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PANKREAS KARSINOMA (BxPC-3) HUCRE HATTINDA
DOXORUBICIN’IN ANTIKANSER ETKIiSININ ARASTIRILMASI

Turhan YILMAZ

0z

Bu c¢alisgmada BxPC-3 pankreas karsinoma hiicreleri kullanilarak
topoizomeraz II inhibitérii olan Doxorubicin’in apoptotik etkisi arastirilmistir.
xCELLigence DP es zamanli hiicre analizi cihazinda yapilan hiicre titrasyon
deneyleri sonucunda sitotoksisite deneyleri i¢in uygun hiicre sayisinin 12500,
Doxorubicin uygulama saatinin ise 26-28. saatler arasi oldugu belirlenmistir.
Doxorubicin (500uM, 50uM, 25uM, 5 uM, 0.5uM) uygulamasi sonucu ICso degeri
8,64x10’M olarak bulunmustur. xCELLigence DP sisteminde gergeklestirilen
migrasyon deneyleri sonucunda BxPC-3 hiicrelerinin besine duyarli migrasyon
gostermedigi belirlenmistir. Doxorubicin dozuna bagli Kaspaz-3, Kaspaz-8, Kaspaz-
9 gen ifadesi diizeylerinin niceliksel 6l¢iimii 1 uM Doxorubicin uygulanarak 3., 6.,
12., 24., ve 48. saatlerde qRT-PCR yontemi ile gergeklestirilmistir. Kontrol grubuna
gore Kaspaz-3 icin 6. saatte 4 kat, 12. saatte ise etkinin azalarak yaklasik 2 kat
oldugu, Kaspaz-8 icin 6. saatte yaklasik 9 kat, 12. saatte yaklasik 5 kat fazla ifade
edildigi goriiliirken, Kaspaz-9 ifadesinde ise anlamli degisiklik gézlemlenmemistir.
Doxorubicin’in apoptotik etkisinin belirlenmesi i¢in akim sitometride 24 saat
Doxorubicin’e maruz birakilan hiicreler ile gerceklestirilen, FITC AnnexinV testinde
hiicrelerin %18.5’nin ge¢ apoptotik, %9.3’liniin ise erken apototik evrede oldugu
belirlenmistir. PE Aktif Kaspaz-3 testinde kontrol grubu ile ila¢ uygulamasi yapilan
hiicreler arasinda anlamli farkliliklar g6zlenmemistir. DNA hiicre dongiisii analizi ile
Doxorubicin’in anti-mitotik etkisi (Go/G1, S ve G2/M fazlarindaki) ylizde oranlarina
gore tutuklanma durumlari karsilagtirilmustir. Ilag uygulamasi yapilan hiicrelerin
%77.69’unun G1 fazinda oldugu belirlenmistir. Bunun sonucunda topoizomeraz II
inhibitorii olan Doxorubicin’in, BxPC-3 hiicrelerinde apoptotik etkisi gdzlenmistir.

Anahtar Kelimeler: BxPC-3, Pankreas kanseri, Doxorubicin, Apoptoz, Akim
sitometri.

Damisman: Prof. Dr. Yasemin KACAR, Mersin Universitesi, Biyoloji Ana Bilim
Dali
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THE INVESTIGATION OF DOXORUBICIN’S ANTICANCER EFFETCS ON
PANCREAS CARCINOMA (BxPC-3) CELL LINE

Turhan YILMAZ

ABSTRACT

In this study, apoptotic activity of topoisomerase Il inhibitor Doxorubicin is
used on pancreatic carcinoma cell line BxPC-3. Optimum cell unit per well is
determined to be 12500 by xCELLigence DP system. Also Doxorubicin treatment
period is determined to be 26-28 hours. The application of dose dependent
Doxorubicin (500uM, 50uM, 25uM, 5uM, 0.5uM) results with 1Cso value of
8,64x10’M. According to migration assay using XCELLigence DP system, BxPC-3
cells have not shown FBS dependent migration. The level of Caspase-3, Caspase-8,
Caspase-9 gene were measured with Quantitative Real Time PCR at 3, 6, 12, 24, 48
hours. Caspase-3 gene expression level fold increase four times at 6th hours, 2 times
at 12th hours comparing to control. Caspase-8 gene expression level fold increase nine
times at 6th hours, five times at 12th hours comparing to control. Caspase-9 gene
expression level was not observed significant difference. To designate the apoptotic
activity of Doxorubicin AnnexinV FITC and Active Caspase-3 PE test are applied by
using flow cytometry. The result of AnnexinV FITC test the cells were measured as
18.5% and 9.3% for late apoptosis and early apoptosis respectively. In the results of
Active Caspase-3 PE assay was not demonstrated significant difference between
control and drug treatment cells. The test of DNA cell cycle analysis used to compare
the anti-mitotic effect percentages of cell cycle arrest at Go/G1, S, and G2/M cycles. To
the result of DNA cell cycle analysis, it has been shown that the cells were arrested at
Go/G1 phase as measured 77.69%. As a result, Doxorubicin, a topoisomerase 1l
inhibitor, showed to arrest the cell cycle at Go/G1 phase in pancreatic carcinoma cell
line BXPC-3.

Key Words: BxPC-3, Pancreas carcinoma, Doxorubicin, Apoptosis, Flow Cytometer.

Advisor: Prof. Dr. Yasemin KACAR, Department of Biology, University of Mersin
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1. GIRIS

Kanser, son yillarda tim diinyada artis gosteren bir hastalik olmakla
beraber, diinya genelinde kansere bagl o6liim kalp ve damar hastaliklarinin hemen
ardindan gelmektedir. Diinya Saglik Orgiitii ve Uluslararas1 Kanser Arastirma
Ajanst’nin verilerine gére 2012 yilinda diinyada toplam 14,1 milyon yeni kanser

vakasi gelismis ve 8,2 milyon kansere bagli 6liim gerceklesmistir. [Ferlay vd., 2012].

GLOBOCAN 2012 verilerine gore diinyada biitiin kanserler arasinda
pankreas kanseri goriilme sikligi %4.8 iken, bu vakalarin %4.7’si 6lim ile
sonuglanmaktadir. Cinsiyete bagli dagilim incelendiginde ise, kadin bireylerde
goriilme siklig1 %4.6, 6lim orani ise %4.5’tir. Erkek bireylerde goriilme siklig1 %5

ve Olim orani ise %4.9’dur.

Tiirkiye’de biitlin kanserler arasinda pankreas kanseri goriilme siklig1 %4.3,
Olim orani ise %4.1°dir. Cinsiyete bagli dagilim ac¢isindan kadinlarda pankreas
kanseri goriilme sikiligr %3.1 iken Oliim orami %3’tiir. Erkek bireylerde goriilme

siklig1 %5.4 ve 6liim orani ise %5.2°dir [Ferlay vd., 2012].

Tiirkiye’de pankreas kanserine bagli dliimler ise diinya ilizerinde pankreas
kanserine bagli 6limiin en fazla oldugu ikinci grupta yer almaktadir [Ferlay vd.,
2012]. Bu istatistikler g6z Oniine alindiginda kanserin ve 0&zellikle pankreas

kanserinin teshisinin zor olmasina bagli olarak, mortalite oran1 oldukca yiiksektir.

Kanserin goriilme sikligina ve mortalitesine bagli olarak klinikte kullanilan
bir¢cok anti-kanser ilacinin mekanizmalar1 tam anlasilmadigi halde kullanilmaktadir.
Doxorubicin, yaklasik olarak 40 yildir klinik kullanimda olan bir anti-kanser ilacidir
ancak apoptotik etkisi kanser hiicresine ve doza baghh olarak degisiklik
gostermektedir. Uyardigi apoptotik yolaklarda farkliliklar bulunmasi nedeniyle ilacin

etki mekanizmasi aktif olarak arastirilmaktadir.
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Topoizomeraz II inhibitérlerinden biri olan Doxorubicin; DNA hasari, siiper
radikal olusumu gibi sitotoksik ve apoptotik mekanizmalarla anti-kanser etkisi
gosterdigi  bilinmektedir. Yakin zamanda Doxorubicin’in anti tlimoér etkisi
intermembran proteolizi mekanizmasiyla CREB3L1 (CAMP Responsive Element
Binding) membran proteinin kirilmasiyla baslatilan apoptoz, lipid metabolizmas1 ve

viral enfeksiyon cevabi gibi c¢esitli hiicresel olaylarla gergeklestigi bildirilmistir.

