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ÖZET 

Taşkapılıoğlu, M.Ö. Primer ve Sekonder Glioblastomların Metabolomik 

Yaklaşımla İncelenmesi, Hacettepe Üniversitesi Sağlık Bilimleri Enstitüsü 

Biyokimya Programı Doktora Tezi, Ankara, 2023. Glioblastom erişkin çağda 

görülen en sık beyin tümörüdür. Tüm tedavilere rağmen ortalama sağ kalım 15 ay 

civarındadır. Glioblastom farklı genetik yollarla gelişen primer ve sekonder alt türleri 

içerir. Bu çalışmada morfolojik olarak aynı olan ancak genetik olarak son derece 

farklı olan primer ve sekonder glioblastomlu hastalardan elde edilen doku 

örneklerinde bu tümörlerin gelişiminde ve patogenezinde metabolom düzeyinde 

farklılıkları tespit etmek hedeflendi. Patogenezde olası yolakları belirlemek ve 

çalışmanın olası tedavi seçenekleri konusunda hipotez geliştirilmesinde ön çalışma 

olması amaçlandı. Altı adet normal, 37 adet primer gliomblastom, 10 sekonder 

glioblastom ve 5 adet düşük evreli tümör dokusu Q-TOF LC/MS ile incelendi. 

Glioblastomlarda lipid mediatör olan prostaglandinler (PG'ler), tromboksanlar 

(TX'lar), lökotrienler (LT'ler), lipoksinlerden (LX'ler) oluşan eikozanoidlerin artışı 

ile ilişkili metabolitler izlendi. Safra asitleri ve metabolitlerinin glioblastomlarda 

arttığı saptandı. C21 steroid sentez artışı, C21, C19 ve C18 steroid metabolizmasının 

yavaşlaması gösterildi. Sekonder glioblastomalarda daha fazla olmak üzere tüm 

glioblastomalarda alfa-Tokotrienolün arttığı saptandı. Glioblastomlarda sağ kalımı 

uzatabilmek için eikozanoid, steroid, kolesterol, safra asitleri ve sentez yolakları ile 

ilgili hedeflenmiş ileri çalışmalara ihtiyaç vardır.  

Anahtar Kelimeler:   

Glioblastom, primer, sekonder, düşük evreli glial tümör, Q-TOF LC/MS, 

metabolomik 
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ABSTRACT 

Taşkapılıoğlu, M.Ö. Metabolic Examination of Primary and Secondary 

Glioblastomas, Hacettepe University Graduate School of Health Sciences 

Biochemistry Programme Doctor of Phiolosophy Thesis, Ankara, 2023. 

Glioblastoma is the most common brain tumor in adults. Despite all treatments, the 

average survival is around 15 months. Glioblastoma includes primary and secondary 

subtypes that develop by different genetic pathways. In this study, we aimed to 

determine the differences at the level of metabolome in the development and 

pathogenesis of these tumors in tissue samples obtained from patients with primary 

and secondary glioblastoma who are morphologically the same but genetically 

different. It was aimed to identify possible pathways in the pathogenesis and to be a 

preliminary study in the development of hypotheses about possible treatment options. 

Six normal, 37 primary glioblastoma, 10 secondary glioblastoma and 5 low-grade 

tumor tissues were analyzed by Q-TOF LC/MS. Metabolites associated with the 

increase of eicosanoids consisting of lipid mediators prostaglandins (PGs), 

thromboxanes (TXs), leukotrienes (LTs), lipoxins (LXs) were observed in 

glioblastomas. Bile acids and their metabolites were found to be increased in 

glioblastomas. C21 steroid synthesis increased, C21, C19 and C18 steroid 

metabolism down regulated. Alpha-Tocotrienol was found to be increased in all 

glioblastomas, especially in secondary glioblastomas. In order to prolong survival in 

glioblastomas, targeted further studies on eicosanoid, steroid, cholesterol, bile acids 

and synthesis pathways are needed. 

Key Words:  

Glioblastoma, primary, secondary, lowgrade glial tumor, Q-TOF LC/MS, 

metabolomics 
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1. GİRİŞ 

Glioblastom üzerinde çok fazla çalışılmış bir kanser türü olmasına rağmen 

henüz literatürde primer ve sekonder glioblastomlardaki metabolomik farklılıkları ve 

bunların kişiye özel tedavilerin planlanmasındaki faydasını gösterecek yeterli veri 

bulunmamaktadır. Bu çalışmadaki amacımız morfolojik olarak aynı olan ancak 

genetik olarak son derece farklı olan primer ve sekonder glioblastomlu hastalardan 

elde edilen doku örneklerinde bu tümörlerin gelişiminde ve patogenezinde 

metabolom düzeyinde farklılıkları tespit etmek, olası yolakları belirlemek ve olası 

tedavi seçenekleri konusunda hipotez geliştirilmesinde ön çalışma ortaya çıkarnaktır.  

Bursa Uludağ Üniversitesi Beyin ve Sinir Cerrahisi Anabilim Dalında klinik 

ve IDH, pTERT mutasyonları ile primer ve sekonder glioblastom tanısı doğrulanmış 

ve düşük evreli beyin tümörü ile epilepsi cerrahisi yapılırken elde edilen kontrol 

beyin dokusu örneklerinde Q-TOF LC/MS ile hedefsiz metabolomik analiz 

yapılmıştır. Biyoinformatik veri tabanları ve istatistikleri kullanılarak anlamlı 

metabolitler tespit edilmiş, yolaklara göre gruplanırılmış ve yorumlanmıştır.   

  



2 

2. GENEL BİLGİLER 

Glioblastom erişkin çağda görülen en sık beyin tümörüdür ve malign santral 

sinir sistemi tümörlerinin %45.2’sini oluşturmaktadır. Tüm tedavilere rağmen 

ortalama sağ kalım 15 ay civarındadır (1). Hastaların sadece %5.5’i tanı aldıktan 

sonra 5 yıllık sağ kalım göstermektedir (2). Glioblastom farklı genetik yollarla 

gelişen primer ve sekonder alt türleri içeren; değişik yaş gruplarında sağ kalımda 

farklılık izlenen bir patolojidir (3). Glioblastomun yıllık insidansı 3.19/100000’dir. 

Amerika Birleşik Devletleri’nde erkeklerde kadınlara oranla 1.58 kat daha fazla 

görülür. İnsidans yaşla beraber artar. 75-84 yaşları arasında pik yapar ve 85 yaşından 

sonra görülme sıklığı azalır. Toplumun yaşlanması ile beraber görülme sıklığı da 

artmaktadır.  

Primer glioblastomlar tüm glioblastomların %80’ini oluşturur ve daha yaşlı 

hastalarda (ort 62y) görülmektedir. Sekonder glioblastomların ortalama görülme yaşı 

ise 45’dir. Bunlar düşük evreli astrositom veya oligodendrogliomun evresinin artışı 

ile ortaya çıkarlar. Sekonder glioblastomlar genellikle frontal lobda yerleşir, daha az 

nekroz gösterir ve primer glioblastoma göre prognozları daha iyidir.   

Primer glioblastom erkeklerde daha sık görülürken sekonder kadınlarda daha 

sık izlenir (4). Sıklıkla supratentoriyal bölgede yerleşirken, serebellum ve spinal 

kordda nadiren görülür.  

Glioblastomlar benzer histolojik özellikleri paylaşan ependimomlar, 

oligodendrogliomalar, optik yol gliomları ve karışık gliomalar gibi hücre türlerini 

içerirler (5). Bu tarz bir kategorizasyon gliomların histolojik yapısını anlamada 

faydalıdır ancak tümörün malignitesi hakkında bilgi vermemektedir. 2014 yılında bu 

nedenle Dünya Sağlık Örgütü tarafından moleküler bilgilere dayanan yeni bir 

sınıflama ortaya konulmuştur (6,7). Glioblastomun heterojen yapısı tüm hastalar için 

etkili bir tedavi rejimi oluşturulmasını zorlaştırmaktadır (5). Günümüzde standart 

glioblastom tedavisi cerrahi, kemoterapi ve radtoterapiyi içeren multimodal bir 

tedavidir. Maksimal tümor rezeksiyonu kitle etkisini ortadan kaldırır ve sonuç sağ 
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kalım oranını uzatır (8). Cerrahi sonrası çoğu hasta aynı anda kemoterapi ve 

radyoterapi almaktadır. Günümüzde standart radyoterapi 6 hafta süre ile haftada 5 

gün 2 Gray fraksiyone doz ile total 60 Gray doz verilmesidir (5). Cerrahiden hemen 

sonra uygulanan erken radyoterapi ile progresyonsuz sağ kalımda uzama izlenmiştir 

ancak sonuç sağ kalıma bir etkisi saptanamamıştır (9). Orta derecedeki etkinliği ve 

ciddi yan etkilerine rağmen kemoterapi glioblastomun standart tedavisinin bir parçası 

olmaya devam etmektedir. 

2.1. Etiyoloji 

Glioblastom oluşumuna neden olabilecek pek çok genetik ve çevresel faktör 

araştırılmıştır ancak hastaların çoğunda bir risk faktörü tespit edilememiştir. Pekçok 

diğer kanser gibi glioblastomlar sıklıkla sporodik olarak gelişirler. Bazı çalışmalar, 

alerji, bağışıklık faktörleri, bağışıklık genleri ve bazı tek nükleotid polimorfizmlerine 

karşı azalmış duyarlılıkla birlikte glioblastom gelişme riskini göstermiştir (10). 

Allerjiler ve atopik hastalıklar ile glioblastom arasında zayıf bir ilişki 

saptanmıştır (11). Antiinflamatuar ilaçların 10 yıldan az kullanılmasının da 

glioblastom gelişmesi açısından koruyucu etkinliği olduğu gösterilmiştir (12). Alkol 

kullanımı, sigara, cep telefononu kullanımı, N- Nitroz maddelere maruziyet ve 

uyuşturucu kullanımı ile glioblastom gelişimi arasında bir bağ saptanamamıştır (13). 

2.2. Patogenez 

2.2.1. IDH Mutasyonu 

İzositrat dehidrojenaz (IDH) sitrik asit siklusunda anahtar rol oynayan bir 

enzimdir. 3 izoformu vardır. IDH1, IDH2 ve IDH3. IDH1 peroksizomlar ve 

sitoplazmada bulunurken IDH2 ve IDH3 mitokondrial matrikste yer alır. Oksidatif 

dekarboksilasyon sırasında izositrat ve NADP+ IDH1 ve IDH2 ile α-ketoglutarat (α-

KG), NADPH ve karbondioksite çevrilir (14). Bu işlem geri dönüşebilen çok 

basamaklı bir olaydır. İzositratın okzalosüksinat oluşumu için oksidasyonu ile başlar, 
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daha sonra α-KG oluşumu için dekarboksile olur (Şekil 2.1). α-KG pek çok enzim 

için kofaktör olarak işlev görür (15). 

Sekonder glioblastomların neredeyse tamamında IDH’da mutasyonlara 

rastlanırken primer glioblastomlarda çok nadiren izlenmektedir (16). IDH 

mutasyonları olduğunda enzim fonksiyonlarında artış ve azalmalar izlenmektedir 

(17). Bu mutasyonlar izositrat için bağlanmayı azaltarak izositratın α-KG’a 

dönüşümünü önler. IDH mutasyonları aynı zamanda NADPH için bağlanma 

afinitesini arttırır ve bu durum karboksilasyon olmadan sadece α-KG'yi düşürerek 

eksik reaksiyona ve α-KG yerine 2-hidroksiglutarat (2-HG) oluşumuna neden olur. 

Bir onkometabolit olan 2-HG’nin aşırı artışı kanserogenezde etkilidir (18). Mutant 

IDH (mIDH) inhibitörlerinin keşfi profilerasyon gösteren kanser hücrelerinin 

saptanmasına yardım eden hedeflenmiş kanser tedavisilerinin gelişmesine neden 

olmuştur. mIDH1 inhibitörü AGI-5198, 2-HG’yi inhibe eder ve mIDH1 gliom 

hücrelerinin in vivo büyümesini engeller (19). Seçici bir R132H-IDH1 inhibitörü 

olan AG-5198 mIDH1'in 2-HG üretme yeteneğini neredeyse tamamen bloke eder  ve 

gliogenezdeki genlerin ekspresyonunu indükler (20). Klinik çalışmalardan elde 

edilen sonuçlar, AG-221'in (seçici bir mIDH2 inhibitörü) ilerlemiş solid tümörlere 

karşı inhibe edici etkisinin umut verici olduğunu göstermektedir (21). 

 

Şekil 2.1. IDH1/2 enzimi izositratı α-KG’a çevirirken mutant IDH1/2 enzimi α-KG’ı 
2-HG’a çevirir (22).  
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2.2.2. Notch Yolağı 

Notch yolağı santral sinir sistemindeki nöronlarda dahil olmak üzere pek çok 

dokuda proliferasyon, apopitoz, hücre farklılaşmasında rol oynar. Kök hücrelerin 

başka bir forma dönüşmek yerine glial hücreler olarak gelişmesinde rol alır (23). 

Hücre süreçlerindeki kilit rolü nedeniyle, Notch sinyalinin tümörogeneze doğru 

sapması kolaydır. Bu yolakta 4 reseptör yer alır; Notch-1, Notch-2, Notch-3 ve 

Notch-4. Notch-1 tümör supresyonunda rol oynar, aynı zamanda malign fenotipik 

gliomlarda progresyon ile ilişkilidir. Notch-2, gliom hücre proliferasyonunda rol 

oynayan Notch-3 ile beraber gliomlar için prognostik bir belirteçtir. Notch-4 tümörün 

agresitivitesi ile ilişkili bulunmuştur (24).  

Çalışmalar Notch yolağının gliom hücre kültürlerinde tedavi için etkili bir 

hedef olduğunu göstermiştir (25). Notch yolağını inhibe eden ilaçlar α-sekretaz 

inhibitörleri, γ-sekretaz inhibitörleri ve diğer moleküller olarak 3 gruba ayrılabilir. 

Ying ve ark (26) glioblastom hücre kültürlerinde retinoik asit tedavisinin etkisini 

incelemişler ve retinoik asit ile tedavi edildiğinde intrasellüler Notch reseptörünün 

glioblastom nörosferlerini kurtarmaya zorlandığı ve Hes2, hey1 ve Hey2’de 

inhibisyona neden olduğunu saptamışlardır. Yazarlar glioblastom hücre kültürlerinde 

retinoik asitin hücre büyümesini ve farklılaşmayı durdurduğu sonucuna varmışlardır.  

Fan ve ark (25) Notch-2 ile tümör hücresi büyümesini arttıran glioblastom 

nörosfer oluşumu ile ilgili çalışmalarında γ-sekretaz inhibitörleri kullanarak Notch 

yolağını inhibe etmiş ve in vivo olarak glioblastom nörosfer oluşumunu azalttığını 

göstermişlerdir. 

