plazma hücreleri olarak adlandırılan 

farklılaşmış B hücreleri tarafından salgılanmaktadır. Her yapıdaki biyomolekülü 

yüksek hedef seçiciliği ile tanıyabilmektedir. B hücreleri antijen reseptör bağımlı 

sinyalleri aldıklarında B lenfoblastlar gelişmeye başlamakta ve immünoglobulin 

‘class-switch recombination (CSR)’ a maruz kalarak antikor salgılayan plazma 

hücrelerine farklılaşmaktadır (62). Antikorlar immünoglobulin G (IgG) ailesinden ve 

4 polipeptidden meydana gelmektedir. Bu 4 polipeptidden ikisi ağır zincir, diğer ikisi 

ise hafif zincir olarak adlandırılmaktadır. Bununla birlikte bir antikor sabit (constant 

region) ve değişebilen (variable region) olmak üzere 2 bölgeye sahip bulunmaktadır. 

Değişebilen bölge antijene bağlanan kısımları içermektedir. Antijene bağlanan 

kısımlar hedef antijendeki epitop denen spesifik bölgeleri tanımaktadır. Hedef antijen 

nükleik asit, protein ya da oligosakkarit yapıda olabilmektedir. Bir antikorun 

moleküler ve kristal yapısı Şekil 4.3.1’ de görülmektedir. 

 

Şekil 4.3.1 IgG antikorları 
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Kanser hücreleri immünolojik yanıtları uyararak tümör ilişkili otoantikorların 

üretimine neden olmaktadır (63). Çünkü tümör hücrelerinde anormal olarak 

sentezlenen biyomoleküller adaptif immünitenin bunları neoantijen olarak tanımasına 

neden olmaktadır (63). Otoantikorlar bir çok malignant tümörde hastalığın erken ya da 

son dönemlerinde belirlenmiştir ve prognostik ya da diyagnostik ilişkiye sahip 

oldukları düşünülmektedir (9). Serum otoantikorlarının ölçülmesinin meme kanseri 

(64), akciğer kanseri (65), gastrik kanser (66), prostat kanseri (67), kolerektal kanserde 

(68) klinik faydaları olabileceği düşünülmektedir. Otoantikorlar klinik semptomlar 

ortaya çıkmadan 5 yıl öncesine kadar ölçülebilmektedir (69). Akciğer kanseri üzerine 

yapılan bir çalışmada otoantikorların erken dönem kanser tanımlamasında 

kullanılabileceği öngörülmektedir (65). 

4.3.1. Glioblastom ilişkili otoantikor çalışmaları 

Glioblastomlarda hastalığın tanısı ya da prognozu ile ilişkili olarak sirküle olan 

otoantikorların tespitine yönelik literatürde az sayıda çalışma bulunmaktadır. Anti-GB 

otoantikorları ve onların hedeflediği GB antijenleri erken tanı ve tedavi için umut 

verici fırsatlar doğurmaktadır. Glioblastom dahil gliom alt tipleri birbirinden 

kökenlenebildiği için bu konuda yapılan çalışmalar genelde diğer gliomlar ile 

kıyaslamalı yürütülmektedir.  Elde edilen sonuçlar ise hastalığın patolojisine göre 

değişim göstermektedir. Nitekim, otoantikor-otoantijen saptanmasına yönelik gliom 

serum ve dokularında yapılan bir çalışmada filamin C (FLCN)’ nin yeni gliom antijeni 

olduğu ve anti-FLCN otoantikorun yüksek grad gliomlara kıyas ile düşük grad 

gliomlarda yükseldiği tespit edilmiştir (12). Bu sebeple serum anti-FLCN otoantikoru 

düşük grad gliomların erken dönem diyagnozu için serum biyobelirteci olarak 

tanımlanmaktadır (12).  

Serum otoantikorların tespitine yönelik en büyük zorluklardan biri serumdaki 

az otoantikor miktarı olmaktadır. Kanser vakalarında gözlemlenen mutasyonlar 

sonucu ortaya çıkan çok sayıda neoantijene karşı plazma hücrelerinin antikor üretimi 

sınırlı sayıda olabilmektedir. Bu sebeple bazı araştırmacılar GB patolojisinde önemli 

role sahip ve terapötik olarak hedeflenebilir spesifik proteinlere yönelik otoantikor 

gelişimi mevcut mu diye tarama alanlarını daraltma yolunu seçmektedir. Bu 

doğrultudaki bir çalışmada, araştırmacılar membran bağlı olarak bulunan GB 
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antijenlerine yönelik otoantikor taramaları gerçekleştirmişlerdir. Araştırmalarının 

sonucunda VEGFR2’ ye yönelik otoantikorlar gliom hasta serumlarında belirlenmiştir 

(70). 

Bir spesifik antijene karşı serumda birden fazla otoantikor gelişebilmektedir. 

Farklı otoantikorlar farklı epitopları tanımaktadır ve birbirinden farklı soylardan 

gelmektedir. Bu aynı antijeni tanıyan otoantikorların üretilmeye başlandığı evre ve GB 

diyagnozu ve/veya prognozu açısından oynadığı roller birbirinden farklı 

olabilmektedir. Bir çalışma da bu olasılıkları göz önünde bulundurularak GB 

spesifitesi bilinen otoantijenlerden peptid arrayleri geliştirmiştir. Geliştirdikleri bu 

peptid arraylerle aynı antijen için gelişip farklı epitopları tanıyan otoantikorlar için 

tarama gerçekleştirmişlerdir. Çalışmanın bulgularına göre , anti-TNC 

‘VCEDGFTGPDCAE’ otoantikorların IDH1 yabanıl tip GB hasta serumlarında arttığı 

saptanmıştır (71). Bu çalışmanın sonuçları IDH1 yabanıl tip GB tiplerinde artan sağ 

kalım oranları ile ilişkili biyobelirteçleri daha iyi anlamamızı sağlamaktadır. 

4.4. Solüt Taşıyıcı Proteinler 

Her hücre membranında gömülü bulunan özelleşmiş protein bazlı kanallar 

vasıtasıyla çevresi ile molekül alış verişinde bulunmaktadır (72). Hücre membranı 

seçici geçirgen bir yapıdadır ve patojenik ataklara karşı bariyer görevi görmektedir 

(73). Bu kanal ve transport proteinleri su, besin, transmitterler gibi temel tüm 

molekülleri import (hücre içine taşımakta) ve export (hücre dışına ihraç etmekte) 

etmektedir (74).  

Transport proteinleri SLC’ler (solute carrier), ATP ile çalışan pompalar, iyon 

kanalları, su kanalları, ABC transport proteinleri ve benzeri proteinlerini 

kapsamaktadır (72). Bunlar arasından SLC’ler GPCR (G-protein coupled 

receptor)’lerden sonra en büyük ve en çeşitli grubu oluşturmaktadır (75). SLC’ ler 

hücre membranı dışında organel membranlarında da bulunmaktadır ve moleküllerin 

transportuna olanak sağlamaktadır (76). Sekans homolojilere dikkate alındığında 

SLC’ler 4 aileye ayrılmaktadır (77). 

a. Major Facilitator Suferfamily SCL’lar (16 alt SLC ailesi) 
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b. Aminoacid/Polyamine/Organo Cation (APC) Superfamily (11 alt SLC 

ailesi) 

c. Drug/Metabolite/ Transporter Superfamily (2 alt SLC ailesi) 

d. Cation:Proton Antiporter/Anion Transporter (CPA/AT) Superfamily (2 

SLC ailesi) 

Hücresel metabolizma moleküllerin içeri ve dışarı transportuna bağlı 

bulunmaktadır. Bu nedenle, SLC’ ler yüksek oranda çalışan kanser 

metabolizması için önemli roller üstlenmektedir. Bu doğrultuda bazı SLC’ ler 

kanser hücrelerinde aşırı eksprese edilmektedir (76). Kanser hücrelerinde 

onkogenik malign transformasyonu düzenleyen SLC’ ler Şekil 4.4.1’ de 

gösterilmektedir. SLC1A5, SLC7A5, SLC6A14 ve SLC7A11 bazı kanser 

hücrelerinde aşırı ekspresse edilmektedir ve bu SLC’ler kanser hücrelerinin 

artan proliferasyonu ile onkometabolizma üzerinden ilişkili bulunmaktadır 

(78–80). Bu SLC’ lerin detaylı görevleri Şekil 4.4.1 ve 4.4.2’ de 

gösterilmektedir.  

 

Şekil 4.4.1 Solüt taşıyıcı proteinler ve kanser malign transformasyon arasındaki bağlantı (72) 
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Şekil 4.4.2 Onkometabolizmada solüt taşıyıcı proteinlerin rolleri (72). 

 

 SLC’ lerin hücre yüzeyinde bulunması kanser terapisi açısından onları önemli 

hedefler kılmaktadır. Çünkü bu SLC’ ler hücre yüzeyinde eksprese olduklarından 

hücresel sitotoksititeye neden olmadan kolayca hücre dışından hedeflenebilir ve 

hedefleyici moleküller hücresel bariyerleri aşmak zorunda kalmamaktadır. Bununla 

birlikte kanser spesifikliği saptanmış SLC’ ler hücresel terapi yaklaşımlarında tümör 

spesifikliği kazanmak için kullanılabilir görünmektedir. 

