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OZET

Taskapihoglu, M.O. Primer ve Sekonder Glioblastomlarin Metabolomik
Yaklasimla Incelenmesi, Hacettepe Universitesi Saghk Bilimleri Enstitiisii
Biyokimya Programm Doktora Tezi, Ankara, 2023. Glioblastom eriskin c¢agda
goriilen en sik beyin timoriidiir. Tim tedavilere ragmen ortalama sag kalim 15 ay
civarindadir. Glioblastom farkli genetik yollarla gelisen primer ve sekonder alt tiirleri
icerir. Bu ¢alismada morfolojik olarak ayni olan ancak genetik olarak son derece
farkli olan primer ve seckonder glioblastomlu hastalardan elde edilen doku
Orneklerinde bu tiimdrlerin gelisiminde ve patogenezinde metabolom diizeyinde
farkliliklar1 tespit etmek hedeflendi. Patogenezde olasi yolaklari belirlemek ve
calismanin olas1 tedavi segenekleri konusunda hipotez gelistirilmesinde 6n ¢alisma
olmasi amaglandi. Alt1 adet normal, 37 adet primer gliomblastom, 10 sekonder
glioblastom ve 5 adet diisiik evreli timor dokusu Q-TOF LC/MS ile incelendi.
Glioblastomlarda lipid mediatér olan prostaglandinler (PG'ler), tromboksanlar
(TX'lar), lokotrienler (LT'ler), lipoksinlerden (LX'ler) olusan eikozanoidlerin artisi
ile iliskili metabolitler izlendi. Safra asitleri ve metabolitlerinin glioblastomlarda
arttig1 saptandi. C21 steroid sentez artisi, C21, C19 ve C18 steroid metabolizmasinin
yavaslamasi1 gosterildi. Sekonder glioblastomalarda daha fazla olmak Uzere tim
glioblastomalarda alfa-Tokotrienoliin arttigi saptandi. Glioblastomlarda sag kalimi
uzatabilmek icin eikozanoid, steroid, kolesterol, safra asitleri ve sentez yolaklari ile

ilgili hedeflenmis ileri ¢caligmalara ihtiyag vardir.
Anahtar Kelimeler:

Glioblastom, primer, sekonder, diisik evreli glial timér, Q-TOF LC/MS,
metabolomik
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ABSTRACT

Taskapihoglu, M.O. 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. GIRIS

Glioblastom iizerinde ¢ok fazla ¢alisilmis bir kanser tiirii olmasina ragmen
hen(iz literatiirde primer ve sekonder glioblastomlardaki metabolomik farkliliklari ve
bunlarin kisiye 6zel tedavilerin planlanmasindaki faydasini gosterecek yeterli veri
bulunmamaktadir. Bu calismadaki amacimiz morfolojik olarak ayni olan ancak
genetik olarak son derece farkli olan primer ve sekonder glioblastomlu hastalardan
elde edilen doku orneklerinde bu tlmorlerin gelisiminde ve patogenezinde
metabolom diizeyinde farkliliklart tespit etmek, olasi yolaklar1 belirlemek ve olasi

tedavi secenekleri konusunda hipotez gelistirilmesinde 6n ¢alisma ortaya ¢ikarnaktir.

Bursa Uludag Universitesi Beyin ve Sinir Cerrahisi Anabilim Dalinda Klinik
ve IDH, pTERT mutasyonlar1 ile primer ve sekonder glioblastom tanist dogrulanmis
ve diisiik evreli beyin timori ile epilepsi cerrahisi yapilirken elde edilen kontrol
beyin dokusu Orneklerinde Q-TOF LC/MS ile hedefsiz metabolomik analiz
yapilmistir. Biyoinformatik veri tabanlar1 ve istatistikleri kullanilarak anlamli

metabolitler tespit edilmis, yolaklara gére gruplanirilmis ve yorumlanmastir.



2. GENEL BIiLGILER

Glioblastom eriskin ¢agda goriilen en sik beyin tiimdriidiir ve malign santral
sinir sistemi tiimorlerinin  %45.2°sin1  olusturmaktadir. Tiim tedavilere ragmen
ortalama sag kalim 15 ay civarindadir (1). Hastalarin sadece %5.5’1 tan1 aldiktan
sonra 5 yillik sag kalim gostermektedir (2). Glioblastom farkli genetik yollarla
gelisen primer ve sekonder alt tiirleri iceren; degisik yas gruplarinda sag kalimda
farklilik izlenen bir patolojidir (3). Glioblastomun yillik insidanst 3.19/100000°dir.
Amerika Birlesik Devletleri’nde erkeklerde kadinlara oranla 1.58 kat daha fazla
goruliir. Insidans yasla beraber artar. 75-84 yaslar1 arasinda pik yapar ve 85 yasindan
sonra goriilme siklig1 azalir. Toplumun yaslanmasi ile beraber goériilme sikligi da

artmaktadir.

Primer glioblastomlar tiim glioblastomlarin %80’ini olusturur ve daha yash
hastalarda (ort 62y) goriilmektedir. Sekonder glioblastomlarin ortalama goriilme yasi
ise 45°dir. Bunlar disiik evreli astrositom veya oligodendrogliomun evresinin artisi
ile ortaya ¢ikarlar. Sekonder glioblastomlar genellikle frontal lobda yerlesir, daha az

nekroz gosterir ve primer glioblastoma gore prognozlari daha iyidir.

Primer glioblastom erkeklerde daha sik goriiliirken sekonder kadinlarda daha
sik izlenir (4). Siklikla supratentoriyal bolgede yerlesirken, serebellum ve spinal

kordda nadiren gorulir.

Glioblastomlar benzer histolojik 0Ozellikleri paylasan ependimomlar,
oligodendrogliomalar, optik yol gliomlar1 ve karisik gliomalar gibi hiicre tiirlerini
icerirler (5). Bu tarz bir kategorizasyon gliomlarin histolojik yapisin1 anlamada
faydalidir ancak tlimoriin malignitesi hakkinda bilgi vermemektedir. 2014 yilinda bu
nedenle Diinya Saglik Orgiitii tarafindan molekiler bilgilere dayanan yeni bir
siiflama ortaya konulmustur (6,7). Glioblastomun heterojen yapisi tiim hastalar igin
etkili bir tedavi rejimi olusturulmasini zorlastirmaktadir (5). Gunumuzde standart
glioblastom tedavisi cerrahi, kemoterapi ve radtoterapiyi iceren multimodal bir

tedavidir. Maksimal tlimor rezeksiyonu kitle etkisini ortadan kaldirir ve sonug sag



kalim oranimi uzatir (8). Cerrahi sonrasi ¢ogu hasta ayni anda kemoterapi ve
radyoterapi almaktadir. Giiniimilizde standart radyoterapi 6 hafta siire ile haftada 5
gin 2 Gray fraksiyone doz ile total 60 Gray doz verilmesidir (5). Cerrahiden hemen
sonra uygulanan erken radyoterapi ile progresyonsuz sag kalimda uzama izlenmistir
ancak sonug sag kalima bir etkisi saptanamamistir (9). Orta derecedeki etkinligi ve
ciddi yan etkilerine ragmen kemoterapi glioblastomun standart tedavisinin bir pargasi

olmaya devam etmektedir.

2.1. Etiyoloji

Glioblastom olusumuna neden olabilecek pek ¢ok genetik ve gevresel faktor
arastirllmistir ancak hastalarin ¢ogunda bir risk faktorii tespit edilememistir. Pek¢ok
diger kanser gibi glioblastomlar siklikla sporodik olarak gelisirler. Bazi ¢alismalar,
alerji, bagisiklik faktorleri, bagisiklik genleri ve bazi tek niikleotid polimorfizmlerine

kars1 azalmig duyarlilikla birlikte glioblastom gelisme riskini gostermistir (10).

Allerjiler ve atopik hastaliklar ile glioblastom arasinda zayif bir iliski
saptanmistir (11). Antiinflamatuar ilaglarin 10 yildan az kullanilmasinin da
glioblastom gelismesi agisindan koruyucu etkinligi oldugu gosterilmistir (12). Alkol
kullanimi, sigara, cep telefononu kullanimi, N- Nitroz maddelere maruziyet ve

uyusturucu kullanimi ile glioblastom gelisimi arasinda bir bag saptanamamustir (13).

2.2. Patogenez

2.2.1. IDH Mutasyonu

fzositrat dehidrojenaz (IDH) sitrik asit siklusunda anahtar rol oynayan bir
enzimdir. 3 izoformu vardir. IDHI, IDH2 ve IDH3. IDHI peroksizomlar ve
sitoplazmada bulunurken IDH2 ve IDH3 mitokondrial matrikste yer alir. Oksidatif
dekarboksilasyon sirasinda izositrat ve NADP* IDH1 ve IDH2 ile a-ketoglutarat (o-
KG), NADPH ve karbondioksite cevrilir (14). Bu islem geri doniisebilen g¢ok

basamakl1 bir olaydir. Izositratin okzalosiiksinat olusumu i¢in oksidasyonu ile baslar,



daha sonra 0-KG olusumu igin dekarboksile olur (Sekil 2.1). a-KG pek ¢ok enzim
i¢in kofaktor olarak islev goriir (15).

Sekonder glioblastomlarin neredeyse tamaminda IDH’da mutasyonlara
rastlanirken primer glioblastomlarda ¢ok nadiren izlenmektedir (16). IDH
mutasyonlart oldugunda enzim fonksiyonlarinda artis ve azalmalar izlenmektedir
(17). Bu mutasyonlar izositrat igin baglanmay1 azaltarak izositratin o-KG’a
donlisimiinii 6nler. IDH mutasyonlar1 ayni zamanda NADPH i¢in baglanma
afinitesini arttirir ve bu durum karboksilasyon olmadan sadece a-KG'yi diistirerek
eksik reaksiyona ve a-KG yerine 2-hidroksiglutarat (2-HG) olusumuna neden olur.
Bir onkometabolit olan 2-HG’nin asir1 artis1 kanserogenezde etkilidir (18). Mutant
IDH (mIDH) inhibitorlerinin kesfi profilerasyon gosteren kanser htcrelerinin
saptanmasina yardim eden hedeflenmis kanser tedavisilerinin gelismesine neden
olmustur. mIDHI1 inhibitori AGI-5198, 2-HG’yi inhibe eder ve mIDH1 gliom
hlcrelerinin in vivo biylmesini engeller (19). Secici bir R132H-IDH1 inhibitori
olan AG-5198 mIDHL1'in 2-HG iiretme yetenegini neredeyse tamamen bloke eder ve
gliogenezdeki genlerin ekspresyonunu indikler (20). Klinik calismalardan elde
edilen sonuclar, AG-221'in (segici bir mIDH2 inhibitorii) ilerlemis solid tumorlere

kars1 inhibe edici etkisinin umut verici oldugunu géstermektedir (21).
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Sekil 2.1. IDH1/2 enzimi izositrat1 a-KG’a ¢evirirken mutant IDH1/2 enzimi a-KG’1
2-HG’a cevirir (22).



2.2.2. Notch Yolag:

Notch yolagi santral sinir sistemindeki néronlarda dahil olmak lzere pek ¢cok
dokuda proliferasyon, apopitoz, hiicre farklilasmasinda rol oynar. Kok hicrelerin
bagka bir forma doniismek yerine glial hiicreler olarak gelismesinde rol alir (23).
Hiicre siireclerindeki kilit rolii nedeniyle, Notch sinyalinin tiimdrogeneze dogru
sapmasi kolaydir. Bu yolakta 4 reseptér yer alir; Notch-1, Notch-2, Notch-3 ve
Notch-4. Notch-1 tiimor supresyonunda rol oynar, ayn1 zamanda malign fenotipik
gliomlarda progresyon ile iligkilidir. Notch-2, gliom hicre proliferasyonunda rol
oynayan Notch-3 ile beraber gliomlar igin prognostik bir belirtectir. Notch-4 timérin

agresitivitesi ile iligkili bulunmustur (24).

Calismalar Notch yolaginin gliom hiicre kiiltiirlerinde tedavi icin etkili bir
hedef oldugunu gostermistir (25). Notch yolagini inhibe eden ilaglar a-sekretaz
inhibitorleri, y-sekretaz inhibitorleri ve diger molekiiller olarak 3 gruba ayrilabilir.
Ying ve ark (26) glioblastom hiicre kultlrlerinde retinoik asit tedavisinin etkisini
incelemisler ve retinoik asit ile tedavi edildiginde intraselliiler Notch reseptoriiniin
glioblastom noérosferlerini kurtarmaya zorlandigi ve Hes2, heyl ve Hey2’de
inhibisyona neden oldugunu saptamislardir. Yazarlar glioblastom hiicre kiiltiirlerinde

retinoik asitin hiicre biiyiimesini ve farklilasmay1 durdurdugu sonucuna varmislardir.

Fan ve ark (25) Notch-2 ile tiimor hiicresi biiylimesini arttiran glioblastom
norosfer olusumu ile ilgili ¢alismalarinda y-sekretaz inhibitorleri kullanarak Notch
yolagini inhibe etmis ve in vivo olarak glioblastom norosfer olusumunu azalttigini

gostermislerdir.

2.2.3. Seramid Sinyal Yolag:

Asid seramidaz (ASAH1) seramidleri sfingozin ve serbest yag asitlerine
metabolize eden bir enzimdir (Sekil 2.2). Seramidler yaslanmada ve hiicre 6liimiinde
rol alirlar (27). Ancak, bu metabolik yolagin bir ara iriinii olan sfingozin-1-fosfat
(S1P) hiicrenin sagkalimma ve ¢ogalmasina etki eder (28). Gliom hicreleri

seramidlerden S1P’a degisim gosterir ve seramidden daha yiiksek SI1P



konsantrasyonuna neden olur. Daha az seramid miktart ile apopitoz diiser ve gliom
hiicreleri daha fazla yayilma imkani bulur (28). Glioblastomda ASAHZ1’in
modifikasyonu, hiicreler aras1 dokuya salgilanmasini ve malignite potansiyelini ¢evre

dokulara yaymasini saglamaktadir (29).

H. s
HC = ‘H/ Apoptosis
Ceramide -

Acid

Sphingosine

Sphingosine
kinase

S ,'. g Cell
- ; Y Praliferation
Sphingosine-1-phosphate

Sekil 2.2. Seramidleri sfingozine doniistiiren ve sfingosin kinaz tarafindan sfingosin-
1-fosfata (S1P) doniistiiriilen bir lizozomal enzim olan asit seramidazin
(ASAH1) reaksiyonu. Seramid apoptozu tesvik ederken, S1P uyarir ve
proliferasyonu destekler (22).

Glioblastomlarda ASAH1 ekspresyonunun yiiksek oldugu bilinmektedir.
Irradiye edilmis hiicre kiiltiirlerinde ve timor dokularinda, irradiye edilmeyenlere
gore daha yiiksek oranda ASAHI1 saptanmis ve bu durum apopitoza direng ve
glioblastom niiksii lehine yorumlanmistir (28). ASAHL1’in fazla ekspresyonu
antikanser tedavilerde potansiyel bir biyomarker olmasim saglamistir ancak su an

klinikte kullanilan bir iirlin gelistirilememistir.

2.2.4. Vaskuler Endoteliyal Growth Faktor (VEGF) Sinyal Yolag:

Potansiyel bir anjioyogenik sitokin olan VEGF oksijenin saglanmasi i¢in yeni
kan damarlarinin olusumunu stimiile eder. Normal VEGF sinyal yolagi hiicreler

oksijensiz kaldiginda aktive olur. Hipoksi ile indlklenebilen faktér VEGF salinimina



ve VEGF’ nin reseptorlerine (VEGFRs) baglanmasina neden olur. Bu durum tirozin
kinaz yolagini aktive ederek anjiyogenezis ile sonug¢lanir. Bu durum normal sartlarda
embriyolojik gelisim, yara iyilesmesi, kollateral sirkiilasyon kas hasarini takiben

aktiflesir (30).

VEGF, glioma kok hiicrelerinde mikro ortamin isleyisini optimize eder ve
anjiyogenezisin desteklenmesinde anahtar rol oynar. Glioblastomun mevcudiyeti igin
vaskiiler kaynaklar sarttir ve bu durum erken dénemde anjiyogenez ile saglanir (30).
VEGF yolagmin bloklanmasi anjiyogenezi inhibe ederek etkili bir tedavi se¢enegi
olabilir. Cesitli anti-anjiyogenik ajanlar c¢esitli kanser tirlerinde tedavilerde
kullanilmaktadir (31). Anti-VEGF tedavisinin ¢ok genis sekilde kullanilmasina ve
vazojenik 6demi azaltmadaki etkisi gOsterilmesine ragmen sonu¢ sag kalima etkisi

saptanamamustir (32).

Glnlmuzde tivozanib, cediranib, lenvatinib, sorafenib, sunitinib ve
pazopanib gibi ¢esitli tirozin kinaz reseptorleri, VEGFR inhibisyonu igin
kullanilmakta; ayn1 zamanda TTAC-001 antibody, VXMOI1 asis1 ve bevacizumab

kombine tedavileri ile galismalar halen devam etmektedir.

2.2.5. PDGF Sinyali

Platelet-derive blytme faktéri (PDGF) glioblastom proliferasyonunu ve
hayattta kalimi arttirdigi i¢in tedavide poatnsiyel bir hedef haline gelmistir (33).
Normal glial hiicrelerde PDGF sinyal yolagi; PDGFA, PDGFB, ve PDGFC gibi
PDGF ligandlarmin PDGFRa veya PDGFR gibi PDGF reseptorlerine baglanmasi
ile baslar. PDGFR hiicre ylizeyindeki reseptorl tirozin kinazdir. Baglandiktan sonra
dimerize olur ve reseptordeki cesitli tirozin rezidiilerinin fosforile olmasina neden
olur. Bu aktive form pek ¢ok protein kompleksine baglanarak DNA sentezine ve
hiicre proliferasyonuna yol agan sinyal iletim yolaklarin1 aktive eder (34).
Glioblastomlarda normal beyin dokusunda bulunmayan bir PDGF otokrin déngusi
sergilenir (35). Pek ¢ok ¢alismada PGGF’iin glioblastomlarda fazla eksprese edildigi
gosterilmistir. PDGFA ve PDGFB diger ligandlara gore daha fazla ekspre edilir (36).
PDGFRa glioblastomlarda artar, yeniden diizenlenir ve onkogenezde rol oynar (37).



Shih ve ark (38) PDGF ve PDGFR’nin glial hicre kiltiirlerinde fazla salindigin
gostermislerdir. TUmor proliferasyonunda otokrin sinyal hicre kultirlerinde PDGF

inhibitorlerinin hiicre blyimesini sinirladigi gosterilmistir.

2.2.6. Epidermal Blyume Faktori Reseptor (EGFR) Yolag:

Epidermal blyiime faktori reseptori (EGFR), epidermal biyume faktorleri
ve donistiriicii biytime faktor-a gibi hiicre dis1 sinyal ligandlarini hiicre disi
yapisina baglayan bir transmembran hiicre RTK'dir. Normal glial hiicrelerde reseptor
sinyal ligandina baglandiginda yolak aktive olur ve inaktif monomerden aktif
homodimer olusumunu saglar. Bu dimerizasyon intraselliiler tirozin kinaz aktivitesini
arttirir ve tirozin rezidiilerinin EGFR’nin C terminalinde otofosforillenmesine neden
olur. Bu otofosforilasyon DNA sentezine, hiicre proliferasyonuna, géclne ve

adezyonuna yol acan birgok sinyal transdiiksiyon kaskadinin baslamasini uyarir (4).

Glioblastom patogenezinde EGFR mutasyonlart sik ¢alisilmis bir konudur.
Primer glioblastomlarda EGFR amplifikasyonu %40 oraninda goriiliirken sekonder
glioblastomlarda nadiren izlenir (39). Pediatrik glioblastomlarda ise nadiren gorulir
veya hi¢ bulunmaz (40). Ohgaki ve ark (41) ¢alismalarinda EGFR amplifikasyonunu
sadece 35 yas tlizerindeki glioblastomlu hastalarda tespit edebilmislerdir. Artmis
EGFR ekspresyonu olan hastalarin timorlerinin yaklasik yarisinda tedavi i¢in ideal
bir hedef olan EGFRVIII varyant1 tespit edilmistir (42).

Giiniimiizde c¢aligmalar tirozin kinaz inhibitorleri ve immiinoterapiye
yogunlagmistir. Ornegin bir EGFR-TFI olan OSI-774 glioblastomda apopitozu
arttirir ve sekonder glioblastomda tmit verici bir ajan olabilir (43). Ancak baska bir
TKI olan lapatinib ile faz I/Il ¢alismalarinda sinirh antitiimoral aktivite saptanmustir.
TKI tmit verici ajanlar olmasina ragmen klinik kullanima girmesi i¢in zamana

ihtiya¢ duyulmaktadir (44).



2.2.7. PI3BK/IAKT/mTOR Yolag

PI3BK/AKT/mTOR yolag: hiicre siklusu i¢in yasamsal intraselliiler bir sinyal
yolagidir. Fostaditilinozitol 3- kinaz (PI13Ks) fosforilasyonla serin/treonin-spesifik
protein kinaz1 (AKT) aktive eden intraselliiler sinyal diizenleyici bir enzimdir. AKT
rapamisinin memeli hedefini aktive eder (mMTOR). mTOR degisik baglayicilar ile iki
kompleks yapar; mTOR kompleks 1 (mTORC1) ve mTOR kompleks 2 (mTORC?2)
(45). mTORC1 rapamisin duyarhidir ve blyume faktorleri, stress, enerji durumu,
oksijen, amino asit konsantrasyonlari ile aktive olarak glial hiicre buylmesini
hizlandirir (45). mTORC2 ise rapamisine duyarl degildir, glial hiicre proliferasyon
motilitesini ve AGC protein kinaz1 aktive ederek sag kalimi arttirir (46).
PI3K/AKT/mTOR vyolagimin fazla ¢alismasi glioblastomlu hastalarin sag kalimim

diistiriir ve timoriin agresivitesini arttirir (47).