2.2.3. Seramid Sinyal Yolağı   

Asid seramidaz (ASAH1) seramidleri sfingozin ve serbest yağ asitlerine 

metabolize eden bir enzimdir (Şekil 2.2). Seramidler yaşlanmada ve hücre ölümünde 

rol alırlar (27). Ancak, bu metabolik yolağın bir ara ürünü olan sfingozin-1-fosfat 

(S1P) hücrenin sağkalımına ve çoğalmasına etki eder (28). Gliom hücreleri 

seramidlerden S1P’a değişim gösterir ve seramidden daha yüksek S1P 
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konsantrasyonuna neden olur. Daha az seramid miktarı ile apopitoz düşer ve gliom 

hücreleri daha fazla yayılma imkanı bulur (28). Glioblastomda ASAH1’in 

modifikasyonu, hücreler arası dokuya salgılanmasını ve malignite potansiyelini çevre 

dokulara yaymasını sağlamaktadır (29).   

 

Şekil 2.2. Seramidleri sfingozine dönüştüren ve sfingosin kinaz tarafından sfingosin-
1-fosfata (S1P) dönüştürülen bir lizozomal enzim olan asit seramidazın 
(ASAH1) reaksiyonu. Seramid apoptozu teşvik ederken, S1P uyarır ve 
proliferasyonu destekler (22). 

Glioblastomlarda ASAH1 ekspresyonunun yüksek olduğu bilinmektedir. 

İrradiye edilmiş hücre kültürlerinde ve tümör dokularında, irradiye edilmeyenlere 

göre daha yüksek oranda ASAH1 saptanmış ve bu durum apopitoza direnç ve 

glioblastom nüksü lehine yorumlanmıştır (28). ASAH1’in fazla ekspresyonu 

antikanser tedavilerde potansiyel bir biyomarker olmasını sağlamıştır ancak şu an 

klinikte kullanılan bir ürün geliştirilememiştir.  

2.2.4. Vasküler Endoteliyal Growth Faktör (VEGF) Sinyal Yolağı 

Potansiyel bir anjioyogenik sitokin olan VEGF oksijenin sağlanması için yeni 

kan damarlarının oluşumunu stimüle eder. Normal VEGF sinyal yolağı hücreler 

oksijensiz kaldığında aktive olur. Hipoksi ile indüklenebilen faktör VEGF salınımına 
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ve VEGF’nin reseptörlerine (VEGFRs) bağlanmasına neden olur. Bu durum tirozin 

kinaz yolağını aktive ederek anjiyogenezis ile sonuçlanır. Bu durum normal şartlarda 

embriyolojik gelişim, yara iyileşmesi, kollateral sirkülasyon kas hasarını takiben 

aktifleşir (30).  

VEGF, glioma kök hücrelerinde mikro ortamın işleyişini optimize eder ve 

anjiyogenezisin desteklenmesinde anahtar rol oynar. Glioblastomun mevcudiyeti için 

vasküler kaynaklar şarttır ve bu durum erken dönemde anjiyogenez ile sağlanır (30). 

VEGF yolağının bloklanması anjiyogenezi inhibe ederek etkili bir tedavi seçeneği 

olabilir. Çeşitli anti-anjiyogenik ajanlar çeşitli kanser türlerinde tedavilerde 

kullanılmaktadır (31). Anti-VEGF tedavisinin çok geniş şekilde kullanılmasına ve 

vazojenik ödemi azaltmadaki etkisi gösterilmesine rağmen sonuç sağ kalıma etkisi 

saptanamamıştır (32).  

Günümüzde tivozanib, cediranib, lenvatinib, sorafenib, sunitinib ve 

pazopanib gibi çeşitli tirozin kinaz reseptörleri, VEGFR inhibisyonu için 

kullanılmakta; aynı zamanda TTAC-001 antibody, VXM01 aşısı ve bevacizumab 

kombine tedavileri ile çalışmalar halen devam etmektedir. 

2.2.5. PDGF Sinyali 

Platelet-derive büyüme faktörü (PDGF) glioblastom proliferasyonunu ve 

hayattta kalımı arttırdığı için tedavide poatnsiyel bir hedef haline gelmiştir (33). 

Normal glial hücrelerde PDGF sinyal yolağı; PDGFA, PDGFB, ve PDGFC gibi 

PDGF ligandlarının PDGFRα veya PDGFRβ gibi PDGF reseptörlerine bağlanması 

ile başlar. PDGFR hücre yüzeyindeki reseptörü tirozin kinazdır. Bağlandıktan sonra 

dimerize olur ve reseptördeki çeşitli tirozin rezidülerinin fosforile olmasına neden 

olur. Bu aktive form pek çok protein kompleksine bağlanarak DNA sentezine ve 

hücre proliferasyonuna yol açan sinyal iletim yolaklarını aktive eder (34). 

Glioblastomlarda normal beyin dokusunda bulunmayan bir PDGF otokrin döngüsü 

sergilenir (35). Pek çok çalışmada PGGF’ün glioblastomlarda fazla eksprese edildiği 

gösterilmiştir. PDGFA ve PDGFB diğer ligandlara göre daha fazla ekspre edilir (36). 

PDGFRα glioblastomlarda artar, yeniden düzenlenir ve onkogenezde rol oynar (37). 
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Shih ve ark (38) PDGF ve PDGFR’nin glial hücre kültürlerinde fazla salındığını 

göstermişlerdir. Tümor proliferasyonunda otokrin sinyal hücre kültürlerinde PDGF 

inhibitörlerinin hücre büyümesini sınırladığı gösterilmiştir. 

2.2.6. Epidermal Büyüme Faktörü Reseptör (EGFR) Yolağı 

Epidermal büyüme faktörü reseptörü (EGFR), epidermal büyüme faktörleri 

ve dönüştürücü büyüme faktör-α gibi hücre dışı sinyal ligandlarını hücre dışı 

yapısına bağlayan bir transmembran hücre RTK'dır. Normal glial hücrelerde reseptör 

sinyal ligandına bağlandığında yolak aktive olur ve inaktif monomerden aktif 

homodimer oluşumunu sağlar. Bu dimerizasyon intrasellüler tirozin kinaz aktivitesini 

arttırır ve tirozin rezidülerinin EGFR’nin C terminalinde otofosforillenmesine neden 

olur. Bu otofosforilasyon DNA sentezine, hücre proliferasyonuna, göçüne ve 

adezyonuna yol açan birçok sinyal transdüksiyon kaskadının başlamasını uyarır (4). 

Glioblastom patogenezinde EGFR mutasyonları sık çalışılmış bir konudur. 

Primer glioblastomlarda EGFR amplifikasyonu %40 oranında görülürken sekonder 

glioblastomlarda nadiren izlenir (39). Pediatrik glioblastomlarda ise nadiren görülür 

veya hiç bulunmaz (40). Ohgaki ve ark (41) çalışmalarında EGFR amplifikasyonunu 

sadece 35 yaş üzerindeki glioblastomlu hastalarda tespit edebilmişlerdir. Artmış 

EGFR ekspresyonu olan hastaların tümörlerinin yaklaşık yarısında tedavi için ideal 

bir hedef olan EGFRvIII varyantı tespit edilmiştir (42). 

Günümüzde çalışmalar tirozin kinaz inhibitörleri ve immünoterapiye 

yoğunlaşmıştır. Örneğin bir EGFR-TFI olan OSI-774 glioblastomda apopitozu 

arttırır ve sekonder glioblastomda ümit verici bir ajan olabilir (43). Ancak başka bir 

TKI olan lapatinib ile faz I/II çalışmalarında sınırlı antitümöral aktivite saptanmıştır. 

TKI ümit verici ajanlar olmasına ragmen klinik kullanıma girmesi için zamana 

ihtiyaç duyulmaktadır (44).  
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2.2.7. PI3K/AKT/mTOR Yolağı 

PI3K/AKT/mTOR yolağı hücre siklusu için yaşamsal intrasellüler bir sinyal 

yolağıdır. Fostaditilinozitol 3- kinaz (PI3Ks) fosforilasyonla serin/treonin-spesifik 

protein kinazı (AKT) aktive eden intrasellüler sinyal düzenleyici bir enzimdir. AKT 

rapamisinin memeli hedefini aktive eder (mTOR). mTOR değişik bağlayıcılar ile iki 

kompleks yapar; mTOR kompleks 1 (mTORC1) ve mTOR kompleks 2 (mTORC2) 

(45). mTORC1 rapamisin duyarlıdır ve büyüme faktörleri, stress, enerji durumu, 

oksijen, amino asit konsantrasyonları ile aktive olarak glial hücre büyümesini 

hızlandırır (45). mTORC2 ise rapamisine duyarlı değildir, glial hücre proliferasyon 

motilitesini ve AGC protein kinazı aktive ederek sağ kalımı arttırır (46). 

PI3K/AKT/mTOR yolağının fazla çalışması glioblastomlu hastaların sağ kalımını 

düşürür ve tümörün agresivitesini arttırır (47).  

2.2.8. Fosfat ve Tensin Homolog (PTEN) Sinyali 

PTEN PIK sinyalini antagonize ederek AKT aktivasyonunu lipid fosfataz 

aktivitesi yardımı ile önleyen bir tümör baskılayıcıdır (48). Glioblastomlarda 

mutasyonlara bağlı olarak inaktive olduğu gösterilmiştir. Homolog genlerin bir 

tanesindeki tek bir mutasyon tümör büyümesini başlatmak için yetersizdir. Birinin 

veya ikisinin delesyonu kontrolsüz hücre büyümesi ile sonuçlanır (49). PTEN aynı 

zamanda gliom hücrelerini kemoterapi ve radyoterapiye duyarlı hale getirir (50). 

Günümüzdeki çalışmalar PTEN mutasyonunun düzeltilmesine 

yoğunlaşmıştır. Glioblastoma hücre dizilerindeki hücresel proliferasyonu azaltan 

adeno-ilişkili virüs aracılı gen kullanılarak glioblastomda PTEN'in düzeltildiğini 

bildiren bir çalışma, bu hastalık için potansiyel bir tedavi olabileceğini 

göstermektedir (51). Bir diğer çalışmada, glioblastoma hücre dizilerinde (42MGBA 

ve T98G) mutant PTEN allelinin gen düzenleme kullanılarak düzeltilmesinin, hücre 

proliferasyonunun azalmasına neden olduğu gösterilmiştir (52). 
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2.2.9. SHH Sinyali 

Normal glial hücrelerde sinyal, sonik hedgehog (SHH) glikoprotein 

bağlanması ile başlar. Patched1 proteini ve ko-reseptörleri etkisiz hale getirilir ve 

Smoothened (SMO) proteininin inaktivasyonuna yol açar. SMO aktifleştiğinde 

glioma ilişkili (GLI) traskripsiyon faktörleri nükleusa yerleşir. GLI nükleusa 

girdiğinde GLI1 ve GLI2 transkripsiyon faktörleri aktive olur. Bu aktivasyon, SHH 

sinyalinde hedef aktivasyonu arttırarak proliferasyona, anjiyogeneze, epitelden 

mezenşimal geçişe ve kök hücrelerinin kendini yenilemesine yol açar (53). 

Glioblastomalarda, tipik olarak Patched1'deki mutasyon ve/veya SMO'daki 

mutasyonların aktive edilmesi yoluyla SHH sinyalinin anormal aktivasyonu, yetişkin 

kök hücrelerinin glioblastom kök hücrelerine dönüşmesine yol açar. SMO 

inhibisyonu, GLI'nin aşağı yönde aktivasyonunu önlediğinden, SMO, SHH yolu 

inhibitörlerinin geliştirilmesi için önemli bir moleküler hedeftir (54). 

2.3. Metabolomik 

Metabolom, bir hücre veya canlıdaki metabolitlerin tümüne verilen isimdir. 

Metabolomlar; protein, hücre duvarı, RNA ve DNA gibi yapıların yapısında yer alır 

Son 20 yılda biyokimya, farmakoloji ve toksikolojide metabolomik analizlere 

sıklıkla başvurulmaktadır. Metabolomik analizler, biyolojik sistemlerde 1kDa-

1.5kDa’dan daha küçük moleküllerin tanımlanması ve ölçülmesini sağlar (55-57).  

Metabolitler biyokimyasal veya enzimatik aktivitenin doğrudan bir olduğundan bir 

bireyin fenotipindeki biyokimyasal değişikliklerle ilişkilendirilir (55,56). 

Metabolomun deşifre edilmesi, biyolojik bir sistemdeki değişiklikleri izlemeyi ve 

patolojik bir durumda bozulan yolları tanımayı sağlar. Kanser ve normal hücreler 

veya kanser alt tipleri arasındaki metabolik farklılıkların anlaşılması, tedavi 

edilemeyen glioma gibi tümörler için yeni terapötik hedefler bulunmasını 

sağlayabilir. Dahası, metabolomikler, yüksek verimli, tam otomatik ve nispeten 

düşük maliyetli tanısal yöntemlere sahip olduğundan, transkripsiyonel ve proteomik 

yaklaşımlardan daha pratiktir (56,57). Nükleer manyetik rezonans (NMR) 

spektroskopi ve kütle spektrometresi (MS) analizleri, kapsamlı bir biyokimyasal 
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değerlendirme sunarken analitik testlerin hassasiyetini ve çözünürlüğünü de 

arttırmaktadır. Metabolomik analizi için yeni nesil yüksek çözünürlüklü analitik 

platformlar kullanılarak, küçük bir biyolojik numuneden, yüzlerce-binlerce küçük 

molekül tanımlanabilir. Bu nedenle metabolomikler, tümörün patogenetik 

mekanizmaları, teşhisi ve tedavi yanıtını izlemede yaygın olarak kullanılan bir 

strateji haline gelmiştir (56–59). Kolon, over, özofagus, ağız, meme ve prostat 

kanserlerinde, lösemide normal hücrelere göre metabolik farklılıkların tanınmasında 

önemini kanıtlamış olan (60–66) metabolomik araştırmaları, beyin tümörlerinin de 

agresif yapısına ilişkin yeni bilgiler sunmaktadır (67,68). 

Metabolomik genellikle metodolojik olarak farklı iki bölümden oluşur. İlk 

olarak; analiz, metabolitlerin konsantrasyonunu ölçmek için global bir profilleme 

aracı kullanırken, sonraki veri matrisi çok değişkenli istatistikler veya veri azaltma 

araçlarıyla sorgulanır. İkinci olarak, örüntü tanıma süreçleri denetimsiz ve denetimli 

tekniklere ayrılabilir. İlki, verilerle ilişkili doğuştan gelen varyasyonu görüntülerken, 

ikincisi verileri kümelemek için önceki bilgileri kullanır. 

2.3.1. Kütle Spektrometrisi 

Kütle spektrometrisine dayalı yaklaşımlar, doğal olarak nükleer manyetik 

rezonans spektroskopi tekniklerinden daha hassastır ve tümör metabolomunda 

bulunan daha düşük konsantrasyonlu metabolitlerin saptanabilmesini sağlar.  