4.4.1. Solüt Taşıyıcı Protein 3A2 ( SLC3a2) 

Amino asitler enerji kaynağı, metabolitlerin prekürsörleri, sinyal molekülleri 

ve proteinlerin yapı taşları olarak hücre içinde görevli önemli moleküllerdir (81). Bu 

nedenle hücre için temel amino asitlerin transportu hücrenin yaşamı açısından önem 

arz etmektedir. Amino asit transportuna amino asit transporterleri olarak adlandırılan 

membrana gömülü çeşitli SLC aileleri hizmet etmektedir. Bu proteinler hücre 

membranında birbirine disülfit köprüleri vasıtasıyla bağlanmış ağır ve hafif zincirden 

oluşan heterodimerik yapılar olarak bulunmaktadır (81). Ağır zincir SLC3 ailesine ait 

iken hafif zincir SLC7 ailesine ait bulunmaktadır (81). SLC3 ailesi 2 glikoproteinden 

(SLC3a1 ve SLC3a2 ) ve SLC7 ailesinin 15 amino asit taşıyıcısından oluşmaktadır 

(81). 
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Solüt Taşıyıcı Protein 3A2 (SLC3a2; 4F2; CD98), SLC3a2 geni tarafından 

kodlanmaktadır ve 4F2 cell-surface antigen heavy chain (4F2hc) olarak da 

bilinmektedir  (82). Bu genin memeli hücrelerinde poliamin (PA) transportundan  

sorumlu olduğu gösterilmiştir (83). SLC3a2 transprot görevini SLC7a5  (LAT1)  ile 

kompleks oluşturarak gerçekleştirmektedir. LAT1’ in yaygın tümör hücresinde fazla 

eksprese olduğu ve potansiyel antikanser ilaç hedefi olduğu saptanmıştır (84–86). 

SLC3a2 bu heterodimerik komplekste LAT1’ ın stabilizasyonundan ve onun 

membrana doğru bir şekilde lokalize olmasında sorumlu bulunmaktadır (85). Son 

yıllarda yapılan bir çalışmada SLC3a2’ nin LAT1 ile oluşturduğu kompleks için temel 

olduğu gösterilmiştir (87). 

Literatürde SLC3a2’ nin gliomlardaki rolüne dair yeterli çalışmaya 

rastlanılmamaktadır. Mevcut çalışmaların birinde, SLC3a2/LAT1 ekspresyonunun 

gliomların proliferasyonu vc malignant fenotipleri ile çok yakından ilişkili olduğu 

tespit edilmiştir (88). Ayrıca bu çalışmaya göre SLC3a2 gliom gradları ile korelasyon 

göstermemektedir (88). Bununla birlikte son 10 yılda SLC3a2’ nin kanser hücrelerinin 

kemodirencini kırmada bir hedef olduğu gösterilmekle beraber tip II renal kanser için 

de bir biyobelirteç olduğu saptanmıştır (89). 
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5. YÖNTEM VE GEREÇLER 

Bu çalışmada hasta tümör dokuları ve serumları kullanılarak yapılan analizlerle 

GB hastalarının moleküler patolojisi ile ilişkili olabilecek otoantikorlar varlığının 

keşfedilmesi amaçlanmıştır. Bu amaçla kontrol, non-GB ve GB olmak üzere 3 deney 

grubu oluşturulmuştur. Hasta doku ve serumları kullanılarak Western Blot (WB) 

çalışmaları gerçekleştirilerek bu 3 grup arasında oluşan farklılıklar gözlemlenmiştir. 

Ayırt edici farklılıkların belirlenmesi ile doku numuneleri kütle spektrometrisinde 

analiz edilmiştir. Kütle spektrometrisi sonucu yüksek ekspresyon gösteren proteinler 

WB ve immünohistokimya çalışmaları ile doğrulanmıştır. Kütle spektrometrisinde  

anlamlılık gösteren adaylara karşı immünopresiptasyon çalışmaları ile otoantikor 

gelişip gelişmediği analiz edilmiştir. İmmünopresipitasyon sonuçları immünfloresan 

çalışmaları ile desteklenmiştir. Çalışma sonucu tespit edilen otoantikorların 

modifikasyon statüleri incelenmiştir. Daha sonra otoantikor reaktivite pozitif ve 

negatif olmak üzere 2 grup oluşturulmuştur. Bu 2 grup için sağkalım analizleri 

gerçekleştirilmiştir. Çalışmanın basamakları Şekil 5.1’ de ifade edilmektedir. 

 

Şekil 5.1 Yöntem Akış Şeması 

5.1. Malzemeler 

Çalışmamızda kullanılan sarf maddeleri marka ve katalog numaraları ile birlikte tablo 

5.1.1.’ de gösterilmektedir. 
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Tablo 5.5.1 Kullanılan sarf malzemeleri 

Sarf Malzemeler Firma Adı Katalog Numarası 

Akrilamid/BisAkrilamid Ambion AM9022 

APS Sigma A3678 

TEMED Biofroxx 8027ML100 

Trizmabase Sigma T1503-500G 

HCl Merck 109057 

NaOH Merck 106462 

4X Laemli Yükleme 

Tamponu 

BIO-RAD 1610747 

Protein Belirteci BIO-RAD 1610374 

Glisin Sigma G8898 

NaCl Sigma S9888 

MetOH Merck 100837 

SDS Sigma L3771 

RIPA Thermo 89900 

Proteaz/Fosfataz İnhibitörü Roche 11836153001 

10 µl pipet ucu Gilson F161631 

200 µl pipet ucu Gilson F161931 

1000 µl pipet ucu Gilson F161670 

15 ml falkon Nest NST-601051 

50 ml falkon Nest NST-602002 

PVDF membran GVS 1214429 

FilterPaper BIO-RAD 1703932 

ECL BIO-RAD 1705061 

A/G Sefaroz boncuklar GE Healthcare 17-0618-01 

PBS PanBiotech P04-36500 

Beta merkaptoetanol BIO-RAD 1610710 

ComassiveBrillant Blue Merck 115444 

Aseton Merck 100014 

Yağsız Süt Tozu AppliChem A0830,0500 

BSA Bioshop ALB001.100 

Tween20 Sigma P9416 

Anti-SLC3a2 Rabbit Sigma HPA017980 

Anti-Rabbit CST 7074S 

Anti-B-actin Mouse Abbkine A01010 

Anti Mouse GenDEPOT W3903 

a-tubulin CST 2144S 

Anti-Human HRP Konjuge BIO-RAD 172-1050 

 

5.2. Cihazlar 

Çalışmalarda kullanılan cihazlar: Tersfaz Işık Mikroskobu (Zeiss, ABD); 

Soğutmalı Santrifüj (ThermoScientific, ABD); Su Banyosu (Nüve, Türkiye); 
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Nanofotometre (Implen, Almanya); Western Blot Tankı (Invitrogen, ABD); Güç 

Kaynağı (Biorad, ABD); Transblot Turbo Transfer Sistemi (Biorad, ABD); Membran 

Görüntüleme Cihazı (BioRad, ABD); Vorteks (Stuart, İngiltere); Saf Su Cihazı 

(ELGA, İngiltere); Ultrasaf Su Cihazı (ELGA, İngiltere); Derin Dondurucu (-20°C, 

Siemens, Almanya); Derin Dondurucu (-80°C, Aucma, Çin); Isıtıcılı blok (Techne, 

İngiltere); Çalkalayıcı (Stuart, İngiltere), Konfolal Mikroskobu (Zeiss, Almanya). 

5.3. Tampon Çözeltiler 

Tablo 5.3.1 Ayrıştırma tamponu 

Stakleme Tamponu 4X (100 ml) 

Trizma base 6.05 gr 

SDS 0.4 gr 

dH2O 100 ml’ e tamamlanır 

HCl PH 6.8’ e ayarlamak için 

 

Tablo 5.3.2 Depolama tamponu 

AyrıştırmaTamponu 8X (100 ml) 

Trizma base 36.3 gr 

SDS 0.8 gr 

dH2O 10 µl 

HCl PH 8.8’ e ayarlamak için 

 

Tablo 5.3.3 Koşturma tamponu 

Koşturma Tamponu 10X (1000 ml) 

Trizma base 30.3 gr 

Glisin 144 gr 

SDS 10 gr 

dH2O 1 lt’ ye tamamlanır 

 

 

Tablo 1.3.4 Transfer tamponu 

Transfer Tamponu 10X (1000 ml) 

Trizma base 30.3 gr 

Glisin 144 gr 

dH2O 1 lt’ ye tamamlanır 
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Transfer Tamponu 1X (1000 ml) 

Transfer tamponu (10X) 100 ml 

Metanol 200 ml 

dH2O 700 ml 

 

Tablo 5.3.5 TBST hazırlanışı 

TBST 10X (1000 ml) 

Trizma base 24 gr 

NaCl 88 gr 

Tween 20 10 ml 

HCl PH 7.6’ ya ayarlamak için 

dH2O 1lt’ ye tamamlanır 

 

Tablo 5.3.6 Strip tamponu 

Strip Tamponu  (1000 ml) 

Glisin 0.2 M 

Tween 20 %0.1 

HCl PH 2.5’ a ayarlamak için 

 

Tablo 5.3.7 1X PBS hazırlanışı 

PBS 1X (1000 ml) PH:7.4 

NaCl 8 gr 

KCl 200 mg 

Na2HPO4 1.44 gr 

KH2PO4 245 mg 

HCl PH 7.4’ e ayarlamak için 

dH2O 1 lt’ ye tamamlanır 

 

Tablo 5.3.8 1X PBST hazırlanışı 

PBST 1X (1000 ml) 

NaCl 8 gr 

KCl 200 mg 

Na2HPO4 1.44 gr 

KH2PO4 245 mg 

Tween 20 % 0.1 

HCl PH 7.4’ e ayarlamak için 

dH2O 1 lt’ ye tamamlanır 
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Tablo 5.3.9 Sodyum azidli PBS hazırlanışı 

Sodyum Azitli PBS (1000 ml) 

NaCl 8 gr 

KCl 200 mg 

Na2HPO4 1.44 gr 

KH2PO4 245 mg 

HCl PH 7.4’ e ayarlamak için 

Sodyum azit 2 gr 

dH2O 1 lt’ ye tamamlanır 

 

Tablo 5.3.10 Bloklama tamponu hazırlanışı 

Bloklama Tamponu (100 ml) 

BSA 5 gr 

TBST 100 ml’ e tamamlanır. 