Doxorubicin tedavisi meme, 16semi, akciger, karaciger, prostat, mide, tiroid,
uterus ve lenfomalar gibi kanserlerde aktif olarak kullanilmaktadir. Pankreas kanseri
tedavisinde ¢ok simirli olarak kullanilmakta ve apoptozu uyarirken hangi yolaklari
kullandigr konusunda halen arastirmaya gereksinim duyulmaktadir. Ayrica
CREB3L1 membran proteininin BxPC-3 hiicre hatt1 iizerindeki etkileri ile ilgili
¢alisma bulunmamaktadir [Denard vd., 2011; Denard vd., 2012].

Bu c¢alismada BxPC-3 pankreas adenokarsinoma hiicre hattinda
Doxorubicin’in apoptotik etkisi; Kaspaz-3, Kaspaz-8, Kaspaz-9 niceliksel gen ifadesi
Ol¢iimii, FITC AnnexinV apoptoz belirleme testi ve DNA hiicre dongiisii analizi ile

anti-mitotik etki (Go/G1, S ve G2/M fazlarindaki) gosterilerek incelenmistir.
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2. KAYNAK ARASTIRMALARI

2.1. TURKIYE ve DUNYADA KANSER ISTATISTIKLERI

Kanser son yillarda tiim diinyada artig gosteren bir hastalik olmakla beraber
diinya genelinde kansere bagli 6liim, kalp ve damar hastaliklarinin hemen ardindan
gelmektedir. Diinya Saghk Orgiitii ve Uluslararasi Kanser Arastirma Ajansi’nin
verilerine gore 2012 yilinda diinyada toplam 14,1 milyon yeni kanser vakas1 gelismis
ve 8,2 milyon kansere bagli 6liim gerceklesmistir. Kanser artis hizinin bu sekilde
devam etmesi durumunda, diinya niifusunun artisina ve niifustaki yaglanmaya bagh
olarak 2025 yilinda toplam 19,3 milyon yeni kanser vakasi olacagi belirtilmistir.
Gerek kanser vakalarinin (%56,8) gerekse kanserden kaynaklanan dliimlerin (%64,9)
yarisindan fazlasinin az geligmis iilkelerde oldugu gosterilmistir. Diinya Saglhk
Orgiitii’ne gore bu artisin 3 temel sebebi ise; yasl niifusta meydana gelen artis, tiitiin

kullanimi1 ve obezite salginidir [Ferlay vd., 2012].

GLOBOCAN 2012 verilerine gore diinyada biitiin kanserler arasinda
pankreas kanseri goriilme sikligt %4.8 iken bu vakalarin %4.7’si 6lim ile
sonuglanmaktadir. Cinsiyete bagli dagilim incelendiginde, kadin bireylerde goriilme
siklig1 %4.6, olim orani ise %4.5’tir. Erkek bireylerde goriilme siklig1 %5 ve 6lim

orani ise %4.9’dur.

Tiirkiye’de biitlin kanserler arasinda pankreas kanseri goriilme siklig1 %4.3,
Olim orani ise %4.1°dir. Cinsiyete bagli dagilim ac¢isindan kadinlarda pankreas
kanseri goriilme sikiligr %3.1 iken Sliim orami %3’tiir. Erkek bireylerde goriilme

stklig1 %5.4 ve 6liim orani ise %5.2°dir [Ferlay vd., 2012].
2.2.  PANKREAS KANSERI ve OZELLIKLERI
Bu istatistikler goz oniine alindiginda hastaligin ciddiyeti ve erken taninin

onemi acikca goriilmektedir. Pankreas kanseri goriilme sikligi diisiik olmasina

ragmen, erken tan1 konamadigindan 6liim orani yiiksek kanserler arasindadir.
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Pankreas, i¢ ve dig salgi iireten karin boslugunda 2-3. bel omurlari hizasinda
yer alan, ¢esitli organlarla ve bag dokusu kapsiille ¢evrili ekzokrin ve endokrin ¢ift
bez yapidadir. Pankreas iki farkli parankimal dokuya sahiptir. Birisi Langerhans
adaciklarindan olusan islet adaciklar1 (endokrin) ve digeri ise serdz asinar hiicreler,
sentroasinar hiicrelerden olusan asenilerdir (ekzokrin). Endokrin salgilart insiilin,
glukagon, somatostatin ve pankreatik polipeptiddir. Ekzokrin salgilar1 zimojenik
graniiller icerisinde salinan sindirim enzimleri olan proteazlar, amilaz, lipazlar ve

niikleazlardir. [Freelove ve Walling, 2006]

Pankreas kanseri pankreasin basinda, govdesinde yada kuyruk kisminda
olabilmektedir. Meydana gelen pankreas kanserlerinin %70-80 gibi ciddi bir kismi
pankreasin bas kismindadir. Pankreas kanseri daha ¢ok ekzokrin pankreasta
goriilmektedir. Bu ekzokrin pankreas kanserlerinin ¢ogu duktal adenokarsinomlardir

ve ayrintili genetik profilleri bilinmektedir [Kloppel vd., 1996].

Olusan duktal adenokarsinomlarin %96’s1 KRAS (Kirsten rat sarcoma viral
oncogene homolog) mutasyonlari, 75%’i CDKN2A (Cyclin-Dependent Kinase
Inhibitor 2A) mutasyon/delesyonlari, %55°1 TP53 (Tumor Protein p53) mutasyonlari,
%50°’si  SMAD4  (Mothers  Against  Decapentaplegic =~ Homolog  4)
delesyon/mutasyonlari, %35’i SWI/SNF (SWItch/Sucrose NonFermentable)
mutasyon ve delesyonlari ile iligkilidir [Shain vd., 2012; Jones vd., 2008]. Bu
kanserler pankreas kanallarindaki hiicrelerde baslamaktadir ve bu kanallarin gorevi
pankreatik sindirim Ozsuyunu ana pankreas kanalina ve duodenuma tasimaktir.
Ekzokrin pankreas tiimdrlerinin daha nadir goriilen tiirleride bulunmaktadir. Bunlar;

kistik tiimorler ve asinar-sarkom hiicre kanseridir.

Endokrin pankreas tlimoérleri, ¢ok fazla yaygin olmamakla beraber, bu
tiimorlerin %95’inin iyi huylu oldugu bilinmektedir [Hochwald vd., 2002; Klimstra,
2007]. Ayrica bu timorlerin yaklasik iicte birinin hormon {iretmesi nedeniyle,
noroendokrin tiimorler olarakta adlandirilmaktadirlar [Yao vd., 2007]. Buna ¢k
olarak, hiicrelerin iirettikleri hormon tiiriine gore isimlendirilmektedir. Bunlardan

baslicalari; gastrinoma, insiilinoma, somatostatinoma, vazoaktif intestinal peptid
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ireten hiicrelerde meydana gelen vipoma ve glukagonomadir. Pankreatik
noroendokrin tlimorlerin yaklasik 2/3’1 ise hormon iiretmez ve islevsiz tiimorler

olarak adlandirilirlar [Metz ve Jensen, 2008].

2.2.1. Pankreas Kanserinde Tani

Pankreas kanseri, sinsi belirtilerle ortaya ¢iktig1 icin, tan1 konmasi oldukga
zordur. Bazi1 hastalarin pankreas kanserine yakalandiginin erken evrelerde
belirlenmesi, ¢esitli sikayetlerle hekime bagvurmalar1 ve hekimin siliphesi ile buna

yonelik arastirmalar yapmasi sonucu ortaya ¢ikmaktadir.

Pankreas kanserine yakalanan hastalarda genellikle serum bilirubinleri,
alkalen fosfataz, karaciger transaminazlari, CEA, CA 19-9 ve CA 125 gibi timor
belirteclerinin  yiikseldigi bilinmektedir. Ayrica idrarda bilirubin pozitifligi
goriilmektedir [Duffy vd., 2010; Carpelan-Holmstrom, 2002].