2.2.8. Fosfat ve Tensin Homolog (PTEN) Sinyali

PTEN PIK sinyalini antagonize ederek AKT aktivasyonunu lipid fosfataz
aktivitesi yardimi ile Onleyen bir timor baskilayicidir (48). Glioblastomlarda
mutasyonlara bagli olarak inaktive oldugu gosterilmistir. Homolog genlerin bir
tanesindeki tek bir mutasyon timor biiyliimesini baslatmak igin yetersizdir. Birinin
veya ikisinin delesyonu kontrolsiiz hiicre biiyiimesi ile sonuglanir (49). PTEN ayni

zamanda gliom hiicrelerini kemoterapi ve radyoterapiye duyarl hale getirir (50).

Gilintimiizdeki calismalar PTEN mutasyonunun diizeltilmesine
yogunlagmistir. Glioblastoma hiicre dizilerindeki hiicresel proliferasyonu azaltan
adeno-iliskili viriis aracili gen kullanilarak glioblastomda PTEN'in diizeltildigini
bildiren bir calisma, bu hastalik i¢in potansiyel bir tedavi olabilecegini
gostermektedir (51). Bir diger ¢alismada, glioblastoma hiicre dizilerinde (42MGBA
ve T98G) mutant PTEN allelinin gen diizenleme kullanilarak diizeltilmesinin, hucre

proliferasyonunun azalmasina neden oldugu gosterilmistir (52).
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2.2.9. SHH Sinyali

Normal glial hicrelerde sinyal, sonik hedgehog (SHH) glikoprotein
baglanmasi ile baslar. Patchedl proteini ve ko-reseptorleri etkisiz hale getirilir ve
Smoothened (SMO) proteininin inaktivasyonuna yol agar. SMO aktiflestiginde
glioma iligkili (GLI) traskripsiyon faktorleri niikleusa yerlesir. GLI niikleusa
girdiginde GLI1 ve GLI2 transkripsiyon faktorleri aktive olur. Bu aktivasyon, SHH
sinyalinde hedef aktivasyonu arttirarak proliferasyona, anjiyogeneze, epitelden
mezensimal gecise ve kok hiicrelerinin kendini yenilemesine yol acar (53).
Glioblastomalarda, tipik olarak Patchedl'deki mutasyon ve/veya SMO'daki
mutasyonlarin aktive edilmesi yoluyla SHH sinyalinin anormal aktivasyonu, yetiskin
kok hucrelerinin glioblastom kok hiicrelerine doniismesine yol acar. SMO
inhibisyonu, GLI'nin asagi yonde aktivasyonunu onlediginden, SMO, SHH yolu

inhibitorlerinin gelistirilmesi i¢in 6nemli bir molekdler hedeftir (54).

2.3. Metabolomik

Metabolom, bir hiicre veya canlidaki metabolitlerin timune verilen isimdir.
Metabolomlar; protein, hiicre duvari, RNA ve DNA gibi yapilarin yapisinda yer alir
Son 20 yilda biyokimya, farmakoloji ve toksikolojide metabolomik analizlere
siklikla bagvurulmaktadir. Metabolomik analizler, biyolojik sistemlerde 1kDa-
1.5kDa’dan daha kigik molekiillerin tanimlanmasi ve Ol¢lilmesini saglar (55-57).
Metabolitler biyokimyasal veya enzimatik aktivitenin dogrudan bir oldugundan bir
bireyin fenotipindeki  biyokimyasal degisikliklerle iliskilendirilir  (55,56).
Metabolomun desifre edilmesi, biyolojik bir sistemdeki degisiklikleri izlemeyi ve
patolojik bir durumda bozulan yollar1 tanimay1 saglar. Kanser ve normal hicreler
veya kanser alt tipleri arasindaki metabolik farkliliklarin anlasilmasi, tedavi
edilemeyen glioma gibi timorler icin yeni terap6tik hedefler bulunmasini
saglayabilir. Dahasi, metabolomikler, yiiksek verimli, tam otomatik ve nispeten
diisiik maliyetli tanisal yontemlere sahip oldugundan, transkripsiyonel ve proteomik
yaklasgimlardan daha pratiktir (56,57). NuUkleer manyetik rezonans (NMR)

spektroskopi ve kiitle spektrometresi (MS) analizleri, kapsamli bir biyokimyasal
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degerlendirme sunarken analitik testlerin hassasiyetini ve ¢oziiniirliigiini de
arttirmaktadir. Metabolomik analizi icin yeni nesil yiksek ¢ozunarluklu analitik
platformlar kullanilarak, kigclk bir biyolojik numuneden, yizlerce-binlerce kugcik
molekiil tanimlanabilir. Bu nedenle metabolomikler, timorin patogenetik
mekanizmalari, teshisi ve tedavi yanitini izlemede yaygin olarak kullanilan bir
strateji haline gelmistir (56-59). Kolon, over, 6zofagus, agiz, meme ve prostat
kanserlerinde, 16semide normal hiicrelere gére metabolik farkliliklarin taninmasinda
Oonemini kanitlamig olan (60-66) metabolomik arastirmalari, beyin tumérlerinin de

agresif yapisina iligkin yeni bilgiler sunmaktadir (67,68).

Metabolomik genellikle metodolojik olarak farkli iki boliimden olusur. ilk
olarak; analiz, metabolitlerin konsantrasyonunu 6l¢gmek icin global bir profilleme
araci kullanirken, sonraki veri matrisi ¢ok degiskenli istatistikler veya veri azaltma
araglarryla sorgulanir. ikinci olarak, oriintii tanima siiregleri denetimsiz ve denetimli
tekniklere ayrilabilir. Ilki, verilerle iliskili dogustan gelen varyasyonu goriintiilerken,

ikincisi verileri kiimelemek i¢in dnceki bilgileri kullanir.

2.3.1. Kutle Spektrometrisi

Kiitle spektrometrisine dayali yaklasimlar, dogal olarak nlkleer manyetik
rezonans spektroskopi tekniklerinden daha hassastir ve tiimoér metabolomunda

bulunan daha diisiik konsantrasyonlu metabolitlerin saptanabilmesini saglar.

Kiitle spektrometrisine dayali yaklasimlarin hassasiyeti, eksize edilmis
dokudaki iz metabolitlerini izlemek i¢in de kullanilmistir. Norositomalarin
nérotransmiter profili ¢ikarilmis (69), Olsen ve arkadaslar1 (70) gliomadaki morfini
saptamak i¢in kuadrupol MS ugus zamani (flight time) kullanmiglardir. Hiicre 6lumi
sirasinda ndroblastoma hiicrelerinde degisen lipid metabolitlerin ayirt edici oldugu
gosterilmigtir (71). Beyin timord Orneklerindeki CCM pikinin fosfatidilkolin ile
degil de biiyiik 6lgiide kolin, PC ve GPC ile iliskili oldugu gosterilmistir (72).

Kiitle spektrometrisi (MS), yiiksek duyarliligi ve genis dinamik arahif

nedeniyle metabolomik igin degerli bir analitik platform saglar (73). Calisma
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prensipleri ve performansta farklilik gosteren ¢ok yonlii bir tekniktir (73). Farkli iyon
hizlandirma ve algilama yontemlerine sahip ¢esitli kiitle analizorleri mevcuttur ve
yiiksek ¢oziniirliikliic (HR; Ornegin ucus siiresi (TOF), Fourier doniisiim iyon
siklotron rezonansi (FT-ICR), yoriinge detektorii (Orbitrap)) ve diisiik ¢oziiniirliik
(LR; ornegin tek dort kutuplu (Q), iiclii dort kutuplu (QqQ) ve iyon tuzag: (IT)),
ayrica iyonlarin {iretimi icin elektron ¢arpmasi (EI) gibi sert iyonizasyon teknikleri
ve kimyasal iyonizasyon (CI), elektrosprey iyonizasyon (ESI), atmosferik basingta
kimyasal iyonizasyon (APCI) dahil yumusak iyonizasyon teknikleri atmosferik
basing fotoiyonizasyonu (APPI), matris destekli lazer desorpsiyon iyonizasyonu
(MALDI) ve desorpsiyon elektrosprey iyonizasyonu (DESI) gibi farkli ara yuzler
vardir (73).

Son zamanlarda, tandem kutle spektrometresi (MS/MS) veya MSn analizi,
ayni veya farkli detektorlerin kombinasyonunu, yapisal agiklama icin hibrit kiitle
analizorlerini ve metabolitlerin kantitatif analizini mimkiin kilmistir (74). MSn
analizinde metabolitlerin pargalanma modeli temel olarak ¢arpismanin neden oldugu
ayrisma (CID) ve yiiksek enerjili ¢arpisma ayrigmasi (HCD) gibi diisiikk enerjili
ayrisma ile elde edilir (75). IT-Orbitrap, Q-TOF ve IT-TOF gibi HR tandem kutle
spektrometreleri, metabolit karakterizasyon giivenilirligini 6nemli Ol¢lide artiran,
yiiksek kiitle dogruluguna sahip bilesiklerin ve iirlin iyon bilgisi, izotopik dagilimi ve
temel bilesimini saglar (76). Bu nedenle, bu yontemler hedeflenmemis
metabolomikler icin tercih edilir (76). Aksine, c¢oklu reaksiyon izleme (MRM)
kullanan ti¢lii dort kutuplu (QqQ) ve hibrit dogrusal iyon tuzag ftclii dortli
(QQQLIT) gibi tek reaksiyon izleme (SRM) secklindeki LR tandem Kktle
spektrometreleri, kantitatif analiz icin iyi secicilik ve hassasiyet veya metabolik

profil saptanmasini saglar (77).

Cogu uygulama, dokuda analizden 6nce bir doku ekstraktindaki metabolitleri
baslangicta ayirmak i¢in gaz kromatografisi (GC) ve s1vi kromatografi (LC) kullanir.
Tipik olarak ElI veya CI kullanan GC-MS, ugucu ve termal olarak kararl
metabolitlerin analizi icin idealdir (73). GC-MS ayrica kimyasal tiirevlendirme
yoluyla yar1 ugucu veya ugucu olmayan metabolitleri analiz etmek ic¢in kullanilir;

ancak bu uzun analiz siiresine ve numune hazirlama degiskenligine yol acar (73). EkK
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olarak, tamamlanmamis tiiretme, degradasyon ve yan reaksiyonlar nedeniyle analit
basina ¢oklu MS pikleri ve pik basina ¢oklu analitler gibi tiirevlendirme artefaktlari,
spektral yorumlamay1 ve tanimlamay1 daha zor hale getirir (78). Son zamanlarda,
GC-QLT-Orbitrap hibrit cihazinin gelistirilmesi, eser maddelerin analizi ve
bilinmeyen metabolitlerin yapisal karakterizasyonu icin GC/MS tabanh

metabolomiklerde 6nemli gelismeler saglamistir (79).

GC-MS'nin aksine, API (ESI, APCI ve APPI) arayiizii ile birlestirilmis LC-
MS, ugucu olmayan ve termal olarak kararsiz metabolitlerin analizi i¢in miitkemmel
hassasiyet (pikomolden femtomol seviyelerine kadar), secicilik ve 0zgulluk

kombinasyonu saglar (80).

Kitle spektrometrik olcumler (GC-MS veya LC-MS), kitleye gore c¢ok
sayida izotopomeri tanimlamadaki duyarliliklar1 nedeniyle kararli izotoplarm
saptanmasinda yaygin olarak kullanilmaktadir (81). Bununla birlikte, sadece kdtle ile
tanimlanan izotopomerler (m + 1, m + 2, m + 3...) konumsal izotopik etiketleme
bilgisi saglamaz. Konumsal izotopik zenginlestirmelerin ayrintili bir analizi i¢in
NMR veya tandem kiitle spektrometresi kullamilmalidir (80). Tandem kutle
spektrometrisindeki (MS/MS) en son gelismeler, izotopik olarak etiketlenmis 13C
amino asitler ve glikolizin diger ara maddeleri, pentoz fosfat yolu ve TCA dongiisii
ara maddeleri ic¢in kiitle parcalanmasina dayali konumsal -etiketlemenin

belirlenmesine izin verir (82) (83).

2.3.2. Kritik Metabolitlerin Tespiti

Metabolomik analizindeki zorluklar, her metabolitin kimyasal ve fiziksel
ozelliklerine ~ baghdir. Biyokimyasal  reaksiyonlar  sirasinda  strekli
oksidasyon/redliksiyon veya bozunma oldugundan, metabolizma ¢ok hizli degisir.
Birgok metabolitin de sinirhi yarilanma 6mrii olusu, bu yontemin zorlugunu olusturur
(84). Bu nedenle, numune toplama, saklama ve isleme, kromatografik ayirma,
analitik enstriimantasyon, metabolit tespitini ve kantitatif tekrarlanabilirligi en st
diizeye ¢ikaran ve sonugta yiiksek kaliteli veriler saglayan veri isleme ve analizi

iceren deneysel bir prosediri dikkatlice tasarlamak 6nemlidir (78). Biyoakiskanlar
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icin en yaygin kullanilan numune hazirlama yontemleri "dilute and shoot", ¢dziicii
cokeltme ve ultrafiltrasyondur (85). Bu yontemler arasinda, ultrafiltrasyon, proteinin
daha iyi uzaklastirilmasini, polar metabolitlerin miitkemmel bir sekilde kapsanmasin
ve polar olmayan metabolitlerin metanol-su ve ardindan kloroform kullanilarak
membrandan dogrudan ekstraksiyonunu saglar (85). Hucre metabolomikleri igin,
orneklemenin hiicre tipine bagli olarak, ya yapisik kiiltiirler olarak ya da siispansiyon
iginde biyiitiilmesi i¢in ayarlanmasi gerekir (86). Farkli metabolit ekstraksiyon
prosediirii arasinda, sivi-sivi ekstraksiyonu (LLE) en yaygin kullanilan yontemdir
(86). Kat1 faz ekstraksiyonu (SPE) veya kati1 faz mikro ekstraksiyon (SPME) gibi
diger yontemler 6zellikle hedefli analiz i¢in kullanilir (86). Bununla birlikte, bu yeni

protokollerin ¢ogu genellikle belirli bir analitik platform i¢in gelistirilmistir.

2.3.3. Sistein Metabolizmasi

Sistein, indirgenmis glutatyon (GSH) ve homosistein gibi sistein
metabolizmasina katilan metabolitlerin ve bunlara karsilik gelen disiilfidlerin [sistin,
oksitlenmis glutatyon (GSSG) ve homosistin] analiz edilmesi ¢ok zordur. Bunlar
oldukg¢a polardir ve biyokimyasal reaksiyonlar sirasinda oksidasyona/ rediiksiyona
ugrama egilimindedir (87). Tiyol gruplar1 (-SH) kararsizdir ve oksidatif birlestirme
reaksiyonlar1 ile karsilik gelen disiilfidlere kolayca doniistiiriiliir. Bu nedenle,
biyolojik numunelerde bu metabolitleri dogru bir sekilde analiz etmek igin tiyol
grubunun (-SH) tiiretilmesi gereklidir. Tiyol analizinde ortam/ mobil fazin pH degeri
en Onemli parametredir ve bu bilesikler pH> 7'de hizla enzimatik olmayan
otoksidasyona ugradigindan pH 7'min altinda tutulmalidir (88). UV ve floresans
saptama ile birlestirilmis HPLC, GC ve CE dahil olmak {iizere c¢esitli analitik
yontemler gelistirilmistir (87,89).

Elektrokimyasal detektor (ECD) ile birlestirilmis HPLC, bu metabolitlerin
tirevlendirme olmaksizin kisa silirede analizine izin verir, ancak tekrarlanan
analizlerde sinyal hassasiyeti kayb1 olabilir (90). Bununla birlikte, yiksek hassasiyet
ve ylksek 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 0rneklerin tirevlendirilmesini iceren LC-MS/MS yoOntemi
yaygin olarak kullanilmaktadir (91). Tiirevlendirme asamasi yalnizca tiyolleri
otooksidasyon ve bozunmaya karst1 korur, ancak disiilfitlerin enzimatik
indirgenmesini 6nlemez. Dogrudan LC-MS/MS analizinde, etilendiamintetraasetik
asit (EDTA) -80 ° C'de saklanan numunelerin tedavisi ve deproteinizasyon igin tiyol

oksidasyonunu en aza indiren muamelesi igin trikloroasetik asit kullanilir (88).

2.3.4. Nukleotidler

Nukleotidler, DNA sentezi ve mitokondriyal oksidatif fosforilasyon da dahil
olmak iizere ¢esitli biyokimyasal yollarda 6nemli rol oynar ve bu metabolitlerin tam
karakterizasyonu, Ozellikle redoks aktif (NAD/NADH, NADP/NADPH ve
FAD/FADH) ve hidrolitik olarak kararsiz niikleotidlerin kantifikasyonu igin
potansiyel olarak kritiktir. Kritik nikleotidlerin analizi igin kapiler elektroforez CE,
hidrofilik etkilesim kromatografisi (HILIC) ve iyon eslestirme kromatografisi (IP-
LC) gibi etkili kromatografik teknikler gelistirilmistir (92).

2.3.5. 2-Hidroksiglutarat

D-2-hidroksiglutarik asit (D-2-HG), énemli bir onkometabolittir ve diisiik
dereceli gliomalarda dahil olmak iizere ¢esitli kanserlerde IDH mutasyonlarinin iyi
bilinen tamisal belirtecidir (93). 2-hidroksiglutarik asidin (2-HG) tanimlanmasi ve
miktarinin belirlenmesi zor degildir, ancak D ve L enantiyomer fraksiyonlarinin
karakterizasyonu hala kritiktir ve kapsamli numune hazirlig1 gerektirir. HPLC analizi
icin kiral kolonlarin kullanimi tam olarak gelistirilmemistir ve 6nemli miktarda
malzeme gerektirir, bu nedenle bu teknoloji nadiren kanser arastirmalarinda
kullanilir ve yalnizca metabolik bozukluk g¢alismalarinda bol biyolojik numunenin
(6rnegin idrar) enantiyomerik analizi i¢in uygulanabilir (94). 2-HG'nin D ve L
formlarmi  ayirt etmek i¢in 2-HG  enantiyomerleri,  kiral  karbonun
tirevlendirilmesiyle diastereoizomerlere donistiiriiliir (95). GC-MS ve LC-MS ile 2-
HG enantiomerlerinin analitik tayinleri, kiral duragan faz ve kiral tiiretme fazi

kullanilarak gergeklestirilmistir (94-96).
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LC-MS'nin aksine, rapor edilen GC-MS yontemleri iki asamali tiiretme
stiregleri gerektirir ve enantiyomerlerin zayif ayrilmasimi saglar (96). Ayrica, daha
spesifik analizler icin MRM modunda 2-HG enantiyomerik formlari analiz etmek
icin LC-MS yontemleri kullanilabilir (95).

2.3.6. Tek Karbon Metabolizmasi

Format, bir karbon metabolizmasi ve de novo purin biyosentezi dahil olmak
lizere bir¢ok biyokimyasal yolda merkezi bir rol oynar ve kiiclik molekiiler agirlig
nedeniyle analizi zordur (97). Uygun bir tirevlendirme reaktifinin secimi, reaktiflerin
ve katalizorlerin optimum konsantrasyonu ve tampon ¢ozeltisinin pH'l, format
esterlerin istikrarsizlifi ve kolayca hidrolize edilebilir dogas1 analitik gelistirmedeki
temel endiselerdir (98). Pentafluorobenzyl bromidenin (PFBBr), GC kolonunda daha
iyi tutulmasi, daha yliksek duyarliligi ve pH 6.8-8.0'da format esterin gelistirilmis

stabilitesi nedeniyle en uygun tiirevlendirme reaktifi oldugu bildirilmistir (98).

2.3.7 Beyin Tiimorlerinde Metabolomik Calismalar:

Glikoz, yag asidi ve anaplerotik amino asit metabolizmasinin metabolik
degisimi beyin kanserinde malign transformasyon ve ilag direnci ile
iligkilendirilmistir (99). Son zamanlarda, metabolomik c¢alismalari, "metabolik
fenotiplerin" yeni terapdtiklerin gelistirilmesi ve beyin tiimorlerinde tedavi yanitinin

izlenmesi i¢in biiyiik bir potansiyele sahip oldugunu gostermistir (68).

In vitro deneylerle karsilastirildiginda smirli sayida primer numuneye
ragmen, bazi laboratuvarlar astrositom ve glioblastom hastalarindan beyin
biyopsilerini, plazma/serum, idrar ve BOS numunelerini analiz etmistir. Bu
calismalar, beyin kanseri hastalarinin tan1 ve prognozu ile iligkili farkli metabolik
kaliplar1 belirlenmesinde Oncii rol oynamistir (100). Metabolik enzim izositrat
dehidrojenaz 1'deki (IDH1) mutasyonlar, diisiik evreli gliomlarda ve sekonder
glioblastomda tanimlanmistir ve a-ketoglutaratin NADPH'ye bagl olarak D-2-HG'ye
indirgenmesiyle sonu¢lanmistir (93). Yuksek D-2-HG seviyesiyle iliskili IDH
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mutasyonlari, gliomalarda tiimor olusumuna ve malign ilerlemeye katkida bulunur,
ancak LGG’ler de yuksek D-2-HG seviyesi ayn1 zamanda daha uzun sagkalimin ve

temozolomide (TMZ) iyi yanitin bir gostergesidir (93).

Glioma derecesi ile iliskili diger bir ilgili metabolik biyobelirtec,
fosfatidilinositol lipid ailesinin sentezi i¢in énemli bir osmolit ve substrat olan miyo-
inositol (MI) 'dur (101). Astrosit proliferasyonunu igeren birgok beyin hastaliginda
artan MI konsantrasyonu bildirilmistir. Kallenberg ve arkadaslar1 (101), diisiik evreli
gliomu olan hastalara ve kontrol deneklerine kiyasla glioblastomlu hastalarda Ml
diizeyinin anlamli olarak daha yiiksek oldugunu bildirmislerdir. Malign timor
hiicreleri, sitozolik NADH/NAD®™ oranini artiran ve bdylece laktat dehidrojenaz
aktivitesini hizlandiran aktif glikoliz ile glikozun ¢ogunu laktik aside doniistiiriir
(102). Glioblastomda, piruvat kinaz (PK) PKM2'nin M2 izoformunun yukari
regulasyonu, aerobik glikolizi destekleyerek Lac iiretimini arttirir (103). Aerobik
glikolize gecis, enerji liretimini siirdlirmek i¢in gerekli oksijen tiiketimi seviyelerini
diisiirerek, tiimor hipoksisinin gelisimi sirasinda bu tiimdrlere fayda saglayabilir.
Fosfoenolpiruvat (PEP), 3-fosfogliserat (3-PG) ve Lac dahil olmak U(zere daha
yuksek trioz fosfat glikolitik ara trlin seviyeleri, gliomalar i¢in benzersiz belirtecleri
temsil etmektedir (102).