 

5.4. Olguların toplanması 

Bu tez çalışmasında kullanılan tüm hasta dokuları ve serumları (n=20 (GB), 

n=10 (grad III-IV gliom), n= 10 (grad I-II gliom), n=5 (epilepsi)) İstanbul Üniversitesi 

İstanbul Tıp Fakültesi Beyin ve Sinir Cerrahisi Ana Bilim Dalı, İstanbul Üniversitesi 

Tıbbi Patoloji Laboratuvarı ve İstanbul Üniversitesi Aziz Sancar Deneysel Tıp 

Araştırma Merkezi işibirliği vasıtasıyla toplanmış ve tanımlaması yapılmıştır. Hasta 

örnekleri ile çalışıldığı için İstanbul Medipol Üniversitesi Etik Kurulu’ ndan 

26.05.2016 tarihli ve 10840098-604.01.01-E.6985 sayılı etik onayı alınmıştır.  

Anamnez, fizik muayene ve gerektiğinde laboratuvar bulgularına dayanarak beyin 

tümörü dışında kronik nörolojik veya sistemik hastalığı olanlar, son 3 ay içinde 

immunsüpresan tedavi alanlar, 18-65 yaş aralığında olmayanlar çalışmaya dahil 

edilmemiştir. Çalışmamızda doku ve serumları kullanılan hastalara ait bilgiler tablo 

5.4.1’ de gösterilmektedir. 
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Tablo 5.4.1 Hasta bilgileri 

No Tümör DSÖ Grad Yaş Cinsiyet 

1 Glioblastom IV 64 Erkek 

2 Glioblastom IV 39 Erkek 

3 Glioblastom IV 59 Erkek 

4 Glioblastom IV 37 Erkek 

5 Glioblastom IV 54 Erkek 

6 Glioblastom IV 65 Erkek 

7 Glioblastom IV 60 Kadın 

8 Glioblastom IV 61 Erkek 

9 Glioblastom IV 65 Erkek 

10 Glioblastom IV 63 Erkek 

11 Glioblastom IV 53 Erkek 

12 Glioblastom IV 63 Kadın  

13 Glioblastom IV 55 Erkek 

14 Glioblastom IV 43 Erkek 

15 Glioblastom IV 46 Erkek 

16 Glioblastom IV 60 Kadın 

17 Glioblastom IV 48 Kadın 

18 Glioblastom IV 55 Erkek 

19 Glioblastom IV 47 Erkek 

20 Glioblastom IV 56 Erkek 

21 Glioblastom IV 61 Erkek 

22 Glioblastom IV 51 Erkek 

23 Glioblastom IV 53 Kadın 

24 Oligodendrogliom II 35 Kadın 

25 Difüz Glial Tümör II 44 Erkek 

26 Oligodendrogliom II 44 Erkek 

27 Difüz Glial Tümör II 37 Erkek 

28 Oligodendrogliom II 50 Kadın 

29 Oligodendrogliom II 60 Erkek 
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30 Düşük Dereceli Difüz Gliom II 31  Erkek 

31 Pilositik Astrositom I 18  Erkek 

32 Difüz Astrositom II 41  Erkek 

33 Oligodendrogliom II 37 Erkek 

34 Oligodendrogliom III 59 Kadın 

35 Anaplastik Oligodendrogliom III 39 Erkek 

36 Astrositom III 37  Kadın 

37 Anaplastik Oligodendrogliom III 37 Kadın 

38 Difüz Astrositom III 41 Erkek 

39 Difüz Glial Tümör III 40 Kadın 

40 Anaplastik Oligodendrogliom III 51 Erkek 

41 Yüksek Grad Glial Tümör III-IV 60 Kadın 

42 Glial Tümör IV 61 Erkek 

43 Yüksek Grad Gliai Tümör III 36  Erkek 

44 Epilepsi (Tümör barındırmayan) - 20 Kadın 

45 Epilepsi (Tümör barındırmayan) - 32 Erkek 

46 Epilepsi (Tümör barındırmayan) - 18 Erkek 

47 Epilepsi (Tümör barındırmayan) - 18 Kadın 

48 Epilepsi (Tümör barındırmayan) - 22 Kadın 

 

5.5. Serum örneklerinden IgG İzolasyonu 

Serumlardan IgG izolasyonu sırasında aşağıdaki aşamalar takip edilmiştir. 

1. 500 µl A/G sefaroz boncuklar 5 dk boyunca 1 ml PBS ile inkübe edilmiştir. 

2. Kolondan PBS akıtılıp sadece A/G sefaroz boncukların toplanması 

sağlanmıştır. 

3. Kolona 1 ml hasta serumu ilave edilmiştir. 

4. Serum ve A/G sefaroz boncuk karışımı çalkalayıcıda düşük RPM’ de 1 saat +4 

C’ de inkübe edilmiştir. 

5. İnkübasyon sonrası kolondan serum akıtılmış, A/G sefaroz boncuklar 3 kez 

PBS ile yıkanmıştır. 
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6. A/G sefaroz boncuklardan Na-Nitrat Tamponu geçirilip ependorf tüplere 

toplanmıştır. 

7. Tüplere 50 µl Tris-HCl PH:8.8 eklenerek PH’ın 7-7.5 arasına gelmesi 

sağlanmıştır. 

Burada tüplerde IgG’lerin bulunması beklenmektedir. 

5.6. Dokulardan Protein İzolasyonu 

Hastalardan toplanmış beyin dokularından total protein izolasyonu sırasında 

aşağıdaki aşamalar takip edilmiştir. 

1. Dokular 50-100 mg olacak şekilde hassas terazide tartılır. 

2. Doku ağırlığının 3 katı hacimde RIPA/PIC tamponu dokulara eklenir. 

3. İzolasyon çubukları vasıtasıyla dokular buz üzerinde ezilerek parçalanır. 

4. Parçalanan dokular buz üzerinde 30 dkinkübe edilir. 

5. 10.000 g’ de 10 dk santrifüj edilir. 

Supernatan toplanır. 

5.7. SDS PAGE Analizi 

Çalışmada %10 poliakrilamid jel kullanılmıştır. Serumdan izole edilen IgG’ler 

izolasyonun başarısını ve saflığını kontrol etmek amacı ile 10 ar µl olarak kuyulara 

yüklenmiştir. Yürümenin takibi protein belirteci vasıtasıyla gerçekleştirilmiştir. 

Örnekler 70 V 15 dk, 140 V 1 saat boyunca yürütülmüştür. Yürüme bittikten sonra jel 

kasetlerden çıkartılıp dH2O ile 1 kez yıkandıktan sonra Comassive Brillant Blue 

(CBB) ile 5 dk boyanmıştır. Boyanma işleminin ardından 30 dk boya çıkartıcı çözelti 

ile çalkalayıcıda düşük RPM’ de inkübe edilmiştir. Protein bandları görünür olduktan 

sonra boya çıkartı çözelti dökülüp jel dH2O’ da saklanmıştır. 

5.8. Western Blot (WB) 

Çalışmamızda otoantikor-otoantijen etkileşimlerini göstermek üzere WB 

deneylerinden yararlanılmıştır. Sırasıyla aşağıdaki basamaklar izlenmiştir.  
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5.8.1. Örneklerin Yüklemeye Hazırlanması 

Doku lizatları final konstantrasyonları 2 mg/ml olacak şekilde 4x Laemli 

Tamponu ve dH2O ile seyreltilmiştir. İşlemin ardından 100 C’ de 5 dk boyunca 

ısıtıcıda inkübe edilip proteinlerin linear forma dönmeleri sağlanmıştır. 

5.8.2. Poliakrilamid Jellerin Hazırlanması 

WB analizlerinde kullanılan poliakrilamid jeller 2 kısımdan oluşmaktadır. Üst kısım 

proteinlerin aynı zamanda koşmaya başlaması için gerekli yoğunluğu daha düşük olan 

jelden oluşmaktadır. Alt kısım ise proteinlerin ağırlıklarına göre ayrıldığı alt jele göre 

daha yüksek yoğunluktaki jelden oluşmaktadır. Jellerin hazırlanması için gerekli 

materyalller tablo 5.8.2.1. ve 5.8.2.2.’ de gösterilmektedir.  