Laboratuvarda gergeklestirilen tetkikler ile birlikte ilk bagvurulacak
inceleme yontemleri sirasiyla; ultrasonografi, bilgisayarli tomografi (CT) ve
manyetik rezonans goriintiileme (MR)’dir. [Wong ve Lu, 2008; Callery vd., 2009;
Varadarajulu ve Wallace, 2004]. MR goriintiileme ise, ayn1 sekilde tlimoriin ayirici
tanisinda olduga Onemlidir. Bu yontemler gerektiginde ayri ayri, gerektiginde ise
birlikte kullanilarak hastaya uygulanacak tedavinin ve tiimoriin evrelemesinin dogru

yapilmasini saglamaktadir [Schima vd., 2002].

Pankreas kanseri ile ilgili AJCC (The American Joint Committee on
Cancer)’nin belirledigi TNM evreleme sistemi bulunmaktadir. Bu evreleme sistemi
ile pankreas kanser evreleri tanimlanmaktadir. TNM evreleme sisteminde 3 onemli
nokta bulunmaktadir. T: Primer timdr ve/veya tiimor biiylikligl, N: Yakin lenf

nodlarma yayilim, M: Diger organlara metastazi ifade etmektedir.

TNM evreleme sisteminde yukarida aciklanan harflerin yanma is, X ve 0-4
arasi rakamlar getirilerek yayilma durumu ile ilgili daha agik bir bilgi sunulmaktadir.

Bu bilgiler 1s181nda, evrelendirmeye gore pankreas kanseri en fazla 2A evresinde
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yakalanmaktadir. 2A evresinden itibaren ise ileri derecede yayilma oldugu kabul
edilmektedir [Jemal vd., 2004]. Cizelge 2.1. ve Cizelge 2.2.’de evrelere gore hayatta

kalma oran1 verilmistir.

Cizelge 2.1. Ekzokrin pankreas kanserine bagli 5 yil hayatta kalma orani.

Metastaz
Evre Gozlenen Hayatta Kalma (5 yil) [Greene, 2002; Edge ve Compton,
2010]

Evre 1A %14 Yok
Evre 1B %12 Yok
Evre 2A %7 Yok
Evre 2B %5 Lenf nodlarina
Evre 3 %3 Kan damalarlar1 ve major sinirlere
Evre 4 %1 Uzak doku ve organlara

Cizelge 2.2. Noroendokrin tiimdrlerde cerrahi operasyon sonrasi 5 yil hayatta kalma
orant.

Evre Gozlenen Hayatta Kalma (5 yil)
Evre 1 %61
Evre 2 %352
Evre 3 %41
Evre 4 %15

2.2.2. Pankreas Kanserinde Risk Faktorleri

Pankreas kanserine etki ettigi diisiiniilen, ¢esitli genetik ve ¢evresel faktorler
arastirilmistir. Bazi risk faktorlerinin varliginin, pankreas kanseri goriilme sikligin
arttirdig1 diistiniilmektedir ve bu risk faktorleri iizerine ¢alismalar devam etmektedir
[Anderson vd., 2009]. Bunlar arasinda tiitlin tiikketimi, alkol tiiketimi, diyabet, ailesel
gecmis, pankreatik inflamasyon ve obezite yer almaktadir [Boyle vd., 1996;
Pericleous vd., 2014; Wang vd., 2003; Pannala vd., 2009; Klapman ve Malafa, 2008;
McKay vd., 2008; Lowenfels vd., 1993; Bracci, 2012].

Henliz pankreas kanserine 6zgii belirte¢ genler tam olarak belirlenmemistir.

Bu nedenle, pankreas kanserinin genetik faktorlerinin arastirilmasina devam



YILMAZ, T. 2014, Pankreas Karsinoma (BxPC-3) Hiicre Hattinda Doxorubicin’in Antikanser Etkisinin Arastirilmast, Yiiksek
Lisans Tezi, Mersin Universitesi

edilmektedir. Pankreas kanserine yakalanan hastalardan ¢ogu, bu risk faktorlerini
bulundurmamasiyla beraber sadece bu risk faktorlerinin hastaligi gelistirmedigi de

bilinmektedir [Tramacere vd., 2010].

2.3. BxPC-3 ve DIGER PANKREAS KANSERI HUCRE HATLARININ
KARAKTERISTIK OZELLIKLERI

Pankreas kanseri ile ilgili molekiiler bilgilerin toplanabilmesi ve tedaviye
yonelik stratejilerin gelismesi i¢in, pankreas hiicre hatlar1 gelistirilmistir. Dondr
hastalardan elde edilen bu hiicre hatlar1 genellikle birbirine gore farkli fenotipik ve
genotipik ozellikler tasimaktadir. Dondr hastalarin tamami Katkas kokenli ve yaslar

26-65 arasinda degismektedir [Deer vd., 2010].

Cizelge 2.3. Pankreas kanseri hiicre hatlari.

= :ﬁ!: s
= 5 x 3 . g
= 2z = g 2 g =
2 = g = g g 2
= O M = = =
== £ =
A~
AsPC-1 62 Bayan Ascites Evet 38-40 saat Zayif
BxPC-3 61 | Bayan Primer Tiimér Hayir | 48-60 saat | Ortaya yakin
Capan-1 40 Bay Karaciger Metastazi Evet - Iyi
Capan-2 56 Bay Primer Tiimor Hayir 96 saat Iyi
CFPAC-1 26 Bay Karaciger Metastazi Evet 31 saat Iyi
HPAC 64 | Bayan Primer Timor - 41 saat Orta
HPAFII 44 Bay Ascites Evet 42 saat Iyi
Hs 766T 46 Bay | LenfNodu Metastazi | Evet 6-7 giin S
MIA PaCa-2 | 65 Bay Primer Tiimér S 40 saat Zayif
PANC-1 56 | Bayan Primer Tiimor Evet 52 saat Zayif
SU.86.86 57 Bayan | Karaciger Metastazi Evet 77 saat Ortaya yakin

* Histolojik agidan HS 766T ve MIA PaCa-2 hiicre hatlar1 karsinoma, diger tiim hiicre hatlari adenokarsinoma

olarak tammlanmaktadir. **Hiicre hattimin katlanma siiresi. ***Heniiz tanimlanmamus.
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2.3.1.  Adezyon Ozelligi

Pankreas kanserlerinin yiiksek metastatik potansiyellerinin  ortaya
cikmasinda, hiicre adezyonu ve tiimoriin biiylimesi olduk¢a onemlidir. Hiicrelerin
yapigmasina hiicre ylizey molekiilleri ve hiicre dis1 matriks bilesenlerinin etkilesimi
aracilik etmektedir. Pankreas kanserinde ¢alismalarin ¢ogu, sitokin veya anti kanser
ilaglar1 ile yapiskan oOzelliklerinin degismesi iizerine odaklanmistir. Hiicre
yapigsmasina aracilik eden ve ¢ogunlukla c¢aligilan ekstraseliiler matriks elemanlari;
fibronektin, bazal membran ve bag dokularinda bulunan glikoproteinler, kollajen 1
ve 4, doku ve bazal membran stromalari, laminin [MclIntyre vd., 1981] ve kollajenik

olmayan ana glikoproteinler [Givant-Horwitz vd., 2004] ¢alisilmaktadir.

Yapilan ¢alismalarda BxPC-3 pankreas adenokarsinoma hiicre hatlarinin tip
1 kollajene afinite gosterdigi goriilmistiir [Greco vd., 2005; Arao vd., 2000; Sawai
vd., 2001]. Laminin iizerine ekilen BxPC-3 pankreas adenokarsinoma hiicre
hatlarinin PANC-1 ile esit baglanma gosterdigi ifade edilirken, farkli iki ¢alismada
BxPC-3’lin baglanmaya daha istekli oldugu rapor edilmistir [Greco vd., 2005; Arao
vd., 2000; Lohr vd., 1996].

2.3.2.  Migrasyon ve invazyon Ozelligi

Hiicre adezyonu, metastaz ve invazyon olaylarinda anahtar gérevi gormekle
birlikte, hiicre migrasyonu da pankreas kanserinin yayilmasinda 6nemli bir role
sahiptir [Marchesi vd., 2004]. Hastaligin erken safhalarinda kanserin yayilmasi,
timor hiicrelerinin kan damarlarina erismek iizere periton bosluguna goci ile
gerceklesmektedir [Kleeff vd., 2000]. Hiicre migrasyonu Boyden Chamber, Wound-
Healing Assay, xCELLigence cihazinda CIM-Plate 16 gibi deney diizenekleri ile
kemotaksik bir ajana bagli olarak izlenebilmektedir. Wound-Healing deneyi ile

BxPC-3 hiicrelerinin tabakalar halinde gog ettigi gézlemlenmistir [Stahle vd., 2003].