Morén ve meslektaslari (104), glioma hastalarindan alinan tiimér dokusu ve
serum Ornekleri izerinde metabolik profilleme yaparak ve oligodendrogliomalara
kiyasla glioblastomun metabolik belirteglerini belirlemeye ¢alismiglardir. Bu
calismada, oligodendrogliomali hastalara kiyasla glioblastomlularda serum
orneklerinde artmis bulunan sistein (Cys) dahil olmak {izere ¢esitli metabolitlerin
doniistimii bildirilmistir (104). Beyin tiimoriindeki sistein metabolizmasi, sistein/
glutamat antiporter sistemi xc— yoluyla GSH sentezindeki rolii nedeniyle 6nemli
Olcude ilgi gormektedir (105). Glu, Cys ve Gly'nin bir tripeptidi olan GSH, santral
sinir sistemindeki htcrelerin redoks durumunun 6nemli bir hticresel antioksidan ve
anahtar duzenleyidir (105). GSH sentezi, redoks stresi ve hipoksi sirasinda glioma
hiicresinin hayatta kalmasinda o6nemli bir rol oynar (105). GSH'nin beyin
timorlerinin klinik evresi ile iligkisi iizerine yapilan arastirmalar, yliksek dereceli

gliomalarda (yuksek evreli gliomlar, 11l ve IV) diisiik dereceli gliomalara (diisiik
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evreli gliom, I ve II) kiyasla anlamli 6lgiide daha diisitk GSH seviyeleri gostermistir
(106). Sistin katabolizmasinin metabolik bir ara iiriinii olan sistein siilfinik asit
(CSA) olusumunu indiikkleyen yeni bir metabolik yol tanimlanmistir ve
glioblastomlarda derece II gliom ile karsilagtirildiginda 23 kat artmig CSA birikimi
gosterilmigtir (107). Bu nedenle, hiicre dist L-Cys ve CSSC havuzunun sirekli
tikenmesi icin kistinaz enzimi ile Cys'nin sistemik tiketilmesi, tumér direncinin
istesinden gelmek ve kanser tedavisine duyarlilig1 arttirmak igin ilgi ¢ekici bir tedavi

plani olarak sunulmustur (108).

Sisteine ek olarak, beyin kanseri i¢in diger amino asitler ozellikle ilgi
cekicidir. Ornegin, Glu, memeli santral sinir sisteminde beyin gelisimini ve
islevlerini diizenleyen ana eksitatér norotransmiterdir (109). Glutamaterjik sistem,
gliom hucrelerinin hayatta kalmasi, proliferasyonu ve migrasyonunda 6nemli bir rol
oynar (109). GlIn, o-ketoglutarata metabolize olur ve trikarboksilik asit (TCA)
dongiisiinde substrat seviyesinde fosforilasyon yoluyla enerji saglar, bdylece
metabolik yakit gérevi goriir (110). Glioblastomda, yag asidi veya lipid sentezi igin
asetil-CoA'nin ¢ogu hem glikolizden hem de glutaminolizden gelir (111). Yeni bir
calismada glioblastom hucrelerinin, % 90 glikoz ve % 60 Gln'yi Lac veya Ala'ya
doniistiirdiigii gosterilmistir (111). Gln'nin Lac'a hizli doniisiimii (glutaminoliz), yag
asidi sentezini desteklemek i¢in yeterli NADPH f{iretir. Ayrica, metabolomik
aragtirmalar, sistin/ glutamat antiporter sistemi xc— yoluyla Glu saliminin malign
gliomalarin  biiylimesini tesvik ettigini gOstermistir. Bu nedenle, glutamat
reseptorlerinin ve tastyicilarinin hedeflenmesi, beyin tiimorleri igin yeni bir terapdtik

yaklasimi temsil edebilir (109).

Palanichamy ve arkadaglar1 (112) yakin zamanda primer ve sekonder
glioblastom hucrelerinini inceleyerek, glioblastom dokularini ve normal insan
astrositlerini analiz etmisler ve onkojenik kinazlarin aktivasyonu, proliferasyon, sag
kalim ve tedavi direncinin gelisimi ile iligkili dort anahtar metabolit (triptofan,
metiyonin, kynurenin ve 5-metiltiyoadenozin) tanimlamislardir. Yazarlar Triptofan-
kynurenin metabolik yolak Grlinlerinin potansiyel glioblastom tedavisi i¢in benzersiz
bir hedef olarak 6nermektedirler (112).
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Ektopik ve ortotopik insan glioblastom ksenogreft modellerinde lipidomik
imzalar1  arastirmiglar  ve  glikosfingolipidleri,  gliserofospoetanolaminleri,
triacilgliserolleri ve gliserofosfoserinleri ektopik ve ortotopik timér modellerinde en
biiylik katlama etkisine sahip dort ana lipit sinifi olarak tanimlamiglardir (78). Bu
calisma, beyin ve glioblastom tiimérlerinde bu lipit simiflarinin kontrol beyin
dokusuna kiyasla onemli dlgiide azaldigimi gostermistir (78). Onceki lipidomik
arastirmalarda, diisiik dereceli astrositomlara gore malign gliomlarda veya derece IV
astrositomda toplam lipid miktarinin daha diisiik oldugu da gézlenmistir (113). Bu
caligmalar, anaerobik glikolizden elde edilen glikoza ek olarak, glioblastomun yakit

kaynagi olarak yag asitlerine bagli oldugunu gostermektedir (78).

2.3.8. Metabolomikler ve Tedaviye Yamt

Bugiine kadar yapilan birka¢ ¢alisma ile tiimor derecesi ve alt tipine bagh
olarak  gliomlarin  metabolomundaki  temel  farkliliklar1  belirlemistir.
Metabolomiklerin baska bir uygulamasi, tedaviye yanitt degerlendirmek igin
metabolomdaki bu degisiklikleri degerlendirmektir. Wibom ve ark. (114),
glioblastom i¢in radyoterapi alan hastalarin hiicre dist sivisini incelemiglerdir.
Caligmada, glioblastomdan hiicre dist siviyi  Orneklemek igin stereotaktik
mikrodiyaliz kateterleri kullamilmistir. Mikrodiyaliz kateterleri, kontrast tutan
timorin gevresindeki beyin parankimine implante edilmistir. Calismada, radyoterapi
ile tedavi edilen drneklerde tiimor ve komsu beyin dokusunda metabolik degisiklikler
saptanmigtir. Tandle ve arkadaslar1 (67) tarafindan glioblastomlu hastalardan alinan
idrar Orneklerinden yararlanilarak daha az invaziv bir metabolomik test
kullanmilmistir. Glioblastomlu ve saglikli kontrollerden alinan 46 numunenin hasta
sagkaliminda % 6,5'lik bir fark saptanmistir. Bunlar mannitol, piroglutamin ve 7-
metilguanin icerir. EK olarak, hastalarin RT alip almadigina bagl olarak, birkag
bilesigin seviyelerde onemli farkliliklar gosterdigi gosterilmistir. Bunlar, timii RT
alan hastalarin idrarinda 6nemli Ol¢lide yiiksek olan Nasetilfenilalanin, N-
asetiltriptofan, N-asetiltirozin ve N-asetilprolin dahil olmak lzere N-asetillenmis
metabolitleri icermektedir. Ek olarak, sitrat, izo-sitrat, alfa-ketoglutarat, stksinat,

fumarat, malat ve 2-hidroksiglutarat iceren TCA donglsiu ara maddeleri de RT
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sonrasi onemli Ol¢lide yiikselmis olarak saptanmistir. TCA dongisiine dahil olan
metabolitlerin yiikselmesi, radyasyonun neden oldugu oksidatif strese ikincil olabilir.

Bu, Wibom ve ark. verileriyle uyusmaktadir.
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3. GEREC ve YONTEM

Tez kapsaminda gerceklestirilen caligsmalarda kullanilan kimyasal, sarf ve

cthazlar asagida sunulmustur.

3.1.

© ©o N o g b~ w DR

R e o e
A W N BB O

3.2.

S T o

Cihazlar

Q-TOF/MS -Ugus Zamanh Kiitle Spektrometresi (Agilent 6530, ABD)
Biyokimya Analizort (Beckman Coulter AU680, ABD)

Su Banyosu (Nive B5)

Evaporator (Univapo 150H)

Santrifiij (NiveNF-1200R)

Etuv (Thermo Scientific Heraeus)

Azot ucurucu (VLM GmbH 33689 Bielefeld 1302001)

Kuru Blok Isitict (Allsheng MK200-1)

Vorteks Karistirict (Velp Scientifica 2X)(Heidolph Reax 2000 shaker)

. Elektronik Hassas Terazi (Mettler ToledoAG204)

. Sonikat6r (Bandalin Sonorex)

. -80 °C Derin Dondurucu (MDF-U6086S)

. -20 °C Derin Dondurucu (DF-300)

. Distile su cihazi ( mpMinipure SUPER OTO-UP OTO)

Cam ve Sarf Malzemeler

Cam malzemeler (Interlab)

Otomatik Pipetler (Isolab; 10-100 pL, 100-1000 pL, 1-5 mL)
Pipet Uglar (Isolab; 10-100 pL, 100-1000 pL, 1-5 mL)

Vial (vida kapakl1) (Shimadzu)

Insert (Shimadzu)

Ependorf tiip (Polipropilen, 1,5-2 mL)
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3.3. Etik Kurul izni

Bu tez caligmasi, ‘T.C. Bursa Uludag Universitesi Girisimsel Olmayan Klinik
Arastirmalar Etik Kurulu’ tarafindan 24.02.2021 tarihinde 2021-4/59 numaral:1 karar1
ve ‘Primer ve Sekonder Glioblastomlarin Metabolamik Agisindan incelenmesi’
baslikli dosya ile etik kurul izni almustir. Ilgili etik kurul onay sayfasi Ek 1°de

sunulmustur.

3.4. Orneklerin Toplanmasi

Bursa Uludag Universitesi Beyin ve Sinir Cerrahisi Anabilim Dalinda
glioblastom ve diisiik evreli beyin tiimorii nedeni ile opere edilen beyin tiimdrii doku
ornekleri  -80°C* de c¢alisilana kadar saklandi. Epilepsi cerrahisi igin
amigdalahipokampektomi yapilirken elde edilen kontrol beyin dokusu oOrnekleri -

80°C’ de sakland1 ve bu ¢alismada kullanildi.

Primer ve sekonder glioblastomlar klinik olarak ayirimi yapildiktan sonra,
hastalardan elde edilen tiimoér dokusu Orneklerinde IDH, pTERT mutasyonlarina
bakilarak primer, sekonder ayrimi1 dogrulanmistir. Glioblastom disindaki santral sinir
sistemi kanserleri olan hastalar, pediatrik yas grubundaki hastalar, yandas kanseri
olan hastalar ve metabolizma iliskili hastalifi olanlar (hipertansiyon, diametes
mellitus, hiperlipidemi, vs) olanlar calisma disinda birakilmistir. Kontrol grubu i¢in
epilepsi cerrahisi amaci ile amigdalahipokampektomi sirasinda alinan normal beyin

parankim dokusu 6rnekleri kullanilmistir.

Calisma ve kontrol grubundaki bireyler veya yasal varisleri arastirma amagli
calisma icin diizenlenmis aydinlatilmis onam formlarini ve riza formlarini okuyarak

calismaya katildiklarini kabul ettiler.

3.5. Orneklerin Hazirlanmasi

Tim doku orneklerinin yas ve kuru agirliklart Glgiilmiis, eppendorf tlipe

aktarilmigtir. 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 énce vorteks (IKA vortex genius
3, Staufen, Almanya) ile 1 dakikalik ¢alkalama uygulanmistir (bu prosediir i¢in {i¢
tekrar yapilmistir). 3 mL/g diklorometan ve 1.5 mL/g su eklenmistir. Heterojen
karisim 1 dakika vortekslenip ve daha sonra -20 °C'de 10 dakika bekletilmistir (bu
prosediir i¢in {i¢ tekrar yapilmistir). Nihai karisim homojenizatdrde 1 saat bekletilmis
ve supernatan +4 °C 40.000 rpm'de 10 dakika santrifuj edilip (Universal 320 R,
Hettich, Tuttlingen, Almanya) lipid ve metabolit fazlar1 ayrilmistir. Tiim biyolojik
materyalden elde edilen ekstraktlarda metabolit ve lipit fraksiyonlar1 bir Labconco
Vakum Santrifiijiinde 4° C'de buharlastirilmistir. Metabolit fazi, 200 pL 50:50 (h/ h)
su (Milli-Q): Asetonitril (ACN) karisimi ile yeniden ¢6ziindiiriilmiistiir. 30 saniye
vortex (IKA 320 orbital shaker, Staufen, Almanya) ile calkalama uygulandiktan
sonra 15 dakika 10000 rpm’de santrifiij uygulanmistir.

3.6. Stok ve Standart Cozeltilerin Hazirlanmasi:

Alti normal ve 51 adet tiimorlii beyin dokularindan 5 mg tartilmis ve
uzerlerine 5 mL saf etanol ilave edilerek 1000 pg/mL ana stok cozeltileri
hazirlanmistir. Bu ana stok ¢ozeltilerden 100 pL alinmis ve saf etanol ile 1000 pL’ye
tamamlanarak derigsimleri 100 pg/mL olan ara stok ¢ozeltiler hazirlanmistir. LC-
MS/MS analizinde kullanilacak ¢alisma standartlari bu ara stok c¢ozeltiler

kullanilarak hazirlanmistir.

Elli yedi beyin parenkim dokusu 10000 pmol/mL derisimindeki stok ¢alisma
standartlar1 % 20 asetonitril ile ¢alisma Oncesinde taze olarak hazirlanmistir. Stok

standart ¢ozeltiler ve ¢calisma standartlar1 -80 °C’de saklanmustir.

50- 1000 pmol/mL arasinda degisen 5 farkli seride standart dogru igin
kullanilacak standart c¢ozeltiler %20 asetonitril i¢inde hazirlanmis ve -80 °C’de

saklanmistir.

Standart dogru i¢in standart ¢ozeltilerinin derigimleri sirasiyla 1000 pmol/mL,
500 pmol/mL, 200 pmol/mL, 100 pmol/mL, 50 pmol/mL olarak belirlenmistir. Bu

derisimdeki ¢6zeltilerin hazirlanmasi1 Tablo 3.1°de gosterilmektedir.



24

Tablo 3.1. Standart dogru igin standart ¢ozeltiler ve derisimleri

Karisim Kalibrator 4 ACN:H,0O
(1000 pmol/mL) (100 pmol/mL)  (%20)

Kalibrator 1

(1000 pmol/mL) 1000 pL - -
Kalibrator 2

(500 pmol/mL) 250 pL -- 250 pL
Kalibrator 3

(200 pmol/mL) 100 pL - 400 pL
Kalibrator 4

(100 pmol/mL) 100 pL -- 900 pL
Kalibrator 5

(50 pmol/mL) - 500 pL 500 pL

3.7. Mobil Fazlarin Hazirlanmasi

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

ile tampon ¢ozeltiler hazirlandi.

Mobil Faz B: % 100 asetonitrilden olugsmaktadir.

Mobil fazlar calisma oncesinde giinliik olarak hazirlanmigtir. Kullanimdan

once 10 dk stireyle ultrasonik banyoda bekletilerek degaze edilmistir.

3.8. Q-TOF LC/MS Calisma Kosullari

Analizler Agilent 6530 Ugus Zamanli Kiitle Spektrometresi (Q-TOF/MS)
cihazinda gerceklestirilmistir. InertSustain C18 3 pm (150 x 2.1 mm) kolonu
kullanilmistir. Q-TOF LC/MS cihazi ¢alisma Oncesi kolonun sartlanmasi i¢in 1 saat
hareketli faz gecisi ile yitkamaya birakilmistir. Asetonitril-Su hareketli fazini iceren
gradient programiyla 100-1700 m/z degerleri arasinda yer alan metabolitler pozitif ve
negatif modda taranmistir (Tablo 3.2).
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Tablo 3.2. C18 kolon i¢in kullanilan gradient programi

Dakika Asetonitril (% 0.1 Su (% 0.1 Formik asit)
Formik asit)
1 % 10 %90
12 %90 %10
13 %90 %10
20 %10 %90
25 %10 %90

Siipernatanlar viallere aktarilarak ayni anda cihaza yiliklenmistir. Tablo 3.3’de

cthaz parametreleri sunulmustur.

Tablo 3.3. LC/MS Q-TOF parametreleri.

Enjeksiyon Hacmi 10 pL

MS Tarama Arahgi 100-1700 m/z
Kurutucu Gaz Sicakhgi 350 °C
Kurutucu Gaz Akisi 10 L/dakika
Kurutucu Gaz Basinci 45 psi
Kapiler Voltaji 4000 V

Kolon Sicakhig 25 °C

Akis Hizi 0.2 mL/dakika

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

Elde edilen piklere ait veri XCMS online yazilim programi ile taranmis ve
miktar1 kontrol ve test gruplar icin farklilasan metabolitler (p<<0.05 ve Fold>1.5)

HMDB (Human metabolome database)’de analiz edilmistir

XCMS yazilimindan sonuglar eslestirilmis piklerin m/z, alikonma zamanlari,

pik siddetlerini veren bir excel dosyasi halinde alinmustir. Excel dosyasinda isim
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kolonu; her pik i¢in program tarafindan olusturulan kimligi, fold; normalizasyon
oncesi pik siddetindeki degisimleri, t stat; t testi sonucunu, p value; t testi sonucunda
bulunan p degerini, mzmed; o pikin tiim Orneklemde bulunan m/z degerlerinin
ortalamasini, mzmin; o pikin tim Orneklemde bulunan en kii¢ilk m/z degerini,
mzmax; o pikin tim Orneklemde bulunan en biiyilk m/z degerini, rtmed; alikonma
zamanlarinin ortalamasini, rtmin; alikonma zamanlariin en kii¢lik degerini, rtmax;
alikonma zamanlarinin en biiyiilk degerini, npeaks; pikin tiim o6rneklemin kag
tanesinde goriildiginii, C ve T siitunlari; pikin gruplarin i¢inde ka¢ numunede
goriildiiglinii, en sagdaki siitun ise pikin siddetini ifade etmektedir. Alinan ham
verilerde ilk islem, hazirlanan dilisyon serisi numunelerinde regresyon analizi
islemidir. Excel kullanilarak regresyon analizi uygulandi ve r < 0.90 degerinde olan
pikler degerlendirme dig1 birakildi. Analizler sirasinda, kaynagi tespit edilemeyen
sebeplerden dolay1 bazi pikler bazt numunelerde goriillemeyebilir. XCMS eslestirilen
pikin analiz setinin kag tanesinde goriildiigiinii belirten bir sonug kolonu verir. Veri
islemde ikinci basamak numune setlerinde % 50’sinden fazla kayip pik olan degerleri
sonuclardan ¢ikartilmistir. Ornekler iki tekrarli olarak analiz edilmistir. Uciincii
basamakta tekrarli analizlerde pik siddetlerinin ortalamasi alinmistir. Dordiincii islem
basamaginda pikler normalizasyon islemine tabi tutulmustur. Normalizasyon islemi,
pikin enjeksiyondaki tiim piklerin ortalamasina boliinmesi seklinde olmustur. Bu
degerler C ve T gruplar secilerek birbiri ile °t istatistik testi’ ile karsilastirilmig ve p
< 0.05 giliven araliginda miktar1 1.5 kattan fazla degisen pikler tespit edilmistir.

[statistiksel analizler Windows IBM Siiriim 22.0 kullanilarak gerceklestirildi.
Parametrik dagilim gosteren veriler + standart sapma, parametrik dagilima uymayan
kategorik degiskenler ise medyan (minimum-maksimum) olarak ifade edildi.
Degiskenlerin normal dagilima uygunlugu gorsel (histogram ve olasilik grafikleri) ve
analitik yontemlerle (Kolmogorov-Smirnov/Shapiro-Wilk testleri) degerlendirildi.
Gruplar arasinda varyanslarin homojenligi Levene testi ile test edildi. Normal
dagilim gosterdigi belirlenen parametreler bagimsiz gruplar T Testi ile normal
dagilim gostermeyen parametreler ise Mann-Whitney U Testi ile degerlendirildi.
Normal dagilim gosteren degiskenler arasindaki iliski Pearson testi ile belirlendi. En

az bir degiskenin normal dagilima uymadig1 veya ordinal degiskenler arasindaki
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iligki ise Spearman testi ile belirlendi. P degerinin 0.05’in altinda oldugu durumlar
istatistiksel olarak anlamli olarak kabul edildi. Ilgili veribankasindan tespit edilen
metabolitler tiimoriin olusum mekanizmasi, evresi ve hastalik teshis siiregleriyle
iligkilendirilmistir. Bu amacgla metabolomik yolak analizleri yapilmistir. Metabolik
yolak analizleri i¢in online KEGG veribankas1 kullanilmistir. Ayrica metabolomik
calismalardan elde edilen veriler PCA (Principal Component Analysis) ile analiz
edilerek kontrol ve test gruplari arasinda varsa anlamh fark istatistiksel olarak teyit

edilmistir.

Calismalarin son boliimiinde, metabolit profilleme basamaginda belirlenen
miktar1 anlamli olarak degisen ve istatistiksel olarak giivenilir piklerin yapilari
aydinlatilmaya calisilmistir. Pikler MS/MS yontemi ile fragmentlerine ayrilmis ve
veri bankalarinda taranarak sonuglar incelenmistir. Yapist aydinlatilabilen
metabolitlerin metabolit yolak incelemeleri ve kaynak taramalar1 ile hastalik ile
baglantilar arastirilmistir. Tez kapsaminda gerceklestirilen caligmalara ait is akisini

gosteren sema Sekil 3.1.’de sunulmustur.