Kütle spektrometrisine dayalı yaklaşımların hassasiyeti, eksize edilmiş 

dokudaki iz metabolitlerini izlemek için de kullanılmıştır. Nörositomaların 

nörotransmiter profili çıkarılmış (69), Olsen ve arkadaşları (70) gliomadaki morfini 

saptamak için kuadrupol MS uçuş zamanı (flight time) kullanmışlardır. Hücre ölümü 

sırasında nöroblastoma hücrelerinde değişen lipid metabolitlerin ayırt edici olduğu 

gösterilmiştir (71). Beyin tümörü örneklerindeki CCM pikinin fosfatidilkolin ile 

değil de büyük ölçüde kolin, PC ve GPC ile ilişkili olduğu gösterilmiştir (72). 

Kütle spektrometrisi (MS), yüksek duyarlılığı ve geniş dinamik aralığı 

nedeniyle metabolomik için değerli bir analitik platform sağlar (73). Çalışma 
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prensipleri ve performansta farklılık gösteren çok yönlü bir tekniktir (73). Farklı iyon 

hızlandırma ve algılama yöntemlerine sahip çeşitli kütle analizörleri mevcuttur ve 

yüksek çözünürlüklü (HR; örneğin uçuş süresi (TOF), Fourier dönüşüm iyon 

siklotron rezonansı (FT-ICR), yörünge detektörü (Orbitrap)) ve düşük çözünürlük 

(LR; örneğin tek dört kutuplu (Q), üçlü dört kutuplu (QqQ) ve iyon tuzağı (IT)),  

ayrıca iyonların üretimi için elektron çarpması (EI) gibi sert iyonizasyon teknikleri 

ve kimyasal iyonizasyon (CI), elektrosprey iyonizasyon (ESI), atmosferik basınçta 

kimyasal iyonizasyon (APCI) dahil yumuşak iyonizasyon teknikleri atmosferik 

basınç fotoiyonizasyonu (APPI), matris destekli lazer desorpsiyon iyonizasyonu 

(MALDI) ve desorpsiyon elektrosprey iyonizasyonu (DESI) gibi farklı ara yüzler 

vardır (73).  

Son zamanlarda, tandem kütle spektrometresi (MS/MS) veya MSn analizi, 

aynı veya farklı detektörlerin kombinasyonunu, yapısal açıklama için hibrit kütle 

analizörlerini ve metabolitlerin kantitatif analizini mümkün kılmıştır (74). MSn 

analizinde metabolitlerin parçalanma modeli temel olarak çarpışmanın neden olduğu 

ayrışma (CID) ve yüksek enerjili çarpışma ayrışması (HCD) gibi düşük enerjili 

ayrışma ile elde edilir (75). IT-Orbitrap, Q-TOF ve IT-TOF gibi HR tandem kütle 

spektrometreleri, metabolit karakterizasyon güvenilirliğini önemli ölçüde artıran, 

yüksek kütle doğruluğuna sahip bileşiklerin ve ürün iyon bilgisi, izotopik dağılımı ve 

temel bileşimini sağlar (76). Bu nedenle, bu yöntemler hedeflenmemiş 

metabolomikler için tercih edilir (76). Aksine, çoklu reaksiyon izleme (MRM) 

kullanan üçlü dört kutuplu (QqQ) ve hibrit doğrusal iyon tuzağı üçlü dörtlü 

(QqQLIT) gibi tek reaksiyon izleme (SRM) şeklindeki LR tandem kütle 

spektrometreleri, kantitatif analiz için iyi seçicilik ve hassasiyet veya metabolik 

profil saptanmasını sağlar (77). 

Çoğu uygulama, dokuda analizden önce bir doku ekstraktındaki metabolitleri 

başlangıçta ayırmak için gaz kromatografisi (GC) ve sıvı kromatografi (LC) kullanır. 

Tipik olarak EI veya CI kullanan GC-MS, uçucu ve termal olarak kararlı 

metabolitlerin analizi için idealdir (73). GC-MS ayrıca kimyasal türevlendirme 

yoluyla yarı uçucu veya uçucu olmayan metabolitleri analiz etmek için kullanılır; 

ancak bu uzun analiz süresine ve numune hazırlama değişkenliğine yol açar (73). Ek 
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olarak, tamamlanmamış türetme, degradasyon ve yan reaksiyonlar nedeniyle analit 

başına çoklu MS pikleri ve pik başına çoklu analitler gibi türevlendirme artefaktları, 

spektral yorumlamayı ve tanımlamayı daha zor hale getirir (78). Son zamanlarda, 

GC-QLT-Orbitrap hibrit cihazının geliştirilmesi, eser maddelerin analizi ve 

bilinmeyen metabolitlerin yapısal karakterizasyonu için GC/MS tabanlı 

metabolomiklerde önemli gelişmeler sağlamıştır (79).  

GC-MS'nin aksine, API (ESI, APCI ve APPI) arayüzü ile birleştirilmiş LC-

MS, uçucu olmayan ve termal olarak kararsız metabolitlerin analizi için mükemmel 

hassasiyet (pikomolden femtomol seviyelerine kadar), seçicilik ve özgüllük 

kombinasyonu sağlar (80). 

Kütle spektrometrik ölçümler (GC-MS veya LC-MS), kütleye göre çok 

sayıda izotopomeri tanımlamadaki duyarlılıkları nedeniyle kararlı izotopların 

saptanmasında yaygın olarak kullanılmaktadır (81). Bununla birlikte, sadece kütle ile 

tanımlanan izotopomerler (m + 1, m + 2, m + 3…) konumsal izotopik etiketleme 

bilgisi sağlamaz. Konumsal izotopik zenginleştirmelerin ayrıntılı bir analizi için 

NMR veya tandem kütle spektrometresi kullanılmalıdır (80). Tandem kütle 

spektrometrisindeki (MS/MS) en son gelişmeler, izotopik olarak etiketlenmiş 13C 

amino asitler  ve glikolizin diğer ara maddeleri, pentoz fosfat yolu ve TCA döngüsü 

ara maddeleri için kütle parçalanmasına dayalı konumsal etiketlemenin 

belirlenmesine izin verir (82) (83). 

2.3.2. Kritik Metabolitlerin Tespiti 

Metabolomik analizindeki zorluklar, her metabolitin kimyasal ve fiziksel 

özelliklerine bağlıdır. Biyokimyasal reaksiyonlar sırasında sürekli 

oksidasyon/redüksiyon veya bozunma olduğundan, metabolizma çok hızlı değişir. 

Birçok metabolitin de sınırlı yarılanma ömrü oluşu, bu yöntemin zorluğunu oluşturur 

(84). Bu nedenle, numune toplama, saklama ve işleme, kromatografik ayırma, 

analitik enstrümantasyon, metabolit tespitini ve kantitatif tekrarlanabilirliği en üst 

düzeye çıkaran ve sonuçta yüksek kaliteli veriler sağlayan veri işleme ve analizi 

içeren deneysel bir prosedürü dikkatlice tasarlamak önemlidir (78). Biyoakışkanlar 
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için en yaygın kullanılan numune hazırlama yöntemleri "dilute and shoot", çözücü 

çökeltme ve ultrafiltrasyondur (85). Bu yöntemler arasında, ultrafiltrasyon, proteinin 

daha iyi uzaklaştırılmasını, polar metabolitlerin mükemmel bir şekilde kapsanmasını 

ve polar olmayan metabolitlerin metanol-su ve ardından kloroform kullanılarak 

membrandan doğrudan ekstraksiyonunu sağlar (85). Hücre metabolomikleri için, 

örneklemenin hücre tipine bağlı olarak, ya yapışık kültürler olarak ya da süspansiyon 

içinde büyütülmesi için ayarlanması gerekir (86). Farklı metabolit ekstraksiyon 

prosedürü arasında, sıvı-sıvı ekstraksiyonu (LLE) en yaygın kullanılan yöntemdir 

(86). Katı faz ekstraksiyonu (SPE) veya katı faz mikro ekstraksiyon (SPME) gibi 

diğer yöntemler özellikle hedefli analiz için kullanılır (86). Bununla birlikte, bu yeni 

protokollerin çoğu genellikle belirli bir analitik platform için geliştirilmiştir. 

2.3.3. Sistein Metabolizması 

Sistein, indirgenmiş glutatyon (GSH) ve homosistein gibi sistein 

metabolizmasına katılan metabolitlerin ve bunlara karşılık gelen disülfidlerin [sistin, 

oksitlenmiş glutatyon (GSSG) ve homosistin] analiz edilmesi çok zordur. Bunlar 

oldukça polardır ve biyokimyasal reaksiyonlar sırasında oksidasyona/ redüksiyona 

uğrama eğilimindedir (87). Tiyol grupları (-SH) kararsızdır ve oksidatif birleştirme 

reaksiyonları ile karşılık gelen disülfidlere kolayca dönüştürülür. Bu nedenle, 

biyolojik numunelerde bu metabolitleri doğru bir şekilde analiz etmek için tiyol 

grubunun (-SH) türetilmesi gereklidir. Tiyol analizinde ortam/ mobil fazın pH değeri 

en önemli parametredir ve bu bileşikler pH> 7'de hızla enzimatik olmayan 

otoksidasyona uğradığından pH 7'nin altında tutulmalıdır (88). UV ve floresans 

saptama ile birleştirilmiş HPLC, GC ve CE dahil olmak üzere çeşitli analitik 

yöntemler geliştirilmiştir (87,89).  

Elektrokimyasal detektör (ECD) ile birleştirilmiş HPLC, bu metabolitlerin 

türevlendirme olmaksızın kısa sürede analizine izin verir, ancak tekrarlanan 

analizlerde sinyal hassasiyeti kaybı olabilir (90). Bununla birlikte, yüksek hassasiyet 

ve yüksek verim kapasitesi nedeniyle, iyodoasetik asit, maleimidler, Ellman reaktifi, 

4-floro-7-ulfamoilbenzofurazan (ABD-F) ve monobromobimane gibi tiyol reaktif 
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gruplarla -SH grubu örneklerin türevlendirilmesini içeren LC-MS/MS yöntemi 

yaygın olarak kullanılmaktadır (91). Türevlendirme aşaması yalnızca tiyolleri 

otooksidasyon ve bozunmaya karşı korur, ancak disülfitlerin enzimatik 

indirgenmesini önlemez. Doğrudan LC-MS/MS analizinde, etilendiamintetraasetik 

asit (EDTA) -80 ° C'de saklanan numunelerin tedavisi ve deproteinizasyon için tiyol 

oksidasyonunu en aza indiren muamelesi için trikloroasetik asit kullanılır (88). 

2.3.4. Nükleotidler 

Nükleotidler, DNA sentezi ve mitokondriyal oksidatif fosforilasyon da dahil 

olmak üzere çeşitli biyokimyasal yollarda önemli rol oynar ve bu metabolitlerin tam 

karakterizasyonu, özellikle redoks aktif (NAD/NADH, NADP/NADPH ve 

FAD/FADH) ve hidrolitik olarak kararsız nükleotidlerin kantifikasyonu için 

potansiyel olarak kritiktir. Kritik nükleotidlerin analizi için kapiler elektroforez CE, 

hidrofilik etkileşim kromatografisi (HILIC) ve iyon eşleştirme kromatografisi (IP-

LC) gibi etkili kromatografik teknikler geliştirilmiştir (92). 

2.3.5. 2-Hidroksiglutarat 

D-2-hidroksiglutarik asit (D-2-HG), önemli bir onkometabolittir ve düşük 

dereceli gliomalarda dahil olmak üzere çeşitli kanserlerde IDH mutasyonlarının iyi 

bilinen tanısal belirtecidir (93). 2-hidroksiglutarik asidin (2-HG) tanımlanması ve 

miktarının belirlenmesi zor değildir, ancak D ve L enantiyomer fraksiyonlarının 

karakterizasyonu hala kritiktir ve kapsamlı numune hazırlığı gerektirir. HPLC analizi 

için kiral kolonların kullanımı tam olarak geliştirilmemiştir ve önemli miktarda 

malzeme gerektirir, bu nedenle bu teknoloji nadiren kanser araştırmalarında 

kullanılır ve yalnızca metabolik bozukluk çalışmalarında bol biyolojik numunenin 

(örneğin idrar) enantiyomerik analizi için uygulanabilir (94). 2-HG'nin D ve L 

formlarını ayırt etmek için 2-HG enantiyomerleri, kiral karbonun 

türevlendirilmesiyle diastereoizomerlere dönüştürülür (95). GC-MS ve LC-MS ile 2-

HG enantiomerlerinin analitik tayinleri, kiral durağan faz  ve kiral türetme fazı  

kullanılarak gerçekleştirilmiştir (94-96). 
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LC-MS'nin aksine, rapor edilen GC-MS yöntemleri iki aşamalı türetme 

süreçleri gerektirir ve enantiyomerlerin zayıf ayrılmasını sağlar (96). Ayrıca, daha 

spesifik analizler için MRM modunda 2-HG enantiyomerik formları analiz etmek 

için LC-MS yöntemleri kullanılabilir (95).  

2.3.6. Tek Karbon Metabolizması 

Format, bir karbon metabolizması ve de novo purin biyosentezi dahil olmak 

üzere birçok biyokimyasal yolda merkezi bir rol oynar ve küçük moleküler ağırlığı 

nedeniyle analizi zordur (97). Uygun bir türevlendirme reaktifinin seçimi, reaktiflerin 

ve katalizörlerin optimum konsantrasyonu ve tampon çözeltisinin pH'ı, format 

esterlerin istikrarsızlığı ve kolayca hidrolize edilebilir doğası analitik geliştirmedeki 

temel endişelerdir (98). Pentafluorobenzyl bromidenin (PFBBr), GC kolonunda daha 

iyi tutulması, daha yüksek duyarlılığı ve pH 6.8-8.0'da format esterin geliştirilmiş 

stabilitesi nedeniyle en uygun türevlendirme reaktifi olduğu bildirilmiştir (98).  

2.3.7 Beyin Tümörlerinde Metabolomik Çalışmaları 

Glikoz, yağ asidi ve anaplerotik amino asit metabolizmasının metabolik 

değişimi beyin kanserinde malign transformasyon ve ilaç direnci ile 

ilişkilendirilmiştir (99). Son zamanlarda, metabolomik çalışmaları, "metabolik 

fenotiplerin" yeni terapötiklerin geliştirilmesi ve beyin tümörlerinde tedavi yanıtının 

izlenmesi için büyük bir potansiyele sahip olduğunu göstermiştir (68). 