Tablo 5.8.2.1 Üst jelin hazırlanışı 

Üst Jelin Hazırlanması (%4)- 2ml 

%40 Akr-BisAkrilamid 200 µl 

Stakleme Tamponu (4x) 500 µl 

APS 10 µl 

Temed 5 µl 

dH2O 1285 µl 

 

Tablo 5.8.2.2 Alt jelin hazırlanışı 

Alt Jelin Hazırlanması (%10)-5 ml 

%40 Akr-BisAkrilamid 1.25 µl 

Ayrıştırma Tamponu (4x) 1.25 µl 

APS 30 µl 

Temed 6 µl 

dH2O 2464 µl 

 

5.8.3. Örneklerin Yüklenmesi ve PVDF membrana Transferi 

Örnekler 20-60 µg olarak kuyulara yüklenmiştir. Protein belirteci 4 µl yüklenmiştir. 

Yüklemenin ardından 70 V 15  dk örnekler koşturulduktan sonra, 120 V 1.5 saat 

koşturulmaya devam edilmiştir. Yüklemenin tamamlanmasının ardından jel dH2O ile 

yıkanıp 1X trasnfer tamponunda PVDF membran ve filtre kağıtları ile 5 dk inkübe 

edilmiştir. İnkübasyonun ardından sırasıyla 2 filtre kağıdı, PVDF membran, jel, 1 filtre 

kağıdı olmak üzere sandviç oluşturulup transfer tankına yerleştirilmiştir. Blotlama yarı 
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ıslak sistemde (semi-dry) gerçekleştirilmiştir. Transfer aşaması bittikten sonra 

proteinlerin geçtiği membran 1x TBST de 10 sn çalkalanıp bloklama tamponuna 

alınmıştır. 

5.8.4. Primer ve Sekonder Antikor Muamelesi 

Bloklama işlemi %5 yağsıt süt tozu veya BSA ile 1 saat oda sıcaklığında 25 

rpm’ de gerçekleştirilmiştir. İnsan serumları 1:200, ß-aktin 1:5000, a-tubulin 1:5000, 

SLC3a2 0.8:1000 dilüsyonları ile +4 de 25 rpm’ de gece boyu inkübe edilmiştir. 

Primer antikorların kullanımından sonra 3x5 dk 1x TBST ile membranlar yıkanmıştır. 

Keçi-anti-insan 1:5000, keçi-anti-tavşan 1:2000, keçi-anti-fare 1:2000 dülüsyonlarına 

sahip sekonder antikorlarla 1 saat oda sıcaklığında 25 rpm’ de membranlar inkübe 

edilmiştir. İnkübasyonun ardından membranlar 3x5 dk 1x TBST ile yıkanıp 

görüntülemeye hazır hale getirilmiştir. 

5.8.5. Görüntüleme 

Görüntüleme için ECL solüsyonu kullanılmıştır. Üretici firmanın tavsiye ettiği 

şekilde solüsyonlar 1:1 karıştırılıp membran bu karışımla 5 dk karanlıkta inkübe 

edildikten sonra BIO-RAD Chemidoc cihazında görüntü alınmıştır. 

5.9. Kütle Spektrometrisi 

Bu tez çalışmasında kütle spektrometrisi analizleri İstanbul Koç Üniversitesi 

Proteomiks Laboratuvarları bünyesinde hizmet alımı şeklinde gerçekleştirilmiştir. 

Analizlerde 75 µg örnek kullanılmıştır. 

5.10. İmmünpresipitasyon 

 İmmünpresipitasyon deneyler aşağıdaki basamaklar takip edilerek yerine 

getirilmiştir. 

1. 500 µg üzerine 20 µl A/G sefaroz boncuklar ilave edilip 1 saat +4 C de 25 rpm’ 

de inkübe edilmiştir. 

2. Örnekler 3000 rpm’ de 2 dk santrifüj edilip supernatan başka bir tüpe 

alınmıştır. 
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3. Supernatanın üzerine 1 µg anti-SLC3a2 ya da insan IgG’leri 1 saat +4 C ve 25 

rpm’de  muamele edilmiştir. 

4. Karışımın üzerine 30 µl A/G sefaroz boncuklar ilave edilip gece boyu +4 C de 

25 rpm’ de inkübe edilmiştir. 

5. Ertesi gün tüpler 3000 rpm’ de 2 dk santrifüj edilmiştir. 

6. Pellet 2 kez 1 ml 1x PBS ile yıkanmıştır. 

7. Karışım 3000 rpm’ de 2 dk santrifüj edilip supernatan atılmıştır. 

8. Pellet 10 µl 4x Laemli tamponu ile muamele edilip 100 C’ de 10 dk 

kaynatılmıştır. 

9.  Bu aşamadan sonra örnekler poliakrilamid jele yüklenmeye hazır hale gelip 

WB yapılmıştır. 

Anti-SLC3a2 ile çöktürülen örnekler WB deneylerinde primer antikor olarak insan 

serumu kullanılarak (1:200), insan IgG’ si ile çöktürülen örnekler primer antikor 

olarak anti-SLC3a2 antikorları (0.8:1000) kullanılarak analiz edilmiştir.  

5.11. İmmünhistokimya (İHK) 

Çalışmamızda kullanılan dokular İstanbul Üniversitesi Tıbbi Patoloji laboratuvarları 

tarafından parafinize edilmiştir ve doku kesitleri de yine bu birim tarafından  

alınmıştır. Çalışmada kontrol, non-GB ve GB olmak üzere 3 grup oluşturulmuştur. 

Sağlıklı kontrol doku elde edilemeyeceğinden epilepsi hastalarından elde edilen beyin 

dokuları kontrol olarak kullanılmıştır. Boyamalar ise SLC3a2 proteini için yapılmıştır. 

İmmünhistokimya (İHK) deneylerinde sırasıyla aşağıdaki basamaklar izlenmiştir. 

1. Önceden parafinize edilmiş dokulardan cam slaytlara kesitler alınır. 

2. Doku kesitleri 37 °C’ de geceboyu inkübe edilerek deparafinize edilir. 

3. Doku numuneleri ksilende 2 kez 10 dk bekletilir. 

4. Doku numuneleri sırasıyla %96, %90, %70 etanolde 2 kez 5’ er dk bekletilir. 

5. SLC3a2 antikoru (Sigma/HPA017980) 1:3500 oranında antikor dilüsyon 

solüsyonunda dilüe edilir. 

6. Doku numuneleri ddH2O’ da 3 kez 3’ er dk yıkanır. 

7. Doku numuneleri  tank içinde 1X sitrat solüsyonuna yerleştirilir ve tank 

solüsyonu mikrodalgada kaynayana kadar ısıtılır. Kaynama başladığı 
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mikrodalganın ısısı düşürülür ve numuneler 10 dk boyunca ısınmaya devam 

eder.  

8. Doku numuneleri oda sıcaklığında 10 dk soğumaya bırakılır. 

9. Doku numuneleri ddH2O’ da 3 kez 3’ er dk yıkanır. 

10. Doku numuneleri 160 ml metanol and 40 ml %30 H2O2  içeren solüsyonda 20 

dk inkübe edilir. 

11. Doku numuneleri ddH2O’ da 2 kez 3’ er dk yıkanır. 

12. 1X PBS solüsyonunda doku numuneleri 2 kez 5’er dk yıkanır. 

13. Yaklaşık 50 µl antikor dilüenti numunelerin üzerine eklenir ve 30 dk oda 

sıcaklığında inkübe edilir. İnkübasyondan sonra , solüsyon numunelerden 

uzaklaştırılır. 

14. 25 µl primer antikor numunelere uygulandı. Gece boyu inkübe edildi. 

15. 1X PBS solüsyonunda doku numuneleri 3 kez 5’er dk yıkanır. 

16. 25 µl sekonder antikor numunelere uygulandı 30 dk inkübe edildi. 

17. 1X PBS solüsyonunda doku numuneleri 3 kez 5’er dk yıkanır. 

18. 50 µl streptavidin peroksit numunelere uygulanır ve sonra oda sıcaklığında 30 

dk inkübe edilir. 

19. 1X PBS solüsyonunda doku numuneleri 3 kez 5’er dk yıkanır. 

20. DAB solüsyonu numunelere uygulanır ve oda sıcaklığında 10 dk beklenir. 

21. Numuneler 5 dk ddH2O’ da yıkanır. 

22. Numuneler hemotoksilen eosine 2 kez 5 er saniye daldırılır. 

23. Numuneler musluk suyuyla 10 dk yıkanır. 

24. Slaytlar sırasıyla %70, %90, %96 etanolle 2 kez 2 şer dk inkübe edilir. 

25. Numunelerin kuruması için, slaylar oda sıcaklığında bekletilir. 

26. Numuneler 2 kez 10’ ar dk ksilene koyulur. 

27. Slaytlar oda sıcaklığında kuruyana kadar bekletilir. 

28. Mikroskop altında numuneler görüntülenir. 

5.12. İmmünfloresan Boyama (İF) 

Hasta serumlarında SLC3a2’ ye karşı gelişen otoantikorların varlığını göstermek üzere 

Ln229 GB hücre hatlarında SLC3a2 boyamaları gerçekleştirilmiştir. Bu amaçla, 

kontrol, kontrol serum, grad I-II serum, grad III-IV serum ve GB serum olmak üzere 
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5 grup oluşturulmuştur. Çalışmamızda kontrol serum grubu için 5 kontrol serumu, grad 

I-II serum grubu için 4 grad I-II serumu, grad III-IV serum grubu için 5 grad III-IV 

serumu, GB serum grubu için ise 5 GB serumu birleştirilip Ln229 GB hücre hatları ile 

24 saat inkübe edilmiştir. Daha sonra İF deney prosedürleri izlenmiştir.  