Metabolit profilleme ¢alismalar

C ve t gruplarmm LC/MS Q-TOF ile analizi Metabolit profileme basamaginda belirlenen
XCMS parametrelerinin optimizasyonu istatistiksel olarak giivenilir ve anlamh olarak degisen
Verilerin istatistiksel déniistimleri piklerin MS-MS yontemi ile yapilarammin aydinlatilmasi

[statistiksel olarak giivenilir ve miktan anlamh olarak degisen Yapsi aydinlatilan metabolitlerin metabolik yolak

piklerin belirlenmesi analizleri

Sekil 3.1. Tez akis semasi
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4. BULGULAR

Calismamizda Bursa Uludag Universitesi Tip Fakiiltesi Beyin ve Sinir
Cerrahisi Anabilim Dali’'nda beyin tiimorii 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 diisiik evreli tiimor (T3) dokusu kullanilmistir. Hastalarin
20 tanesi kadin, 32 tanesi erkek idi. Gruplar arasinda yas, cinsiyet arasinda farklilik
saptanmadi (p<0.05). 91002 adet pik degeri elde edildi. Sekil 4.1°de deneyler sonucu
elde edilen kromotogram gorulmektedir.

'I . ":I 1 ‘ |\ .
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Sekil 4.1. Deney sonucu elde edilen kromotogram

Metabolit profilleme caligmalarinda yapilan ikinci islem normalize edilen
pikleri Metaboanalyst 5.0 programi kullanilarak Temel Bilesenler Analizi (PCA)
matematiksel modelleme islemine tabi tutmak olmustur. PCA iki gruba ait m/z
degerleri (kiitle degeri) ve pik siddetlerini baz alarak iki grubun birbirinden
istatistiksel olarak farklilasip farklilasmadigim gosterir. iki grup arasinda miktarinda
degisim gosteren pikleri belirleyebilmek icin, iki grubun birbirinden istatistiksel
olarak farklilasmasi gerekir. PCA grafisinde her bir nokta bir 6rneklemi
gostermektedir. Sekil 4.2’de PCA grafiginde kontrol grubuna goére primer ve
sekonder glioblastomlarin dagilimi gorilmektedir. Sekonder glioblastomlar, primer
glioblastomlarin i¢inde yer alirken kontrol grubu primer ve sekonder glioblastomlar

ile kesisim gostermemektedir.
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Sekil 4.2. PCA grafiginde kontrol grubuna gore primer ve sekonder glioblastomlarin
dagilimi

Sekonder glioblastomlar, primer glioblastomlarin i¢inde yer alirken kontrol grubu primer ve sekonder
glioblastomlar ile kesigim gostermemektedir.

PCA grafisinde disiik evreli primer beyin tiimorleri ile sekonder
glioblastomlarin karsilastirildigi sekil 4.3’de gruplar arasinda kesisim kiimesi elde

edilememistir.
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Sekil 4.3. PCA grafisinde diisiik evreli glial tiimdrler ile sekonder tlimorlerin kesisim
kiimesinin olmadig1 izlenmekte
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Primer ve sekonder glioblastomlarin karsilastirildigt PCA grafiginde (Sekil
4.4) sekonder glioblastom grubunun biyik oaranda primer glioblastom grubunun

i¢inde yer aldig1 izlenmektedir.
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Sekil 4.4. PCA grafisinde primer ve sekonder glioblastom gruplarinin iligkisi

m/z degerleri baz alimarak HMDB metabolit veri bankasinda taranmustir.
Tarama, bulunan m/z degerleri i¢in 10 ppm hata payi i¢erisinde yapilmistir. Sonuglar
m/z degerleri ile eslesen biitiin metabolitleri gdstermektedir. Aynt m/z degerinde
birden fazla metabolit bulunabilmektedir ve sadece m/z degeri bu metabolitleri

karakterize etmek i¢in yeterli degildir.

KEGG veri bankast taranarak metabolit numaralart belirlenmistir.
Metabolitleri kitlesi, bu kitle ile eslesen metabolitin numarasi, formiilii, gruplar
arasindaki degisim miktarlari, KEGG numaralart ve bu numaralarla eslesen

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

KEGG
m/z Metabolitler HMDB Kodu Kodu T1K T2/K T3/K
493,33  alfa-Tokotrienol HMDB0006327 Cl14153 983 535 292
453,28  LoOkotrien D4 HMDB0003080 C05951 8.27 4.72 2.28
HMDB0004385
= Lipoksin A4 HMDB0005082
= Lipoksin B4 HMDB0001403
= Prostaglandin D2 HMDB0001220
» Prostaglandin E2 HMDB0001381
= Prostaglandin H2 HMDBO0001335
= Prostaglandin 12 HMDB0001452
» Tromboksan A2 HMDBO0003252
= Tromboksan B2 HMDB0001320
» (13E)-11a-Hidroksi-9,15-diokzoprost-13-enoik asit
» 3,14-Dihidro-15-keto-PGE2 HMDBO0002776
371,24 = 20-Hidroksi-l6kotrien B4 HMDB0001509 C04853 2.75 214 219
389,209  Aragidonik asit HMDB0001043 C00219 -2.60 -4.40 -1.97
» 11,12-DIiHETrE HMDB0002314
= 14,15-DiHETrE HMDBO0002265
» 5,6-DHET HMDB0002343
361,23 = 8,9-DIHETIE HMDB0002311 Cl4773 210 1.73 1.55
434,25  Ganglioside GM2 (d18:1/12:0) HMDB0004936  C04884 250 230 1.27
520,41  Seramid (d18:1/12:0) HMDB0004947  C00195 1.65 158 1.73
472,35  Lizo fosfatidilkolin (18:1(92)/0:0) HMDB0002815  C04230 3.28 278 2.29
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Safra asitleri

= 7a,12a-Dihidroksi-4-kolesten-3-one HMDB0002197
= 70,24-Dihidroksi-4-kolesten-3-one HMDB0012457
= 70,26-Dihidroksi-4-kolesten-3-one HMDB0012459
= 70,25-Dihidroksi-4-kolesten-3-one HMDBO0060425
= 3B-Hidroksi-5-kolestenoik asit HMDB0012453
501,30 = Calcitriol HMDBO0001903 C01673 16,41 16,46 15,20
30,7a,120-Trihidroksi-53-kolestanoik asit
509,30 (Koprokolik asit) HMDBO0000601 7.86 4.58 2.11
505,33 30,70, 26-Trihidroksi-5B-kolestan HMDB0012455 C05444 423 5.89 4.28
404,37  3a,7a-Dihidroksi-5pB-kolestan HMDBO0006893 C05452 3.47 247 2.03
= 3B,7a -Dihidroksi-5-kolestenoik asit HMDB0012454
= Litokoliltaurin HMDBO0000722
= Taurodeoksikolik asit HMDBO0000896
456,31 = Tetrahidrokortizol HMDBO0000949 C05465 2.63 297 3.23
* 30,7a,12a-Trihidroksi-5B-kolestan-26-al HMDB0003533 C01301
434,34 = 30,7a-Dihidroksikoprostanik asit HMDBO0000359 C04554 3,23 7,05 1,56
= Kenodeoksikolik asit HMDBO0000518
= Deoksikolik asit HMDBO0000626
461,29 = Hiyodeoksikolik asit HMDBO0000733 C15517 2,49 2,34 1,51
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27-Deoksi-5p-siprinol ((30,58,7a,12a)-Kolestan-3,7,12,26-tetrol)
30,7a-Dihidroksi-5p-kolestan-26-al

HMDB0001231

HMDBO0000359
HMDB0006894
HMDBO0006886

7a,120-Dihidroksi-5a -kolestan-3-one HMDB0006887
70,12a-Dihidroksi-5p -kolestan-3-one
7-0,27-Dihidroksikolesterol
(5-Kolesten-3p,7a,26-triol) HMDB0006281
» 7a-Hidroksi-kolestene-3-one HMDB0001993
= (24S)-70,24-Dihidroksikolesterol
(5-Kolesten-3p,7a,24(S)-triol) HMDBO0060136
= 7-Dehidrodesmosterol HMDBO0003896
= 20a,22-Dihidroksikolesterol HMDBO0006763
401,34 = Calcidiol HMDBO0003550 C04722 194 1.62 1.50
439,38  3a,7a,12-Trihidroksi-5p-kolestan HMDB0001457 C05454 176 1.67 1.70
Steroidler
401,34  20a,22p-Dihidroksikolesterol HMDBO0006763 C05501 1.94 1.62 1.50
HMDB0000363
= 170 —Hidroksipregnenolon HMDB0011653
* 170,20 a-Dihidroksipregn-4-en-3-one
= 21-Hidroksipregnenolon HMDB0004026
332,23 = 7a-Hidroksipregnenolon HMDB0060424 C18038 199 1.87 1.70
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= Tetrahidrokortikosteron HMDB0000268
389,209 = Arasidonik asit HMDB0001043 C00219 -2.60 -4.40 -1.97
377,22  21-Hidroksi-5p-pregnane-3,11,20-trion HMDBO0006756 C05480 -4.80 -3.41 -1.61
= Androsteron glukuronid HMDB0002829
467,265 = Etiokolanolon glukuronid (5-izoandrosteron) HMDB0004484 C11136 -6.83 -4.19 -2.10
= Adrenosteron HMDBO0006772
229,160 = 2-Metoksiestron HMDBO0000010 C05299 248 2.04 1.00
Kolesterol sentezi ve izopren yapilart
529,329  3-B-Hidroksi-4-B-metil-5-a-kolest-7-ene-4-a-karboksilat HMDB0011662 C04840 1452 10.40 11.86
467,366  24,25-Dihidrolanosterol HMDB0006839 C05109 2.62 2.80 1.50
169,033  Geranil 2-metilbutirat HMDB0032291 C00341 -160 -188 -1.11
441,09  Farnesil pirofosfat HMDB0000961 C00448 172 445 474
601,364  3-Hekzaprenil-4,5-Dihidroksibenzoik asit HMDB0001063 C17554 429 3.69 1.89
HMDBO0000977
= 3-Hexaprenyl-4-hydroxy-5-methoxybenzoic acid
559,414 = 2-Hexaprenyl-3-methyl-5-hydroxy-6-methoxy-1,4-benzoquinone  HMDB0006820 C05805 1.73 1.50 1.35
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KEGG Kodu
m/z Metabolitler HMDB Kodu T1/T2 T1/T3 T2/T3
493,33 alfa-Tokotrienol HMDB0006327 C14153 1.84 4.29 2.33
453,28 LoOkotrien D4 HMDB0003080 C05951 1.75 3.63 2.07
HMDB0001442 C04741C05959
HMDB0010199
» Prostaglandin E1 C14814C00639
» 11b-PGF2a HMDB0004694
» 11,14,15- trihidroksieikosatrienoik asit (11,14,15-THETA) HMDB0001139 C14782
= Prostaglandin F2a
169,03 = 11,12,15-trihidroksieikosatrienoik asit (11,12,15-THETA) HMDB0004684 -1.51 2.72 4.13
389,21  Arasidonik asit HMDB0001043 C00219 -1.69 1.32 2.32
434,25  Ganglioside GM2 (d18:1/12:0) HMDBO0004936 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 HMDBO0006752 C12126 1.22 2.09 1.71
Safra asitleri
30,7a,120-Trihidroksi-5B-kolestanoik asit
509,30 (Koprokolik asit) HMDB0000601 1.72 3.72 2.17
HMDB0012454 C17335
= 33,70 -Dihidroksi-5-kolestenoik asit
456,31 = 70-Hidroksi-3-0kzo-4-kolestenoik asit HMDB0012458 C17337 1,23 2,49 2,03
HMDBO0003533 C01301
» 3a,70,12a-Trihidroksi-5B-kolestan-26-al
434,34 = 3q,70-Dihidroksikoprostanik asit HMDB0000359 C04554 -1,54 2,14 3,28
= 7a-Hidroksi-kolestene-3-one HMDB0001993 C05455C01561
401,34 = Calcidiol HMDBO0003550 -1,48 2,62 3,81
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Tablo 4.2. Gruplar arasinda > 1.5 kat degisiklige sahip metabolitler (p<0.05) (devami)

Steroidler

337,22  Progesteron HMDB0001830 C00410 1.70 7.43 4.38
= Tetrahidrokortikosteron HMDB0000268 C05476C00219

389,21 = Aragidonik asit HMDB0001043 -1.69 1.32 2.32

377,22  21-Hidroksi-5B-pregnane-3,11,20-trion HMDB0006756 C05480 1.41 2.99 2.12
= Androsteron glukuronid HMDB0002829 C11135C11136

467,265 = Etiokolanolon glukuronid (5-izoandrosteron) HMDB0004484 1.63 3.26 2.00
= Adrenosteron HMDBO0006772 C05285C05299

229,160 = 2-Metoksiestron HMDB0000010 -1.22 -249  -2.05
Kolesterol sentezi ve izopren yapilari

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. TARTISMA

Primer, sekonder ve diisiik evreli glioblastomlar ile saglikli kontrol
glioblastom dokularinda Q-TOF LC-MS/MS kullanilarak yapilan metabolomik
calismamizda, glioblastomlarda eikozanoid, steroid, kolesterol biyosentez yolaklari
ve safra asitleri, alfa-Tokotrienol, izopren tasiyan terpenler anlamli sekilde 6n plana

cikmustir.

PCA yorumlamas: su sekildedir: Sekil 1°’de sekonder glioblastomlar primer
glioblastomlarin i¢inde yer alirken, kontrol grubu primer ve sekonder glioblastomlar
ile kesisim gostermemektedir. Bu durum “diisiik evreli tiimorler yeteri kadar
beklendiginde evre atlayacakti’ teorisi ile uyumlu bulunmustur. Sekil3.2’de ise
sekonder glioblastomlar ile diisiik evreli tiimorler arasinda bir kesisim
izlenmemektedir. Bu durum bu oOrneklemde yer alan diisiik evreli tiimorlerde
seknoder glioblastom gelismeyecegi veya diisilk evreli tiimorlerde heniiz timor
progresyonunu saglayan faktorlerin olusmadigr seklinde yorumlanabilir. Sekil 3.3°de
primer ve sekonder glioblastomlarin kesisim kiimesi izlenmektedir. Kesisim kiimesi
son yillarda molekiiler diizeyde oldukca degisim ve gelisim gOsteren primer ve
sekonder glioblastomlarin bilinenden daha fazla ortak yonii olabilecegini veya primer
kabul edilen gruptan bazi tiimdrlerin aslinda sekonder glioblastom olmasi gerektigi

seklinde yorumlanabilir

Alfa-Tokotrienol T1, T2 ve T3 de kontrole gore sirasiyla 9.83, 5.35 ve 2.92
kat artmis olarak gozlenmistir. Alfa-Tokotrienol T1’de T2’ye gore 1.84, T1’de T3’e
gore 4.29 ve T2’de T3’e gore 2.33 kat artmis olarak izlenmistir. Alfa-Tokotrienol,
benzopiran halkasinin 6. karbonuna eklenmis doymamis trimetiltrideka-3,7,11-trien-
1-il zincirli 5,7,8-trimetiltokotrienol’diir. Doymamis zincir i¢ermesi ile doymus
formdaki diger tokoferollerden farklidir. Bir kinon lipid olan alfa-Tocotrienol
plazmada lipoproteinlerde bulunur ve inme iliskili ndrodejenerasyondan korudugu
diistiniilmektedir (115). Diger tokoferollere gore az ¢alismalarin oldugu bu formun E
vitamini aktivitesi mevcuttur. Tokotrienollerin  bircok tlmorlerde apopitoz

indiiksiyonu ile iliskili sitotoksik etkilere sahip oldugu gosterilmis ve kanserlerde
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adjuvan tedavi olarak tokoferollere gore daha etkin kullanilabilecegi savunulmustur
(116,117). Tokotrienollerin Glioblastoma U87MG hiicre hatlarinda zaman ve
konsantrasyon bagimli olarak biiyiimeyi inhibe ettigi, apopitotik morfolojilerini, ¢ift
zincirli DNA kirilmalarini, mitokondriyal membran gegirgenliginin bozulmasina
isaret eden sitokrom c salinimini artirdigi ve artan Bid, Bax seviyelerine yol agan
kaspaz-8 aktivasyonu belirgin oldugu goriilmiistiir (118). E vitamini izomerleri farkli
farmakodinamik profile sahiptir ve farkli tiimor hiicre tiplerinde her bir izomerin
farklt antikanser etkileri tespit edilmistir. Herbir izomerin antiproliferatif ve
apopitotik aktivitesini metil gruplarmin pozisyonlar1 tanimlamaktadir (119-121).
Glioblastoma U87MG hiicre hatlarinda yapilan ¢alismada alfa- Tokotrienol ve delta-
Tokotrienol’iin gamma formu kadar sitotoksik etkiye sahip oldugu belirtilmektedir
(118). Calismamizda sekonder glioblastomalarda belirgin olmak iizere tim
glioblastomalarda alfa-Tokotrienol’iin belirgin artmis oldugu, disik evreli
tiimorlerde bu artisin primer ve sekonder glioblastomalara gore daha az oldugu tespit
edilmistir. Sekonder glioblastomalarda daha fazla olmak {izere tiim glioblastomalarda
alfa-Tokotrienol formunun apopitoz (zerinden antitimdr aktivitesini gostermek
tizere artmis oldugu disiiniilebilir. Sekonder glioblastomlar, diisik evreli
tiimorlerden gelistigi i¢in bir korunma mekanizmasi olarak apopitozu artirmak tizere
alfa-Tokotrienolin  ekspresyonunun indiiklendigi  hipotez edilebilir. Beyin
timorlerinde alfa- Tokotrienol basta olmak {izere, gama- ve delta-tokotrienollerin
indiikledigi spesifik apopitotik mekanizmalar halen belirsizdir ve bu konuda
arastirmalar yeni tedavi segeneklerini aydinlatmaya agiktir. Tokotrienollerin kan-
beyin Dbariyerini gecebildikleri bildirilmistir, glioblastomada adjuvan olarak

tokotrienollerin kullanilmasi 6nerilebilir (122).

Lokotrien D4 (LTD4) T1, T2 ve T3’de kontrole gore sirasiyla 8.27, 4.72 ve
2.28 kat artmus olarak gozlenmistir. LTD4, T1’de T2’ye gore 1.75, T1’de T3’e gore
3,63 ve T2’de T3’e gore 2.07 kat artmis olarak izlenmistir. LTD4, lipoksijenaz
(LOX) yolagi ile tiretilen giiclii bir inflamatuar mediator sisteinil 16kotriendir. LTDA4,
bircok inflamatuar durumda yiksek seviyelerde bulunur ve kanser gelisimi igin
kronik inflamasyon alanlar1 bir risk faktoriidir. LTD4, etkilerini G-protein-bagl

reseptor ailesine ait ylksek afiniteli spesifik hiicre yiizeyi CysLT1 (sisteinil 16kotrien
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1) reseptorii araciligiyla gosteren bir proinflamatuardir. CysLT1 regiilatorii, kolon
kanseri dokusunda yiiksek bulunmus ve LTD4 sinyalinin, kanser hiicrelerinin hayatta
kalmasini kolaylastirdigi bilinmektedir. CysLT1’in asir1 ekspresyonunun, pankreas,
akciger ve meme kanserlerinde hiicre gogiinii ve metastazi artirdigi tespit edilmigltir
(123). insan glioma hiicrelerinde 5-LOX, CysLT1 ve CysLT2'nin ekspresyonunun
arttigt ve glioma hiicre proliferasyonuna katkida bulundugu goézlenmistir (124).
Glioblastoma A172 and U373 hiicre hatlarinda yapilan bir ¢alismada CysLT]1
antagonistlerinin hicre migrasyonu, invazyonu, proliferasyonu ve jelatinaz
aktivitesini inhibe edici etkileri gostermistir (125). Sonuclarimiz literatiir ile
uyumludur. Sekonder gliobastomalar 6nde olmak tizere tim glioblastomalarda LTD4
yiiksek bulunmustur. Diislik evreli tiimorlerde bu artisin primer ve sekonder
glioblastomalara gore daha az gézlenmesi LTD4 sinyalinin artmis hiicre gogii, timor
invazyonunda rolii oldugunu kanitlamaktadir. Sekonder glioblastomlarda LTD4 artis1

diisiik evreli tiimorlerden yiliksek dereceli tiimorlere gecisin bir gostergesi olabilir.

Glioblastomlarda kontrole gore artmis 20-hidroksi- Lokotrien B4 (20-OH-
LTB4), artmis LOX yolag: aktivitesi ile uyumludur. 20-OH-LTB4 |6kotrien B4'lin
omega-hidroksillenmis bir metabolitidir. 11,14,15- trihidroksieikosatrienoik asit
(11,14,15-THETA)/11,12,15-trihidroksieikosatrienoik asit (11,12,15-THETA) T1’de
T2’ye gore 1.51, T1’de T3’e gore 2.72 ve T2’de T3’e gore 4.13 kat artmis olarak
izlenmigtir. 11,14,15-THETA ve 11,12,15-THETA, subakut hipokside arasidonik
asitten 15-LOX ile sentezlenen endotel kaynakli bir relaksasyon faktoriidiir. Her iki

metabolitin artisi, glioblastomlarda LOX yolaginin 6nemini desteklemektedir.