İn vitro deneylerle karşılaştırıldığında sınırlı sayıda primer numuneye 

rağmen, bazı laboratuvarlar astrositom ve glioblastom hastalarından beyin 

biyopsilerini, plazma/serum, idrar ve BOS numunelerini analiz etmiştir. Bu 

çalışmalar, beyin kanseri hastalarının tanı ve prognozu ile ilişkili farklı metabolik 

kalıpları belirlenmesinde öncü rol oynamıştır (100). Metabolik enzim izositrat 

dehidrojenaz 1'deki (IDH1) mutasyonlar, düşük evreli gliomlarda ve sekonder 

glioblastomda tanımlanmıştır ve α-ketoglutaratın NADPH'ye bağlı olarak D-2-HG'ye 

indirgenmesiyle sonuçlanmıştır (93). Yüksek D-2-HG seviyesiyle ilişkili IDH 
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mutasyonları, gliomalarda tümör oluşumuna ve malign ilerlemeye katkıda bulunur, 

ancak LGG’ler de yüksek D-2-HG seviyesi aynı zamanda daha uzun sağkalımın ve 

temozolomide (TMZ) iyi yanıtın bir göstergesidir (93). 

Glioma derecesi ile ilişkili diğer bir ilgili metabolik biyobelirteç, 

fosfatidilinositol lipid ailesinin sentezi için önemli bir osmolit ve substrat olan miyo-

inositol (MI) 'dur (101). Astrosit proliferasyonunu içeren birçok beyin hastalığında 

artan MI konsantrasyonu bildirilmiştir. Kallenberg ve arkadaşları (101), düşük evreli 

gliomu olan hastalara ve kontrol deneklerine kıyasla glioblastomlu hastalarda MI 

düzeyinin anlamlı olarak daha yüksek olduğunu bildirmişlerdir. Malign tümör 

hücreleri, sitozolik NADH/NAD+ oranını artıran ve böylece laktat dehidrojenaz 

aktivitesini hızlandıran aktif glikoliz ile glikozun çoğunu laktik aside dönüştürür 

(102). Glioblastomda, piruvat kinaz (PK) PKM2'nin M2 izoformunun yukarı 

regülasyonu, aerobik glikolizi destekleyerek Lac üretimini arttırır (103). Aerobik 

glikolize geçiş, enerji üretimini sürdürmek için gerekli oksijen tüketimi seviyelerini 

düşürerek, tümör hipoksisinin gelişimi sırasında bu tümörlere fayda sağlayabilir. 

Fosfoenolpiruvat (PEP), 3-fosfogliserat (3-PG) ve Lac dahil olmak üzere daha 

yüksek trioz fosfat glikolitik ara ürün seviyeleri, gliomalar için benzersiz belirteçleri 

temsil etmektedir (102). 

Mörén ve meslektaşları (104), glioma hastalarından alınan tümör dokusu ve 

serum örnekleri üzerinde metabolik profilleme yaparak ve oligodendrogliomalara 

kıyasla glioblastomun metabolik belirteçlerini belirlemeye çalışmışlardır. Bu 

çalışmada, oligodendrogliomalı hastalara kıyasla glioblastomlularda serum 

örneklerinde artmış bulunan sistein (Cys) dahil olmak üzere çeşitli metabolitlerin 

dönüşümü bildirilmiştir (104). Beyin tümöründeki sistein metabolizması, sistein/ 

glutamat antiporter sistemi xc− yoluyla GSH sentezindeki rolü nedeniyle önemli 

ölçüde ilgi görmektedir (105). Glu, Cys ve Gly'nin bir tripeptidi olan GSH, santral 

sinir sistemindeki hücrelerin redoks durumunun önemli bir hücresel antioksidan ve 

anahtar düzenleyidir (105). GSH sentezi, redoks stresi ve hipoksi sırasında glioma 

hücresinin hayatta kalmasında önemli bir rol oynar (105). GSH'nin beyin 

tümörlerinin klinik evresi ile ilişkisi üzerine yapılan araştırmalar, yüksek dereceli 

gliomalarda (yüksek evreli gliomlar, III ve IV) düşük dereceli gliomalara (düşük 
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evreli gliom, I ve II) kıyasla anlamlı ölçüde daha düşük GSH seviyeleri göstermiştir 

(106). Sistin katabolizmasının metabolik bir ara ürünü olan sistein sülfinik asit 

(CSA) oluşumunu indükleyen yeni bir metabolik yol tanımlanmıştır ve 

glioblastomlarda derece II gliom ile karşılaştırıldığında 23 kat artmış CSA birikimi 

gösterilmiştir (107). Bu nedenle, hücre dışı L-Cys ve CSSC havuzunun sürekli 

tükenmesi için kistinaz enzimi ile Cys'nin sistemik tüketilmesi, tümör direncinin 

üstesinden gelmek ve kanser tedavisine duyarlılığı arttırmak için ilgi çekici bir tedavi 

planı olarak sunulmuştur (108). 

Sisteine ek olarak, beyin kanseri için diğer amino asitler özellikle ilgi 

çekicidir. Örneğin, Glu, memeli santral sinir sisteminde beyin gelişimini ve 

işlevlerini düzenleyen ana eksitatör nörotransmiterdir (109). Glutamaterjik sistem, 

gliom hücrelerinin hayatta kalması, proliferasyonu ve migrasyonunda önemli bir rol 

oynar (109). Gln, α-ketoglutarata metabolize olur ve trikarboksilik asit (TCA) 

döngüsünde substrat seviyesinde fosforilasyon yoluyla enerji sağlar, böylece 

metabolik yakıt görevi görür (110). Glioblastomda, yağ asidi veya lipid sentezi için 

asetil-CoA'nın çoğu hem glikolizden hem de glutaminolizden gelir (111). Yeni bir 

çalışmada glioblastom hücrelerinin, % 90 glikoz ve % 60 Gln'yi Lac veya Ala'ya 

dönüştürdüğü gösterilmiştir (111). Gln'nin Lac'a hızlı dönüşümü (glutaminoliz), yağ 

asidi sentezini desteklemek için yeterli NADPH üretir. Ayrıca, metabolomik 

araştırmalar, sistin/ glutamat antiporter sistemi xc− yoluyla Glu salımının malign 

gliomaların büyümesini teşvik ettiğini göstermiştir. Bu nedenle, glutamat 

reseptörlerinin ve taşıyıcılarının hedeflenmesi, beyin tümörleri için yeni bir terapötik 

yaklaşımı temsil edebilir (109).  

Palanichamy ve arkadaşları (112) yakın zamanda primer ve sekonder 

glioblastom hücrelerinini inceleyerek, glioblastom dokularını ve normal insan 

astrositlerini analiz etmişler ve onkojenik kinazların aktivasyonu, proliferasyon, sağ 

kalım ve tedavi direncinin gelişimi ile ilişkili dört anahtar metabolit (triptofan, 

metiyonin, kynurenin ve 5-metiltiyoadenozin) tanımlamışlardır. Yazarlar Triptofan-

kynurenin metabolik yolak ürünlerinin potansiyel glioblastom tedavisi için benzersiz 

bir hedef olarak önermektedirler (112). 
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Ektopik ve ortotopik insan glioblastom ksenogreft modellerinde lipidomik 

imzaları araştırmışlar ve glikosfingolipidleri, gliserofospoetanolaminleri, 

triaçilgliserolleri ve gliserofosfoserinleri ektopik ve ortotopik tümör modellerinde en 

büyük katlama etkisine sahip dört ana lipit sınıfı olarak tanımlamışlardır (78). Bu 

çalışma, beyin ve glioblastom tümörlerinde bu lipit sınıflarının kontrol beyin 

dokusuna kıyasla önemli ölçüde azaldığını göstermiştir (78). Önceki lipidomik 

araştırmalarda, düşük dereceli astrositomlara göre malign gliomlarda veya derece IV 

astrositomda toplam lipid miktarının daha düşük olduğu da gözlenmiştir (113). Bu 

çalışmalar, anaerobik glikolizden elde edilen glikoza ek olarak, glioblastomun yakıt 

kaynağı olarak yağ asitlerine bağlı olduğunu göstermektedir (78). 

2.3.8. Metabolomikler ve Tedaviye Yanıt 

Bugüne kadar yapılan birkaç çalışma ile tümör derecesi ve alt tipine bağlı 

olarak gliomların metabolomundaki temel farklılıkları belirlemiştir. 

Metabolomiklerin başka bir uygulaması, tedaviye yanıtı değerlendirmek için 

metabolomdaki bu değişiklikleri değerlendirmektir. Wibom ve ark. (114), 

glioblastom için radyoterapi alan hastaların hücre dışı sıvısını incelemişlerdir. 

Çalışmada, glioblastomdan hücre dışı sıvıyı örneklemek için stereotaktik 

mikrodiyaliz kateterleri kullanılmıştır. Mikrodiyaliz kateterleri, kontrast tutan 

tümörün çevresindeki beyin parankimine implante edilmiştir. Çalışmada, radyoterapi 

ile tedavi edilen örneklerde tümör ve komşu beyin dokusunda metabolik değişiklikler 

saptanmıştır. Tandle ve arkadaşları (67) tarafından glioblastomlu hastalardan alınan 

idrar örneklerinden yararlanılarak daha az invaziv bir metabolomik test 

kullanılmıştır. Glioblastomlu ve sağlıklı kontrollerden alınan 46 numunenin hasta 

sağkalımında % 6,5'lik bir fark saptanmıştır. Bunlar mannitol, piroglutamin ve 7-

metilguanin içerir. Ek olarak, hastaların RT alıp almadığına bağlı olarak, birkaç 

bileşiğin seviyelerde önemli farklılıklar gösterdiği gösterilmiştir. Bunlar, tümü RT 

alan hastaların idrarında önemli ölçüde yüksek olan Nasetilfenilalanin, N-

asetiltriptofan, N-asetiltirozin ve N-asetilprolin dahil olmak üzere N-asetillenmiş 

metabolitleri içermektedir. Ek olarak, sitrat, izo-sitrat, alfa-ketoglutarat, süksinat, 

fumarat, malat ve 2-hidroksiglutarat içeren TCA döngüsü ara maddeleri de RT 
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sonrası önemli ölçüde yükselmiş olarak saptanmıştır. TCA döngüsüne dahil olan 

metabolitlerin yükselmesi, radyasyonun neden olduğu oksidatif strese ikincil olabilir. 

Bu, Wibom ve ark. verileriyle uyuşmaktadır.  
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3. GEREÇ ve YÖNTEM 

Tez kapsamında gerçekleştirilen çalışmalarda kullanılan kimyasal, sarf ve 

cihazlar aşağıda sunulmuştur.  

3.1. Cihazlar 

1. Q-TOF/MS -Uçuş Zamanlı Kütle Spektrometresi (Agilent 6530, ABD) 

2. Biyokimya Analizörü (Beckman Coulter AU680, ABD) 

3. Su Banyosu (Nüve B5) 

4. Evaporatör (Univapo 150H) 

5. Santrifüj (NüveNF-1200R) 

6. Etüv (Thermo Scientific Heraeus) 

7. Azot uçurucu (VLM GmbH 33689 Bielefeld 1302001) 

8. Kuru Blok Isıtıcı (Allsheng MK200-1) 

9. Vorteks Karıştırıcı (Velp Scientifica 2X)(Heidolph Reax 2000 shaker) 

10. Elektronik Hassas Terazi (Mettler ToledoAG204) 

11. Sonikatör (Bandalin Sonorex) 

12. -80 °C Derin Dondurucu (MDF-U6086S) 

13. -20 °C Derin Dondurucu (DF-300) 

14. Distile su cihazı ( mpMinipure SUPER OTO-UP OTO) 

3.2. Cam ve Sarf Malzemeler 

1. Cam malzemeler (Interlab) 

2. Otomatik Pipetler (Isolab; 10-100 µL, 100-1000 µL, 1-5 mL) 

3. Pipet Uçları (Isolab; 10-100 µL, 100-1000 µL, 1-5 mL) 

4. Vial (vida kapaklı) (Shimadzu) 

5. İnsert (Shimadzu) 

6. Ependorf tüp (Polipropilen, 1,5-2 mL) 
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3.3. Etik Kurul İzni  

Bu tez çalışması, ‘T.C. Bursa Uludağ Üniversitesi Girişimsel Olmayan Klinik 

Araştırmalar Etik Kurulu’ tarafından 24.02.2021 tarihinde 2021-4/59 numaralı kararı 

ve ‘Primer ve Sekonder Glioblastomların Metabolamik Açısından İncelenmesi’ 

başlıklı dosya ile etik kurul izni almıştır. İlgili etik kurul onay sayfası Ek 1’de 

sunulmuştur.  

3.4. Örneklerin Toplanması 

Bursa Uludağ Üniversitesi Beyin ve Sinir Cerrahisi Anabilim Dalında 

glioblastom ve düşük evreli beyin tümörü nedeni ile opere edilen beyin tümörü doku 

örnekleri -80°C’ de çalışılana kadar saklandı. Epilepsi cerrahisi için 

amigdalahipokampektomi yapılırken elde edilen kontrol beyin dokusu örnekleri -

80°C’ de saklandı ve bu çalışmada kullanıldı.  

Primer ve sekonder glioblastomlar klinik olarak ayırımı yapıldıktan sonra, 

hastalardan elde edilen tümör dokusu örneklerinde IDH, pTERT mutasyonlarına 

bakılarak primer, sekonder ayrımı doğrulanmıştır. Glioblastom dışındaki santral sinir 

sistemi kanserleri olan hastalar, pediatrik yaş grubundaki hastalar, yandaş kanseri 

olan hastalar ve metabolizma ilişkili hastalığı olanlar (hipertansiyon, diametes 

mellitus, hiperlipidemi, vs) olanlar çalışma dışında bırakılmıştır. Kontrol grubu için 

epilepsi cerrahisi amacı ile amigdalahipokampektomi sırasında alınan normal beyin 

parankim dokusu örnekleri kullanılmıştır.  

Çalışma ve kontrol grubundaki bireyler veya yasal varisleri araştırma amaçlı 

çalışma için düzenlenmiş aydınlatılmış onam formlarını ve rıza formlarını okuyarak 

çalışmaya katıldıklarını kabul ettiler.  

3.5. Örneklerin Hazırlanması  

Tüm doku örneklerinin yaş ve kuru ağırlıkları ölçülmüş, eppendorf tüpe 

aktarılmıştır. Dokular 3 mL/g metanol ve 0.64 mL/g su eklenip homojenize 
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edildikten sonra -20 °C'de 10 dakika bekletilmeden önce vorteks (IKA vortex genius 

3, Staufen, Almanya) ile 1 dakikalık çalkalama uygulanmıştır (bu prosedür için üç 

tekrar yapılmıştır). 3 mL/g diklorometan ve 1.5 mL/g su eklenmiştir. Heterojen 

karışım 1 dakika vortekslenip ve daha sonra -20 °C'de 10 dakika bekletilmiştir (bu 

prosedür için üç tekrar yapılmıştır). Nihai karışım homojenizatörde 1 saat bekletilmiş 

ve süpernatan +4 °C 40.000 rpm'de 10 dakika santrifüj edilip (Universal 320 R, 

Hettich, Tuttlingen, Almanya) lipid ve metabolit fazları ayrılmıştır. Tüm biyolojik 

materyalden elde edilen ekstraktlarda metabolit ve lipit fraksiyonları bir Labconco 

Vakum Santrifüjünde 4° C'de buharlaştırılmıştır. Metabolit fazı, 200 μL 50:50 (h/ h) 

su (Milli-Q): Asetonitril (ACN) karışımı ile yeniden çözündürülmüştür. 30 saniye 

vortex (IKA 320 orbital shaker, Staufen, Almanya) ile çalkalama uygulandıktan 

sonra 15 dakika 10000 rpm’de santrifüj uygulanmıştır. 