Invazyon malign hiicrelerin benzersiz 6zelligidir ve metastaza yol acan bir

dizi olaylar serisinin anahtar adimidir [Takada vd., 2002]. Pankreas kanser
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hiicrelerinin bir diger 6nemli fenotipik 6zelligi ise invazif olmasidir. Tan1 koyulan
hastalarin neredeyse tamaminda metastaz gerceklesmektedir. Pankreas kanseri
hastalarmin %80’inde lokal lenf diigiimlerine, peripankreatik dokulara metastaz

oldugu goriilmektedir [Farrel vd., 1997].

Migrasyon deneyleri ile hiicre hareketi izlenirken, invazyon deneylerinde ise
hiicrelerin 6zel bir matrikse hareketi izlenmektedir. Cesitli pankreas hiicrelerinde
gerceklestirilen invazyon deneylerinde Capan-1 ve MIAPaCa-2’nin benzer invazif
davraniglar gosterdigi rapor edilirken buna karsilik BxPC-3, MIAPaCa-2 ile
kansilastirildiginda BxPC-3’lin matrijel, kollajen ve lamininde daha invazif oldugu
bildirilmistir [Funahashi vd., 2003]. Farkli ¢calismacilar ise BxPC-3 i¢in matrijelde
benzer sonuglar elde etmistir [Greco vd., 2005; Takada vd., 2002; Nio vd., 1997].

2.3.3. Tiimdrijenite Ozelligi

Tiimorijenite bir hiicre hattinin in vivo olarak tliimor olusturma yetenek veya
egilimini tanimlamaktadir. Timor hacmi, timor kiitlesi, gelistirme yada biiylitme
frekans1 tiimorijenitenin nedenlerini tahmin etmek i¢in kullanilir. Bu parametreler
genellikle, pankreas kanser hiicre siispansiyonunun bagisikligi baskilanmis farelerin
subkutan dokularina enjekte edildikten sonra tiimor olusumuna izin verdiginde
Olgiilebilmektedir. Timorin  hacmi  ve/veya agirligi  ise otopsi sonrasi
Olctlilebilmektedir [Nakamura vd., 2007] Bknz. Cizelge 2.4. Calismada secilen

BxPC-3 hiicre hatt1 tlimorijenite gostermektedir.
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Cizelge 2.4. Pankreas adenokarsinoma hiicrelerinin tiimorijenitesi.

Enjekte Edilen - e . 3 Zaman
Hiicre Sayisi Bagil Etki (Tiimor Hacmi, mm®) (Giin) Referans
1x10° BxPC-3 (~2000) > PANC-1 (~500) 54 [A“;Z)egg ]V d,
6 ~ A [Fukasawa ve
1x10 PANC-1 (~570) > BxPC-3 (~155) 42 Koro, 2004]
Ix10° BxPC-3 (~2000) > AsPC-1 (~1450) > . [Miknyoczki
PANC-1 (~750) > MIA PaCa-2 (~525) vd., 1999]
3x10° AsPC-1 (~2250) > HPAC (~1300) 24 [nggzv]d"

(Tiim caligmalarda fareler pankreas adenokarsinoma hiicrelerini subkutan enjeksiyon
yoluyla almistir. Hiicre hatlar1 i¢in rapor edilmis tiimdér hacmi mm? olarak parantez
igerisinde verilmistir [Deer vd., 2010].)

2.3.4.  Genotipik Ozellikleri

BxPC-3 pankreas adenokarsinoma hiicrelerinde en ¢ok rastlanan
mutasyonlar KRAS, TP53, CDKN2A/p16 ve SMAD4/DPC4 mutasyonlaridir. KRAS
geninin protein iiriinii normal doku sinyal iletiminde temel olarak gorev almaktadir
ve KRAS geninde meydana gelen mutasyonlar bir¢ok kanser gelisiminde énemli rol
oynamaktadir. Ras ailesinin diger iiyeleri gibi KRAS proteini bir GTPase’dir ve
birgok sinyal yolaginin baslatilmasinda rol almaktadir. Bu proteinde meydana gelen
mutasyonlarin sonucunda akciger adenokarsinomu, miisindz adenoma, kolorektal
karsinom ve pankreasin duktal karsinomlari meydana gelmektedir. TP53 (Tumor
Protein 53) ise insanda TP53 geni tarafindan kodlanan bir proteindir. Cok hiicreli
organizmalarda hiicre dongiisiiniin kontroliinii saglayip, tiimor baskilayici olarak
gorev yapmaktadir. Bu nedenle kanser meydana gelmesini 6nlemede onemli bir
proteindir. p53 genomda meydana gelecek mutasyonlari engellemeye calisan bir
protein oldugundan genom koruyucusu olarak adlandirilmaktadir. CDKN2A/pl16
insan CDKN2A geni tarafindan kodlanan tiimor baskilayici proteindir. pl6,
hiicrelerin Gi1 fazindan S fazina gecisini yavaslatarak hiicre dongiisiiniin
diizenlenmesini saglamakta Onemli role sahiptir. Ayrica CDKN2A/pl16 geninin
timor hiicrelerinde genellikle mutasyon/delesyonlara ugradigi bilinmektedir.
SMAD4 geni tarafindan kodlanan 552 aminoasitten olusup SMAD4 proteini hiicresel

sinyal iletimine katilmaktadir. SMAD4 kanserlerde ¢ogunlukla mutasyona ugramigtir
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ve TGF-B sinyal iletim yolaginin diizenlenmesinde rol oynayarak tiimor baskilayict
olarak gorev almaktadir. Ayrica negatif olarak epitel hiicrelerinin biiylimesini ve
hiicre dis1 matriksi diizenlemektedir. SMAD4 degisiklikleri multiploid kolorektal
kanser ve pankreas kanserinde bulunmustur. Ayrica pankreas kanserlerinin

%50’sinden fazlasinda inaktif durumdadir [Sun vd., 2001; Loukopoulos vd., 2004].

2.4. DOXORUBICIN’IN OZELLIKLERI ve ETKI MEKANIZMASI

Klinik olarak kullanilan bir¢ok anti-kanser ilacinin etki mekanizmalar1 tam
anlasilmadig1 halde kullanilmaktadir. Doxorubicin ¢esitli kanserlerin tedavisinde
kullanilmaktadir. Bunlar arasinda 16semiler, néroblastoma, yumusak doku ve kemik
sarkomlari, gogiis, yumurtalik, tiroid, mesane, akciger, lenfoma ve gastrik kanserler
bulunmaktadir. Doxorubicin uzun siiredir kullanimda olmakla birlikte kanser tipine,
doza ve/veya liganda bagl olarak etki gosterdigi apoptotik yolaklar bakimindan
farkliliklar gostermektedir. Bu nedenle klinik kullanimda olmakla beraber, etki

mekanizmasi aktif olarak ¢aligilmaktadir [Taylor vd., 2011].

2.4.1. Doxorubicin’in Yapisi ve Islevi

Doxorubicin kullanimda olan Streptomyces’lerden tiiretilmis, antrasiklinler
grubu bir antibiyotiktir. Doxorubicin ya da hidroksidaunorubisin (ticari adiyla
Adriamisin) kanser kemoterapisinde yaklasik 40 yildir kullanilan bir ilagtir. Dogal

bir iiriin olan daunomisin ile yakindan iliskilidir [Minotti vd., 2004].

Doxorubicin ve onun ana metaboliti olan doxorubicinol plazma
proteinlerine baglanarak kanda tasinmaktadir. Doxorubicin hiicre igerisine pasif
difiizyon ile alinmaktadir. Hiicre icerisinde 10 ila 500 kat arasinda degisen oranlarda
hiicre igerisinde sitozolde birikmektedir. Cekirdek i¢ci Doxorubicin konsantrasyonu
50 kat daha fazladir. Doxorubicin her bes baz ciftinde bir DNA ipligine enterkale
olmaktadir [Tacar vd., 2013].
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Antrasiklin grubu ilaglarin anti-kanser etkisini nasil gerceklestirdigi ile ilgili
birka¢ mekanizma One siiriilmiistiir. Bu ilagclarin DNA enterkalasyonu yaptigi,
topoizomeraz II inhibisyonuna neden oldugu ve serbest radikal iiretimi yolu ile DNA

hasar1 olusturduklar1 bulunmustur [Gewirtz, 1999].