Prostaglandin E1/11b-PGF2a/Prostaglandin F2a T1’de T2’ye goére -1.51,
T1’de T3’e gore 2.72 ve T2 de T3’e gore 4.13 kat artmis olarak izlenmistir. 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 basta olmak iizere tiim
glioblastom tiplerinde kontrole gore artmis olarak gozlenmistir. Bu metabolitlerin
artis1 eikozanoid sentezinin artigini ifade etmektedir. Eikozanoidler bir grup lipid
mediatorlerdir ve prostaglandinler (PG'ler), tromboksanlar (TX'lar), l6kotrienler

(LT'ler), lipoksinlerden (LX'ler) olusur. C-20 ¢oklu doymamis yag asitlerinden, esas
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olarak arasidonik (20:4n-6), dihomo-y-linolenik (20:3n-6), ve eikosapentaenoik
(20:5n-3) asitlerden, siklooksijenazlar (Cox-1 ve Cox-2) ve lipoksijenazlar (LOX) ile
olusurlar. Tiim eikozanoidler, reseptor aracili G-protein bagli sinyal yollar ile
fonksiyonlarin1 gosterir. PG'ler ve TX'ler prostanoidler olarak tanmimlanir. 1984
yilinda intrakranial beyin tiimorlerinin PG'ler ve TX'lar1 {rettigi tespit edilmistir
(126). Prostaglandin E1/Prostaglandin F2a, periferik kan akisini artiran giicli
vazodilator ve trombosit agregasyonunu inhibe eden mediatorlerdir. 11b-PGF2,
prostaglandin-F sentaz enzimi ile prostaglandin D2'den dretilir. Prostaglandin
E1/11b-PGF2a/Prostaglandin F2a primer ve sekonder glioblastomlarda diisiik evreli
glioblastomlara gére ve Prostaglandin D2/Prostaglandin E2/Prostaglandin H2 tiim
glioblastomlarda kontrole gore artmis izlenmistir. Literatiirde glioblastomlarda
PG’lerin sentezinden sorumlu COX-2'nin indiiksiyonu bir¢ok yayinda rapor edilmis
ve tiimdr gelisimini destekleyen ana faktor olarak gosterilmistir (127).
COX2/prostaglandin-endoperoksit sentaz 2'nin  (PTGS2), glioblastom hiicre
proliferasyonunu ve migrasyonunu artirdigr rapor edilmistir (128,129). Ayrica
yuksek COX-2 ekspresyonunun agresif glioblastomlarla iliskili oldugu ve koti
pognozun giiclii bir gostergesi oldugu bildirilmistir (130). Prostaglandin E2’nin
tiimor iligkili immunsupresyonda rol alarak immun regulasyonda da rol oynadigi
diistintilmektedir ~ (131-133).  Sonuglarimiz  literatiir ile uyumlu olarak
glioblastomlarda PG sentez artigin1 gostermektedir. Glioblastomlarda artmig (13E)-
11a-Hidroksi-9,15-dioksoprost-13-enoik asit ve 3,14-Dihidro-15-keto-PGE2 PG
artisin1  desteklemektedir. (13E)-11a-Hidroksi-9,15-dioksoprost-13-enoik asit PG
sentezinde karbonil rediiktaz ic¢in bir substrattir. 13,14-dihidro-15-keto-PGE2,
prostaglandin E2 metabolitlerinden biridir.

Tromboksan A2/Tromboksan B2’nin glioblastomlarda kontrole gore arttigi
gozlenmistir. Prostanoidlerden olan tromboksanlar COX’lar ile sentezlenmis
Prostaglandin H2’den tromboksan sentaz ile olusan {iriinlerdir. Tromboksanlar,
trombosit agregasyonu, vazokonstriksiyon ve bronkokonstriksiyona neden olurlar.
Glioblastomlarda tromboksan sentazin yiiksek oranda eksprese edildigi ve
ekspresyon seviyelerinin malignite derecesi ile iligkili oldugu tespit edilmistir (134).

Tromboksan sentazin ekspresyonu, timor baskilayict gen p53 ve proto-onkojenik
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faktor ets-1 tarafindan antagonistik bir sekilde diizenlenir (135). Bu nedenle,
apoptoza direncli ve oldukc¢a invaziv bir gliblastom fenotipinin gelisimi, tromboksan
sentaz geninin ets-1 bagimli transkripsiyonu tizerindeki p53 aracili negatif kontroliin
kaybindan kaynaklaniyor olabilir. Carroll ve arkadaslar1 (136) tromboksan sentaz
inhibisyonunun  proapopitotik, antiproliferatif ve antianjiyojenik etkilerle
glioblastoma  biiyiimesini  inhibe ettigini  gdstermislerdir.  Calismamizda
tromboksanlarin artisi, glioblastomlarda tromboksan sentazin roliinii ve terapotik

modiilasyonunun potansiyel faydasini desteklemektedir.

Glioblastomlarda COX-2’nin terapdtik bir hedef olma olasiligi denenmis,
fakat bir dizi popiilasyon calismasindan elde edilen tutarsiz sonuglar birkag¢ klinik
deneyin erken sonlandirilmasina neden olmustur (137). COX-2'nin bes prostanoid
tirlinliniin, ¢ok sayida pro- ve anti-inflamatuar sonucu dizenlemek igin toplam dokuz
G proteinine bagl reseptorii aktive ettigi goz oniline alindiginda, bu farkli sonuglarin
beklenecegi diisiiniilebilir. COX-2 kademesinin Jekyll ve Hyde dogasi, asagi akis
prostanoid sentezlerini veya reseptorlerini hedeflemenin daha fazla 06zgullik
saglayabilecegini  diislindiirtmektedir. Caligmamizda artis  gosteren  farkli
prostanoidler, tedavi hedeflenmesinde asag1 akis prostanoid sentezleri veya

reseptorleri ile ilgili calismalarin yapilmasinin yararli olacagini gostermektedir.

11,12-DiHETrE/14,15-DiHETrE/5,6-DHET/8,9-DIHETrE  glioblastomlarda
kontrole gore yiiksek bulunmustur. 8,9-DIHETRE, 14,15-DiHET ve 11,12-DiHETrE
sitokrom P450 (P450) eikozanoidlerdir. P450, arasidonik asidi  8,9-
dihidroksieikosatrienoik  aside  doniistiirtir.  5,6-DHET, arasidonik  asidin
monooksijenaz yolu ile oksijenlenmesinde olusan bir epoksit ara iirlinii ve cis-
5(6)Epoksi-cis-8,11,14-eikosatrienoik asidin epoksit hidrolazlar tarafindan hidroliz
metabolitidir. P450 eikozanoidleri, vaskiiler tonus, renal tiibiiler tagima, kardiyak
kontraktilite, hlcresel proliferasyon ve inflamasyonun dizenlenmesinde rol oynar.
Sonuglarimiz, lipid mediator olan eikozanoidlerin her birinin glioblastomlarda rol

oynadigini gostermektedir ve detayli ileri ¢aligmalara ihtiyag¢ vardir.

Arasidonik asit, tiim glioblastomlarda kontrole ve sekonder glioblastomlarda

primer glioblastoma gore azalmis olarak izlenmistir. Eikazonoidler; prostaglandinler
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(PG'ler), tromboksanlar (TX'lar), lokotrienler (LT'ler), lipoksinler (LX'ler)
arasidonik asitten sentezlenmektedir. Arasidonik asit, sitokrom p450 (CYP450)
enzimleri tarafindan 5,6-, 8,9-, 11,12- ve 14,15-epoksieikosatrienoik asitlere
(EET'ler), bunlara karsilik gelen dihidroksieikosatrienoik asitlere (DHET'ler) ve 20-
hidroksieikosatetraenoik asit (20-HETE)’e doniisiirler. Yukarida bahsedilen tiim
metabolitlerin sentezi arasidonik asitten koken alir. Bahsedilen metabolitlerin artisi,
glioblastomlarda arasidonik asidin yogun sekilde kullanildigim1 gdstermektedir ve
glioblastomlarda arasidonik asit azaligi kullanim yogunlugu olarak yorumlanabilir.
Lizo fosfatidilkolin (18:1(9Z)/0:0) tiim glioblastomlarda kontrole gdre artmis olarak
saptanmistir. Arasidonik asit, plazma zar1 gliserofosfolipidlerinden fosfolipaz A2 ve
fosfolipaz C ile elde edilirken, lizofosfolipidler olusur. Arasidonik asit eikazonidlerin
sentezinde kullanilmasi nedeniyle azalirken, olusan lizofosfolipidlerin kullanilmadig:

i¢in arttig1 diistintilebilir (138).

30,7a,120-Trihidroksi-5B-kolestanoik asit (Koprokolik asit); 3a,70,26-
Trihidroksi-5p-Kolestan; 3a,7a,12-Trihidroksi-5p-kolestan; 3a,7a-Dihidroksi-5p-
kolestan; 7a,12a-Dihidroksi-4-kolesten-3-one/7a,24-Dihidroksi-4-kolesten-3-
one/7a,26-Dihidroksi-4-kolesten-3-one/7a,25-Dihidroksi-4-kolesten-3-one/33-
Hidroksi-5-kolestenoik asit; 3B,7a-Dihidroksi-5-kolestenoik
asit/Litokoliltaurin/Taurodeoksikolik  asit;  Kenodeoksikolik  asit/Deoksikolik
asit/Hiyodeoksikolik asit; ~ 27-Deoksi-5-siprinol((3a,5B,7a,12a)-Kolestan-
3,7,12,26-tetrol)/3a,7a-Dihidroksi-5p-kolestan-26-al/7a,12a-Dihidroksi-5a-kolestan-
3-one/7a,12a-Dihidroksi-5 -kolestan-3-one/7-a,27-Dihidroksikolesterol (5-
Kolesten-3B,7a,26-triol)/7a-Hidroksi-kolestene-3-one/(24S)-70,24-
Dihidroksikolesterol(5-Kolesten-3p,7a,24(S)-triol); 30,7a,120-Trihidroksi-5p-
kolestan-26-al/3a,7a-Dihidroksikoprostanik asit; safra asitleri biyosentezinde olugan
metabolitlerdir. Safra asitleri ve metabolitlerinin gliobalstomlarda belirgin arttig1
gozlenmistir. Yakin zamanda Zhang ve arkadaslar1 (139), glioblastomalarda
alternatif ~ ‘splicing” mekanizmalarina dayali bir biyoinformatik ¢alisma
gerceklestirmislerdir. Glioblastom tiimérogenezi ve prognozunda diizenleyici ‘Germ
Cell-Specific Gene 1-Like Protein (GSG1L)’ ve “Splicing Factor CUGBP Elav-Like

Family Member 5 (CELF5)’ in asag1 akis yolunda primer safra asidi sentez yolagini
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en anlamli yolak olarak tespit etmislerdir. GSG1L ve CELFS5, hiicre apopitozu ve
timor proliferasyonu gibi glutamatla ilgili siireglerde yer aldigini gésteren ¢alismalar
vardir. Ayrica, safra asidi sentezinde, bazi safra asidi tipleri, fosfatidilinozitol 3-kinaz
(PI3K)'a baglh Bad yolunu diizenleyerek, glutamat tarafindan néronlarin apoptozisine
neden olur (140). GSG1L, CELF5 ve primer safra asidi sentezi iligskisine dair heniliz
net bir calismaya rastlanmamistir fakat aragtirmacilar aralarindaki iliskinin glutamata
bagli apopitoz olabilecegini 6ne siirmektedir (139). Safra asidi tiplerinin gliobastom,
multip] miyelom, hepatom ve kolon kanseri gibi ¢esitli kanserlerde kanser
gelisiminde sitotoksisiteleri ile rol oynadiklari ve bagisiklik hiicrelerine sinyal
gondererek kanser gelisimini kontrol ettikleri goOsterilmistir (141,142). Ayrica,
glioblastom hiicrelerinin yasami1 kolesterol diizeyleri ile net iliskili oldugu
bilinmektedir ve kolesterol dlizeyi, trtinleri olan safra asitleri ile regiile edilmektedir.
Glioblastom hiicreleri, kolesterolii ve karaciger X reseptorii (LXR) ligand sentezini
baskilayarak hayatta kalmak i¢in onlar1 santral sinir sisitemi kaynakli kolesterole

bagimli hale getirir (143).

Progesteron, T1’de T2’ye gore 1.70, T1’de T3’e gOre 7.43 ve T2’de T3’e
gore 4.38 kat artmis olarak izlenmistir. Beyine de etkileri olan bir C21 steroid
hormondur (Sekil 4.1). Pregnenolondan doniistiiriillen progesteron gonadal steroid
hormonlarinin yanisira adrenal kortikosteroidlerin biyosentezinde bir ara molekiil
olarak gorev yapar. Pregnenolonun sitokrom P450 ile sentezinde bir ara metabolit
olarak meydana gelen 20a,22B3-Dihidroksikolesterol, T1, T2 ve T3’de kontrole gore
artmig olarak gbzlenmesi C21 steroidlerinin sentez artisini ve  roliinii
desteklemektedir. 17a—Hidroksipregnenolon/17a,20a-Dihidroksipregn-4-en-3-
one/21-Hidroksipregnenolon/7a-Hidroksipregnenolon  glioblastomalarda  artmus
gozlenmektedir. 17a—Hidroksipregnenolon, gonadal steroid hormonlari ve adrenal
kortikosteroidlerin delta-5 biyosentez yolundaki bir ara metabolittir. CYP17 ile
pregnenolandan olusur. CYP17'nin liyaz aktivitesinin, hidroksilaz aktivitesine orani,
tiretilen C21'in C19 steroidlerine oranini belirler. Pregnenolandan sentez edilen 21-
17a—Hidroksipregnenolon/Hidroksipregnenolon/7a-Hidroksipregnenolonun artis1
C21 steroid sentezinde bir atig oldugunu desteklemektedir. 21-Hidroksi-5p3-pregnane-

3,11,20-trion ve tetrahidrokortikosteronun glioblastomalarin tiim tiplerinde kontrole
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ve sekonder glioblastomlarda diger tiplere gore azaldigr izlenmistir. Her iki metabolit
de C21-steroid hormon metabolizmasinda yer almaktadir. 21-Hidroksi-5p-pregnane-
3,11,20-trion, 11-Dehidrokortikosteron’dan olusan bir metabolittir.
Tetrahidrokortikosteron da kortikosteronun baslica iiriner metabolitlerinden biridir.
Progesteron, 200,22p-Dihidroksikolesteroliin artmis olmast C21 steroid sentez
artisini,  21-Hidroksi-5p-pregnane-3,11,20-trion  ve  tetrahidrokortikosteronun
azalmasi1 C21 metabolizmasinin yavasladigin1 desteklemektedir. Yakin tarihli bir
caligmada glioblastom hiicrelerinin kolesterolii progesteron, androstanedion,
androstenediol, androstenedion gibi gliomanin ilerlemesine katkida bulunabilecek

kortikosteroidlere doniistiirebildigini bildirilmistir (144).

Androsteron glukuronid/Etiokolanolon glukuronid’in, glioblastomalarda
kontrole gore azaldigi, T1/T2, T1/T3, T2/T3 oranlarmin arttigi gozlenmistir.
Androsteron glukuronid, dolasimda baslica C19 steroid metabolitlerinden biridir.
Androsteron glukuronid diizeyi artmasi, ¢esitli patofizyolojik durumlarda periferik
dokularda adrenal ve gonadal prekirsér C19 steroidlerin aktif androjenlere
doniigiimiinii yansitir. Etiokolanolon glukuronid, testosteronun bir metabolitidir. Bir
ketosteroid olan metabolit, ates, immunostimilasyon ve lokositoza neden olur,
glukoronidasyon toksik metabolitlerin suda ¢oziiniir hale getirilerek atilmasini saglar.
Androsteron glukuronid/Etiokolanolon glukuronid’in, glioblastomalarda kontrole

gore azalmasi C19 steroid metabolizmasinin yavasladigini diisiindiirtmektedir.

Adrenosteron/2-Metoksiestron, glioblastomalarda kontrole gére ve T1’de
T2 ye gore 1.22, T1°de T3’e gore 2.49 ve T2’de T3’e gore 2.05 kat azalmis olarak
izlenmistir. Adrenosteron, androjen metabolizmasinda androst-4-ene-3,17-dione’dan
CYP11B ve 1lbeta-hidroksisteroid dehidrogenaz ile olusan zayif androjenik etkiye
sahip bir steroid hormondur. 2-Methoxyestron, androjen ve 0Ostrojen metabolik
yolunda olusan bir metabolittir. Estron ve 2-hidroksiestron metabolizmasinin bir yan
urdniidiir. Estrondan farkli olarak, dstrojen reseptorii icin ¢ok diisiik afinitesi vardir
ve Onemli bir dstrojenik aktiviteye sahip degildir. Sekonder glioblastomalarda daha
belirgin olarak tiim glioblastomalarda bu metabolitlerin azalmis gdzlenmesini,

androjen ve 6strojen metabolizmasinin yavaslamasi olarak yorumlanabilir.
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Sekil 5.1. Steroid hormon biyosentezi

Bir transkripsiyon faktor olan 6zgulliik proteini 1 (Spl), glioblastomlar da
dahil bircok kanserde asir1 eksprese edilmektedir. Spl, DNA hasari tepkisini, hucre
apopitozunu, hiicre yaglanmasini, bagisiklik sisteminden kagma yetenegini ve kanser
ilact direncine yol agan tiimOr anjiyogenezini diizenler (145). Spl’in,
glioblastomlarda kemoterdpatik ilag olarak kullanilan temozolomide karsi direnci,
kolesterol metabolizmasini norosteroidlere katalize eden sitokrom p450 (CYP)
17A1'in  ekspresyonunu artirarak gergeklestirdigi tespit edilmistir (146,147).

Sonuglarimiz, son yillarda yayinlanan ¢aligmalarla uyumludur.
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Steroid (kolesterol) sentezinde bir ara metabolit olan 3-B-Hidroksi-4-f-metil-
5-a-kolest-7-ene-4-a-karboksilatin  glioblastomlarda belirgin artmasi kolesterol
sentez artisin1 diisiindiirtmektedir. 24,25-Dihidrolanosterol 6 izopren halkasi igeren
bir terpen ve sterol lipid molekuldir. Lanosteroliin C24-25 pozisyonlardan
hidroksillenmis seklidir. Kolesterol biyosentezinde, skualen lanosterol olusturmak
lizere halkalasir ve olusan lanosterol, 19 reaksiyon ile kolesterole doniistiirtiliir.
Hidroksile lanosterol formunun diisiik evreli tiimorlerde beligin olmak iizere
glioblastomlarda kontrole gore arttigi gozlenmistir. Kolesterol sentez artigi ile
uyumludur. Geranil 2-metilbutirat da bir terpendir ve geranil pirofosfat formu
kolesterol  sentezinde yer almaktadir. Geranil 2-metilbutiratin  primer
glioblastomlarda belirgin olmak glioblastomlarda sagliklilara gore azaldig
goriilmektedir. Geranilin pirofosfatli formuna ihtiyag duyuldugu i¢in Geranil 2-
metilbutirat formunun azaldigi hipotez edilebilir. Izoprenil gruplar1 tasiyan
metabolitler glioblastomlarda artmis olarak goézlenmistir. Kolesterol sentezinde
meydana gelen garnezil ve farnezil izoprenil saglayicisidir. Artmis kolesterol sentez

hiz1 ile uyumludur. Bu konuda c¢aligmalara ihtiya¢ vardir (148).
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6. SONUC VE ONERILER

Bu ¢aligmada primer ve sekonder gliobastomlar ile diisiik evreli glial timor
orneklerinde metabolom diizeyindeki farkliliklar1 agiga ¢ikartmak; patogenezlerinde
farkli olabilecek bir yolak tespit edilirse bu konuda hipotez gelistirmek ve buna gore

olas1 tedavi secenekleri konusunda 6n ¢aligma yapilmast amaglanmastir.

Calismamizda, glioblastomlarda lipid mediator olan prostaglandinler (PG'ler),
tromboksanlar (TX'ar), Iokotrienler (LT'ler), lipoksinlerden (LX'ler) olusan

eikozanoidlerin artisi ile iliskili metabolitler izlenmistir.

LTD4, hiicre proliferasyonu, artmig hiicre gocii ve tiimor invazyonunda rolii
gosterilen bir inflamatuar mediatordiir. Sekonder glioblastomlarda LTD4 artis1 diisiik
evreli timorlerden yiliksek dereceli tiimdrlere gegisin bir gostergesi olabilir. Anlamh
tespit edilen I6kotrienlerle iliskili metabolitler, glioblastomlarda artmis LOX yolagi
aktivitesi ile uyumludur ve glioblastomalarda LOX yolagimin G6nemini

gOstermektedir.

PG’ler, tiimor iliskili immunsupresyon, hiicre proliferasyonu ve
migrasyonunda rol oynamaktadir. PG’lerin sentezinden sorumlu COX-2'nin
indiiksiyonu tiimor gelisimini destekleyen ana faktorlerden biridir. Anlamli tespit
edilen PG’ler ve iliskili metabolitler, diisikk evreli tiimorlerden yiliksek dereceli
timorlere gegisin bir gostergesi olabilir. Sonuglarimiz, glioblastomlarda COX

yolaginin 6nemini dogrulamaktadir.

TX'lar, PGH2’den tromboksan sentaz ile olusan iiriinlerdir. Apopitoza
direngli ve invaziv glioblastom fenotipinin gelisimi, tromboksan sentaz geninin ets-1
bagimli transkripsiyonu {izerindeki p53 aracili negatif kontroliin kaybindan
kaynakladigi rapor edilmistir. TX larin artisi, glioblastomlarda tromboksan sentazin

roliinii ve terapdtik modiilasyonunun potansiyel faydasini desteklemektedir.
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Tim eikozanoidler, fosfolipidlerden elde edilen arasidonik asitten
sentezlenmektedir.  Azalmis arasidonik asit, artmis lizo fosfatidilkolin artmis

eikozanoid sentezi ile uyumludur.

Calismamiz artis gosteren farkli etkilere sahip eikozanoidlerin, tedavi
hedeflenmesinde asag1 akis eikozanoid sentezleri veya reseptorleri ile ilgili

calismalarin yapilmasinin yararl olacagini gostermektedir.

Safra asitleri ve metabolitlerinin glioblastomlarda arttigi gozlenmistir. Safra
asitlerinin glutamata bagli apopitozda rol aldigi, bagisiklik hiicrelerine sinyal
gondererek kanser gelisimini kontrol ettikleri gosterilmistir. Glioblastomlarda ¢ok
yakin bir zamanda yapilan biyoinformatik bir ¢alisma, tiimdrogenez ve prognozda
primer safra asidi sentez yolagini en anlamli yolak tespit etmistir. Glioblastomlarda
safra asidi sentezi ve safra asitleri metabolitleri ile ilgili ¢aligmalarin yapilmasi yeni

bilgiler saglayacaktir.

Kolesterolden sentez edilen steroidler ile iliskili metabolitler anlamli tespit
edilmistir. Sonuglarimiz C21 steroid sentez artisini, C21 steroid metabolizmasinin
yavaglamasini, C19 steroid metabolizmasinin yavaglamasini, C18 steroid
metabolizmasinin yavaslamasini isaret etmektedir. Glioblastomlarda kemoterdpatik
ila¢c olarak kullanilan temozolomide karsi direncin, kolesteroliin norosteroidlere
dontisimii ile gergeklestigi tespit edilmistir. Glioblastomlarda steroidler le ilgili

ayrintili ¢aligmalara ihtiyag vardir.