3.6. Stok ve Standart Çözeltilerin Hazırlanması: 

Altı normal ve 51 adet tümörlü beyin dokularından 5 mg tartılmış ve 

üzerlerine 5 mL saf etanol ilave edilerek 1000 µg/mL ana stok çözeltileri 

hazırlanmıştır. Bu ana stok çözeltilerden 100 µL alınmış ve saf etanol ile 1000 µL’ye 

tamamlanarak derişimleri 100 µg/mL olan ara stok çözeltiler hazırlanmıştır. LC-

MS/MS analizinde kullanılacak çalışma standartları bu ara stok çözeltiler 

kullanılarak hazırlanmıştır.  

Elli yedi beyin parenkim dokusu 10000 pmol/mL derişimindeki stok çalışma 

standartları % 20 asetonitril ile çalışma öncesinde taze olarak hazırlanmıştır. Stok 

standart çözeltiler ve çalışma standartları -80 °C’de saklanmıştır.  

50- 1000 pmol/mL arasında değişen 5 farklı seride standart doğru için 

kullanılacak standart çözeltiler %20 asetonitril içinde hazırlanmış ve -80 °C’de 

saklanmıştır.  

Standart doğru için standart çözeltilerinin derişimleri sırasıyla 1000 pmol/mL, 

500 pmol/mL, 200 pmol/mL, 100 pmol/mL, 50 pmol/mL olarak belirlenmiştir. Bu 

derişimdeki çözeltilerin hazırlanması Tablo 3.1’de gösterilmektedir.  
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Tablo 3.1. Standart doğru için standart çözeltiler ve derişimleri  

 
Karışım 

(1000 pmol/mL) 

Kalibratör 4 

(100 pmol/mL) 

ACN:H₂O 

(%20) 

Kalibratör 1 

(1000 pmol/mL) 

 

1000 µL 

 

-- 

 

-- 

Kalibratör 2 

(500 pmol/mL) 

 

250 µL 

 

-- 

 

250 µL 

Kalibratör 3 

(200 pmol/mL) 

 

100 µL 

 

-- 

 

400 µL 

Kalibratör 4 

(100 pmol/mL) 

 

100 µL 

 

-- 

 

900 µL 

Kalibratör 5 

(50 pmol/mL) 

 

-- 

 

500 µL 

 

500 µL 

3.7. Mobil Fazların Hazırlanması 

Mobil Faz A: % 0.1 formik asit içeren asetonitril, % 0.1 formik asit içeren su 

ile tampon çözeltiler hazırlandı. 

Mobil Faz B: % 100 asetonitrilden oluşmaktadır.  

Mobil fazlar çalışma öncesinde günlük olarak hazırlanmıştır. Kullanımdan 

önce 10 dk süreyle ultrasonik banyoda bekletilerek degaze edilmiştir.  

3.8. Q-TOF LC/MS Çalışma Koşulları 

Analizler Agilent 6530 Uçuş Zamanlı Kütle Spektrometresi (Q-TOF/MS) 

cihazında gerçekleştirilmiştir. İnertSustain C18 3 µm (150 x 2.1 mm) kolonu 

kullanılmıştır. Q-TOF LC/MS cihazı çalışma öncesi kolonun şartlanması için 1 saat 

hareketli faz geçişi ile yıkamaya bırakılmıştır. Asetonitril-Su hareketli fazını içeren 

gradient programıyla 100-1700 m/z değerleri arasında yer alan metabolitler pozitif ve 

negatif modda taranmıştır (Tablo 3.2).  
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Tablo 3.2. C18 kolon için kullanılan gradient programı 

Dakika Asetonitril (% 0.1 
Formik asit) 

Su (% 0.1 Formik asit) 

1 % 10 %90 
12 %90 %10 
13 %90 %10 
20 %10 %90 
25 %10 %90 

 

Süpernatanlar viallere aktarılarak aynı anda cihaza yüklenmiştir. Tablo 3.3’de 

cihaz parametreleri sunulmuştur. 

Tablo 3.3. LC/MS Q-TOF parametreleri. 

Enjeksiyon Hacmi  10 μL 

MS Tarama Aralığı 100-1700 m/z 

Kurutucu Gaz Sıcaklığı 350 ℃ 

Kurutucu Gaz Akışı 10 L/dakika 

Kurutucu Gaz Basıncı 45 psi 

Kapiler Voltajı 4000 V  

Kolon Sıcaklığı 25 ℃ 

Akış Hızı 0.2 mL/dakika 

3.9. Q-TOF LC/MS ile Hedeflenmemiş Metabolit Analizi 

Elde edilen piklere ait veri XCMS online yazılım programı ile taranmış ve 

miktarı kontrol ve test grupları için farklılaşan metabolitler (p<0.05 ve Fold>1.5) 

HMDB (Human metabolome database)’de analiz edilmiştir 

XCMS yazılımından sonuçlar eşleştirilmiş piklerin m/z, alıkonma zamanları, 

pik şiddetlerini veren bir excel dosyası halinde alınmıştır. Excel dosyasında isim 
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kolonu; her pik için program tarafından oluşturulan kimliği, fold; normalizasyon 

öncesi pik şiddetindeki değişimleri, t stat; t testi sonucunu, p value; t testi sonucunda 

bulunan p değerini, mzmed; o pikin tüm örneklemde bulunan m/z değerlerinin 

ortalamasını, mzmin; o pikin tüm örneklemde bulunan en küçük m/z değerini, 

mzmax; o pikin tüm örneklemde bulunan en büyük m/z değerini, rtmed; alıkonma 

zamanlarının ortalamasını, rtmin; alıkonma zamanlarının en küçük değerini, rtmax; 

alıkonma zamanlarının en büyük değerini, npeaks; pikin tüm örneklemin kaç 

tanesinde görüldüğünü, C ve T sütunları; pikin grupların içinde kaç numunede 

görüldüğünü, en sağdaki sütun ise pikin şiddetini ifade etmektedir. Alınan ham 

verilerde ilk işlem, hazırlanan dilüsyon serisi numunelerinde regresyon analizi 

işlemidir. Excel kullanılarak regresyon analizi uygulandı ve r < 0.90 değerinde olan 

pikler değerlendirme dışı bırakıldı. Analizler sırasında, kaynağı tespit edilemeyen 

sebeplerden dolayı bazı pikler bazı numunelerde görülemeyebilir. XCMS eşleştirilen 

pikin analiz setinin kaç tanesinde görüldüğünü belirten bir sonuç kolonu verir. Veri 

işlemde ikinci basamak numune setlerinde % 50’sinden fazla kayıp pik olan değerleri 

sonuçlardan çıkartılmıştır. Örnekler iki tekrarlı olarak analiz edilmiştir. Üçüncü 

basamakta tekrarlı analizlerde pik şiddetlerinin ortalaması alınmıştır. Dördüncü işlem 

basamağında pikler normalizasyon işlemine tabi tutulmuştur. Normalizasyon işlemi, 

pikin enjeksiyondaki tüm piklerin ortalamasına bölünmesi şeklinde olmuştur. Bu 

değerler C ve T grupları seçilerek birbiri ile ‘t istatistik testi’ ile karşılaştırılmış ve p 

< 0.05 güven aralığında miktarı 1.5 kattan fazla değişen pikler tespit edilmiştir.  

İstatistiksel analizler Windows IBM Sürüm 22.0 kullanılarak gerçekleştirildi. 

Parametrik dağılım gösteren veriler ± standart sapma, parametrik dağılıma uymayan 

kategorik değişkenler ise medyan (minimum-maksimum) olarak ifade edildi. 

Değişkenlerin normal dağılıma uygunluğu görsel (histogram ve olasılık grafikleri) ve 

analitik yöntemlerle (Kolmogorov-Smirnov/Shapiro-Wilk testleri) değerlendirildi. 

Gruplar arasında varyansların homojenliği Levene testi ile test edildi. Normal 

dağılım gösterdiği belirlenen parametreler bağımsız gruplar T Testi ile normal 

dağılım göstermeyen parametreler ise Mann-Whitney U Testi ile değerlendirildi. 

Normal dağılım gösteren değişkenler arasındaki ilişki Pearson testi ile belirlendi. En 

az bir değişkenin normal dağılıma uymadığı veya ordinal değişkenler arasındaki 
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ilişki ise Spearman testi ile belirlendi. P değerinin 0.05’in altında olduğu durumlar 

istatistiksel olarak anlamlı olarak kabul edildi. İlgili veribankasından tespit edilen 

metabolitler tümörün oluşum mekanizması, evresi ve hastalık teşhis süreçleriyle 

ilişkilendirilmiştir. Bu amaçla metabolomik yolak analizleri yapılmıştır. Metabolik 

yolak analizleri için online KEGG veribankası kullanılmıştır. Ayrıca metabolomik 

çalışmalardan elde edilen veriler PCA (Principal Component Analysis) ile analiz 

edilerek kontrol ve test grupları arasında varsa anlamlı fark istatistiksel olarak teyit 

edilmiştir.    

Çalışmaların son bölümünde, metabolit profilleme basamağında belirlenen 

miktarı anlamlı olarak değişen ve istatistiksel olarak güvenilir piklerin yapıları 

aydınlatılmaya çalışılmıştır. Pikler MS/MS yöntemi ile fragmentlerine ayrılmış ve 

veri bankalarında taranarak sonuçlar incelenmiştir. Yapısı aydınlatılabilen 

metabolitlerin metabolit yolak incelemeleri ve kaynak taramaları ile hastalık ile 

bağlantıları araştırılmıştır. Tez kapsamında gerçekleştirilen çalışmalara ait iş akışını 

gösteren şema Şekil 3.1.’de sunulmuştur. 

 

Şekil 3.1. Tez akış şeması 
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4. BULGULAR 

Çalışmamızda Bursa Uludağ Üniversitesi Tıp Fakültesi Beyin ve Sinir 

Cerrahisi Anabilim Dalı’nda beyin tümörü nedeni ile opere edilen ve -80°C’de 

saklanan 6 adet normal (K), 37 adet primer glioblastom (T2), 10 sekonder 

glioblastom (T1) ve 5 adet düşük evreli tümör (T3) dokusu kullanılmıştır. Hastaların 

20 tanesi kadın, 32 tanesi erkek idi. Gruplar arasında yaş, cinsiyet arasında farklılık 

saptanmadı (p<0.05). 91002 adet pik değeri elde edildi. Şekil 4.1’de deneyler sonucu 

elde edilen kromotogram görülmektedir. 

 

Şekil 4.1. Deney sonucu elde edilen kromotogram 

Metabolit profilleme çalışmalarında yapılan ikinci işlem normalize edilen 

pikleri Metaboanalyst 5.0 programı kullanılarak Temel Bileşenler Analizi (PCA) 

matematiksel modelleme işlemine tabi tutmak olmuştur. PCA iki gruba ait m/z 

değerleri (kütle değeri) ve pik şiddetlerini baz alarak iki grubun birbirinden 

istatistiksel olarak farklılaşıp farklılaşmadığını gösterir. İki grup arasında miktarında 

değişim gösteren pikleri belirleyebilmek için, iki grubun birbirinden istatistiksel 

olarak farklılaşması gerekir. PCA grafisinde her bir nokta bir örneklemi 

göstermektedir. Şekil 4.2’de PCA grafiğinde kontrol grubuna göre primer ve 

sekonder glioblastomların dağılımı görülmektedir. Sekonder glioblastomlar, primer 

glioblastomların içinde yer alırken kontrol grubu primer ve sekonder glioblastomlar 

ile kesişim göstermemektedir.   
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Şekil 4.2. PCA grafiğinde kontrol grubuna göre primer ve sekonder glioblastomların 
dağılımı  

Sekonder glioblastomlar, primer glioblastomların içinde yer alırken kontrol grubu primer ve sekonder 
glioblastomlar ile kesişim göstermemektedir. 

PCA grafisinde düşük evreli primer beyin tümörleri ile sekonder 

glioblastomların karşılaştırıldığı şekil 4.3’de gruplar arasında kesişim kümesi elde 

edilememiştir.  

 

Şekil 4.3. PCA grafisinde düşük evreli glial tümörler ile sekonder tümörlerin kesişim 
kümesinin olmadığı izlenmekte  
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Primer ve sekonder glioblastomların karşılaştırıldığı PCA grafiğinde (Şekil 

4.4) sekonder glioblastom grubunun büyük oaranda primer glioblastom grubunun 

içinde yer aldığı izlenmektedir.  

 

Şekil 4.4. PCA grafisinde primer ve sekonder glioblastom gruplarının ilişkisi 

m/z değerleri baz alınarak HMDB metabolit veri bankasında taranmıştır. 

Tarama, bulunan m/z değerleri için 10 ppm hata payı içerisinde yapılmıştır. Sonuçlar 

m/z değerleri ile eşleşen bütün metabolitleri göstermektedir. Aynı m/z değerinde 

birden fazla metabolit bulunabilmektedir ve sadece m/z değeri bu metabolitleri 

karakterize etmek için yeterli değildir. 

KEGG veri bankası taranarak metabolit numaraları belirlenmiştir. 