 Boyama Protokolü 

1. Medyum çekilip atılır , 1X PBS ile hücreler 2 kez yıkanır. 

2. %4 PFA eklenir oda sıcaklığında 15 dk inkübe edilir. 

3. PFA solüsyonu çekip atılır, 1X PBS ile hücreler 2 kez yıkanır. 

4.  Her petriye 500 ul bloklama solüsyonu  (Thermo / 37520) eklenir ve 1.5 saat 

oda sıcaklığında inkübe edilir. 

5. 1x PBS ile 2 kez yıkanır. 

6. Her petriye 200 µl SLC3a2 1:500 dülüsyon (Sigma / HPA017980) primer 

antikor solüsyonu eklenir ve sallayıcıda gece boyu inkübe edilir. 

7. Primer atılır ve petriler 1X PBS ile 2 kez yıkanır. 

8. 200 µl 1:500 dilüsyon sekonder antikor solüsyonu 1.5 saat oda sıcaklığında 

sallayıcı üzerinde inkübe edilir. 

9. Sekonder antikor atılır ve petriler 1X PBST ile 4 kez 4’ er dk sallayıcı üzerinde 

yıkanır.  

10. Petri başına 500 µl DAPI  eklenir ve sallayıcıda 3 dk bekletilir. 

11. DAPI atılır ve 1X PBST ile sallayıcı üzerinde 5 dk yıkanır. 

12. 1 kez 1X PBS ile yıkanır. 

13. PBS/Sodyum Azid ile 4 °C’ de petriler saklanır. Eğer görüntü alınacaksa 

konfokal mikroskobunda görüntü alınır. 

5.13. Biyoistatistik Analizler 

Çalışmamızdaki tüm analizler Graphpad programı kullanılarak gerçekleştirilmiştir. 

WB ve immünopresipasyon analizleri için ANOVA yöntemi kullanılmıştır. P<0001 

ve P<0.05 anlamlı kabul edilmiştir. Sağkalım analizleri için Kaplan Meier yaşam 

analizi yöntemi kullanılmıştır. 
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6. BULGULAR 

Çalışmamızda, GB ayırıcı tanı imkanı sağlayabilecek biyobelirteçlerin keşfi 

için GB hasta serumlarında GB dokusunda yüksek ekspresyon gösteren proteinlere 

karşı otoantikor taramaları gerçekleştirildi. 

6.1. Gliom Hastalarının Doku ve Serumlarında Otoantikor-Otoantijen 

Etkileşimlerinin Glioblastom Özgünlük Göstermesi 

Çalışmamızda 20 GB, 10 grad III-IV gliom, 10 grad I-II gliom ve 5 tümör 

barındırmayan epilepsi dokusundan protein izolasyonu gerçekleştirildi. Çalışma 

gereği olarak sağlıklı kontrol beyin dokusu temin edilemeyeceği için tümör tanısı 

olmayan epilepsi hastalarından elde edilen dokular ve serum örnekleri kontrol olguları 

olarak kullanıldı. WB yöntemi kullanılarak gerçekleştirilen analizlerde primer antikor 

yerine olgu serumları kullanıldı. WB öncesi örnek hazırlanmasında deney dizaynı 

gereği olarak ß-merkaptoetanol kullanılmadı. Çünkü serumda mevcut olabilecek 

otoantikorlar eğer kompleks yapılara özgü ise ß-merkaptoetanol tarafından yıkılması 

engellenerek bu otoantikorların belirlenebilmesi amaçlandı. Yapılan analizler sonucu 

GB olgularıyla GB serumlarının ayırt edici etkileşim modeli gösterdiği gözlemlendi 

(Şekil 6.1.1).   

 

Şekil 6.1.1 Glioblastom serum-GB dokusu etkileşimlerinde kontrol dokularına kıyas ile özgünlük 

gözlemlenmesi. Glioblastom ve epilepsi dokularından protein izolasyonu gerçekleştirildi. Glioblastom 

hasta serumları primer antikor olarak kullanıldı. Yükleme kontrolü olarak ise  α tubulin  kullanıldı. GB 

dokuları ile ayırt edici etkileşim gösteren bandlar siyah oklar ile gösterilmiştir. 
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6.2. Kütle Spektrometri Analizleri Sonucu Glioblastomlarda SLC3a2 

Ekspresyon Artışının Tespiti 

Çalışmamızda 5 kontrol, 5 non-GB gliom ve 5 GB hasta dokularından elde 

edilen lizatlarla kütle spektrometrisi analizi yapıldı. Analizler sonucunda 3014 protein 

tanımlandı. Proteomiks analizler “Thermo Orbitrap Exactive-Bottom up” stratejisi 

kullanılarak gerçekleştirildi. İlk analizlerde Max Quant ve Perseus programı kullanıldı 

(p<0.05, fold change≥2). Biyoinformatik analizler için DAVID (GO ve yolak analizi) 

ve String (protein-protein etkileşimi) programları kullanıldı. Biyoinformatik 

analizlerde kontrol ve non-GB gliomlar GB hastalarının verileri ile kıyaslandı. Kütle 

spektrometrisi çalışmaları ile elde edilen sonuçların biyoinformatik analizi ile 10 

proteinin istatiksel olarak anlamlı olduğu saptandı. Analizler sonucu belirlenmiş 10 

aday proteinin hiçbirinin birbiriyle etkileşmediği String analizleri ile belirlendi. 

İstatiksel olarak anlamlı olduğu saptanan bu 10 proteinden western blot analizlerimizle 

tespit ettiğimiz aralıkta (30-70 kDa) moleküler ağırlığa sahip olan en yüksek skorlu 

proteinler belirlenerek bu çalışma kapsamında öncelikli çalışıldı.  

6.3. Glioblastom Hasta Dokularında SLC3a2 Ekspresyon Düzeylerinin Western 

Blot ve İmmünhistokimya ile Doğrulanması 

Kütle spektrometrisi analizleri sonucu SLC3a2 ekspresyonunda kontrol 

dokularına kıyas ile 39 kat artış gözlemlendi. Dolayısıyla bu artışın hasta serumları ile 

yapılan western blot (WB) analizlerindeki band yoğunlukları ile ilişkili olup olmadığı 

araştırıldı. SLC3a2 ekspresyonunun başka metodlarla da kütle spektrometri sonuçları 

ile uyumlu olup olmayacağını test etmek için kontrol, non-GB ve GB deney grupları 

ile WB ve immünohistokimya (İHK) çalışmaları gerçekleştirildi. WB analizleri 

sonucu SLC3a2 ekspresyonunun kontrole kıyas ile GB dokularında 18.6 kat artış 

gösterdiği gözlemlendi (Şekil 6.3.1).  



40 
 

 

Şekil 6.3.1 SLC3a2 GB’lerde yüksek seviyede ekspresyon göstermektedir. Kütle spektrometrisi 

sonuçları WB ile değerlendirildi ve sonuçlar analiz edildi (n=9 (GB), n=6 (non-GB), n=3 (kontrol); 

p*<0.05, ve p****<0.001).  

Kütle spektrometrisi ve WB analizlerinin yanı sıra İHK çalışmalarında da GB 

dokularında kontrol dokulara kıyas ile belirgin oranda yüksek SLC3a2 boyaması 

saptandı.  

 

Şekil 6.3.2 Glioblastom dokuları SLC3a2’ yi epilepsi konrol dokuları ve GB olmayan gliomlara göre 

yüksek seviyede eksprese etmektedir. a. GB, b. Grad IV gliom, c. epilepsi kontrolü ifade etmektedir. 
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3 farklı metodla SLC3a2 ekspresyonunun kontrol dokularına göre istatistiksel 

olarak anlamlı bir şekilde yüksek çıkması SLC3a2’ye karşı hastalarda gelişen 

otoantikorların varlığını desteklemekte olduğu saptandı. Bununla birlikte R2: 

Genomic Analysis and Visualization Platform veritabanı kullanılarak gliom 

hastalarının ekspresyon verileri elde edildi. GSE16011 aksesiyon numaralı hasta 

kohortundan (n=284) R programlama dili kullanılarak SLC3a2 ekspresyonlarına göre 

hastaların sağkalım süreleri belirlendi. Böylelikle, SLC3a2’ yi düşük oranda eksprese 

eden gliomların yüksek eksprese edenlere göre sağkalım sürelerinin yaklaşık 1 sene 

fazla olduğu saptandı (Şekil 6.3.3).   

 

Şekil 6.3.3 SLC3a2' yi  yüksek ve düşük eksprese eden hastaların Kaplan Meier Analizi 

 

Bu sebep ile, SLC3a2 ticari antikorunun da kullanıldığı  immünpresipitasyon 

deneyleri ile anti-SLC3a2 otoantikorlarının varlığı araştırıldı. 