Sonuglarimiz kolesterol sentez artis1 ve prenilasyon artisi ilgili metabolitleri
one c¢ikarmaktadir. Kolesterol sentez artisi, safra asitleri ve C21 steroid sentez artisi
ile uyumludur. Kanser patogenezi ve progresyonunda farkli proteinlerin
prenilasyonunun 6nemi bir¢ok yayinda gosterilmistir. Glioblastomlarda izoprenlerin

artig1 literatiir bilgilerini desteklemektedir.

Sekonder glioblastomalarda daha fazla olmak Uzere tim glioblastomalarda

alfa-Tokotrienol formunun apopitoz (zerinden antitimor aktivitesini gdstermek
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izere artmis oldugu diistiniilebilir. Glioblastomada adjuvan olarak tokotrienollerin

kullanilmasi onerilebilir.

Glioblastomlarda eikazonoid, steroid, kolesterol, safra asitleri ve sentez

yolaklari ile ilgili ileri caligmalara ihtiya¢ vardir.



10.

11.

12.

13.

14.

50

7. KAYNAKLAR

Thakkar JP, Dolecek TA, Horbinski C, Ostrom QT, Lightner DD, Barnholtz-
Sloan JS, et al. Epidemiologic and molecular prognostic review of
glioblastoma. Cancer Epidemiol biomarkers Prev. 2014;23(10):1985-96.

Ostrom QT, Gittleman H, Xu J, Kromer C, Wolinsky Y, Kruchko C, et al.
CBTRUS Statistical Report: Primary Brain and Other Central Nervous System
Tumors  Diagnosed in the United States in 2009-2013. Neuro Oncol.
2016;18(suppl_5):v1-75.

Kleihues P, Ohgaki H. Phenotype vs genotype in the evolution of astrocytic
brain tumors. Toxicol Pathol. 2000;28(1):164-70.

Ohgaki H, Kleihues P. Genetic pathways to primary and secondary
glioblastoma. Am J Pathol. Mayis 2007;170(5):1445-53.

Ferguson S, Lesniak MS. Percival Bailey and the classification of brain tumors.
Neurosurg Focus. Nisan 2005;18(4):e7.

Louis DN, Perry A, Burger P, Ellison DW, Reifenberger G, von Deimling A, et
al. International Society Of Neuropathology--Haarlem consensus guidelines for
nervous system tumor classification and grading. Brain Pathol.
2014;24(5):429-35.

Louis DN, Perry A, Reifenberger G, von Deimling A, Figarella-Branger D,
Cavenee WK, et al. The 2016 World Health Organization Classification of
Tumors of the Central Nervous System: a summary. Acta Neuropathol.
2016;131(6):803-20.

Yamaguchi S, Kobayashi H, Terasaka S, Ishii N, lkeda J, Kanno H, et al. The
impact of extent of resection and histological subtype on the outcome of adult
patients with high-grade gliomas. Jpn J Clin Oncol. 2012;42(4):270-7.

Aoki T, Hashimoto N, Matsutani M. Management of glioblastoma. Expert Opin
Pharmacother. Aralik 2007;8(18):3133-46.

Wrensch M, Jenkins RB, Chang JS, Yeh R-F, Xiao Y, Decker PA, et al.
Variants in the CDKN2B and RTEL1 regions are associated with high-grade
glioma susceptibility. Nat Genet. Agustos 2009;41(8):905-8.

Brenner A V, Linet MS, Fine HA, Shapiro WR, Selker RG, Black PM, et al.
History of allergies and autoimmune diseases and risk of brain tumors in adults.
Int J cancer. 2002;99(2):252-9.

Scheurer ME, Amirian ES, Davlin SL, Rice T, Wrensch M, Bondy ML. Effects
of antihistamine and anti-inflammatory medication use on risk of specific
glioma histologies. Int J cancer. 2011;129(9):2290-6.

Hochberg F, Toniolo P, Cole P, Salcman M. Nonoccupational risk indicators of
glioblastoma in adults. J Neurooncol. 1990;8(1):55-60.

Fedgy A-E, Yang N, Martinez A, Leiros H-KS, Steen IH. Structural and
functional properties of isocitrate dehydrogenase from the psychrophilic



15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

27.

28.

29.

51

bacterium Desulfotalea psychrophila reveal a cold-active enzyme with an
unusual high thermal stability. J Mol Biol. 2007;372(1):130-49.

Kaminska B, Czapski B, Guzik R, Krol SK, Gielniewski B. Consequences of
IDH1/2 Mutations in Gliomas and an Assessment of Inhibitors Targeting
Mutated IDH Proteins. Molecules. 2019;24(5).

Parsons DW, Jones S, Zhang X, Lin JC-H, Leary RJ, Angenendt P, et al. An
integrated genomic analysis of human glioblastoma multiforme. Science.
2008;321(5897):1807-12.

Cohen AL, Holmen SL, Colman H. IDH1 and IDH2 mutations in gliomas. Curr
Neurol Neurosci Rep. 2013;13(5):345.

Turkalp Z, Karamchandani J, Das S. IDH mutation in glioma: new insights and
promises for the future. JAMA Neurol. 2014;71(10):1319-25.

Popovici-Muller J, Lemieux RM, Artin E, Saunders JO, Salituro FG, Travins J,
et al. Discovery of AG-120 (lvosidenib): A First-in-Class Mutant IDH1
Inhibitor for the Treatment of IDH1 Mutant Cancers. ACS Med Chem Lett.
2018;9(4):300-5.

Rohle D, Popovici-Muller J, Palaskas N, Turcan S, Grommes C, Campos C, et
al. An inhibitor of mutant IDH1 delays growth and promotes differentiation of
glioma cells. Science. 2013;340(6132):626-30.

Huang J, Yu J, Tu L, Huang N, Li H, Luo Y. Isocitrate Dehydrogenase
Mutations in Glioma: From Basic Discovery to Therapeutics Development.
Front Oncol. 2019;9:506.

Rajaratnam V, Islam MM, Yang M, Slaby R, Ramirez HM, Mirza SP.
Glioblastoma: Pathogenesis and Current Status of Chemotherapy and Other
Novel Treatments. Cancers (Basel). 2020;12(4).

Lino MM, Merlo A, Boulay J-L. Notch signaling in glioblastoma: a
developmental drug target? BMC Med. 2010;8:72.

Yan D, Hao C, Xiao-Feng L, Yu-Chen L, Yu-Bin F, Lei Z. Molecular
mechanism of Notch signaling with special emphasis on microRNAs:
Implications for glioma. J Cell Physiol. 2018;234(1):158-70.

Fan X, Khaki L, Zhu TS, Soules ME, Talsma CE, Gul N, et al. NOTCH
pathway blockade depletes CD133-positive glioblastoma cells and inhibits
growth of tumor neurospheres and xenografts. Stem Cells. 2010;28(1):5-16.

Ying M, Wang S, Sang Y, Sun P, Lal B, Goodwin CR, et al. Regulation of
glioblastoma stem cells by retinoic acid: role for Notch pathway inhibition.
Oncogene. 2011;30(31):3454-67.

Morad SAF, Cabot MC. Ceramide-orchestrated signalling in cancer cells. Nat
Rev Cancer. 2013;13(1):51-65.

Doan NB, Nguyen HS, Al-Gizawiy MM, Mueller WM, Sabbadini RA, Rand
SD, et al. Acid ceramidase confers radioresistance to glioblastoma cells. Oncol
Rep. 2017;38(4):1932-40.

Nguyen HS, Awad AJ, Shabani S, Doan N. Molecular Targeting of Acid



30.

31.

32.

33.

34.

35.

36.

37.

38.

39.

40.

41.

42.

43.

52

Ceramidase in Glioblastoma: A Review of Its Role, Potential Treatment, and
Challenges. Pharmaceutics. 2018;10(2).

Alifieris C, Trafalis DT. Glioblastoma multiforme: Pathogenesis and treatment.
Pharmacol Ther. Agustos 2015;152:63-82.

Zirlik K, Duyster J. Anti-Angiogenics: Current Situation and Future
Perspectives. Oncol Res Treat. 2018;41(4):166-71.

Okuda T, Tasaki T, Nakata S, Yamashita K, Yoshioka H, lzumoto S, et al.
Efficacy of Combination Therapy with MET and VEGF Inhibitors for MET-
overexpressing Glioblastoma. Anticancer Res. 2017;37(7):3871-6.

Mischel PS, Cloughesy TF. Targeted molecular therapy of GBM. Brain Pathol.
2003;13(1):52-61.

Heldin C-H. Targeting the PDGF signaling pathway in tumor treatment. Cell
Commun Signal. 2013;11:97.

Hovinga KE, Shimizu F, Wang R, Panagiotakos G, Van Der Heijden M,
Moayedpardazi H, et al. Inhibition of notch signaling in glioblastoma targets
cancer stem cells via an  endothelial cell intermediate. Stem Cells.
2010;28(6):1019-29.

Cantanhede IG, de Oliveira JRM. PDGF Family Expression in Glioblastoma
Multiforme: Data Compilation from Ivy Glioblastoma Atlas Project Database.
Sci Rep. 2017;7(1):15271.

Westermark B. Platelet-derived growth factor in glioblastoma-driver or
biomarker? Ups J Med Sci. 2014;119(4):298-305.

Shih AH, Holland EC. Platelet-derived growth factor (PDGF) and glial
tumorigenesis. Cancer Lett. 2006;232(2):139-47.

Watanabe K, Tachibana O, Sata K, Yonekawa Y, Kleihues P, Ohgaki H.
Overexpression of the EGF receptor and p53 mutations are mutually exclusive
in the evolution of primary and secondary glioblastomas. Brain Pathol.
1996;6(3):214-7.

Kraus JA, Felsberg J, Tonn JC, Reifenberger G, Pietsch T. Molecular genetic
analysis of the TP53, PTEN, CDKN2A, EGFR, CDK4 and MDM2 tumour-
associated genes in supratentorial primitive neuroectodermal tumours and
glioblastomas of childhood. Neuropathol Appl Neurobiol. 2002;28(4):325-33.

Ohgaki H, Dessen P, Jourde B, Horstmann S, Nishikawa T, Di Patre P-L, et al.
Genetic pathways to glioblastoma: a population-based study. Cancer Res.
2004;64(19):6892-9.

Felsberg J, Hentschel B, Kaulich K, Gramatzki D, Zacher A, Malzkorn B, et al.
Epidermal Growth Factor Receptor Variant 111 (EGFRVIII) Positivity in EGFR-
Amplified Glioblastomas: Prognostic Role and Comparison between Primary
and Recurrent Tumors. Clin cancer Res an Off J Am Assoc Cancer Res.
2017;23(22):6846-55.

Halatsch M-E, Gehrke EE, Vougioukas VI, Botefir IC, A-Borhani F, Efferth T,
et al. Inverse correlation of epidermal growth factor receptor messenger RNA



44,

45.

46.

47.

48.

49.

50.

51.

52.

53.

54.

55.

56.

S7.

58.

53

induction and suppression of anchorage-independent growth by OSI-774, an
epidermal growth factor receptor tyrosine kinase inhibitor, in glioblastoma
multiforme cell lines. J Neurosurg. 2004;100(3):523-33.

Reardon DA, Groves MD, Wen PY, Nabors L, Mikkelsen T, Rosenfeld S, et al.
A phase I/11 trial of pazopanib in combination with lapatinib in adult patients
with relapsed malignant glioma. Clin cancer Res an Off J Am Assoc Cancer
Res. 2013;19(4):900-8.

Conciatori F, Bazzichetto C, Falcone I, Pilotto S, Bria E, Cognetti F, et al. Role
of mTOR Signaling in Tumor Microenvironment: An Overview. Int J Mol Sci.
2018;19(8).

Carballo GB, Honorato JR, de Lopes GPF, Spohr TCL de SE. A highlight on
Sonic hedgehog pathway. Cell Commun Signal. 2018;16(1):11.

Lino MM, Merlo A. PI3Kinase signaling in glioblastoma. J Neurooncol.
2011;103(3):417-27.

Janbazian L, Karamchandani J, Das S. Mouse models of glioblastoma: lessons
learned and questions to be answered. J Neurooncol. 2014;118(1):1-8.

Romano C, Schepis C. PTEN gene: a model for genetic diseases in
dermatology. ScientificWorldJournal. 2012;2012:252457.

Lester A, Rapkins R, Nixdorf S, Khasraw M, McDonald K. Combining PARP
inhibitors with radiation therapy for the treatment of glioblastoma: Is PTEN
predictive of response? Clin Transl Oncol Off Publ Fed Spanish Oncol Soc
Natl Cancer Inst Mex. 2017;19(3):273-8.

Valdés-Rives SA, Casique-Aguirre D, Germéan-Castelan L, Velasco-Veldzquez
MA, Gonzélez-Arenas A. Apoptotic Signaling Pathways in Glioblastoma and
Therapeutic Implications. Biomed Res Int. 2017;2017:7403747.

Hill VK, Kim J-S, James CD, Waldman T. Correction of PTEN mutations in
glioblastoma cell lines via AAV-mediated gene  editing. PLoS One.
2017;12(5):e0176683.

Takezaki T, Hide T, Takanaga H, Nakamura H, Kuratsu J-I, Kondo T. Essential
role of the Hedgehog signaling pathway in human glioma-initiating cells.
Cancer Sci. 2011;102(7):1306-12.

Rimkus TK, Carpenter RL, Qasem S, Chan M, Lo H-W. Targeting the Sonic
Hedgehog Signaling Pathway: Review of Smoothened and GLI Inhibitors.
Cancers (Basel). 2016;8(2).

Patti GJ, Yanes O, Siuzdak G. Innovation: Metabolomics: the apogee of the
omics trilogy. Nat Rev Mol Cell Biol. 2012;13(4):263-9.

Griffin JL, Shockcor JP. Metabolic profiles of cancer cells. Nat Rev Cancer.
Temmuz 2004;4(7):551-61.

Spratlin JL, Serkova NJ, Eckhardt SG. Clinical applications of metabolomics in
oncology: a review. Clin cancer Res an Off J Am Assoc Cancer Res.
2009;15(2):431-40.

Liesenfeld DB, Habermann N, Owen RW, Scalbert A, Ulrich CM. Review of



59.

60.

61.

62.

63.

64.

65.

66.

67.

68.

69.

70.

71.

72.

54

mass spectrometry-based metabolomics in cancer research. Cancer Epidemiol
biomarkers Prev a Publ Am Assoc Cancer Res cosponsored by Am Soc Prev
Oncol. 2013;22(12):2182-201.

Armitage EG, Barbas C. Metabolomics in cancer biomarker discovery: current
trends and future perspectives. J Pharm Biomed Anal. 2014;87:1-11.

Jiménez B, Mirnezami R, Kinross J, Cloarec O, Keun HC, Holmes E, vd. 1H
HR-MAS NMR spectroscopy of tumor-induced local metabolic “field-effects”
enables colorectal cancer staging and prognostication. J Proteome Res.
2013;12(2):959-68.

Wang H, Tso VK, Slupsky CM, Fedorak RN. Metabolomics and detection of
colorectal cancer in humans: a systematic review. Future Oncol.
2010;6(9):1395-406.

Zhang T, Wu X, Ke C, Yin M, Li Z, Fan L, et al. Identification of potential
biomarkers for ovarian cancer by urinary metabolomic profiling. J Proteome
Res. 2013;12(1):505-12.

Davis VW, Schiller DE, Eurich D, Sawyer MB. Urinary metabolomic signature
of esophageal cancer and Barrett’s esophagus. World J Surg Oncol.
2012;10:271.

Tiziani S, Lopes V, Gunther UL. Early stage diagnosis of oral cancer using 1H
NMR-based metabolomics. Neoplasia. 2009;11(3):269-76, 4p following 269.

Tiziani S, Kang Y, Harjanto R, Axelrod J, Piermarocchi C, Roberts W, et al.
Metabolomics of the tumor microenvironment in pediatric acute lymphoblastic
leukemia. PLoS One. 2013;8(12):82859.

Bathen TF, Jensen LR, Sitter B, Fjosne HE, Halgunset J, Axelson DE, et al.
MR-determined metabolic phenotype of breast cancer in prediction of
lymphatic  spread, grade, and hormone status. Breast Cancer Res Treat.
2007;104(2):181-9.

Ahmed KA, Chinnaiyan P. Applying metabolomics to understand the
aggressive phenotype and identify novel therapeutic targets in glioblastoma.
Metabolites. 2014;4(3):740-50.

Griffin JL, Kauppinen RA. A metabolomics perspective of human brain
tumours. FEBS J. 2007;274(5):1132-9.

Sugita Y, Yamada S, Sugita S, Sakata K, Morimatsu M, Shigemori M. The
biochemical analysis of neurotransmitters in central neurocytomas. Int J Mol
Med. 2001;7(5):521-5.

Olsen P, Rasmussen M, Zhu W, Tonnesen E, Stefano GB. Human gliomas
contain morphine. Med Sci Monit Int Med J Exp Clin Res. 2005;11(5):MS18-
21.

Bieberich E, Freischiitz B, Suzuki M, Yu RK. Differential effects of glycolipid
biosynthesis inhibitors on ceramide-induced cell death in neuroblastoma cells.
J Neurochem. 1999;72(3):1040-9.

Miller BL, Chang L, Booth R, Ernst T, Cornford M, Nikas D, et al. In vivo 1H



73.

74.

75.

76.

77.

78.

79.

80.

81.

82.

83.

84.

85.

86.

55

MRS choline: correlation with in vitro chemistry/histology. Life Sci.
1996;58(22):1929-35.

Lei Z, Huhman DV, Sumner LW. Mass spectrometry strategies in
metabolomics. J Biol Chem. 2011;286(29):25435-42.

Want EJ, Cravatt BF, Siuzdak G. The expanding role of mass spectrometry in
metabolite profiling and characterization. Chembiochem. 2005;6(11):1941-51.

Schuhmann K, Herzog R, Schwudke D, Metelmann-Strupat W, Bornstein SR,
Shevchenko A. Bottom-up shotgun lipidomics by higher energy collisional
dissociation on LTQ Orbitrap mass spectrometers. Anal Chem.
2011;83(14):5480-7.

Meyer MR, Maurer HH. Current applications of high-resolution mass
spectrometry in  drug metabolism studies. Anal Bioanal Chem.
2012;403(5):1221-31.

Huang J, Si L, Fan Z, Hu L, Qiu J, Li G. In vitro metabolic stability and
metabolite profiling of TJO711 hydrochloride, a newly developed vasodilatory
B-blocker, using a liquid chromatography-tandem mass spectrometry method. J
Chromatogr B, Anal Technol Biomed life Sci. 2011;879(30):3386-92.

Pandey R, Caflisch L, Lodi A, Brenner AJ, Tiziani S. Metabolomic signature of
brain cancer. Mol Carcinog. Kasim 2017;56(11):2355-71.

Peterson AC, Hauschild J-P, Quarmby ST, Krumwiede D, Lange O, Lemke
RAS, et al. Development of a GC/Quadrupole-Orbitrap mass spectrometer, part
I: design and characterization. Anal Chem. 2014;86(20):10036-43.

Antoniewicz MR. Tandem mass spectrometry for measuring stable-isotope
labeling. Curr Opin Biotechnol. 2013;24(1):48-53.

Metallo CM, Walther JL, Stephanopoulos G. Evaluation of 13C isotopic tracers
for metabolic flux analysis in mammalian cells. J Biotechnol. 2009;144(3):167-
74.

Iwatani S, Van Dien S, Shimbo K, Kubota K, Kageyama N, Iwahata D, et al.
Determination of metabolic flux changes during fed-batch cultivation from
measurements of intracellular amino acids by LC-MS/MS. J Biotechnol.
2007;128(1):93-111.

Rihl M, Rupp B, Noh K, Wiechert W, Sauer U, Zamboni N. Collisional
fragmentation of central carbon metabolites in LC-MS/MS increases precision
of 1*C metabolic flux analysis. Biotechnol Bioeng. 2012;109(3):763-71.

Villas-Bdas SG, Mas S, Akesson M, Smedsgaard J, Nielsen J. Mass
spectrometry in metabolome analysis. Mass Spectrom Rev. 2005;24(5):613-46.

Vuckovic D. Current trends and challenges in sample preparation for global
metabolomics using liquid chromatography-mass spectrometry. Anal Bioanal
Chem. 2012;403(6):1523-48.

Leon Z, Garcia-Cafiaveras JC, Donato MT, Lahoz A. Mammalian cell
metabolomics: experimental design and sample preparation. Electrophoresis.
2013;34(19):2762-75.



87.

88.

89.

90.

91.

92.

93.

94.

95.

96.

97.

98.

56

Reed DJ, Babson JR, Beatty PW, Brodie AE, Ellis WW, Potter DW. High-
performance liquid chromatography analysis of nanomole levels of glutathione,
glutathione disulfide, and related thiols and disulfides. Anal Biochem.
1980;106(1):55-62.

Squellerio 1, Caruso D, Porro B, Veglia F, Tremoli E, Cavalca V. Direct
glutathione quantification in human blood by LC-MS/MS: comparison with
HPLC with electrochemical detection. J Pharm Biomed Anal. 2012;71:111-8.

Isokawa M, Shimosawa T, Funatsu T, Tsunoda M. Determination and
characterization of total thiols in mouse serum samples using hydrophilic
interaction liquid chromatography with fluorescence detection and mass
spectrometry. J Chromatogr B, Anal Technol Biomed life Sci. 2016;1019:59-
65.

Rabenstein DL, Saetre R. Mercury-based electrochemical detector of liquid
chromatography for the detection of glutathione and other sulfur-containing
compounds. Anal Chem. 1977;49(7):1036-9.

Johnson JM, Strobel FH, Reed M, Pohl J, Jones DP. A rapid LC-FTMS method
for the analysis of cysteine, cystine and cysteine/cystine steady-state redox
potential in human plasma. Clin Chim Acta. 2008;396(1-2):43-8.