Doxorubicin diger tiim antrasiklinler gibi DNA i¢ine enterkalasyon yaparak
DNA replikasyonunu engellemektedir [Gewirtz, 1999]. Ayni zamanda bir
topoizomeraz II inhibitorii olan Doxorubicin DNA replikasyonu sirasinda
topoizomerazin DNA’y1 kesmesinin ardindan meydana gelen topoizomeraz-DNA
kompleksini stabilize ederek, DNA ¢ift sarmalinin tekrar birlesmesini engeller ve
DNA sentezini durdurur. Doxorubicin’in anti-kanser etkisi, replikasyonu durdurma
ve DNA hasar1 olusturma olarak belirlenmistir. Ancak etki mekanizmasi1 karmagik

olmas1 nedeniyle arastirmalar siirmektedir (Bknz. Sekil 2.1.).

Doxonulbicin
intercalation
into DA

5"

stabilizes the
L,lEd'\.l':‘.Ll‘E comphex

Ha

Sekil 2.1. Doxorubicin’in acik formiilii (sol) ve DNA igerisine enterkalasyonu (sag)
[Hurley, 2002]. Kristal yapilarinin analizinde goriildiigii izere, molekiiliin diizlemsel
kromofor kism1 DNA'daki iki baz ¢ifti arasina enterkale olur, onun alt1 tiyeli
daunosamin sekeri DNA'nin kiigiik oyuguna yerlesir ve enterkalasyon yerinin iki
tarafindaki baz ciftleri ile etkilesir.

Yakin zamana kadar One siiriilen bu etki mekanizmalarindan baska Denard
ve arkadaglar1 tarafindan intermembran proteolizi adli yeni bir mekanizma
tanimlanmistir. Yeni mekanizma ile Doxorubicin’in seramid sentezine baglh
CREB3L1 adl transkripsiyon faktoriinlin aktivasyonu yoluyla, p21 protein sentezini
arttirarak, hiicre dongiisiinii duraksamaya ugrattigi o6ne siiriilmektedir [Denard vd.,

2011; Denard vd., 2012].
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Sekil 2.2. Anti-kanser ilac1 olan Doxorubicin’in etki mekanizmasi [Denard vd.,
2012]

Sekil 2.2.de gosterildigi gibi Doxorubicin’in latent transkripsiyon faktorii
olan CREB3LI’in endoplazmik retikulumdan golgi aygitina translokasyonuna
onciiliik eden hiicre igerisindeki seramid (iist sol) tiretimini arttirdigi ileri stiriilmiistiir
[Denard vd., 2012]. Daha sonra iki proteaz (S1P ve S2P) CREB3L1 proteinini keser
ve CREB3L1’in amino-terminal par¢ast CREB3L1’in tanskripsiyon faktori gibi etki
ettigi nukleusa goc¢ ederek CDNKI1A lokusunu (orta sag) ve ek genleri aktif hale
getirir. Bu diger proteinlerle birlikte p21 proteinin artan ifadesine neden olarak tiimor
hiicrelerinin ~ proliferasyonunu  inhibe etmektedir. Denard ve arkadaslar
Doxorubicin’i bir¢ok hiicre hattina uygulayarak ilacin seramid olarak adlandirilan ve

CREB3L1’in ayrilmasini baslatan lipid molekiillerini arttirdigini géstermislerdir. Bu
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olay1 takiben yine CREB3L1’in amino-terminal parcasinin ¢ekirdege translokasyonu
ile baz1 genlerin ekspresyonunu arttirdigit ve oOzellikle CREB3L1’in asir
ekspresyonunun tiimor hiicrelerini Doxorubicin’e daha duyarli hale getirdigi 6ne

stiriilmektedir [Denard vd., 2012].

Temel olarak 6ne siiriilen yeni mekanizma, zara bagl bir proteinin kirilmasi
sonucu serbest kalan ¢oziiniir mesajc1 molekiil araciligiyla ¢esitli hiicresel olaylarin
baslatilmasin1 agiklamaktadir. Bu yolla baslatilabilecek olan hiicresel olaylar
arasinda; apoptoz, lipid metabolizmasi ve viral enfeksiyon cevabi bulunmaktadir [Lal

ve Caplan, 2011].

Diger antrasiklinlerde oldugu gibi Doxorubicin’in kullanimi yiiksek kalp
hasari riski olusturmaktadir. Akut yan etkileri arasinda mide bulantisi, kusma ve kalp
diizensizligine neden olan Doxorubicin baz1 hastalarda el-ayak sendromu meydana
getirebilmektedir ve bu nedenle kirmizi seytan veya kirmizi 6lim takma adlarn ile

anilmaktadir [Groopman, 2007].

2.5. APOPTOZ ve MEKANIZMALARI

Apoptoz; normal olarak gelisim, yaslanma ve dokulardaki hiicrelerin
devamini saglamak icin bir homeostatik mekanizma olarak karsimiza cikabilecegi
gibi, ayn1 zamanda hastalik ya da zararli ajanlar tarafindan hiicreler zarar gordiiglinde
ya da immiin reaksiyonlar gibi bir savunma mekanizmasi olarak da olusabilir

[Norbury ve Hickson, 2001].

Apoptoz, asagida belirtilen hiicresel faaliyetlerde rol oynamaktadir:
Apoptoz normal hiicre 6liimii, normal gelisim, immiin sistem fonksiyonu, hormon
bagimli atrofi, embriyonik gelisim ve kimyasal olarak uyarilmis hiicre Sliimiidiir

[Elmore, 2007].
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Nekroz ise bir veya daha fazla sayida hiicrenin, dokunun ya da organin aktif
olarak bagka bir uyar1 almadan geri doniisiimsiiz sekilde hasar gdrmesi sonucu

goriilen patolojik oliimdiir.

Hiicrenin apoptoz veya nekroza gidip gitmeyecegi uyarici tipi ve/veya
uyarici derecesi ile belirlenir. Sicaklik, radyasyon, hipoksi ve sitotoksik antikanser
ilaglar gibi cesitli zararli uyaranlar diisiik dozlarda apoptozu indiikleyebilir fakat bu
benzer uyaranlar yiiksek dozlarda nekroza neden olabilir. Sonu¢ olarak apoptoz,
kaspazlar olarak adlandirilan bir grup sistein proteazlarin aktivasyonunu ve
hiicrelerdeki baslangic uyaranlara bagli, kompleks ve koordine edilmis kaskat

olaylarin1 kapsayan, ¢ogunlukla enerji bagimli bir siirectir [Elmore, 2007].

2.5.1.  Apoptozun Biyokimyasal Ozellikleri

Apoptotik hiicrelerde dnce hiicre morfolojisinde bir degisim gozlenir. Daha
sonra DNA fragmantasyonu ve protein ¢apraz baglanmasi gibi olaylar gerceklesir.
Apoptoz siirecine giren hiicredeki ilk degisim hiicre membranindaki asimetri kaybi
ile baslar. Bu asimetri kaybi1 zarin i¢ kismindaki fosfatidilserinlerin dis zara
gegmesidir. Bu degisim AnnexinV testi ile net bir sekilde gosterilebilmektedir.
Apoptozun ileri safhalarinda terminal kaspazlarin aktivasyonu sonucu, DNA

parcalayict endoniikleazlarin aktivasyonu ile gerceklesmektedir [Tacar vd., 2013].

Apoptoz siiresince kaspaz aktivasyonunda; dis (ekstraselliiler) tetikleyiciyi
takip eden Olim reseptOriiniin ¢apraz baglanmasi ve i¢ (intraselliiler) sinyalleri takip
eden mitokondriden apoptojenik faktorlerin serbest birakilmasi ile endoplazmik
retikulum stres-indiiklenmis apoptoz ve kaspaz-bagimsiz apoptoz 6nemli yollardir

[Vermeulen vd., 2005] (Bknz. Sekil 2.3.).