Metabolitleri kitlesi, bu kitle ile eşleşen metabolitin numarası, formülü, gruplar 

arasındaki değişim miktarları, KEGG numaraları ve bu numaralarla eşleşen 

metabolitler tespit edildi (Tablo 4.1).  
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Tablo 4.1. Gruplar arasında > 1.5 kat değişikliğe sahip metabolitler (p<0.05) 

m/z Metabolitler HMDB Kodu 
KEGG 
Kodu 

 
T1/K T2/K T3/K 

 
493,33 alfa-Tokotrienol HMDB0006327 

 
C14153 

 
9.83 5.35 2.92 

453,28 Lökotrien D4 HMDB0003080 C05951 8.27 4.72 2.28 

371,24 

 Lipoksin A4  
 Lipoksin B4 
 Prostaglandin D2 
 Prostaglandin E2 
 Prostaglandin H2 
 Prostaglandin I2 
 Tromboksan A2 
 Tromboksan B2 
 (13E)-11a-Hidroksi-9,15-diokzoprost-13-enoik asit 
 3,14-Dihidro-15-keto-PGE2 
 20-Hidroksi-lökotrien B4 

HMDB0004385 
HMDB0005082 
HMDB0001403 
HMDB0001220 
HMDB0001381 
HMDB0001335 
HMDB0001452 
HMDB0003252 
HMDB0001320 
 
HMDB0002776 
HMDB0001509 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

C04853 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

2.75 2.14 2.19 

389,209 Araşidonik asit HMDB0001043 
 
C00219 

   
-2.60 -4.40 -1.97 

361,23 

 11,12-DiHETrE 
 14,15-DiHETrE 
 5,6-DHET 
 8,9-DiHETrE 

HMDB0002314 
HMDB0002265 
HMDB0002343 
HMDB0002311 

 
 
 

C14773 

 
 
 

2.10 1.73 1.55 
434,25 Ganglioside GM2 (d18:1/12:0) HMDB0004936 C04884 2.50 2.30 1.27 
520,41 Seramid (d18:1/12:0) HMDB0004947 C00195 1.65 1.58 1.73 
472,35 Lizo fosfatidilkolin (18:1(9Z)/0:0) HMDB0002815 C04230 3.28 2.78 2.29 
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Tablo 4.1. Gruplar arasında > 1.5 kat değişikliğe sahip metabolitler (p<0.05) (devamı) 

 
Safra asitleri 

 
  

  

   501,30 

 7α,12α-Dihidroksi-4-kolesten-3-one 
 7α,24-Dihidroksi-4-kolesten-3-one 
 7α,26-Dihidroksi-4-kolesten-3-one 
 7α,25-Dihidroksi-4-kolesten-3-one 
 3β-Hidroksi-5-kolestenoik asit 
 Calcitriol 

HMDB0002197 
HMDB0012457 
HMDB0012459 
HMDB0060425 
HMDB0012453 
HMDB0001903 

 
 
 
 
 

C01673 

 
 
 
 
 

16,41 16,46 15,20 

509,30 
3α,7α,12α-Trihidroksi-5β-kolestanoik asit 
(Koprokolik asit) HMDB0000601 

  
 

7.86 4.58 2.11 

505,33 3α,7α, 26-Trihidroksi-5β-kolestan HMDB0012455 
 

C05444 
 

4.23 5.89 4.28 

404,37 3α,7α-Dihidroksi-5β-kolestan HMDB0006893 
 

C05452 
 

3.47 2.47 2.03 

456,31 

 3β,7α -Dihidroksi-5-kolestenoik asit 
 Litokoliltaurin 
 Taurodeoksikolik asit 
 Tetrahidrokortizol 

HMDB0012454 
HMDB0000722 
HMDB0000896 
HMDB0000949 

 
 
 

C05465 

 
 
 

2.63 2.97 3.23 

434,34 
 3α,7α,12α-Trihidroksi-5β-kolestan-26-al 
 3α,7α-Dihidroksikoprostanik asit 

HMDB0003533 
HMDB0000359 

 
C01301 
C04554 

 
 

3,23 7,05 1,56 

461,29 

 Kenodeoksikolik asit 
 Deoksikolik asit 
 Hiyodeoksikolik asit 

HMDB0000518 
HMDB0000626 
HMDB0000733 

 
 

C15517 

 
 

2,49 2,34 1,51 
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Tablo 4.1. Gruplar arasında > 1.5 kat değişikliğe sahip metabolitler (p<0.05) (devamı) 

401,34 

 27-Deoksi-5β-siprinol ((3α,5β,7α,12α)-Kolestan-3,7,12,26-tetrol) 
 3α,7α-Dihidroksi-5β-kolestan-26-al  
 7α,12α-Dihidroksi-5α -kolestan-3-one 
 7α,12α-Dihidroksi-5β -kolestan-3-one 
 7-α,27-Dihidroksikolesterol  

(5-Kolesten-3β,7α,26-triol) 
 7α-Hidroksi-kolestene-3-one 
 (24S)-7α,24-Dihidroksikolesterol  

(5-Kolesten-3β,7α,24(S)-triol) 
 7-Dehidrodesmosterol 
 20α,22β-Dihidroksikolesterol 
 Calcidiol 

HMDB0001231 
 
HMDB0000359 
HMDB0006894 
HMDB0006886 
 
HMDB0006887 
 
 
HMDB0006281 
HMDB0001993 
 
HMDB0060136  
HMDB0003896 
HMDB0006763 
HMDB0003550 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

C04722 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

1.94 

 
 
1.62 1.50 

439,38 3α,7α,12-Trihidroksi-5β-kolestan HMDB0001457 
 

C05454 
 

1.76 1.67 1.70 

 
Steroidler 

 
  

  
401,34 20α,22β-Dihidroksikolesterol HMDB0006763 

 
C05501 

 
1.94 1.62 1.50 

332,23 

 17α –Hidroksipregnenolon 
 17α,20 α-Dihidroksipregn-4-en-3-one 
 21-Hidroksipregnenolon 
 7α-Hidroksipregnenolon 

HMDB0000363 
HMDB0011653 
 
HMDB0004026 
HMDB0060424 

 
 
 
 

C18038 

 
 
 
 

1.99 1.87 1.70 
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Tablo 4.1. Gruplar arasında > 1.5 kat değişikliğe sahip metabolitler (p<0.05) (devamı) 

389,209 
 Tetrahidrokortikosteron 
 Araşidonik asit 

HMDB0000268 
HMDB0001043 

 
C00219 

 
-2.60 -4.40 -1.97 

377,22 21-Hidroksi-5β-pregnane-3,11,20-trion HMDB0006756 C05480 -4.80 -3.41 -1.61 

467,265 
 Androsteron glukuronid 
 Etiokolanolon glukuronid (5-izoandrosteron) 

HMDB0002829 
HMDB0004484 

 
 

C11136 

 
 

-6.83 -4.19 -2.10 

229,160 
 Adrenosteron 
 2-Metoksiestron 

HMDB0006772 
HMDB0000010 

 
C05299 

 
2.48 2.04 1.00 

 
Kolesterol sentezi ve izopren yapıları 

 
  

  
529,329 3-β-Hidroksi-4-β-metil-5-α-kolest-7-ene-4-α-karboksilat HMDB0011662 

 
C04840 

 
14.52 10.40 11.86 

467,366 24,25-Dihidrolanosterol HMDB0006839 C05109 2.62 2.80 1.50 
169,033 Geranil 2-metilbutirat HMDB0032291 C00341 -1.60 -1.88 -1.11 
441,09 Farnesil pirofosfat HMDB0000961 C00448 1.72 4.45 4.74 

601,364 3-Hekzaprenil-4,5-Dihidroksibenzoik asit HMDB0001063 
 

C17554 
 

4.29 3.69 1.89 

559,414 
 3-Hexaprenyl-4-hydroxy-5-methoxybenzoic acid 
 2-Hexaprenyl-3-methyl-5-hydroxy-6-methoxy-1,4-benzoquinone 

HMDB0000977 
 
HMDB0006820 

 
 
 

C05805 

 
 
 

1.73 1.50 1.35 
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Tablo 4.2. Gruplar arasında > 1.5 kat değişikliğe sahip metabolitler (p<0.05) 

m/z Metabolitler HMDB Kodu 
KEGG Kodu  

T1/T2 T1/T3 T2/T3 
493,33 alfa-Tokotrienol HMDB0006327 C14153 1.84 4.29 2.33 
453,28 Lökotrien D4 HMDB0003080 C05951 1.75 3.63 2.07 

169,03 

 Prostaglandin E1 
 11b-PGF2a 
 11,14,15- trihidroksieikosatrienoik asit (11,14,15-THETA) 
 Prostaglandin F2a 
 11,12,15-trihidroksieikosatrienoik asit (11,12,15-THETA) 

HMDB0001442 
HMDB0010199    

 
HMDB0004694 
HMDB0001139 
 
HMDB0004684 

C04741C05959 
 

C14814C00639 
 

C14782 

 
 
 
 
 
 

-1.51 2.72 4.13 
389,21 Araşidonik asit HMDB0001043 C00219    -1.69 1.32 2.32 
434,25 Ganglioside GM2 (d18:1/12:0) HMDB0004936 C04484 -1.08 -1.95 -1.80 
520,41 Seramid (d18:1/12:0) HMDB0004947 C00195 -1.08 -3.95 -3.67 
368,26 Dihidroseramid HMDB0006752 C12126 1.22 2.09 1.71 

 
Safra asitleri 

 
  

  

509,30 
3α,7α,12α-Trihidroksi-5β-kolestanoik asit 
(Koprokolik asit) HMDB0000601 

  
 

1.72 3.72 2.17 

456,31 
 3β,7α -Dihidroksi-5-kolestenoik asit 
 7α-Hidroksi-3-okzo-4-kolestenoik asit 

HMDB0012454 
 
HMDB0012458 

C17335 
 

C17337 

 
 

1,23 2,49 2,03 

434,34 
 3α,7α,12α-Trihidroksi-5β-kolestan-26-al 
 3α,7α-Dihidroksikoprostanik asit 

HMDB0003533 
 
HMDB0000359 

C01301 
 

C04554 

 
 

-1,54 2,14 3,28 

401,34 
 7α-Hidroksi-kolestene-3-one 
 Calcidiol 

HMDB0001993 
HMDB0003550 

C05455C01561  
-1,48 2,62 3,81 
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Tablo 4.2. Gruplar arasında > 1.5 kat değişikliğe sahip metabolitler (p<0.05) (devamı) 

 
Steroidler 

 
  

  337,22 Progesteron HMDB0001830 C00410 1.70 7.43 4.38 

389,21 
 Tetrahidrokortikosteron 
 Araşidonik asit 

HMDB0000268 
HMDB0001043 

C05476C00219  
-1.69 1.32 2.32 

377,22 21-Hidroksi-5β-pregnane-3,11,20-trion HMDB0006756 
 

C05480 
 

1.41 2.99 2.12 

467,265 
 Androsteron glukuronid 
 Etiokolanolon glukuronid (5-izoandrosteron) 

HMDB0002829 
HMDB0004484 

 
C11135C11136 

 
 

1.63 3.26 2.00 

229,160 
 Adrenosteron 
 2-Metoksiestron 

HMDB0006772 
HMDB0000010 

C05285C05299  
-1.22 -2.49 -2.05 

 
Kolesterol sentezi ve izopren yapıları 

 
  

  467,366 24,25-Dihidrolanosterol HMDB0006839 C05109 1.07 -1.75 -1.87 
169,033 Geranil 2-metilbutirat HMDB0032291 C00341 -1.16 1.44 1.68 

601,364 3-Hekzaprenil-4,5-Dihidroksibenzoik asit HMDB0001063 
 

C05200 
 

1.16 2.27 1.95 
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5. TARTIŞMA 

 Primer, sekonder ve düşük evreli glioblastomlar ile sağlıklı kontrol 

glioblastom dokularında Q-TOF LC-MS/MS kullanılarak yapılan metabolomik 

çalışmamızda, glioblastomlarda eikozanoid, steroid, kolesterol biyosentez yolakları 

ve safra asitleri,  alfa-Tokotrienol, izopren taşıyan terpenler anlamlı şekilde ön plana 

çıkmıştır.  

PCA yorumlaması şu şekildedir: Şekil 1’de sekonder glioblastomlar primer 

glioblastomların içinde yer alırken, kontrol grubu primer ve sekonder glioblastomlar 

ile kesişim göstermemektedir. Bu durum “düşük evreli tümörler yeteri kadar 

beklendiğinde evre atlayacaktı’ teorisi ile uyumlu bulunmuştur. Şekil3.2’de ise 

sekonder glioblastomlar ile düşük evreli tümörler arasında bir kesişim 

izlenmemektedir. Bu durum bu örneklemde yer alan düşük evreli tümörlerde 

seknoder glioblastom gelişmeyeceği veya düşük evreli tümörlerde henüz tümör 

progresyonunu sağlayan faktörlerin oluşmadığı şeklinde yorumlanabilir. Şekil 3.3’de 

primer ve sekonder glioblastomların kesişim kümesi izlenmektedir. Kesişim kümesi 

son yıllarda moleküler düzeyde oldukça değişim ve gelişim gösteren primer ve 

sekonder glioblastomların bilinenden daha fazla ortak yönü olabileceğini veya primer 

kabul edilen gruptan bazı tümörlerin aslında sekonder glioblastom olması gerektiği 

şeklinde yorumlanabilir 

 Alfa-Tokotrienol T1, T2 ve T3’de kontrole göre sırasıyla 9.83, 5.35 ve 2.92 

kat artmış olarak gözlenmiştir. Alfa-Tokotrienol T1’de T2’ye göre 1.84, T1’de T3’e 

göre 4.29 ve T2’de T3’e göre 2.33 kat artmış olarak izlenmiştir. Alfa-Tokotrienol, 

benzopiran halkasının 6. karbonuna eklenmiş doymamış trimetiltrideka-3,7,11-trien-

1-il zincirli 5,7,8-trimetiltokotrienol’dür. Doymamış zincir içermesi ile doymuş 

formdaki diğer tokoferollerden farklıdır. Bir kinon lipid olan alfa-Tocotrienol 

plazmada lipoproteinlerde bulunur ve inme ilişkili nörodejenerasyondan koruduğu 

düşünülmektedir (115). Diğer tokoferollere göre az çalışmaların olduğu bu formun E 

vitamini aktivitesi mevcuttur. Tokotrienollerin birçok tümörlerde apopitoz 

indüksiyonu ile ilişkili sitotoksik etkilere sahip olduğu gösterilmiş ve kanserlerde 
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adjuvan tedavi olarak tokoferollere göre daha etkin kullanılabileceği savunulmuştur 

(116,117). Tokotrienollerin Glioblastoma U87MG hücre hatlarında zaman ve 

konsantrasyon bağımlı olarak büyümeyi inhibe ettiği, apopitotik morfolojilerini, çift 

zincirli DNA kırılmalarını, mitokondriyal membran geçirgenliğinin bozulmasına 

işaret eden sitokrom c salınımını artırdığı ve artan Bid, Bax seviyelerine yol açan 

kaspaz-8 aktivasyonu belirgin olduğu görülmüştür (118). E vitamini izomerleri farklı 

farmakodinamik profile sahiptir ve farklı tümör hücre tiplerinde her bir izomerin 

farklı antikanser etkileri tespit edilmiştir. Herbir izomerin antiproliferatif ve 

apopitotik aktivitesini metil gruplarının pozisyonları tanımlamaktadır (119-121). 