6.4. İmmünpresipitasyon ile anti-SLC3a2 Otoantikorlarının Tespiti 

Glioblastom dokularında fazla ekspresyon gösteren SLC3a2’ ye karşı GB 

serumlarında otoantikorların varlığını tespit etmek için immünpresiptasyon çalışmaları 
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yapıldı. Bu amaçla, 40 µg kontrol, non-GB ve GB doku lizatları ticari SLC3a2 antikoru 

ile (Sigma / HPA017980) çöktülüp WB analizlerinde primer antikor olarak GB 

serumları kullanılarak analiz edildi (Şekil 6.4A). Çeşitli GB serumları ile yapılan 

analizler sonucu GB serumlarının GB doku lizatları ile güçlü bir biçimde, non-GB  ve 

kontrol doku lizatları ile ise zayıf olarak etkileştiği gözlemlendi (Şekil 6.4A). 

 

    

Şekil 6.4.1 Glioblastom serumları, GB doku lizatları ile güçlü bir biçimde, non-GB  ve kontrol doku 

lizatları ile ise zayıf olarak etkileşmektedir. A-B) Farkli evrelerde gliom olgu serumlarındaki anti-

SLC3a2 otoantikorunun ve SLC3a2 ticari antikorunun dokular ile etkileşimi   

 

Glioblastom serumlarında bulunan otoantikorların diğer gliom hasta 

serumlarında mevcut olup olmadığını anlamak için immünpresiptasyon çalışmaları 

non-GB hasta serumları kullanılarak da gerçekleştirildi (Şekil 6.4B). Yapılan 

çalışmalar sonucu yüksek grad non-GB serumlarının (grad III ve IV) GB doku lizatları 

ile GB serumlarına kıyas ile zayıf etkileşim gösterdiği gözlemlendi (Şekil 6.4B). 

Düşük grad serumları ise (grad I ve II) doku lizatları ile tespit edilebilir bir etkileşim 

göstermedi (Şekil 6.4B). Hasta serumları ve SLC3a2 etkileşim yoğunlukları analiz 

edildi. Analizlerde GB serum reaktivite ve grad III-IV serum reaktivite olmak üzere 2 

grup oluşturuldu. Analizler sonucunda GB serumlarının GB doku SLC3a2’ leri ile 
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kontrol doku SLC3a2’lerine kıyas ile yaklaşık 25 kat fazla reaktivite gösterdiği 

saptandı (Şekil 6.4.2A). Bununla birlikte, grad III-IV non-GB serumlarının ise GB 

doku SLC3a2’leri ile kontrol doku SLC3a2’lerine kıyasla yaklaşık 34.5 kat fazla 

reaktivite gösterdiği saptandı (Şekil 6.4.2B). Fakat, bu 2 çalışma grubu istatistiksel 

olarak  birlikte değerlendirilip grad III-IV serumlarının kontrol doku SLC3a2’ leri ile 

reaktivitelerine göre normalize edildiğinde GB serumlarının GB doku SLC3a2’ leri ile 

43 kat fazla reaktivite gösterdiği  tespit edildi (Şekil 6.4.2C). Grad III-IV non-GB 

serumları ise GB doku SLC3a2’leri ile yine 34.5 kat fazla reaktivite gösterdiği 

belirlendi (Şekil 6.4.2C).  

 

Şekil 6.4.2 Glioblastom (grad IV) ve non-GB (grad III-IV) gliom serumlarındaki anti-SLC3a2 

otoantikorlarının doku etkileşimi analizleri. A) Glioblastom serumları GB dokuları ile güçlü etkileşim 

gösterirken grad III-IV, grad I-II ve kontrol gruplara daha az reaktivite göstermektedir. B) Grad III-IV 

serumları GB dokuları ile kontrol, grad I-II ve grad III-IV dokularına nazaran daha güçlü reaktivite 

göstermektedir. C) Glioblastom ve Grad III-IV serumlarının kontrol, grad I-II, grad III-IV ve GB 

dokularıyla gösterdiği reaktivite kıyaslandığında GB serumlarının GB dokuları ile daha güçlü reaktivite 

gösterdiği görülmektedir (p=*<0.05;****<0.001). 

 

Sonuç olarak, GB serumlarının GB dokularındaki SLC3a2’ ler ile grad III-IV 

serumlarına göre %24.6 daha yüksek reaktivite gösterdiği belirlendi. Grad III-IV 

serumları grad III-IV dokularındaki SLC3a2’ ler ile GB serumlarına kıyas ile yaklaşık 

%8 fazla reaktivite gösterirdiği saptanırken, GB serumlarının grad I-II dokularındaki 

SLC3a2’ler ile grad III-IV serumlarına kıyasla yaklaşık 4 kat yüksek reaktivite 

gösterdiği belirlendi. 

İmmünpresipitasyon çalışmalarında ticari antikorla SLC3a2 çöktürülüp WB 

analizlerinde çöken proteinler lineerize edilmektedir. Bu nedenle, GB serumlarında 

GB doku SLC3a2’ leri ile yüksek oranda reaktivite gösteren anti-SLC3a2 
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otoantikorları aslında lineer formdaki SLC3a2’leri tanımaktadır. Bu çalışmamızda, 

GB serumlarındaki anti-SLC3a2 otoantikorlarının SLC3a2’ nin 3 boyutlu yapısını 

tanıyıp tanımadığını anlamak için deneylerde ßME (-) ve ßME (+) gruplar gruplar 

oluşturularak GB serumları ile SLC3a2’ lerin immünopresipitasyon ile çöktürülüp WB 

yöntemi ile analizi yapıldı. Bu yeni çalışmada 3 GB doku lizatı kullanıldı. WB 

analizleri öncesi çöktürülen örnekler ß-merkaptoetanol ile ve ß-merkaptoetanolsüz 

lineerize edildi (Şekil 6.4.3).  

 

Şekil 6.4.3 GB serumlarındaki anti-SLC3a2 otoantikorlar 3 boyutlu SLC3a2 yapısını tanımaktadır. 

ßME kullanılmadığı deney grubunda serum IgG’ leri ve SLC3a2 yapışık durumda kaldığı için 250 kda’ 

a yakın band görülmektedir. ßME kullanıldığında ise çeşitli SLC3a2 izoformları belirgin hale 

gelmektedir.  

 

Yapılan çalışma sonucu SLC3a2’ nin GB serumu ile çöktüğü ve GB 

serumundaki anti-SLC3a2 otoantikorlarının SLC3a2’ nin lineerize formunun yanı sıra 

3 boyutlu yapısını da tanıdığı saptanmıştır. ßME (-) ve ßME (+) gruplar 

kıyaslandığında GB serumundaki otoantikorların SLC3a2’ nin hücre içi 

oluşturabileceği kompleks yapılara özgü olmayıp yalnızca SLC3a2’ ye özgü olduğunu 

işaret etmektedir. Bununla birlikte, ßME (+) gruplarda birkaç bandın gözlemlenmesi 

GB serumundaki anti-SLC3a2 otoantikorlarının birkaç SLC3a2 izoformunu 

tanıyabileceğini göstermektedir. 
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6.5. Otoantikorların SLC3a2’ye Özgü Bağlanma Profilinin İmmünfloresan 

Boyama ile Hücre Hatlarında Gösterilmesi 

 Glioblastom dokularında SLC3a2’ nin yüksek seviyede eksprese olduğunun 

tespit edilmesi ile, GB hücre hatlarında da SLC3a2 ekspresyonu WB yöntemi ile analiz 

edildi. Çalışmada LN229, T98G ve U87 glioblastom hücre hatları kullanıldı. Bu hücre 

hatlarında SLC3a2’ ye yönelik gerçekleştirilen WB analizi Şekil 6.5.1’ de 

görülmektedir. 

 

Şekil 6.5.1 Glioblastom hücre hatlarında SLC3a2 ekspresyonunun belirlenmesi 

 

 Glioblastom hücre hatlarında SLC3a2 ekspresyonunun belirlenmesinden sonra 

anti-SLC3a2 otoantikorlarının SLC3a2’ ye özgü bağlanma profilinin gözlemlenmesi 

amacı ile 5 deney grubu oluşturuldu. Bu deney gruplarında 5 kontrol, 5 grad I-II gliom, 

5 grad III-IV gliom ve 5 GB olgusunun serumları ayrı ayrı birleştirildi. LN229 hücre 

hatları 35’ lik cam petrilere ekildikten sonra bu serumlar ile 24 saat inkübe edildi. Ek 

olarak serum inkübasyonu yapılmayan negatif kontrol grubu oluşturuldu. 24 saatlik 

serum inkübasyonun ardından hücreler %4 PFA ile fikse edildilip SLC3a2 için 

floresan boyama gerçekleştirildi. Boyamalar konfokal mikroskop altında görüntülendi. 

SLC3a2 boyamaları sonucu GB serumları ile inkübe edilen gruplarda SLC3a2 
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boyaması anlamlı derecede azalırken, negatif kontrol ve kontrol serum grubunda 

preinkübasyon yapılmayan gruplar ile aynı oranda ışıma saptandı. Dolayısıyla serum 

inkübayonunun SLC3a2 floresan ışımasında glioblastomlarda anlamlı azalışa sebep 

olduğu saptandı. Preinkübasyon yapılan gruplardan, grad III-IV non-GB grubunun 

sonuçları incelendiğinde, glioblastomlara nazaran anlamlı düzeyde fazla; grad I-II 

gliomlara kıyas ile ise daha az floresan ışıma gözlemlendi (Şekil 6.5.2). 
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Şekil 6.5.2 Otoaantikorların SLC3a2' ye özgü bağlanma profilinin immünfloresan yöntemi ile 

belirlenmesi.  