Apoptoz siiresince kaspazlar onemli yer tutmaktadir. Kaspazlar, bir¢ok
hiicrede inaktif proenzim formunda yaygin bir sekilde bulunur ve bir kez aktive
olduklarinda bir proteaz kaskatinin baglamasina izin veren diger prokaspazlar1 aktive

edebilirler. Bir kaspazin diger kaspazi aktive edebildigi bu proteolitik kaskat,
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apoptotik sinyal yolunu arttirir ve bdylece hizli hiicre 6liimiine neden olur. Farkli
kaspazlar komsu aminoasitin taninmasinda farkli spesifiteye sahip olmasina ragmen,
bunlar proteolitik aktiviteye sahiptirler ve proteinleri aspartik asit birimlerine
parcalayabilirler. Kaspazlar aktive olduklarinda hiicre o6limiine karst geri
doniistimsiiz bir zorunluluk ortaya ¢ikar. Tanmimlanmis olan 10 biiyiik kaspaz;
baslaticilar (kaspaz- 2,-8,-9,-10), effektorler ya da karar vericiler (kaspaz-3,-6,-7) ve
inflamatuar kaspazlar (kaspaz-1,-4,-5) olarak kategorize edilmistir [Cohen, 1997; Rai
vd., 2005]. Kaspaz 11’1 de igeren diger tanimlanmis kaspazlarin apoptoz
diizenleyicisi ve septik sok siiresince sitokin olgunlastirici olarak, kaspaz- 12’nin
endoplazmik spesifik apoptozis ve amyloid-f tarafindan sitotoksisite aracisi, kaspaz-
13’1in bir bovin gen oldugu ve kaspaz-14’{in embriyonik dokularda olduk¢a yiiksek
diizeyde eksprese oldugu fakat eriskin dokularda ifade edilmedigi belirtilmistir [Hu
vd., 1998; Kang vd., 2002].
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Sekil 2.3. I¢ ve dis apoptoz yolaklari [Tait ve Green, 2010].
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Ca™ ve Mg™ bagiml endoniikleazlar DNA’y1 180-200 baz ¢iftlik DNA
fragmanlarina pargalar, bu pargalar ultraviyole 15181 altinda agaroz jel elektroforezi

ile goriintlilenebilir [Bortner vd., 1995].

Bagka bir biyokimyasal 6zellik ise komsu dokulart minimal tehlikeye atan,
hizli fagositoze izin veren, komsu hiicreler tarafindan apoptotik hiicrelerin fagositik
olarak taninmasina yol acan ve hiicre lipid tabakasinin fosfatidilserin ile normal
olarak kars1 karsiya gelme hareketi ile basarilan hiicre ylizey belirteglerinin

ekspresyonudur [Bratton vd., 1997].

2.5.2.  Doxorubicin’in Biyolojik Aktivitesi Apoptoz, Otofaji ve Nekroz

Doxorubicin DNA’yla iligkili enzimlere baglanabildigi DNA baz ciftleri
arasina enterkale oldugu ve cok c¢esitli molekiillerle etkileserek sitotoksik etki
gosterdigi  bilinmektedir. Birgok molekiiler sinyalin aktivasyonunda rol
oynamaktadir. Bunlar arasinda AMPK (AMP Activated Protein Kinase Induring
Apoptosis) yolagini aktiflestirerek, AMPK yolag1 iizerinden Bcl-2/Bax apoptoz
yolagiyla farkli kaspazlar araciliiyla programli hiicre 6liimiinii baslatir. Doxorubicin
saglikli dokularda da apoptoz ve nekroz uyarabilme kapasitesine sahiptir [Tacar vd.,

2013].

Doxorubicin topoizomeraz I ve II ile etkilesime girebilmekte; bunun
sonucunda hiicre boliinmesi engellenmekte ve DNA hasar1 meydana gelmektedir.
Kirillan DNA ipliklerinin tamir edilememesi apoptotik yolaklar1 tetiklemektedir.
Ayrica hiicre dongiisiiniin @ Gi ve G2 fazlarindaki duraklama da apoptozu
uyarmaktadir. Doxorubicin’in baz ciftleri arasina enterkale olmasi hem DNA hem
RNA polimeraz inhibisyonuna neden olarak, DNA replikasyonu ve RNA
transkripsiyonunu durdurmaktadir [Tacar vd., 2013].

Doxorubicin basit difiizyon ile hiicreye girer girmez sitoplazmadaki

proteozoma baglanir. Doxorubicin proteozom kompleksi (proteozomun 20S alt

tinitesine baglanir) ¢ekirdek por kompleksinden cekirdek i¢ine tasinir. Doxorubicin
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daha yiiksek afinite duydugu niiklear RNA’ya baglanma egilimi gosterir ve
proteozomlardan ayrilir. Bunun disinda Doxorubicin serbest radikal olusumu ile su
DNA hasarlarini olusturur; makromolekiil sentez inhibisyonu, DNA ¢ift sarmalinin
¢Oziilmesinin inhibisyonu ve alkilasyon (metilasyon) artisin1 tetiklemektedir.
Doxorubicin’in genomik DNA’nin yani sira mitokondriyal DNA’da enterkalasyon
gosterdigi bazi1 ¢alismalarda gosterilmistir. Biitlin bu etkiler sonucunda Doxorubicin
otofajiye veya nekroza neden oldugu diisiiniilmektedir. Doxorubicin’e bagli hiicre
Oliimiiniin tipi, Doxorubicin’in optimum konsantrasyonunun belirlenmesi, kanser
hiicrelerini efektif olarak oldiirmek ve toksik etkiyi en aza indirmek i¢in 6nemlidir

[Tacar vd., 2013].
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3. MATERYAL ve YONTEM

Bu tez calismas1 Mersin Universitesi Ileri Teknoloji Egitim, Arastirma ve
Uygulama Merkezi (MEITAM) kok hiicre hazirlik, kok hiicre akim sitometri, kok
hiicre doku kiiltiirli, kanser molekiiler tan1 laboratuvarlarinda gergeklestirilmistir. Bu
yiiksek lisans tezi Mersin Universitesi Bilimsel Arastirma Projeler Birimi tarafindan

desteklenmistir (BAP-FBE BB (TY) 2013-4 YL).

3.1. BxPC-3 PANKREAS KANSER HUCRE HATTININ KULTURE
ALINMASI

BxPC-3 pankreas adenokarsinoma hiicre hattt (ATCC-CRL-1687,
Lot:59313331, Manassas, USA) bt Kimya Sanayi ve Ticaret Limited Sirketi (Istanbul,
Tiirkiye) araciligryla Yrd. Dog. Dr. Ahmet Ata Oz¢imen’in yiiriitiiciiliigiinii yaptigi
BAP-FBE BB (CK) 2012-4 YL numarali “Rho-Kinaz inhibitorii fasudilin (HA-1077)
pankreas karsinoma hiicrelerinde (BxPC-3), sitotoksisite, apoptoz ve metastaz
iligkisinin arastirilmasi1” adli arastirma projesi kapsaminda LGC standartlarina uygun

olarak getirtilmistir.