Glioblastoma U87MG hücre hatlarında yapılan çalışmada alfa- Tokotrienol ve delta- 

Tokotrienol’ün gamma formu kadar sitotoksik etkiye sahip olduğu belirtilmektedir 

(118). Çalışmamızda sekonder glioblastomalarda belirgin olmak üzere tüm 

glioblastomalarda alfa-Tokotrienol’ün belirgin artmış olduğu, düşük evreli 

tümörlerde bu artışın primer ve sekonder glioblastomalara göre daha az olduğu tespit 

edilmiştir. Sekonder glioblastomalarda daha fazla olmak üzere tüm glioblastomalarda 

alfa-Tokotrienol formunun apopitoz üzerinden antitümör aktivitesini göstermek 

üzere artmış olduğu düşünülebilir. Sekonder glioblastomlar, düşük evreli 

tümörlerden geliştiği için bir korunma mekanizması olarak apopitozu artırmak üzere 

alfa-Tokotrienolün ekspresyonunun indüklendiği hipotez edilebilir. Beyin 

tümörlerinde alfa- Tokotrienol başta olmak üzere, gama- ve delta-tokotrienollerin 

indüklediği spesifik apopitotik mekanizmalar halen belirsizdir ve bu konuda 

araştırmalar yeni tedavi seçeneklerini aydınlatmaya açıktır. Tokotrienollerin kan-

beyin bariyerini geçebildikleri bildirilmiştir, glioblastomada adjuvan olarak 

tokotrienollerin kullanılması önerilebilir (122). 

 Lökotrien D4 (LTD4) T1, T2 ve T3’de kontrole göre sırasıyla 8.27, 4.72 ve 

2.28 kat artmış olarak gözlenmiştir. LTD4, T1’de T2’ye göre 1.75, T1’de T3’e göre 

3,63 ve T2’de T3’e göre 2.07 kat artmış olarak izlenmiştir. LTD4, lipoksijenaz 

(LOX) yolağı ile üretilen güçlü bir inflamatuar mediatör sisteinil lökotriendir. LTD4, 

birçok inflamatuar durumda yüksek seviyelerde bulunur ve kanser gelişimi için 

kronik inflamasyon alanları bir risk faktörüdür. LTD4, etkilerini G-protein-bağlı 

reseptör ailesine ait yüksek afiniteli spesifik hücre yüzeyi CysLT1 (sisteinil lökotrien 
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1) reseptörü aracılığıyla gösteren bir proinflamatuardır. CysLT1 regülatörü, kolon 

kanseri dokusunda yüksek bulunmuş ve LTD4 sinyalinin, kanser hücrelerinin hayatta 

kalmasını kolaylaştırdığı bilinmektedir. CysLT1’in aşırı ekspresyonunun, pankreas, 

akciğer ve meme kanserlerinde hücre göçünü ve metastazı artırdığı tespit edilmişltir 

(123). İnsan glioma hücrelerinde 5-LOX, CysLT1 ve CysLT2'nin ekspresyonunun 

arttığı ve glioma hücre proliferasyonuna katkıda bulunduğu gözlenmiştir (124). 

Glioblastoma A172 and U373 hücre hatlarında yapılan bir çalışmada CysLT1 

antagonistlerinin hücre migrasyonu, invazyonu, proliferasyonu ve jelatinaz 

aktivitesini inhibe edici etkileri göstermiştir (125). Sonuçlarımız literatür ile 

uyumludur. Sekonder gliobastomalar önde olmak üzere tüm glioblastomalarda LTD4 

yüksek bulunmuştur. Düşük evreli tümörlerde bu artışın primer ve sekonder 

glioblastomalara göre daha az gözlenmesi LTD4 sinyalinin artmış hücre göçü, tümör 

invazyonunda rolü olduğunu kanıtlamaktadır. Sekonder glioblastomlarda LTD4 artışı 

düşük evreli tümörlerden yüksek dereceli tümörlere geçişin bir göstergesi olabilir.  

 Glioblastomlarda kontrole göre artmış 20-hidroksi- Lökotrien B4 (20-OH-

LTB4), artmış LOX yolağı aktivitesi ile uyumludur. 20-OH-LTB4 lökotrien B4'ün 

omega-hidroksillenmiş bir metabolitidir. 11,14,15- trihidroksieikosatrienoik asit 

(11,14,15-THETA)/11,12,15-trihidroksieikosatrienoik asit (11,12,15-THETA) T1’de 

T2’ye göre 1.51, T1’de T3’e göre 2.72 ve T2’de T3’e göre 4.13 kat artmış olarak 

izlenmiştir. 11,14,15-THETA ve 11,12,15-THETA, subakut hipokside araşidonik 

asitten 15-LOX ile sentezlenen endotel kaynaklı bir relaksasyon faktörüdür. Her iki 

metabolitin artışı, glioblastomlarda LOX yolağının önemini desteklemektedir.  

 Prostaglandin E1/11b-PGF2a/Prostaglandin F2a T1’de T2’ye göre -1.51, 

T1’de T3’e göre 2.72 ve T2’de T3’e göre 4.13 kat artmış olarak izlenmiştir. Lipoksin 

A4/Lipoksin B4/Prostaglandin D2/Prostaglandin E2/Prostaglandin H2/Prostaglandin 

I2/Thromboksan A2/Thromboksan B2/(13E)-11a-Hidroksi-9,15-diokzoprost-13-

enoik asit/3,14-Dihidro-15-keto-PGE2 sekonder glioblastom başta olmak üzere tüm 

glioblastom tiplerinde kontrole göre artmış olarak gözlenmiştir. Bu metabolitlerin 

artışı eikozanoid sentezinin artışını ifade etmektedir. Eikozanoidler bir grup lipid 

mediatörlerdir ve prostaglandinler (PG'ler), tromboksanlar (TX'lar), lökotrienler 

(LT'ler), lipoksinlerden (LX'ler) oluşur. C-20 çoklu doymamış yağ asitlerinden, esas 
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olarak araşidonik (20:4n-6), dihomo-γ-linolenik (20:3n-6), ve eikosapentaenoik 

(20:5n-3) asitlerden, siklooksijenazlar (Cox-1 ve Cox-2) ve lipoksijenazlar (LOX) ile 

oluşurlar. Tüm eikozanoidler, reseptör aracılı G-protein bağlı sinyal yolları ile 

fonksiyonlarını gösterir. PG'ler ve TX'ler prostanoidler olarak tanımlanır. 1984 

yılında intrakranial beyin tümörlerinin PG'ler ve TX'ları ürettiği tespit edilmiştir 

(126). Prostaglandin E1/Prostaglandin F2a, periferik kan akışını artıran güçlü 

vazodilatör ve trombosit agregasyonunu inhibe eden mediatörlerdir. 11b-PGF2, 

prostaglandin-F sentaz enzimi ile prostaglandin D2'den üretilir. Prostaglandin 

E1/11b-PGF2a/Prostaglandin F2a primer ve sekonder glioblastomlarda düşük evreli 

glioblastomlara göre ve Prostaglandin D2/Prostaglandin E2/Prostaglandin H2 tüm 

glioblastomlarda kontrole göre artmış izlenmiştir. Literatürde glioblastomlarda 

PG’lerin sentezinden sorumlu COX-2'nin indüksiyonu birçok yayında rapor edilmiş 

ve tümör gelişimini destekleyen ana faktör olarak gösterilmiştir (127). 

COX2/prostaglandin-endoperoksit sentaz 2'nin (PTGS2), glioblastom hücre 

proliferasyonunu ve migrasyonunu artırdığı rapor edilmiştir (128,129). Ayrıca 

yüksek COX-2 ekspresyonunun agresif glioblastomlarla ilişkili olduğu ve kötü 

pognozun güçlü bir göstergesi olduğu bildirilmiştir (130). Prostaglandin E2’nin 

tümör ilişkili immunsupresyonda rol alarak immun regulasyonda da rol oynadığı 

düşünülmektedir (131-133). Sonuçlarımız literatür ile uyumlu olarak 

glioblastomlarda PG sentez artışını göstermektedir. Glioblastomlarda artmış (13E)-

11a-Hidroksi-9,15-dioksoprost-13-enoik asit ve 3,14-Dihidro-15-keto-PGE2 PG 

artışını desteklemektedir. (13E)-11a-Hidroksi-9,15-dioksoprost-13-enoik asit PG 

sentezinde karbonil redüktaz için bir substrattır. 13,14-dihidro-15-keto-PGE2, 

prostaglandin E2 metabolitlerinden biridir. 

 Tromboksan A2/Tromboksan B2’nin glioblastomlarda kontrole göre arttığı 

gözlenmiştir. Prostanoidlerden olan tromboksanlar COX’lar ile sentezlenmiş 

Prostaglandin H2’den tromboksan sentaz ile oluşan ürünlerdir. Tromboksanlar, 

trombosit agregasyonu, vazokonstriksiyon ve bronkokonstriksiyona neden olurlar. 

Glioblastomlarda tromboksan sentazın yüksek oranda eksprese edildiği ve 

ekspresyon seviyelerinin malignite derecesi ile ilişkili olduğu tespit edilmiştir (134). 

Tromboksan sentazın ekspresyonu, tümör baskılayıcı gen p53 ve proto-onkojenik 
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faktör ets-1 tarafından antagonistik bir şekilde düzenlenir (135). Bu nedenle, 

apoptoza dirençli ve oldukça invaziv bir gliblastom fenotipinin gelişimi, tromboksan 

sentaz geninin ets-1 bağımlı transkripsiyonu üzerindeki p53 aracılı negatif kontrolün 

kaybından kaynaklanıyor olabilir. Carroll ve arkadaşları (136) tromboksan sentaz 

inhibisyonunun proapopitotik, antiproliferatif ve antianjiyojenik etkilerle 

glioblastoma büyümesini inhibe ettiğini göstermişlerdir. Çalışmamızda 

tromboksanların artışı, glioblastomlarda tromboksan sentazın rolünü ve terapötik 

modülasyonunun potansiyel faydasını desteklemektedir. 

 Glioblastomlarda COX-2’nin terapötik bir hedef olma olasılığı denenmiş, 

fakat bir dizi popülasyon çalışmasından elde edilen tutarsız sonuçlar birkaç klinik 

deneyin erken sonlandırılmasına neden olmuştur (137). COX-2'nin beş prostanoid 

ürününün, çok sayıda pro- ve anti-inflamatuar sonucu düzenlemek için toplam dokuz 

G proteinine bağlı reseptörü aktive ettiği göz önüne alındığında, bu farklı sonuçların 

bekleneceği düşünülebilir. COX-2 kademesinin Jekyll ve Hyde doğası, aşağı akış 

prostanoid sentezlerini veya reseptörlerini hedeflemenin daha fazla özgüllük 

sağlayabileceğini düşündürtmektedir. Çalışmamızda artış gösteren farklı 

prostanoidler, tedavi hedeflenmesinde aşağı akış prostanoid sentezleri veya 

reseptörleri ile ilgili çalışmaların yapılmasının yararlı olacağını göstermektedir.  

 11,12-DiHETrE/14,15-DiHETrE/5,6-DHET/8,9-DiHETrE glioblastomlarda 

kontrole göre yüksek bulunmuştur. 8,9-DiHETRE, 14,15-DiHET ve 11,12-DiHETrE 

sitokrom P450 (P450) eikozanoidlerdir. P450, araşidonik asidi 8,9-

dihidroksieikosatrienoik aside dönüştürür. 5,6-DHET, araşidonik asidin 

monooksijenaz yolu ile oksijenlenmesinde oluşan bir epoksit ara ürünü ve cis-

5(6)Epoksi-cis-8,11,14-eikosatrienoik asidin epoksit hidrolazlar tarafından hidroliz 

metabolitidir. P450 eikozanoidleri, vasküler tonus, renal tübüler taşıma, kardiyak 

kontraktilite, hücresel proliferasyon ve inflamasyonun düzenlenmesinde rol oynar. 

Sonuçlarımız, lipid mediatör olan eikozanoidlerin her birinin glioblastomlarda rol 

oynadığını göstermektedir ve detaylı ileri çalışmalara ihtiyaç vardır.    

 Araşidonik asit, tüm glioblastomlarda kontrole ve sekonder glioblastomlarda 

primer glioblastoma göre azalmış olarak izlenmiştir. Eikazonoidler; prostaglandinler 
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(PG'ler), tromboksanlar (TX'lar), lökotrienler (LT'ler), lipoksinler (LX'ler)  

araşidonik asitten sentezlenmektedir. Araşidonik asit, sitokrom p450 (CYP450) 

enzimleri tarafından 5,6-, 8,9-, 11,12- ve 14,15-epoksieikosatrienoik asitlere 

(EET'ler), bunlara karşılık gelen dihidroksieikosatrienoik asitlere (DHET'ler) ve 20- 

hidroksieikosatetraenoik asit (20-HETE)’e dönüşürler. Yukarıda bahsedilen tüm 

metabolitlerin sentezi araşidonik asitten köken alır. Bahsedilen metabolitlerin artışı, 

glioblastomlarda araşidonik asidin yoğun şekilde kullanıldığını göstermektedir ve 

glioblastomlarda araşidonik asit azalışı kullanım yoğunluğu olarak yorumlanabilir. 

Lizo fosfatidilkolin (18:1(9Z)/0:0) tüm glioblastomlarda kontrole göre artmış olarak 

saptanmıştır. Araşidonik asit, plazma zarı gliserofosfolipidlerinden fosfolipaz A2 ve 

fosfolipaz C ile elde edilirken, lizofosfolipidler oluşur. Araşidonik asit eikazonidlerin 

sentezinde kullanılması nedeniyle azalırken, oluşan lizofosfolipidlerin kullanılmadığı 

için arttığı düşünülebilir (138).  

 3α,7α,12α-Trihidroksi-5β-kolestanoik asit (Koprokolik asit); 3α,7α,26-

Trihidroksi-5β-Kolestan; 3α,7α,12-Trihidroksi-5β-kolestan; 3α,7α-Dihidroksi-5β-

kolestan; 7α,12α-Dihidroksi-4-kolesten-3-one/7α,24-Dihidroksi-4-kolesten-3-

one/7α,26-Dihidroksi-4-kolesten-3-one/7α,25-Dihidroksi-4-kolesten-3-one/3β-

Hidroksi-5-kolestenoik asit; 3β,7α-Dihidroksi-5-kolestenoik 

asit/Litokoliltaurin/Taurodeoksikolik asit; Kenodeoksikolik asit/Deoksikolik 

asit/Hiyodeoksikolik asit;  27-Deoksi-5β-siprinol((3α,5β,7α,12α)-Kolestan-

3,7,12,26-tetrol)/3α,7α-Dihidroksi-5β-kolestan-26-al/7α,12α-Dihidroksi-5α-kolestan-

3-one/7α,12α-Dihidroksi-5β -kolestan-3-one/7-α,27-Dihidroksikolesterol(5-

Kolesten-3β,7α,26-triol)/7α-Hidroksi-kolestene-3-one/(24S)-7α,24-

Dihidroksikolesterol(5-Kolesten-3β,7α,24(S)-triol); 3α,7α,12α-Trihidroksi-5β-

kolestan-26-al/3α,7α-Dihidroksikoprostanik asit; safra asitleri biyosentezinde oluşan 

metabolitlerdir. Safra asitleri ve metabolitlerinin gliobalstomlarda belirgin arttığı 

gözlenmiştir. Yakın zamanda Zhang ve arkadaşları (139), glioblastomalarda 

alternatif ‘splicing’ mekanizmalarına dayalı bir biyoinformatik çalışma 

gerçekleştirmişlerdir. Glioblastom tümörogenezi ve prognozunda düzenleyici ‘Germ 

Cell-Specific Gene 1-Like Protein (GSG1L)’ ve ‘Splicing Factor CUGBP Elav-Like 

Family Member 5 (CELF5)’ in aşağı akış yolunda primer safra asidi sentez yolağını 
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en anlamlı yolak olarak tespit etmişlerdir. GSG1L ve CELF5, hücre apopitozu ve 

tümör proliferasyonu gibi glutamatla ilgili süreçlerde yer aldığını gösteren çalışmalar 

vardır. Ayrıca, safra asidi sentezinde, bazı safra asidi tipleri, fosfatidilinozitol 3-kinaz 

(PI3K)'a bağlı Bad yolunu düzenleyerek, glutamat tarafından nöronların apoptozisine 

neden olur (140). GSG1L, CELF5 ve primer safra asidi sentezi ilişkisine dair henüz 

net bir çalışmaya rastlanmamıştır fakat araştırmacılar aralarındaki ilişkinin glutamata 

bağlı apopitoz olabileceğini öne sürmektedir (139). Safra asidi tiplerinin gliobastom, 

multipl miyelom, hepatom ve kolon kanseri gibi çeşitli kanserlerde kanser 

gelişiminde sitotoksisiteleri ile rol oynadıkları ve bağışıklık hücrelerine sinyal 

göndererek kanser gelişimini kontrol ettikleri gösterilmiştir (141,142). Ayrıca, 

glioblastom hücrelerinin yaşamı kolesterol düzeyleri ile net ilişkili olduğu 

bilinmektedir ve kolesterol düzeyi, ürünleri olan safra asitleri ile regüle edilmektedir.  