Coulier L, Bas R, Jespersen S, Verheij E, van der Werf MJ, Hankemeier T.
Simultaneous quantitative analysis of metabolites using ion-pair liquid
chromatography-electrospray ionization mass spectrometry. Anal Chem.
2006;78(18):6573-82.

Yan H, Parsons DW, Jin G, McLendon R, Rasheed BA, Yuan W, et al. IDH1
and IDH2 mutations in gliomas. N Engl J Med. 2009;360(8):765-73.

Rashed MS, AlAmoudi M, Aboul-Enein HY. Chiral liquid chromatography
tandem mass spectrometry in the determination of the configuration of 2-
hydroxyglutaric acid in urine. Biomed Chromatogr. 2000;14(5):317-20.

Poinsignon V, Mercier L, Nakabayashi K, David MD, Lalli A, Penard-
Lacronique V, et al. Quantitation of isocitrate dehydrogenase (IDH)-induced D
and L enantiomers of 2-hydroxyglutaric acid in biological fluids by a fully
validated liquid tandem mass spectrometry method, suitable for clinical
applications. J Chromatogr B, Anal Technol Biomed life Sci. 2016;1022:290-
1.

Gibson KM, ten Brink HJ, Schor DS, Kok RM, Bootsma AH, Hoffmann GF, et
al. Stable-isotope dilution analysis of D- and L-2-hydroxyglutaric acid:
application to  the detection and prenatal diagnosis of D- and L-2-
hydroxyglutaric acidemias. Pediatr Res. 1993;34(3):277-80.

Lamarre SG, Morrow G, Macmillan L, Brosnan ME, Brosnan JT. Formate: an
essential metabolite, a biomarker, or more? Clin Chem Lab Med.
2013;51(3):571-8.

Kage S, Kudo K, lkeda H, lkeda N. Simultaneous determination of formate and
acetate in whole blood and urine from humans using gas chromatography-mass
spectrometry. J Chromatogr B, Anal Technol Biomed life Sci.



99.

100.

101.

102.

103.

104.

105.

106.

107.

108.

109.

110.

111.

57

2004:805(1):113-7.

Vander Heiden MG, Cantley LC, Thompson CB. Understanding the Warburg
effect: the metabolic requirements of cell proliferation. Science.
2009;324(5930):1029-33.

Kelimu A, Xie R, Zhang K, Zhuang Z, Mamtimin B, Sheyhidin I.
Metabonomic signature analysis in plasma samples of glioma patients based on
(1)H-nuclear magnetic resonance spectroscopy. Neurol India. 2016;64(2):246—
51.

Kallenberg K, Bock HC, Helms G, Jung K, Wrede A, Buhk J-H, et al.
Untreated glioblastoma multiforme: increased myo-inositol and glutamine
levels in the contralateral cerebral hemisphere at proton MR spectroscopy.
Radiology. 2009;253(3):805-12.

Nakamizo S, Sasayama T, Shinohara M, Irino Y, Nishiumi S, Nishihara M, et
al. GC/MS-based metabolomic analysis of cerebrospinal fluid (CSF) from
glioma patients. J Neurooncol. 2013;113(1):65-74.

Mukherjee J, Phillips JJ, Zheng S, Wiencke J, Ronen SM, Pieper RO. Pyruvate
kinase M2 expression, but not pyruvate kinase activity, is up-regulated in a
grade-specific manner in human glioma. PLoS One. 2013;8(2):e57610.

Morén L, Bergenheim AT, Ghasimi S, Brannstrom T, Johansson M, Antti H.
Metabolomic Screening of Tumor Tissue and Serum in Glioma Patients
Reveals Diagnostic and Prognostic Information. Metabolites. 2015;5(3):502-
20.

Chung WJ, Lyons SA, Nelson GM, Hamza H, Gladson CL, Gillespie GY, et al.
Inhibition of cystine uptake disrupts the growth of primary brain tumors. J
Neurosci. 2005;25(31):7101-10.

Zengin E, Atukeren P, Kokoglu E, Gumustas MK, Zengin U. Alterations in
lipid peroxidation and antioxidant status in different types of intracranial
tumors within their relative peritumoral tissues. Clin Neurol Neurosurg.
2009;111(4):345-51.

Prabhu A, Sarcar B, Kahali S, Yuan Z, Johnson JJ, Adam K-P, et al. Cysteine
catabolism: a novel metabolic pathway contributing to glioblastoma growth.
Cancer Res. 2014;74(3):787-96.

Cramer SL, Saha A, Liu J, Tadi S, Tiziani S, Yan W, et al. Systemic depletion
of L-cyst(e)ine with cyst(e)inase increases reactive oxygen species and
suppresses tumor growth. Nat Med. 2017;23(1):120-7.

de Groot J, Sontheimer H. Glutamate and the biology of gliomas. Glia.
2011;59(8):1181-9.

Seyfried TN, Kiebish MA, Marsh J, Shelton LM, Huysentruyt LC, Mukherjee
P. Metabolic management of brain cancer. Biochim Biophys Acta.
2011;1807(6):577-94.

DeBerardinis RJ, Mancuso A, Daikhin E, Nissim I, Yudkoff M, Wehrli S, et al.
Beyond aerobic glycolysis: transformed cells can engage in glutamine
metabolism that exceeds the requirement for protein and nucleotide synthesis.



112.

113.

114.

115.

116.

117.

118.

119.

120.

121.

122.

123.

124.

125.

58

Proc Natl Acad Sci USA. 2007;104(49):19345-50.

Palanichamy K, Thirumoorthy K, Kanji S, Gordon N, Singh R, Jacob JR, et al.
Methionine and Kynurenine Activate Oncogenic Kinases in Glioblastoma, and
Methionine  Deprivation Compromises Proliferation. Clin cancer Res
2016;22(14):3513-23.

Campanella R. Membrane lipids modifications in human gliomas of different
degree of malignancy. J Neurosurg Sci. 1992;36(1):11-25.

Wibom C, Surowiec I, Morén L, Bergstrom P, Johansson M, Antti H, et al.
Metabolomic patterns in glioblastoma and changes during radiotherapy: a
clinical microdialysis study. J Proteome Res. 2010;9(6):2909-109.

Khosla P, Patel VV, Whinter JM, Khanna S, Rakhkovskaya M, Roy S, et al.
Postprandial levels of the natural vitamin E tocotrienol in human circulation.
Antioxid Redox Signal. 2006;8(5-6):1059-68.

Kashiwagi K, Harada K, Yano Y, Kumadaki I, Hagiwara K, Takebayashi J, et
al. A redox-silent analogue of tocotrienol inhibits hypoxic adaptation of lung
cancer cells. Biochem Biophys Res Commun 2008; 365:875-881.

Takahashi K, Loo G. Disruption of mitochondria during tocotrienolinduced
apoptosis in MDA-MB-231 human breast cancer cells. Biochem Pharmacol
2004; 67(2):315-324.

Lim SW, Loh HS, Ting KN, Bradshaw TD, Zeenathul NA. Cytotoxicity and
apoptotic activities of alpha-, gamma- and delta-tocotrienol isomers on human
cancer cells. BMC Complement Altern Med. 2014;14:4609.

Tan B, Mueller AM. Tocotrienols in cardiometabolic diseases.In Tocotrienols:
Vitamin E beyond tocopherols. Edited by Watson RR, Preedy VR. New York:
CRC Press; 2008:257-273.

Birringer M, Pfluger P, Kluth D, Landes N, Brigelius-Flohe R. Identities and
differences in the metabolism of tocotrienols and tocopherols in HepG2. Cells.
J Nutr 2002; 132:3113-3118.

Mclntyre BS, Briski KP, Tirmenstein MA, Fariss MW, Gapor A, Sylvester PW.
Antiproliferative and apoptotic effects of tocopherols and tocotrienols on
normal mouse mammary epithelial cells. Lipids 2000; 35(2):171-180.

Chandan KS, Savita K, Sashwati R, Packer L. Molecular basic of vitamin E
action. J Biol Chem 2000; 275(17):13049-13055.

Magnusson C, Liu J, Ehrnstrom R, Manjer J, Jirstrom K, Andersson T, et al.
Cysteinyl leukotriene receptor expression pattern affects migration of breast
cancer cells and survival of breast cancer patients. Int J Cancer 2011;129:9-22.

Ishii K, Zaitsu M, Yonemitsu N, Kan Y, Hamasaki Y, Matsuo M. 5-
lipoxygenase pathway promotes cell proliferation in human glioma cell lines.
Clin Neuropathol 2009;28:445-452

Piromkraipak P, Sangpairoj K, Tirakotai W, Chaithirayanon K, Unchern S,
Supavilai P, et al. Cysteinyl Leukotriene Receptor Antagonists Inhibit



126.

127.

128.

129.

130.

131.

132.

133.

134.

135.

136.

137.

138.

139.

59

Migration, Invasion, and Expression of MMP-2/9 in Human Glioblastoma. Cell
Mol Neurobiol. 2018;38(2):559-573.

Cooper C, Jones HG, Weller RO, Walker V. Production of prostaglandins and
thromboxane by isolated cells from intracranial tumours. J Neurol Neurosurg
Psychiatry. 1984;47(6):579-84.

Jiang J, Qiu J, Li Q, Shi Z. Prostaglandin E2 Signaling: Alternative Target for
Glioblastoma? Trends Cancer. 2017;3(2):75-78.

Tian Y, Yang T, Yu S, Liu C, He M, Hu C. Prostaglandin E2 increases
migration and proliferation of human glioblastoma cells by activating transient
receptor potential melastatin 7 channels. J Cell Mol Med. 2018;22(12):6327—
37.

Cook PJ, Thomas R, Kingsley PJ, Shimizu F, Montrose DC, Marnett LJ, et al.
Cox-2-derived PGE2 induces Idl-dependent radiation resistance and
self-renewal in experimental glioblastoma. NeuroOncol. 2016;18(10):1379-89.

Shono T, Tofilon PJ, Bruner JM, Owolabi O, Lang FF. Cyclooxygenase-2
expression in  human gliomas: prognostic significance and molecular
correlations. Cancer Res. 2001;61(11):4375-4381.

Kalinski P. Regulation of immune responses by prostaglandin E2. J Immunol.
2012;188(1):21-28.

Wang D, DuBois RN. The role of prostaglandin E(2) in tumor-associated
immunosuppression. Trends Mol Med. 2016;22(1):1-3.

Kesarwani P, Kant S, Prabhu A, Chinnaiyan P. The interplay between
metabolic remodeling and immune regulation in glioblastoma. Neuro Oncol.
2017;19(10):1308-1315

Giese A, Hagel C, Kim EL, Zapf S, Djawaheri J, Berens ME, et al.
Thromboxane synthase regulates the migratory phenotype of human glioma
cells. Neuro Oncol 1999;1,3-13.

Kim E, Gunther W, Yoshizato K, Meissner H, Zapf S, Nusing RM, et al. Tumor
suppressor p53 inhibits transcriptional activation of invasion gene thromboxane
synthase mediated by the proto-oncogenic factor ets-1. Oncogene
2003;22,7716-7727.

Schmidt NO, Ziu M, Cargioli T, Westphal M, Giese A, Black PM, et al.
Inhibition of thromboxane synthase activity improves glioblastoma response to
alkylation chemotherapy. Transl Oncol. 2010;3(1):43-9.

Qiu J, Shi Z, Jiang J. Cyclooxygenase-2 in glioblastoma multiforme. Drug
Discov Today. 2017;22(1):148-156.

Jantke J, Ladehoff M, Kirzel F, Zapf S, Kim E, Giese A. Inhibition of
the arachidonic acid metabolism blocks endothelial cell migration and induces
apoptosis. Acta Neurochir (Wien). 2004;146(5):483-94

Huang R, Li Z, Li C, Wang G, Yan P, Peng L, et al. Germ Cell-Specific Gene
1-Like Protein Regulated by Splicing Factor CUGBP Elav-Like Family


https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/15118886/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/15118886/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/15118886/

140.

141.

142.

143.

144,

145.

146.

147.

148.

60

Member 5 and Primary Bile Acid Biosynthesis are Prognostic in Glioblastoma
Multiforme. Front Genet. 2020;10:1380.

Castro RE, Sola S, Ramalho RM, Steer CJ, Rodrigues CM. The bile acid
tauroursodeoxycholic acid modulates phosphorylation and translocation of bad
via phosphatidylinositol 3-kinase in glutamate-induced apoptosis of rat cortical
neurons. J. Pharmacol. Exp. Ther. 2004;311, 845-852.

Brossard D, El Kihel L, Clement M, Sebbahi W, Khalid M, Roussakis C, et al.
Synthesis of bile acid derivatives and in vitro cytotoxic activity with pro-
apoptotic process on multiple myeloma (KMS-11), glioblastoma multiforme
(GBM), and colonic carcinoma (HCT-116) human cell lines. Eur. J. Med.
Chem. 2010;45, 2912-2918.

Ma C, Han M, Heinrich B, Fu Q, Zhang Q, Sandhu M, et al. Gut microbiome-
mediated bile acid metabolism regulates liver cancer via NKT cells. Science
2018;360.

Villa GR, Hulce JJ, Zanca C, Bi J, lkegami S, Cahill GL, et al. An LXR-
Cholesterol Axis Creates a Metabolic Co-Dependency for Brain Cancers.
Cancer Cell. 2016;30(5):683-693.

Pinacho-Garcia LM, Valdez RA, Navarrete A, Cabeza M, Segovia J, Romano
MC. The effect of finasteride and dutasteride on the synthesis of neurosteroids
by glioblastoma cells. Steroids. 2020;155:108556.

Beishline K, Azizkhan-Cliford J. Spl and the “hallmarks of cancer.” FEBS J.
2015;282(2):224-58.

Yang WB, Chuang JY, Ko CY, Chang WC, Hsu TI. Dehydroepiandrosterone
induces temozolomide resistance through modulating phosphorylation and
acetylation of Sp1l in glioblastoma. Mol Neurobiol. 2019;56(4):2301-13.

Lin HY, Ko CY, Kao TJ, Yang WB, Tsai YT, Chuang JY, et al. CYP17Al
maintains the survival of glioblastomas by regulating SAR1-mediated

endoplasmic reticulum health and redox homeostasis. Cancers (Basel).
2019;11(9):1378.

Wan W, Xiao W, Pan W, Chen L, Liu Z, Xu J. Isoprenylcysteine carboxyl
methyltransferase is critical for glioblastoma growth and survival by activating
Ras/Raf/Mek/Erk. Cancer Chemother Pharmacol. 2022;89(3):401-411.


https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/35171349/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/35171349/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/35171349/

Number

EK-1: Gruplarin Kendi Icinde Karsilastirilmas

Query. Mass
145536
163,120
169033
171111
171111
156049
159.11%
159.11%
159,115
159,115
159,115
221233
229,160
229,160
240,107
240,107
240,107
240,107
251,198
297,176
309,141
324292
337215
337215
368,255
372233
377222
347327
347327
389,209
389,209
434,250
453278
466,305
267 265
267,265
267 366
473,354
a79.348
a79.348
a79.348
485,305
485,505
293,528
503,336
503,336
509,503
520410
aa1.564

Matched compauad  Matched Fain

0373
COHMET
c00a1
s
01672
00881
u4ral
05959
14514
00639
c1ars2
o075
05285
05299
0174
01132
cunaas
cu1a0
cus124
iz
03106
o3
o112
a1
12128
oo
cusazn
C17338
€17337
o219
cosare
04584
o5l
c0sga3
faREELY
cl1138
cus109
01783
<1185
cl1808
C18783
0855
01881
1153
04554
01501
coaraz
com13s
05200

a2 [24]
MH| 1]
MEHNE|24]
MAHTOONS | 1]
MAHTOONS | 14]
MAHTOONS | 14]
MEHNE(24]
MEHNE|24]
MEHNE|24]
MEHN | 24]
MEHNE(24]
MAHEGH|14]
M-CEHAT 24 H 1]
M-CEHAT 24 H 1]
MAHEDH|14]
MEH2D4H|14]
MAH2D4H|14]
MAH2C4H|14]
Mana[14]
M-COMH|LY]
MEH2D4H|14]
e 2H[24]
M-HHSH [14]
Maa[14]
M1
MaH|1]
Ml 1]

M- HCDOHH|14]
M-Co24H|14]
M+HTOTE|14]
M1
Ma3H|54]
M-CD24H|14]
Ml

MaH|1]
MaH|1]
M1
Ml 1]
M4HTOONa | 14]
M4HTOONa | 14]
M4HTOONa | 14]
WM+HTOOE|14]
M+HTOOE|14]
M+HTO0Na|14]
M+HTO0Na|14]
M+HTO0Na|14]
Miacl|14]
M4E[14]
M4E[14]

Mass off
LEGLECE]
793606
0000253
0000197
0000197
0000711
000091
000091
000091
000091
000091
000074
0ganz
0ganz
000818
0100576
0000576
0100576
000021
000586
0900589
19605
030158
900815
900430
9300905
000022
0301592
0301892
572608
000253
LELLEE]
00533
9300871
000353
000353
0301884
0302182
0301789
0301789
0301789
LELEELE
002253
1100835
aaa115a
01154
02512
02195
001331

Query
03373
00487
O0034]
2723
oLe72
00 58]
a7aL
05959
14814
0639
14782
Q0750
05285
05299
oLo7a

000645
000150

7572
003306
002530
08012
000410
12126
07 108
005250
€17335
€17337
000219
005476
00380
05951
00584
[SERED)
€11136

@

01753
€11455
€11508
C15783
005455
01561
€14153
00550
01301
o7z
000195
005200

8. EKLER

Hit rtmed
S-mning bindazale doauckatde
wakigkCanmn

Gevanyl 2- metnyluty etz
H-Methylauteese e

Cadavenne

Guaadaaenc x1d
Paastaglandia £1

110-PGH2a

11,1415 THE A

Paastaglandia F2a

111215 THEA

spermnine

adieaasterane
Z-Methaxyestaae
H-mcetyigalatasaming

H-ncetylinanasa mine

H-ncetyk 0-glucasam ng

My ETE 3cd

crakirain

Aginasuccmk acd

CE[12:0]

Levamethadyl Acetate

Progesterane

Divpdracerande

Tamaxifen
21-Hydraxy S b-pregnane-3,1 L3 trane
bets, Falgha-Dihyd rxy-S-cha s tenaate
Falha Hydroxy-3-am-dchalestenaste
Aeahidank acd

Tetranpducad Kaste ang
Ganghoside GW2 [d15:1r124]
Leukntrene 14

Witamin K12 3epaxde

Andmste rne glucuraarde
Etnchalanakine glucumaide
24,25-Dipdrals nasteral
Beta-Stosteral

24-Dimethy khaksts £,14,24-tnal 1051900031
Deta 5,14 -stel
3-Dehydmavenasienal

Fa-Hydrxpchakstene-Faee

Cakonl

Alghalacotreanl 10527115
33 Ta-Dihyd o prostanic acid

3a7a,12a 1 ahyd g5 b ho ks tan-26-al 123384

33,73, 123 TydogeS b-cha estanaic acid 1062001
Cecamde [d15:1712:0]
3-Hexage ayl-d & Dihyd moeyhe nzax acd

HMDB
HMDBODD1235
HMDEODG29%
HMDBOOE2291
HMDBODD3E6L
HMDBODI2322
HMDEO0I0123
HMDEODD1942
HMDEONL0199
HMDEO0D46%
HMDEODI1139
HMDBO0D4631
HMDBODD1256
HMDBO0IG7 72
HMDEO0I0010
HMDEODI0212

HMDBOD1129
HMDBO0I215
HMDBO0I0E06
HMDBO0DS033
HMDBO0I0S2
HMDBO0I2262
HMDBONLE355
HWDEINI1E3]
HMDBO0IATS2
HMDBINLAZ1S
HMDBO0IATSS
HMDEDN12450
HMDBONL 2455
HMDEDNI1043
HMDED0I263
HMDBINI4938
HWDEINIZ03]
HMDEINIZ372
HWDEINIZE 23
HWDEINI4431
HWDEDNIAE3?

mestTA
0044237479
LEIELELE:]
0036226972
LEDECLLEE]
0003688833
LESEELEE:]
0000321078
0000321078
0000321078
0000321078
0000321078
002528m80
0090546559
009046559
0022338832
0022338832
0022338832
0022338832
004785 209
0000642607
0011779227
LECELELIES]
000039617
000039617
0045312569
0437921466
0025749358
000010639
000010639
TABSFIE-D
TABSFIE-D
02429779
0000478938
9451414278
0,000637504
1,000637504
009088752

1L/13 mdffe

200050057
2082239211
1441290851
1350406837
1350406837
1403359543
2719793909
2719793909
2719793909
2719793909
2719793909
230maray
2435909159
2435909159
173970054
173970054
1,739 70054
1739570054
129maza7
L7essa 27
1535952599
14147 20053
TATIHAILIE
TATIHAI1IE
2058550015
14938744
2990890783
2491744702
2491744702
1319251115
1319251115
1853192543
ELEE TSt
2495367012
5262296737
5262296737
1748453815
16953518

HWDEINI1023
HMDBONIA9 23
HMDBONIAES2
HWDEDNI1993
HMDADDI3550
HMDAO0IA3 27
HMDADDI359
HMDAODI3533
HMDBODI3E T3
HMDADDI4347
HMDAODI1083

0002722086
0001238208
0001235208
0001238 208
0,000675508
1,000675508
1,000133097
1,00027657
100027657
1,000195502
1021025121
104573235

1948856450
1948858450
1948858450
24217151
252171501
4258205893
2157557487
2157557457

371800551
5347232508
2266122875

112 mdffc

13314323818

LO7 705195
1163914217
1007074353
1007074353
1112233049
1517590317
1517590317
1517590317
1517590317
1517590317
1.229626503
1215043712
1215043712
119530117
119330117
119330117
119330117
1251405523
1098930770
13m12zm01
1211318957
1439957101
1439957101
1221483362
3128575818
1403950855
1228758443
1228758443
15492565307
1492565307
189700325
1751518053
19723529
1430576509
1430576509
1,068 203565
1509524545
1182504921
1182504921
1182504921
1457003413
1457005413
1533199342

153576540

153576540
1715786252
177039215
1162940778

12713 ndfic
2eA3E%mLE
221135784
Ler753E924
1733110827
1739110827
Liala25998
412739542
4127398542
4127398542
4127398542
4127398542
La793 29873
2095859383
2095859383
L994991329
L9139
L9139
L9139
L1688 7026
1990231371