3.1.1.  Dondurulmus Hiicrelerin Céziilmesi, Kiiltiire Alinmas1 ve Pasaj Islemi

Dondurulmus hiicrelerin ¢oziilmesi EK.1.’de verilen “Hiicrelerin Coziilmesi”
protokoliine gore yapilmistir. Besiyeri olarak %10 FBS, %1 Pen/Strep, %1
Amfoterisin, %2.5 L-Glutamin igeren katkili RPMI 1640 kullanilmistir. Hiicre kiiltiir
sisesi olarak filtre kapakli T25 ve T75 (CellStar) boyutlarinda siseler kullanilmistir.
Dondurulmus hiicreler yikama islemi sonrasinda 3 ml katkili RPMI 1640 ile siispanse
edilirek T25 kiiltiir kabina aktarilmistir ve iizerine 2 ml ayni1 besiyerinden (T25 kiiltiir
kabi i¢in toplam hacim 5 ml) eklenmistir. Hiicreler 37°C ve %5 COz ayarlanan Esco
Cell Culture (CCL-170B-8) inkiibatoriinde iiretilmistir. Hiicreler yaklasik 1 hafta
igerisinde T25 kiiltiir kabin1 tamamen kaplamigtir. Bu siire igerisinde haftada 2-3 kez
besleme yapilmigtir. T25 kiiltiir kab1 i¢in 5 ml, T75 kiiltiir kab1 i¢in 15 ml katkili RPMI
1640 kullanilmistir. Hiicreler T25 kiiltiir kabinin tiim yiizeyini kapladiktan sonra (5-7
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gilin) yeni kiiltiir kaplarina 1:3-1:6 oraninda pasajlama yapilmistir. Pasajlama islemi
i¢in 6ncelikle hiicre yiizeyini kaplayan medium uzaklastirilmistir. Dullbecco’s PBS ile
hiicreler yiizeysel olarak yikanmistir ve sonrasinda 1-2 ml Tripsin-EDTA (Lonza)
sollisyonu eklenerek oda sicakliginda veya 37°C’de hiicreler inkiibe edilmistir. Bu siire
icerisinde hiicreler kiiltiir kabinin yiizeyinden kalkmistir. Kalkan hiicreler Tripsin
EDTA soliisyonu ile birlikte kiiltiir kabindan alinarak 15 ml’lik tiiplere aktarilmistir
ve lizerine 5-6 ml RPMI 1640 eklenerek, salinimli rotorla 500 g’de 5 dakika boyunca
santirlij (Hettich Universal) islemi yapilmistir. Santrifiigasyon sonrasinda pellet olarak
elde edilen hiicrelerin iizerinden siipernatant uzaklagtirilarak hiicreler resiispanse
edilmistir. Resiispanse edilen hiicrelerin iizerine 6 ml katkili RPMI 1640 eklenerek 3
kiiltiir kabina 2’ser ml olarak paylastiriimistir. Bu islemi takiben her kiiltiir kabinin
tizerine 3 ml (T75 kiiltiir kab1 i¢in 13 ml) katkili RPMI 1640 eklenmistir. Bu islem

sonrasinda hiicreler tekrar 37°C ve %5 COz igeren inkiibatore yerlestirilmistir.

3.1.2.  Hiicrelerin Sayilmasi

Cedex XS (Roche, Mannheim, Germany) cihazi ve cihazin yazilimini tagtyan
kontrol tinitesi agilarak On hazirliklar tamamlanmistir. Kontrol iinitesi lizerinden
“Cedex XS” uygulamasi baslatildiginda cihaz hiicrelerin sayilmasi i¢in hazir hale
gelmektedir. Hazirliklar tamamlandiginda kiiltiir kabin1  kaplayan hiicrelere
tripsinizasyon islemi uygulanmistir. Tripsinizasyon isleminden sonra hiicreler 5
dakika 500 g’de yapilan santrifiigasyon ile pellet olarak elde edilmistir. Elde edilen
pelletin lizerindeki slipernatant atildiktan sonra hiicreler 1 ml besiyeri ile resiispanse

edilmistir.

Restispanse edilen hiicrelerden 20 ul alinarak 0.2 ml’lik eppendorf igerisine
aktarilmistir. Bu hiicrelerin iizerine ise canli hiicrelerin igerisine girerek 6lii ve canli
hiicre ayrimin1 saglayan 1:1 oraninda steril distile su ile diliie edilmis 20 pl Tripan
Mavisi (Roche, Mannheim, Germany) eklenmistir. Elde edilen karisim pipetaj islemi
ile homojen hale getirildikten sonra cihazin 6zel lami olan Smart Slides (Roche,

Mannheim, Germany) haznesine bu karisimdan 20-40 pl eklenmistir.
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Sekil 3.1. Cedex XS hiicre sayim cihazi ve cedex smart slides

Bu islemi takiben lam Cedex XS hiicre sayim cihazina yerlestirilmis ve
yazilim iizerinden 6l¢iim komutu verilerek sayim gergeklestirilmistir (Bknz. Sekil

3.1))

3.2. xCELLIGENCE SISTEMINDE GERCEK ZAMANLI HUCRE ANALi{Z
DENEYLERININ GERCEKLESTIRILMESI

Hiicresel olaylar xCELLigence sistemi ile dogal halleriyle isaretleme
yapilmasina gerek olmadan ger¢cek zamanl olarak analiz edilebilmektedir. Sistem, E-
Plate 16 olarak adlandirilan ve zeminine yerlestirilmis mikroelektrotlar sayesinde
elektriksel empedansi 6l¢mektedir. Empedansta meydana gelen degisim hiicre sayisi,
canlilig1, morfolojisi ve hareketi dahil hiicrelerin biyolojik durumu hakkinda kantitatif
bilgiler vermektedir. XCELLigence DP Ger¢ek Zamanli Hiicre Analiz Cihazi iki
tiniteden meydana gelmektedir. Bu iinitelerden birincisi inkiibatdr igerisine
yerlestirilen ve hiicrelerin icerisine ekildigi E-Plate {izerindeki degisiklikleri algilayan
ana lnitedir. Bu tlnite 3 plate’in yerlesecegi 3 kizaga sahiptir. Bunlar D1, D2 ve D3
olarak tasarlanmistir. Diger {inite ise datanin gosterilmesini ve analiz edilmesini
saglayan kontrol iinitesidir. Kontrol iinitesine yiiklenen “RTCA Software 1.2.1” ile
analizler planlanmakta ve kontrol edilmektedir. Bu bilgiler 15181inda cihaz inkiibator
igerisine yerlestirilmeden 6nce kendisine ait temizleme kitleri kullanilarak %80°lik
etanol ile temizlenmistir. Sterilizasyon asamasinin ikinci basamaginda ise laminar
kabin igerisinde 30-45 dakika boyunca UV 1s18a maruz birakilmistir. Sterilizasyon

isleminin tamamlanmasi ile birlikte cihaz inkiibator igerisine yerlestirilmis ve data
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kablosu ile inkiibator disi kontrol {initesi ile baglantis1 kurulmustir. Baglanti isleminin
ardindan kontrol {initesi calistirilarak yazilim {izerinden Onerilen protokole gore

standardizasyon plate kullanilarak cihazin standardizasyonu ger¢eklestirilmistir.

3.2.1. Hiicre Titrasyon Deneyinin RTCA Software 1.2.1 Uzerinde Planlanmasi ve

E-Plate Tasarimi

Hiicre titrasyon deneyinin planlanlanabilmesi i¢in kontrol {initesi lizerindeki
“RTCA Software 1.2” baslatilmistir. Yazilim agildiginda ekrana ilk olarak hangi
kizaklarin kullanilmak istedigini soran bir ifade gelmektedir. Burada kullanilacak
kizak veya kizaklar se¢ildikten sonra “Experiment Notes” sekmesinden deney ile ilgili
genel bilgiler girilerek plate tasarimi gerceklestirilmistir. “Layout” sekmesinden
plate’in yerlestigi kizak secilmistir (D1, D2 ve/veya D3). “Layout” sekmesi
kullanilacak kizagin aktif olarak goriindiigii ve plate diizeninin giris yapildigi
boliimdiir. Bu ¢alismada A1/A2’den G1/G2’ye kadar olan kuyucuklara 6rnekler, H1
ve H2 kuyucuklari ise hiicre icermeyen kontrol i¢in kullanilmistir. “Schedule” sekmesi
tizerinden deney asamalarinin girisi yapilmistir. Bu asamalardan birincisi arka plan
Olctimiiniin alindig1 1 Sweep x 1 Interval’den olusan ve toplamda 19 saniye siirecek
olan asamadir. Ikinci asama ise, hiicrelerde meydana gelecek degisimlerin
kaydedilecegi agamadir. Bu agamada 6l¢lim alinacak siire aralig1 30 dakika, planlanan
maksimum deney siiresi ise manuel durdurmayi1 saglamak iizere 999 saat olarak
ayarlanmistir. Bu Ol¢limlerin sonucunda optimum biiyiime egrisi gosteren hiicre
sayisi-inkiibasyon siiresi belirlenmistir. Planlama asamasi tamamlandiginda hiicre

titrasyonunun belirlenmesine deneysel olarak gecilmistir.