Glioblastom hücreleri, kolesterolü ve karaciğer X reseptörü (LXR) ligand sentezini 

baskılayarak hayatta kalmak için onları santral sinir sisitemi kaynaklı kolesterole 

bağımlı hale getirir (143). 

Progesteron, T1’de T2’ye göre 1.70, T1’de T3’e göre 7.43 ve T2’de T3’e 

göre 4.38 kat artmış olarak izlenmiştir. Beyine de etkileri olan bir C21 steroid 

hormondur (Şekil 4.1). Pregnenolondan dönüştürülen progesteron gonadal steroid 

hormonlarının yanısıra adrenal kortikosteroidlerin biyosentezinde bir ara molekül 

olarak görev yapar. Pregnenolonun sitokrom P450 ile sentezinde bir ara metabolit 

olarak meydana gelen 20α,22β-Dihidroksikolesterol, T1, T2 ve T3’de kontrole göre 

artmış olarak gözlenmesi C21 steroidlerinin sentez artışını ve rolünü 

desteklemektedir. 17α–Hidroksipregnenolon/17α,20α-Dihidroksipregn-4-en-3-

one/21-Hidroksipregnenolon/7α-Hidroksipregnenolon glioblastomalarda artmış 

gözlenmektedir. 17α–Hidroksipregnenolon, gonadal steroid hormonları ve adrenal 

kortikosteroidlerin delta-5 biyosentez yolundaki bir ara metabolittir. CYP17 ile 

pregnenolandan oluşur. CYP17'nin liyaz aktivitesinin, hidroksilaz aktivitesine oranı, 

üretilen C21'in C19 steroidlerine oranını belirler. Pregnenolandan sentez edilen 21-

17α–Hidroksipregnenolon/Hidroksipregnenolon/7α-Hidroksipregnenolonun artışı 

C21 steroid sentezinde bir atış olduğunu desteklemektedir. 21-Hidroksi-5β-pregnane-

3,11,20-trion ve tetrahidrokortikosteronun glioblastomaların tüm tiplerinde kontrole 
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ve sekonder glioblastomlarda diğer tiplere göre azaldığı izlenmiştir. Her iki metabolit 

de C21-steroid hormon metabolizmasında yer almaktadır. 21-Hidroksi-5β-pregnane-

3,11,20-trion, 11-Dehidrokortikosteron’dan oluşan bir metabolittir. 

Tetrahidrokortikosteron da kortikosteronun başlıca üriner metabolitlerinden biridir. 

Progesteron, 20α,22β-Dihidroksikolesterolün artmış olması C21 steroid sentez 

artışını, 21-Hidroksi-5β-pregnane-3,11,20-trion ve tetrahidrokortikosteronun 

azalması C21 metabolizmasının yavaşladığını desteklemektedir.  Yakın tarihli bir 

çalışmada glioblastom hücrelerinin kolesterolü progesteron, androstanedion, 

androstenediol, androstenedion gibi gliomanın ilerlemesine katkıda bulunabilecek 

kortikosteroidlere dönüştürebildiğini bildirilmiştir (144). 

Androsteron glukuronid/Etiokolanolon glukuronid’in, glioblastomalarda 

kontrole göre azaldığı, T1/T2, T1/T3, T2/T3 oranlarının arttığı gözlenmiştir. 

Androsteron glukuronid, dolaşımda başlıca C19 steroid metabolitlerinden biridir. 

Androsteron glukuronid düzeyi artması, çeşitli patofizyolojik durumlarda periferik 

dokularda adrenal ve gonadal prekürsör C19 steroidlerin aktif androjenlere 

dönüşümünü yansıtır. Etiokolanolon glukuronid, testosteronun bir metabolitidir. Bir 

ketosteroid olan metabolit, ateş, immünostimülasyon ve lökositoza neden olur, 

glukoronidasyon toksik metabolitlerin suda çözünür hale getirilerek atılmasını sağlar. 

Androsteron glukuronid/Etiokolanolon glukuronid’in, glioblastomalarda kontrole 

göre azalması C19 steroid metabolizmasının yavaşladığını düşündürtmektedir.  

Adrenosteron/2-Metoksiestron, glioblastomalarda kontrole göre ve T1’de 

T2’ye göre 1.22, T1’de T3’e göre 2.49 ve T2’de T3’e göre 2.05 kat azalmış olarak 

izlenmiştir. Adrenosteron, androjen metabolizmasında androst-4-ene-3,17-dione’dan 

CYP11B ve 11beta-hidroksisteroid dehidrogenaz ile oluşan zayıf androjenik etkiye 

sahip bir steroid hormondur. 2-Methoxyestron, androjen ve östrojen metabolik 

yolunda oluşan bir metabolittir. Estron ve 2-hidroksiestron metabolizmasının bir yan 

ürünüdür. Estrondan farklı olarak, östrojen reseptörü için çok düşük afinitesi vardır 

ve önemli bir östrojenik aktiviteye sahip değildir.  Sekonder glioblastomalarda daha 

belirgin olarak tüm glioblastomalarda bu metabolitlerin azalmış gözlenmesini, 

androjen ve östrojen metabolizmasının yavaşlaması olarak yorumlanabilir.  



45 

 

Şekil 5.1. Steroid hormon biyosentezi 

Bir transkripsiyon faktörü olan özgüllük proteini 1 (Sp1), glioblastomlar da 

dahil birçok kanserde aşırı eksprese edilmektedir. Sp1, DNA hasarı tepkisini, hücre 

apopitozunu, hücre yaşlanmasını, bağışıklık sisteminden kaçma yeteneğini ve kanser 

ilacı direncine yol açan tümör anjiyogenezini düzenler (145). Sp1’in, 

glioblastomlarda kemoteröpatik ilaç olarak kullanılan temozolomide karşı direnci, 

kolesterol metabolizmasını nörosteroidlere katalize eden sitokrom p450 (CYP) 

17A1'in ekspresyonunu artırarak gerçekleştirdiği tespit edilmiştir (146,147). 

Sonuçlarımız, son yıllarda yayınlanan çalışmalarla uyumludur.  
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 Steroid (kolesterol) sentezinde bir ara metabolit olan 3-β-Hidroksi-4-β-metil-

5-α-kolest-7-ene-4-α-karboksilatın glioblastomlarda belirgin artması kolesterol 

sentez artışını düşündürtmektedir. 24,25-Dihidrolanosterol 6 izopren halkası içeren 

bir terpen ve sterol lipid moleküldür. Lanosterolün C24-25 pozisyonlardan 

hidroksillenmiş şeklidir. Kolesterol biyosentezinde, skualen lanosterol oluşturmak 

üzere halkalaşır ve oluşan lanosterol, 19 reaksiyon ile kolesterole dönüştürülür. 

Hidroksile lanosterol formunun düşük evreli tümörlerde beligin olmak üzere 

glioblastomlarda kontrole göre arttığı gözlenmiştir. Kolesterol sentez artışı ile 

uyumludur. Geranil 2-metilbutirat da bir terpendir ve geranil pirofosfat formu 

kolesterol sentezinde yer almaktadır. Geranil 2-metilbutiratın primer 

glioblastomlarda belirgin olmak glioblastomlarda sağlıklılara göre azaldığı 

görülmektedir. Geranilin pirofosfatlı formuna ihtiyaç duyulduğu için Geranil 2-

metilbutirat formunun azaldığı hipotez edilebilir. İzoprenil grupları taşıyan 

metabolitler glioblastomlarda artmış olarak gözlenmiştir. Kolesterol sentezinde 

meydana gelen garnezil ve farnezil izoprenil sağlayıcısıdır. Artmış kolesterol sentez 

hızı ile uyumludur. Bu konuda çalışmalara ihtiyaç vardır (148).   
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6. SONUÇ VE ÖNERİLER 

 Bu çalışmada primer ve sekonder gliobastomlar ile düşük evreli glial tümör 

örneklerinde metabolom düzeyindeki farklılıkları açığa çıkartmak; patogenezlerinde 

farklı olabilecek bir yolak tespit edilirse bu konuda hipotez geliştirmek ve buna göre 

olası tedavi seçenekleri konusunda ön çalışma yapılması amaçlanmıştır. 

Çalışmamızda, glioblastomlarda lipid mediatör olan prostaglandinler (PG'ler), 

tromboksanlar (TX'lar), lökotrienler (LT'ler), lipoksinlerden (LX'ler) oluşan 

eikozanoidlerin artışı ile ilişkili metabolitler izlenmiştir.  

LTD4, hücre proliferasyonu, artmış hücre göçü ve tümör invazyonunda rolü 

gösterilen bir inflamatuar mediatördür. Sekonder glioblastomlarda LTD4 artışı düşük 

evreli tümörlerden yüksek dereceli tümörlere geçişin bir göstergesi olabilir. Anlamlı 

tespit edilen lökotrienlerle ilişkili metabolitler, glioblastomlarda artmış LOX yolağı 

aktivitesi ile uyumludur ve glioblastomalarda LOX yolağının önemini 

göstermektedir.  

PG’ler, tümör ilişkili immunsupresyon, hücre proliferasyonu ve 

migrasyonunda rol oynamaktadır. PG’lerin sentezinden sorumlu COX-2'nin 

indüksiyonu tümör gelişimini destekleyen ana faktörlerden biridir. Anlamlı tespit 

edilen PG’ler ve ilişkili metabolitler, düşük evreli tümörlerden yüksek dereceli 

tümörlere geçişin bir göstergesi olabilir. Sonuçlarımız, glioblastomlarda COX 

yolağının önemini doğrulamaktadır. 

TX'lar, PGH2’den tromboksan sentaz ile oluşan ürünlerdir. Apopitoza 

dirençli ve invaziv glioblastom fenotipinin gelişimi, tromboksan sentaz geninin ets-1 

bağımlı transkripsiyonu üzerindeki p53 aracılı negatif kontrolün kaybından 

kaynakladığı rapor edilmiştir. TX’ların artışı, glioblastomlarda tromboksan sentazın 

rolünü ve terapötik modülasyonunun potansiyel faydasını desteklemektedir. 
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Tüm eikozanoidler, fosfolipidlerden elde edilen araşidonik asitten 

sentezlenmektedir.  Azalmış araşidonik asit, artmış lizo fosfatidilkolin artmış 

eikozanoid sentezi ile uyumludur.  

Çalışmamız artış gösteren farklı etkilere sahip eikozanoidlerin, tedavi 

hedeflenmesinde aşağı akış eikozanoid sentezleri veya reseptörleri ile ilgili 

çalışmaların yapılmasının yararlı olacağını göstermektedir. 

Safra asitleri ve metabolitlerinin glioblastomlarda arttığı gözlenmiştir. Safra 

asitlerinin glutamata bağlı apopitozda rol aldığı, bağışıklık hücrelerine sinyal 

göndererek kanser gelişimini kontrol ettikleri gösterilmiştir. Glioblastomlarda çok 

yakın bir zamanda yapılan biyoinformatik bir çalışma, tümörogenez ve prognozda 

primer safra asidi sentez yolağını en anlamlı yolak tespit etmiştir.  Glioblastomlarda 

safra asidi sentezi ve safra asitleri metabolitleri ile ilgili çalışmaların yapılması yeni 

bilgiler sağlayacaktır.   

Kolesterolden sentez edilen steroidler ile ilişkili metabolitler anlamlı tespit 

edilmiştir. Sonuçlarımız C21 steroid sentez artışını, C21 steroid metabolizmasının 

yavaşlamasını, C19 steroid metabolizmasının yavaşlamasını, C18 steroid 

metabolizmasının yavaşlamasını işaret etmektedir. Glioblastomlarda kemoteröpatik 

ilaç olarak kullanılan temozolomide karşı direncin, kolesterolün nörosteroidlere 

dönüşümü ile gerçekleştiği tespit edilmiştir. Glioblastomlarda steroidler le ilgili 

ayrıntılı çalışmalara ihtiyaç vardır.  

Sonuçlarımız kolesterol sentez artışı ve prenilasyon artışı ilgili metabolitleri 

öne çıkarmaktadır. Kolesterol sentez artışı, safra asitleri ve C21 steroid sentez artışı 

ile uyumludur. Kanser patogenezi ve progresyonunda farklı proteinlerin 

prenilasyonunun önemi birçok yayında gösterilmiştir. Glioblastomlarda izoprenlerin 

artışı literatür bilgilerini desteklemektedir.  

Sekonder glioblastomalarda daha fazla olmak üzere tüm glioblastomalarda 

alfa-Tokotrienol formunun apopitoz üzerinden antitümör aktivitesini göstermek 
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üzere artmış olduğu düşünülebilir. Glioblastomada adjuvan olarak tokotrienollerin 

kullanılması önerilebilir. 

Glioblastomlarda eikazonoid, steroid, kolesterol, safra asitleri ve sentez 

yolakları ile ilgili ileri çalışmalara ihtiyaç vardır.  
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8. EKLER 

EK-1: Grupların Kendi İçinde Karşılaştırılması 
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EK-2: Grupların Kontrol Grubu ile Karşılaştırılması 
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EK-3: Turnitin Raporu 
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EK-4: Etik Kurul Onayı  
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9. ÖZGEÇMİŞ 

I- Bireysel Bilgiler 

Adı-Soyadı : Mevlüt Özgür Taşkapılıoğlu 
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