213025008
1713678459
4,352153483
4,352153483
1710583856
2090752359
2121273072

zazrEssal

zazrEssal
22880822
22880822
1810567166
2072416893
2736727217
2,010333459
2,010333459
LE5E05756
LE39415754
JESLEELECH
Le15595262
1815595262
5819829213
3519859213
235285494
5,283293672
3,283293672

218630514
364587222

134881417

i

e
i

"

[

B

[

[

61

2

FE e e e

o

+



EK-2: Gruplarin Kontrol Grubu ile Karsilastirilmasi

NI QUGLMIS MBI G

1 wscesy s
1w T
ERN T ezl
4 nsms clee0e
s masn oas2s
& mame oeT
T egms0 s
& 1ssemy oona1
R omwsas
2 momz core
W mosus a0
s e
u o mgew moses
o meen oszs1
1 meen oosss
o mseen s
n mspwe oose1
1 1siceas cossas
FER R 1558
u 0L aeTe
ER ¥ StE
B HEen ooasz
B HEen c10s4
o 2eme el
B T cooas1
13 mmses omsase
13 mmses e
1 s s
1 00T e
1 002 oosas
1 2epim i1
FLR ¥t v conssy
4 mmn s
FER etas
o mzsa
o ] oses
3 s s
1 T oeas
2 wsanw aas
2 T L8
E meaaz
4 mMw 4ce
% 2457 =35
= mmamy oasan
41 mrz2mT E:3ET]
41 mzzmT o318
41 mramy s
41 mzzmT cies
a2 mpess s
a2 msaEn ases
aa mamy clecas
4% L2z 4T
a5 mmomr s
@8 amLmr e
4% L2z =05
a1 ameL muee
a1 ampL ows
4 3es23 cuws
S0 2T00e 1610
2 mawms ooessa
1 mwms sl
SR oas2
1 mwms ey
1 s oea1s
1 oS oosss
51 L244s omses
1 mwms oo
a1 s Tt
R a1
1 mwms =
2 amoams e
52 Imms o4sn
4 s 1518
=4 ez c1sTen
4 wsaas =R
O oas
R i s
a1 sasmar osaTs
B0 L2305 St
B1 om0 omsas
B1 ampmin s
a1 mmase StE

203 257353 =3t
a1 mmass c1TE
a1 i [y
s s2ES )
L cisTE2
B ol osass
s anlaase cosann
B anlame =t
B ol osaas
B2 4nl2aa ou4se
B2 4ol2ma om4s2
B2 aplae a1
s aniaase cosass
82 4nl2aa c1s18
B2 40l2ma c1ss0
s anlaase St
82 4nl2aa oss1
= amass omasa
s amamy wourar
s aimamy masen
B amzea s
&7 @z s
S c16ss

Maheram
Mo 1|
Wdalid
Wdalid
Mot
WOzl
M1
M1
Wbl 2|
Wenddel 1
e
o1
(o]
Mot
Menacien 1o
Mo 1
M1
[
wpe|
Wi
el
w14
M0 g1
M0 g1
e
wpe|
Lo Cmanzalio
Lo Cmanzalio
w14
Mt 1+
Moo 1
[
M1
Mot
M1
w14
M0 g1
e
M1
Mendtienl 1o
Mewaen |1
Mt 1oy
[
Wil
e
Wil
Wil
wpe|
Wi
el
e
wpe|
Ll
M1
Mz 1o
bl
et
Mok
et
bl
Moo 1
Moo 1
[
Moo 1
w14
Menacien 1o
[
Moo 1
Menacien 1o
[
1
M1
Kbl
w2l 1e]
et
ko 3
temsaciie
Moo g1
et
endzenl 1
MCEHs 1|
ez
Mew 2wl 1]
et
ben 2 1r]
Moz 1
Wen 2wl 1]
e
Wen 2 1r]
ben 2 1r]
et 1
e
w21l
W20l 1e]
e
M1
Len 2wl 1]
Wen 2w 1]
w14
M1
el
oz
Mt 1o
LR
e

Km0 1]

Mazzom
ooorinesT
nona1esT
BonEEET
oooTssT
nonoTaesas
EEEEHES
noomseTza
aooorssins
nonnsaneT
noonsaoer
nooniseesT
noneTTEET
noosTEST
sooosTiseT
ooosTiseT
noneTTEET
noooTiszs
o.coneTss

Q.0mETIE

FETSEeS
nonoTEns
nonoTEnas
noonsTsesy

ool
noorin
ooosssssT
nonEes
noosesT
noomsonsT
ooossiens
noomszueT
o00r10087
ooaszmer
+eETTET
noossessT
ooossTias
sooissTas
Bo0LEMET
aool1EssT
nonessens
nooL
FESTES
ooewTI
oo
oo
oo
oooonzs
noowmsasy
e
nooiTESesT
noowresssy
oowsssT
nootTEsssT
oo
noome
o000z
nooLTEST
noomesse
noomssse
noolesssns
noomsse
aoolesssas
aoolesssas
noolesssns
noomessas
oolssssas
noolesssns
noorrssses

nona1seeT
nonaITET
oo
oooTaaTer
noonasT
FESTRTES
oooszsas
no0lEEET
oosTsST
ooy
ooostesas
noonmesas
ooostesas
ooostesas
nonatesas
noonsmesas
o01e0ss8T
o01e0ss87
Ho0L0EET
ao01e0ss8T
no0lEEET
no0lEEET
noomssT
o01e0ss87
no0lEEET
Bo0lEEET
ooirnassT
no0lEEET
ooowaTss
ooz
ooossas
noneTsET
nonasusy
ao0113187

Query

Coazn
oz
o
cossa
consss
=2

cosaz
s
o
cusn

312
comx

o
=
oo
cowm
o
Com
cossar
Conx
Cosm
conss
cowss
comm
coes
coszs
cesza
cosn

cosa
cozn
s
ok
coses
35
o
==
37
cuTm
cuTE
cum
cwm
couee
o
cum
35

cowm
cosss
Coszi
cosre
coness
coasst

conn
oz
Coss
comee
Cossn
35
iz
cum

coum
s
o
Cosszm
Coszze
cusn
sl
1R
oz
ceesa
Cista
Cosasn

e
2t e s hkooua ok 2k
Dhidrolooase
Faanion
2ewdiciey w1 ol
et e R gl
Makoay b2
246 W3k 0N POE Sck
eyl 2w mylouy e
[LIPEREN
ETy o
12, DIl ke
ATl b DBk 3
P
wamemantlia
FrosommE ol
e irbgiesol
S ks 30k
Senypdemylocoiacent acki
Skl 3veaiod -2 42k
e ke ack
Sy
Hizoabk: ackd
Phoallak ackd
Do ule
Dececn Hio:
pRC it
FETEE
Wtk Drglusa mioe
N 3 s s
B QUHI M
famoeni: ack
i-toen osrining
Shagylagano
Myrkkc ackd
Ebnlna mide
Moourk: azt
crakean
Sonlnganbe:
Eemeakackd
Dodneotubas Tomzok
Sockane oo 1- crsanne
Asginlnazaccialk 3k
Eib2- wecdocire Hemane kol ads
el
La-wdanorsgim kg
T-alena 20 o iy e s o 20k
21w ko
Taluna-wedrce bragos ok
Lk oot enaseno LDy laahol
T 100k MBI R e
WDl b o
11 o
14,15 O
I
a3 mETE
D
b S b e
Blnchooerante
Chakosn ookl st
1126 F 103 a0 2, 15~akis0 £21-13 00K 0K
1, 34Dl D5 r a0 £2
20w ekt e B
oo s
ocia B4
Fromagliadh B2
Proaagh el B2
Fromag gk w1
Fomags dia 1
Tomeo Al
Toge e L
Taocez e
23 i oo 42 1L 20k
2 oyl ol
= Do sme Bl
2 bnaTooen el
o oame sk 2
st kol ackt
Tea oconioneon:
anstolbl
D MG Ly e AR T
FETEE e
e ek nskoomonl
e DT R LATKer B
darkdcrm ecomerol
A lurToc caneral
Hrazmioal
Dol nl
[20% 1172 lona, 20 iy o ks ol
204 DrDimdrancmkacol
27Dty
23, Ta- Dby chivey So-cookena ms-al
Ta. 13- Dihiedd o Si-creknd 30
Ta. La-Dibedd o Strcrekad 30
T 2D cakac ol
Tar ity ek m-lon:
Talona 245 Dlvedeirecns kol
Talena 15 dinedeopcnokal
T Demdrodesmonen]
Cakhbl
23 Ta-DidroeS ke a0
83 0000 Benhguie
walmbory amh ke
Dtk - Dglucol oncaonas
VR €L 2360

avandamide 104, sl

A DBOO0SE3S
A DBREED
s pEEEEE
AL
i DBOOCLIL
A DBOE
s pEO2sTL

000G

e
aoosTIza
ao0eTIEE0
a015sEET

LaTeass.
EISEEE Y
Lassusios
omsaoTie
aonas1see
B0054TIL
oposa09T2L
& 11T

omasisig
514358005
2 Ms5aE0s
= Mssei0s.
LasTelios.
anasa0eTIe
LISy
aoarTossoT
L2 CETNEY
LIIELTLEREY
LeaTssios
aoosaisiss
prein
LD
LXSEER
aooTasEss
267553005
FESRERS

TTaTEOT
ooaoTaEEr
P
ao0oETIsE
opoosTasT

npomTIsE

PEEETEs
PECEES
Frei e
oozs1eTsEr
oozseTsEr
oot
ool
oot
oot
no01014ET
oo
ona0TTzzeT
onaoTTzeT
ouTaT
ona0TTzzeT
noaTTIT
noaTTIT
oo
ona0TTazer
noaTTIT
oouTaT
onaoTTzeT
noaTTIT

aoemesTe
noEmesTs
aoesLaisy
oz

aooaai1s

tenfe
2308168550
2308156554
pE
1eanns0es
JESCEY
gLy
Pt
Lecassessa
FLEEHE
20am17
2 158maTTR
L5TR106528
LsTmEne
1378108828
1378108828
L5Ta108528
LaTesoseTs
o Tan0mens
4 Ta0mE0ed
LemioTIs
1aT17R2818
215024776
213024776
2TumsT
FRIC M)
2aTESISA
2aTEgISA
a525845751
4825542751
528249731
EE=atEa
334067315
Leape 15
2Tt
ERL-TILER)
21413557
2semasing
LEST 3t
FECCIL THY
2251318171
225131812
Le0sosaTIs
1556640075
EREERESE
P
P
Lasssatan
PN
ELESEERS
sunTun
FECHEE
2100013561
FRUEEESY
FRIZMEES)

JEEREAN
JERCR A
1amaze
1740178908
20seTa0eET

T  azar

it
20uTiTEsET
20471mEEST
40012200
PETREE
152005005
Lasssaus
2anmen
1887a280
191550757
e e
222585
LT4oe4s2s8
Laoses2se
JEAIEY
LTanesnzs
LT4oe4s258
PLSEEESH)
LTTOeceTa

221008
2704ss208
17aamzs
1
1T
17aamzs
Fretee
FEeTEe
spszersiss
FESTE
FREESI
FREESIN
FRICIIE)
FREESIN
JRIC NS
FRIC NI
FRICHE)
FRECSIN
JRIC NI
FRICIEE)
FRECSIN
27ns1asa

35845718
1356045715
226650747
4azsans
4azsane
1388713413
LsseTiaen
1388713413
1388713413
L36a712413
LsseTiaen
Le1825T28
Le1825728
PR
Le1825728
Le1a25TE8
PR
Le1saseres
Le18s5Tas
1618259758
Le1825TE8
Le1825728
Le18259T58
2472511
Taasam
e
Lesanaa
2 11se0eea
2007071

B Fwray

ek
LaasasTan
JEE SN
2051405505
JESE
165411754
ssarmesis
La11s0m61
JREEFEEEN)
Les1TzLe
Lesumane
EEEEE Y
Leaz1zaner
Leaz Lrmoar
Lecaizsnry
Lecaizsnny
Leaz1zanar
Los1z1sE)
Leasaa1a1
LeassaieLz
LammaceTs
JESRE
2641525275
2641525875
Lsasowsr
Leassssest
Lonzzazzes
Lonzzazzes
1 TIETIISES
LTI
1 TrETaTEe
11790028
13150008
Lasarmam

62

e 2w



LoEoa

BB B8 YL YYYYEEEERESSEE SRR REE

EREFEEEERE

EEE

4732478

ssase
sa1ams
Esa3080
F1zssan
165 7538

c1maas

oL

crmaae
cowoL

crmaas

cimaan

cimae

crmaa
coleTs

casir

cnus

cue
cos0m

cowsa

coss.
o

crse

oL

oL
e
cosLe

el
[
el
-l
Mg
w1
w1
Ml 1
Ml 1
Ml 1
Mendienl 3
[ T
[ TN
e Camanzow1nf
[ TN
(O]
Leac 1
Wnathen 1]
Wil
W02 lir]
M1
)
W02 lir]
0 2lin
oo
s ool
IR
Wi
LIEST
LRt
Mmclie]
Mewanzew 1
Mekanzew 1
R
[ree
ool
ool
ool
Lnatien 1]
[
[r T
Wencom el
Wencom el
o]
WeuCo -]
WeuCo -]
WeuCo -]
WenCo -]
WenCo -l
Meaci1n
Mmclie]
wefie]
w20 ]
el
o]
WenCo -]
Lnathen 1]
Wnathen 1]
wmcie]
KO 1]
LrnZ O r]

et OoHa L]

ocotrine
o.0o0mesaas
ooowe
oo
o.ooasmzer
00004267
0000267
nonsET
noo0sET
LR
o0zt
0000304267
0000304287
o.o0sososz
0000515587
000815667
00001
preeescd
ooousie
0.00083348T
o.cor1aseT
o.o1242887
o.0154288T
oomaser
ooousaser
ooousaer
ooousazer
0T
noomeei1as
ooz
no01ssETas
oonomiizs:
o01s0a0E2
oonzisa
ooonziess
ocotmsseT
ocormssET
ocotmsseT
o00azTess
ocormsss1z
o.coosseT

0000004567
0181187
np0zs0zeas
p00se0sa2

noooss0T

s
cousi
ot
comss
ciman

oo

cms
coxsa
s
cosie

cousm
11
cman
s
cu
cmx

cma
kT

coama
o
o
oz
o
cisem

cossts
o
cosam
cosTa
cous
coss

2013 Ta - Dby drcrspSecr ke oane EELTATrE
Gargibsite GM2 915 1/120] ERLTLEEE
272, L1a-T dmpdcoeySior crokenan 26-al EELTAEEE
23 Ta-Drarm e 6aI a8 25K M DEDOO0EEE
2 0 TR R HDEDOLIEE
3372, LlaTdmpd St cnaknan a1 DB
13 Ta-Dhydremgornna aE ek M DEOO0EES
A rokne Talona, 1 bra-diob o WETEAL4T
T alona 24- Dl cnolens ed-00s HADBIOLET
T alona 26 Dl cnolens ed-ons HMADBIOL24ES
Ta. 18Dy 20w MDBIOO21ET
T 101,25 1 i KRG 30 DB,
Cainas M DEDOO1302
P 1 1 | MM DEIOOIEIS,
22007 1082, 26T
ook wda Ta 1kl HADBIOOET
oy | roonazonng MM DBIOOCESL
Whauin €12 okds MM DBIOO2STL
3aTa, LaaTempdror
Leutonckena It EELTLENE
2013 Talura Dy drorspSecro ke oane EELATIE
thooe ol ha urke: M DELOOTLE
T urodsneycnolic ack A DEOOE
TeranaTaaE A DEDOOORE
CrnaEnlk 3K A DEDOOE 17
Docong ek 3ckl M DEOO026
wyacknalk ack MDEOOOTE
Whauin €12 okds: HMADBIOO2STL
Andemen Tut ikl HMDBIOO2E2S
ok ol DB
24,25 Dinpdoemge] MDBIOOEEE
P 1 18 | M DB,
P 15 1 | MM DEIOOIE1S,
5, F D12 NOERTG A0 -
e stencal M DEDOOOEEL
e Dl kol 5, 14, 2401 o HADEIOO102
= Do dedvsadsol HMDBIOOEESL
Dsha s, 14 Sweol HMADBIOCEE
P |LE 1| A DEIO0ZES,
wsorce1E0| MADELO11143
A ona-Toom bl M DEOOOELIT
2 Aok 0 EELTATRE
4 o Talona, 13 bradiokone: WETFAAST
T 0 20 DA DD 22 A DEDOLIET
T alona 1 Dyt d- ol edoag. MDEOLMES
T2, 102Dk -2 A DECOI1ST
Talona 25 B onede ek nd-one M DEIOEOS.
Caich dol HMADBIOO1E
2albna T abn 26T
T LT
Coramide |d35.0/12 01 A DBIOOT
Coaunise |915112 0 A DEOOO43T
Fapenazing sulae M DEDO12045
L1 & Raniay ] 02 ke MM DEIOE03E
3 T R FE RS, 241K 2001 MDEDOO117L
ey Z HADBIO11662
2w e 2 iy e e R L 04 0ol HMADBIOCEE20
Zrwataosa ybi- wpdoaiey S nowpoazak ackl A DBIOCCETT
uraolimgen DB 155
& ooy b e DB 140
Galiohghean b 13 1/51-15 1] EELTAEEEY

opormnsss
onaomTe
ouomTe
oomssesaz
o0isaesar
ooisaesar
nolsaEns
nonsiEns
nolsiEns
nolsisans
onesess
oneesas
onssss
opmaaras

0002227318

FEree
FEree
s saTEs
oariamer
ooneris
1e0eT18
e
ez
oo
pren e
prene
prene
antsa

& ITHELE
0. ozeaTEL
nnaseTEsES
LISEREESE)
Do TEE
opLaoTERs
0025165757
0004155426
0004155426
245202807
aponaaTaTa
apaaTIITIT

LIS FEN

137381805
PR tENEY
3228540001
FREE=REY
2ssmmTasE
BesnETE
BesnETE
2ec0ETE
2e50ETE
26c0ETE
2eenEET4z
36e0mETeEE
36e0mETeSE
Ssmalsi

FERTEEREL:)
141230007
4126360154
pESERPERY
164382535
JETREE
2smRa12a0
1T 10015,
221330047
152003515
1722450074
1722450074
4250107747
FREEEEEEE)
FEEEy
1381088008

2308040857
TouTasa112
TaeTase1L
TasTaeEe
TaosTLIEE
TaosTLIEE
TosTLEe
ToeTLEE
TosTLEes
TosTLER
TsTa s
TsTa s
12,2316078

1smELIT

157262173
4452264314

amasTIaE
15,4528TT
15,4528TT4
15,4528TTA
1645357145
5 E00METE
45TEEELe
JECEESTES
JESEEL)
250075303
1Lensmeacan
LsssnoesT
1030008248
LE045TI42T
104571427
3885855012
JENLITLLS
EREEEE
1381160018

12ms 8088
1278800508
1382158058
1ss2158058
17sa204418
1784244418
173244418
174244415
174244415
174244415
174244415
1Taz0a418

1Taz0a418

16amanmarT

1585200427

1 20045155
15 20045155
4 282550073
2102807551
17381785TE
1a1m0us
1TssRaLES
13smTasTS
182102277
115048543
1254500408
1254500408
18855058
1540800081
BasTITSES

1513888551

63



64

EK-3: Turnitin Raporu

tu rnitin’"@

Dijital Makbuz

Bu makbuz édevinizin Turnitin'e ulastigini hildirmektedir. Génderiminize dair bilgiler
soyledir:

Gonderinizin ilk sayfasi asagida gonderilmektedir.

Gonderen:  Mevlit Ozglr Tagkapilioglu
Odev basligr  PRIMER VE SEKONDER GLIOBLASTOMLARIN METABOLOMIK ..,
Gonderi Bashig:  PRIMER VE SEKONDER GLICBLASTOMLARIN METABOLOMIK ...
Dosya adi:  tez_son__L.docx
Dosya boyutu:  1,010.21K
Sayfa sayisi: 118
Kelime sayisi: 24,527
Karakter sayisi: 171,241
Génderim Tarihi:  10-Sub-2023 08:015C (UTC+H0300)
Gonderim Numarasi: 2010689837

[
UACETTEFE CNIVIRSITISL

SAGTIK BIINLERL ENSTI TS
PRIVIER VT SEKONDER GEOBLASTOMTATIN
METABOLOMIK YAKLASIMLA INCELENMEST

Frat. i VieviBt Gzglir TASK APILIGGLT

Biuhinya Py

BOKTORA T

ANEARA

203

Copyright 2023 Turnitin. Tom haklari saklidir.



65

PRIMER VE SEKONDER GLIOBLASTOMLARIN METABOLOMIK
YAKLASIMLA INCELENMESI

ORIJINALLIK RAPORU

W24 22 49 Wl

BENZERLIK ENDEKSI INTERNET KAYNAKLARI  YAYINLAR OGRENCI ODEVLER]

BIRINCIL KAYNAKLAR

.

openaccess.hacettepe.edu.tr:8080

Internet Kaynag

ok

2]

profdrahmetbekar.com

internet Kaynag

%3

[e]

www.numankaraarslan.com

Internet Kaynag

%3

-

www.medicabil.com

Internet Kaynag

02

Cl

avesis.uludag.edu.tr

Internet Kaynag

02

tip.acibadem.edu.tr

internet Kaynag

02

=i

Renu Pandey, Laura Caflisch, Alessia Lodi,
Andrew J. Brenner, Stefano Tiziani.
"Metabolomic signature of brain cancer”,

Molecular Carcinogenesis, 2017
Yayin

02

Submitted to Hacettepe University

Ogrenci Odevi



EK-4: Etik Kurul Onay1

66

ULUDAG UNIVERSITESI TIP FAKTULTESI KLINIK ARASTIRMALAR ETIK KURULU KARAR FORMU
Se——— e

ARASTIRMANIN ACIK ADI  ; Primer ve Sekonder Gliobl

n Metabolamik Aqisindan Incelenmesi

Karar No; 2021-4/39

KARAR
BiLGILERI
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