 

6.6. Glioblastomlarda SLC3a2 Modifikasyonlarının ve İzomerlerinin İncelenmesi 

İmmünpresipitasyon çalışmaları ile GB serumlarının ayırt edici bir şekilde GB 

doku lizatlarıyla etkileştiğini gösterdi. Bununla birlikte, GB serumları zayıf da olsa 

non-GB ve kontrol doku lizatları ile de etkileşti (Şekil 6.4). İmmünopresipitasyon 

çalışmalarında yükleme kontrolü kullanıldığından bu etkileşim modelindeki farklılığın 

SLC3a2 miktarından ziyade  SLC3a2 izoformlarına, modifikasyonlarına veya 

mutasyonlarına özgü olabileceği araştırıldı. SLC3a2 GB’ lerde çok fazla çalışılmadığı 

için literatürde GB’ ye özgü mutasyon, modifikasyon ya da izomer bulgularına 

rastlanılmadı. Bu sebep ile, genel olarak görülen SLC3a2 izomerleri ve 

modifikasyonları  UniProt veritabanı kullanılarak araştırıldı. UniProt veritabanında 10 

farklı potansiyel SLC3a2 izoformu saptandı (Şekil 6.6.1).  



48 
 

 

Şekil 6.6.1 Uniprot veritabanı kullanılarak SLC3a2 izoformlarının belirlenmesi 

 

Bu izoformlardan yalnız 3 tanesinin çalışmamızda saptadığımız moleküler 

ağırlıklara sahip olduğu belirlendi (H0YFS2, 25 kda; F5GZS6; 64 kda, J3KPF3, 68 

kda). Bu 3 adaydan veritabanı giriş ismi F5GZS6 ve J3KPF3 olan 2 izoform 

immünpresipitasyon çalışmalarında yoğun reaktivite gördüğümüz 50-75 aralığına 

daha uygun olduğu gözlemlendi.  

 İlerleyen incelemelerde UniProt veritabanında SLC3a2’ nin çeşitli amino asit  

modifikasyon statülerinin tanımlandığı belirlendi (Şekil 6.6.2). Bu modifikasyon 

statüleri incelendiğinde SLC3a2’ nin çeşitli amino asit pozisyonlarında özellikle serin 

reziduları üzerinden SLC3a2 fosforilasyonu belirlendi (Şekil 6.6.2).  
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Şekil 6.6.2 Uniprot veritabanında SLC3a2 modifikasyonlarının araştırılması 

 

6.7. Glioblastomlarda SLC3a2’ nin Fosforilasyon Durumunun Belirlenmesi 

Çalışmamızda yüksek fosforilasyon statüsüne sahip SLC3a2’ ye karşı GB 

serumlarında gelişen anti-SLC3a2 otoantikorlarının SLC3a2 fosforilasyon seviyesi ile 

ilişkili olup olmadığını anlamak için kontrol, non-GB gliom ve GB doku lizatlarından 

ticari SLC3a2 antikoru kullanılarak immünopresiptasyon deneyi yapıldı. Daha sonra 

WB analizlerinde primer antikor olarak p-ser antikor kullanıldı. Yükleme kontrolü 

olarak ticari SLC3a2 kullanıldı. Sonuç olarak, GB dokularında eksprese olan SLC3a2’ 

nin, non-GB ve kontrol dokularına kıyas ile yaklaşık 2.5 kat fazla fosforile olduğu 

saptandı (Şekil 6.7.1). non-GB ve kontrol dokularındaki SLC3a2’nin aynı 

fosforilasyon seviyesine sahip olduğu ve aralarında anlamlı bir farklılık olmadığı 

belirlendi (Şekil 6.7.1). 
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Şekil 6.7.1 Glioblastomda SLC3a2’nin fosforilasyon durumunun kıyaslamalı analizi. Kontrol, non-GB 

gliom ve GB SLC3a2’ leri ticari SLC3a2 antikoru ile çöktürüldükten sonra fosforilasyon seviyeleri 

incelenmiştir. GB (n=9) SLC3a2’ lerinin kontrol ve non-GB gliomlara kıyas ile yaklaşık 2.5 kat fazla 

fosforile olduğu saptanmıştır. SLC3a2 yükleme kontrolü olarak kullanılmıştır. 

 

 

6.8. SLC3a2 Otoantikorlarının Gliom Grad Seviyesi İle İlişkilendirilmesi 

Gliom hasta serumlarında anti-SLC3a2 otoantikorlarının varlığının 

saptanmasına ilişkin deneylerde grad I-II (düşük grad) gliom serumlarının anti-

SLC3a2 otoantikorlarını tespit edilebilir düzeyde barındırmadığı gözlemlendi. 

Otoantikor varlığı non-GB gruplarından ileri evreli gliomlarda ve glioblastomlarda 

tespit edildi. Ancak glioblastomlarda sadece glioblastom dokuları ile etkileşimin 

görüldüğü, otoantikor özgünlüğü açısından bir GB alt grubu tespit edildi. Bununla 

birlikte grad III-IV serumlarının ve bazı GB serumlarının grad III doku lizatlarından 

itibaren güçlü reaktivite gösterdiği saptandı. Buna ilişkin bulguların elde edildiği 

immünpresipitasyon verileri Şekil 6.8.1’ de gösterilmiştir. 
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Şekil 6.8.1 anti-SLC3a2 otoantikorları yalnızca ileri evreli gliomlarda tespit edilmektedir. 

 

6.9 Glioblastom Serumları-SLC3a2 Otoantikor Reaktivitesi ile Sağ Kalım 

Korelasyonu 

Çalışmamızda, serum ve doku örnekleri alınan GB hastalarının sağ kalım 

süreleri hesaplandı. 60 aylık period içerisinde GB hastaları otoantikor reaktivitelerine 

göre değerlendirildiğinde otoantikor reaktivitesi ile sağkalım arasında pozitif 

korelasyon saptandı (Şekil 6.9.1).  

 

Şekil 6.9.1 Glioblastom serumlarındaki otoantikorların SLC3a2 ile reaktivitesi GB sağ kalımları ile 

pozitif korelasyon göstermektedir. 
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7.  TARTIŞMA VE SONUÇ 

 Bu çalışma kapsamında yüksek grad gliom (grad III-IV ve GB) hasta 

serumlarında anti-SLC3a2 otoantikorları tespit edilmiştir.  Glioblastom hasta 

serumlarında bulunan anti-SLC3a2 otoantikorlarının ayırıcı nitelikte profil sergilediği 

belirlenmiştir. Anti-SLC3a2 otoantikorlarının lineer ve 3 boyutlu yapıdaki SLC3a2’ yi 

tanıyabildiği saptanmıştır. Bununla birlikte, GB SLC3a2’ lerinin diğer gliom ve tümör 

barındırmayan epilepsi kontrol olgularına göre serin rezidularından 2.5 kat fazla 

fosforile olduğu gösterilmiştir. Glioblastom hasta serumlarında bulunan anti-SLC3a2 

otoantikorlarının hastaların sağ kalımı ile pozitif korelasyon gösterdiği belirlenmiştir. 

 Glioblastom (GB) tanı ve tedavisine imkan sağlayabilecek otoantikorları tespit 

etmek üzere gliom hastalarından GB ve non-GB (Grad I-IV arası GB olmayan 

gliomlar) olarak iki grup oluşturulmuş, tümör tanısı konulmayan epilepsi hastalarının 

dokuları da kontrol olgusu olarak kullanılmıştır. Western blot yöntemi ile 37-70 kDa 

aralığında GB dokusuna özgü otoantijenler saptanması GB’ lerde gelişen bir 

mutasyon, modifikasyon ya da fazla ekspresyon sonucu olabilir. Bu bağlamda, 37-70 

kDa aralığında tespit edilen GB dokusuna özgü otoantijenleri tanımlamak üzere 

proteomiks çalışmaları sürdürülmüştür. Böylelikle GB’ lerde 37-70 kDa aralığında 

olup anlamlı bir biçimde yüksek ekspresyon gösteren proteinler saptanmıştır.   

Belirlenen 10 aday proteinden western blot ile tespit edilen moleküler ağırlığa en yakın 

ve ilişkili olabilecek yüksek skorlu SLC3a2 proteini aday otoantijen olma yönüyle 

araştırılmıştır. Çünkü, yüksek SLC3a2 ekspresyonu hasta bağışıklık sistemi açısından 

yeni antijen olarak algılanmış olabilir. Kütle spektrometrisi sonuçları WB ve İHK 

çalışmaları ile doğrulanmıştır. Bu 2 yöntemle de SLC3a2’ nin GB dokularından 

kontrol ve non-GB gliom dokularına göre yüksek ekspresyon profiline sahip olduğu 

saptanmıştır. 

 Hasta serumlarında ortaya çıkan otoantikorların SLC3a2’ ye özgü olup 

olmadığı immünpresiptasyon (İP) yöntemi ile 20 GB, 10 non-GB gliom ve 10 kontrol 

olgusu serum örneklerinde analiz edilmiştir. Bu çalışmalarda SLC3a2 ekspresyon 

düzeylerinin otoantikor etkileşim profili üzerine etkisi dışlanmak istenmiştir. Bu 

amaçla ticari SLC3a2 antikoru ile SLC3a2’ ler çöktürülüp, WB analizlerinde primer 

antikor yerine hasta serumları kullanılmıştır. Yükleme kontrolü olarak ise ticari 
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SLC3a2 antikoru kullanılarak her örnek için eşit yükleme yapılması sağlanmıştır. 

Böylelikle GB serumlarında GB SLC3a2’ lerine özgü gelişen otoantikorların varlığı 

belirlenmiş ve GB anti-SLC3a2 otoantikorlarının  SLC3a2 ekspresyon düzeylerinden 

bağımsız olarak ayırıcı bir profil sergilediği saptanmıştır. SLC3a2 otoantikorlarının 

yalnızca yüksek grad gliomlarda (grad III-IV ve GB) belirlenmesi otoantikor 

gelişiminin hastalığın progresyonu ile ilişkili olabileceğini düşündürmüştür. Bununla 

birlikte, düşük gradlardan yüksek gradlara geçişle beraber tümör daha agresif bir hal 

almaktadır. Bu sebeple metabolik faaliyetleri de artmaktadır. Ayrıca, solüt taşıyıcılar 

onkometabolizma ile ilişkili görevler üstlenmektedir.  SLC3a2 bir solüt taşıyıcı protein 

olduğu için bu geçişle beraber ekspresyon düzeyi artmış olabilir. Bununla birlikte, GB 

serumunda bulunan anti-SLC3a2 otoantikorunun GB dokusundaki SLC3a2’ye non-

GB gliomlara göre daha yüksek affinite ile bağlandığı saptanmıştır. Böylelikle bu  

otoantikorların SLC3a2’ nin lineer formunu tanıdığı belirlenmiştir. Bu sebeple, GB 

serum otoantikorlarının 3 boyutlu SLC3a2’ yi tanıyıp tanımadığını anlamak için GB 

dokularından GB serumları ile otoantijenlerin çöktürülmüştür. Daha sonra WB 

analizlerinde ticari SLC3a2 antikoru kullanılarak analiz gerçekleştirilmiştir. Analizler 

sonucunda, GB serumunda bulunan SLC3a2 otoantikorlarının SLC3a2’ nin 3 boyutlu 

yapısını da tanıyabildiği saptanmıştır.  

 İmmünpresipitasyon deneylerinde otoantikorların SLC3a2’ nin 3 boyutlu 

yapısını tanıyabildiği gösterilebilmektedir fakat bu tanıma profilinin SLC3a2 

ekspresyonu ile orantılı olup olmadığı belirlenememektedir. Dolayısıyla, İP deneyleri 

ile lineer SLC3a2’ ye karşı yüksek reaktivite gösteren GB otoantikorlarının 3 boyutlu 

SLC3a2’ ye karşı da aynı profili sergileyip sergileyemeyeceği araştırılmıştır.  Bu 

bağlamda, anti-SLC3a2 otoantikorlarının 3 boyutlu SLC3a2’ yi tanıma profilinin 

belirlenmesi amacı ile GB hücre hatlarında immünfloresan deneyleri yapılmıştır. Bu 

amaçla önce Ln229, T98G, U87 hücre hatlarında SLC3a2 ekspresyon profili WB 

analizleri ile değerlendirilmiştir. Floresan boyama çalışmalarında SLC3a2 eksprese 

ettiği gösterilen Ln229 hücre hatları kullanılarak 5 deney grubu (negatif kontrol, 

kontrol serum, Grad I-II serum, Grad III-IV serum, ve GB serum) oluşturulmuştur. Bu 

deney grupları tasarlanırken, farklı olgu serumları ile preinkübasyon yapıldığında 

otoantikorun bağlandığı olgularda SLC3a2 boyamasında ışımanın ne yönde değişeceği 

tespit edilmiş ve grad seviyesi arttıkça ışımalarda azalma görülmüştür. Kontrol 
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serumu, Grad I-II serumu ve negatif kontrol grubu aynı oranda ışıma vermiştir. En az 

floresan ışıma GB serumları ile inkübe edilen deney grubunda gözlemlenmiştir. 

Böylelikle, anti-SLC3a2 otoantikorlarının SLC3a2’ nin lineer formunun dışında 3 

boyutlu yapısını da tanıyabildiği ve GB serumlarındaki anti-SLC3a2 otoantikorlarının 

diğer serumlardaki anti-SLC3a2 otoantikorlara kıyas ile belirgin bir biçimde güçlü 

olarak SLC3a2’ ye bağlandığı saptanmıştır. Otoantikorların liner SLC3a2’ yi 

tanıyabilmesi proteinin yapısındaki beta levha veya alfa heliks sekonder yapıları 

vasıtasıyla ortaya çıkmış olabilir. Ayrıca, antijen sunan hücrelerin MHC proteinlerine 

bağlı yüksek düzeydeki SLC3a2 peptidleri, liner formdaki SLC3a2’ lere karşı B 

hücreleri tarafından otoantikor gelişimine sebep olmuş olabilir. Bu durumda, anti-

SLC3a2 otoantikorları NK ve T hücreleri ile MHC bağlı liner formdaki SLC3a2’ ye 

bağlanma açısından rekabete giriyor olabilir. Bu doğrultuda, kanser hücrelerinin 

gelişim sürecinde NK ve T hücrelerinden kaçabilmesi otoantikor rekabeti ile 

sağlanabilir. Bununla birlikte otoantikorların 3 boyutlu yapıdaki SLC3a2’ yi de 

tanıyabilmesi ve SLC3a2’ nin bir hücre yüzey proteini olması anti-SLC3a2 

otoantikorlarının antikor bağımlı hücre sitotoksitisine (antibody dependent celular 

cytotoxicity = ADCC) katkı sağlıyor olabilir. Dolayısıyla klinik yönden ele 

alındığında, SLC3a2 otoantikorlarının 3 boyutlu SLC3a2’ ye karşı da GB’ lerde 

özgünlük göstermesi bu otoantikorların GB tedavisinde hedefli terapi ve hücresel 

terapi yaklaşımlarında kullanılabileceğini düşündürmektedir.  

 Glioblastom otoantikorlarının GB SLC3a2’ lerine özgün bir biçimde 

bağlanması, otoantikorun tanıdığı SLC3a2’nin GB dokusunda ayırıcı bir nitelikte 

ortaya çıkan modifikasyon, izoform veya mutasyon durumu ile ilişkilendirilebilir. Bu 

nedenle, SLC3a2’ nin post-translasyonel modifikasyon durumu ve izoformları UniProt 

veritabanı vasıtası ile incelenmiştir.  UniProt incelemeleri sonucu SLC3a2’ ye ait 

tanımlanmış 10 izoformdan 3 tanesinin çalışmamızda saptanan GB’ lere özgü band 

profiliyle uyumluluk gösterdiği belirlenmiştir. Post-translasyonel modifikasyonlar 

açısından incelendiğinde ise SLC3a2’ nin en çok özellikle serin reziduları üzerinden 

olmakla birlikte threonin reziduları üzerinden fosforile olduğu belirlenmiştir. 

İmmünpresipitasyon çalışmaları sonucu SLC3a2’ nin GB’ lerde kontrol ve non-GB 

dokularına kıyas ile 2.5 kat fazla fosforile olduğu saptanmıştır. Glioblastom SLC3a2’ 

lerinin fosforilasyon durumundaki bu artışın GB serumlarında gelişen otoantikor 
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profili ile ilişkili olabileceğini düşündürmektedir. İlerleyen çalışmalarda SLC3a2’nin 

modifikayon durumunun ve bunun otoantikor ile ilişkisi olup olmadığının detaylı 

araştırılması, GB’ler içinayırıcı bir biyobelirteç belirlenmesine öncülük edebilir. 

 Çalışmanın ilerleyen bölümünde SLC3a2’ lere karşı gelişen otoantikorların 

hastaların sağ kalımları üzerine etkisi araştırılmıştır. Bu bağlamda, IP band 

yoğunlukları temel alınarak yapılan analizlerde GB reaktivitesi ile sağ kalım arasında 

pozitif korelasyon saptanmıştır. Bu nedenle, GB serumlarında gelişen SLC3a2 

otoantikorlarının hastalığın ilerlemesini engellemek için geliştiği düşünülmektedir.  

 Sonuç olarak, bu çalışma ile GB hasta serumlarında GB dokusuna özgü anti-

SLC3a2 otoantikorunun varlığı gösterilmiş, bu otoantikorun doku ile spesifik 

etkileşimi açısından tanıya yönelik güçlü bir biyobelirteç olduğu belirlenmiş ve temel 

araştırmalara dayanan bu projenin çıktılarının klinik değeri ortaya konulmuştur. 

Devam çalışmaları ile SLC3a2’yi tanıyan otoantikorların GB’ye özgü profilinin 

moleküler altyapısının araştırılması, GB’ye yönelik biyobelirteç tanımlanmasına 

öncülük edebilecek niteliktedir. 
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