3.2.2. Hiicre Titrasyonunun Belirlenmesi

Onerilen protokole gore kiiltiir kab1 en az %80 konfluent duruma ulastiginda
hiicreler ¢aligmada kullanilabilmektedir. Bu nedenle hiicre titrasyonu belirlenebilmesi
i¢in kiiltlir kabinin %80-100 konfluent duruma ulagmasi beklenmistir. Hiicreler istenen
diizeye ulagtiginda kiiltiir kabindaki besiyeri uzaklastirilarak hiicrelere tripsinizasyon

uygulanmistir. Tripsinizasyon asamasi sonrasinda pellet olarak elde edilen hiicreler

22



YILMAZ, T. 2014, Pankreas Karsinoma (BxPC-3) Hiicre Hattinda Doxorubicin'in Antikanser Etkisinin Arastirilmasi, Yiiksek
Lisans Tezi, Mersin Universitesi

1 ml katkili besiyeri kullanilarak reslispanse edilmistir. Resiispanse edilen hiicreler
Cedex XS cihazinda sayilmistir (Bknz. Hiicrelerin Sayilmasi). Hiicrelerin sayimi
gerceklestirildikten hemen sonra E-Plate 16’nin kontrol kuyucuklari dahil tiim
kuyucuklarina yiizeyi kaplayacak kadar (yaklasik 100 pl ) katkili besiyeri eklenerek
arka plan dl¢iimii almmustir. Olgiim sonrasinda hiicre sayis1 2x10%/200 ul olacak
sekilde ayarlanarak, E-Plate 16’min Al ve A2 kuyucuklarina duplike olarak
uygulanmistir ve kuyucuklardaki hiicre sayilarinin dagilimi Cizelge 3.1.’de verilmistir.
Al ve A2 kuyucuklarindan 100 pl hiicre siispansiyonu alinarak Gl ve G2
kuyucuklarina kadar her defasinda %2 olacak sekilde seri sulandirma yapilmistir. Bu
asamada dikkatli bir sekilde pipetaj yapilarak hava kabarcigi ve kopiirme olmamasina
dikkat edilmistir. Seri sulandirma sonrasinda A1 ve A2 kuyucuklarindaki hiicre sayisi

G1 ve G2 kuyucuklarina kadar her kuyucukta yar1 yartya diismiistiir.

Cizelge 3.1. Hiicre titrasyonu belirlemede kullanilan E-Plate 16 diizeni

H1 ve H2 kuyucuklarma ise hiicre yliklenmemis ve kontrol olarak
kullanilmistir. Hiicre yiikleme isleminin ardindan plate laminar kabin igerisinde 30
dakika boyunca hiicrelerin kuyucuk zeminlerine ¢Okmesini saglamak {zere
inkiibasyona birakilmistir. Sonrasinda plate cihazin D1 kizagina yerlestirilerek kontrol
tinitesi lizerindeki yazilim araciligiyla empedans oOl¢iimii alinmaya baglamistir.
Empedans 6l¢timii yaklasik 100 saatlik siireyle alinmistir. Bunun sonucunda optimum
biliylime egrisi gosteren hiicre sayisi-inkiibasyon siiresi daha sonraki deneylerde

kullanilmistir.
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3.2.3.  BxPC-3 Hiicre Hattina Doxorubicin Uygulamasi ve Hiicrelerin E-Plate
16’ya Yiiklenmesi

Hiicre titrasyonunun belirlenmesi asamasinda elde edilecek uygun hiicre
sayist segilerek, ilag uygulamasi i¢in kullanilmistir. Kuyucuklarda hiicre sayisi sabit
tutularak degisen Doxorubicin konsantrasyonuna karsi proliferasyon katsayisi
karsilagtirilmistir. Doxorubicin sitotoksisitesi (ICso) belirlenmistir. Hiicre titrasyon
deneyindeki asamalar burada da wuygulanmuistir. Fark olarak hiicre saymu
gergeklestirildikten sonra E-Plate 16’nin kontrol kuyucuklar1 dahil tiim kuyucuklara
90 ul katkilr besiyeri eklenerek arkaplan 6l¢iimii alinmistir. Hiicreler 100 pl katkili
besiyeri ile kuyucuklara yiiklenmistir. Belirlenen inkiibasyon siiresi sonunda (20-30
saat) farkli ila¢ dozlar1 son hacmi 10 pl olacak sekilde ayarlanip ve her bir kuyucuga
dikkatlice pipetle iistten birakilmistir (Hiicreler tutunduktan sonra pipetaj yapilmaz).
Bu asamada hava kabarcigi ve kopiirme olmamasina dikkat edilmistir. Deneyin
planlamasi “Hiicre Titrasyon Deneyinin RTCA Software 1.2.1 Uzerinde Planlanmas:”
baslhiginda anlatildig1 gibi yapilmistir. Plate tasariminda A1/A2’den F1/F2’ye kadar
olan tiim kuyucuklar 6rnekleri igerir sekilde ayarlanmistir. G1-G2 kuyucuklar ilag
uygulamasi yapilmaksizin sadece hiicre kontrolii olarak kullanilirken H1-H2
kuyucuklari ise hiicre bulundurmayan ve uygulanacak en yiiksek Doxorubicin dozu

iceren kontrol olarak belirlenmistir (Bknz. Sekil 3.3.).

Cizelge 3.2. Doxorubicin uygulamasi i¢in E-Plate 16 diizeni

A B C D E F G H
1 Hiicre Hiicre Hiicre Hiicre Hiicre Hiicre Hiicre Besiyeri
(Doxorubicin) | (Doxorubicin) | (Doxorubicin) | (Doxorubicin) | (Doxorubicin) | (Doxorubicin) (ilac yok) *(Doxorubicin)
2 Hiicre Hiicre Hiicre Hiicre Hiicre Hiicre Hiicre Besiyeri
(Doxorubicin) | (Doxorubicin) | (Doxorubicin) | (Doxorubicin) | (Doxorubicin) | (Doxorubicin) (ilag yok) (Doxorubicin)

(*En yiiksek Doxorubicin dozu)
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3.2.4. xCELLigence DP Sisteminde Migrasyon ve Invazyon Deneyleri i¢in CIM-
Plate Uygulamasi

Onerilen protokole uygun olarak hiicreler migrasyon deneyi baslatiimadan bir
giin Once pasajlanmistir. Hiicreler bir gece boyunca serumsuz besiyeri (%10 Fotal
bovine serum igermeyen) ile a¢ birakilmistir ve %60-80 oraninda konfluent duruma
geldiklerinde hiicrelerin {izerindeki serumsuz besiyeri almarak Dulbecco’s PBS
(DPBS) ile iki kez yikama yapildiktan sonra tripsinizasyon asamasina gecilmistir. Bu
asama sonunda hiicreler besiyeri yerine DPBS ile santrifiij edilmistir. Santrifiigasyon
islemi sonrasinda elde edilen pellet serumsuz besiyeri ile resiispanse edilirken, kontrol

kuyucuklarinda kullanilacak hiicreler ise serumlu besiyeri ile resiispanse edilmistir.

On hazirliklar devam ederken toplamda ii¢ parcadan olusan CIM-Plate 16
birbirinden ayrilmis ve alt par¢adaki A1-A2’den G1-G2 dahil olmak f{izere tiim
kuyucuklara 160 pl serumlu besiyeri baloncuk olusmasina izin verilmeden
pipetlenmistir. Kontrol kuyucuklari olarak planlanan H1 ve H2 kuyucuklarina ise 160
ul serumsuz besiyeri eklenmistir. Alt par¢ayr olusturan kuyucuklara uygulanacak
islemlerin tamamlanmasiyla birlikte iist parca plate iizerindeki isaretlere uygun sekilde
alt parcanin tizerine yerlestirilmistir. Bu asama ile birlikte iist pargadaki A1-A2’den
G1-G2 dahil tiim kuyucuklara 25-50 pl serumsuz besiyeri eklenirken kontrol
kuyucuklart H1 ve H2’ye ayn1 miktarda serumlu besiyeri eklenerek plate cihazin D1
kizagina yerlestirilmis ve 1 saat boyunca inkiibasyona birakilmistir. 1 saatlik siirenin
sonuna yaklasilirken “RTCA Software 1.2.1” calistirilarak deney Cizelge 3.1.’de ki

gibi planlanmustir.
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Cizelge 3.3. Migrasyon deneyi i¢in kullanilacak CIM-Plate 16 diizeni

1 2
100 pl serumsuz besiyeri + hiicre 100 pl serumsuz besiyeri + hiicre
A
160 pl serumlu besiyeri 160 pl serumlu besiyeri
100 pl serumsuz besiyeri + hiicre 100 pl serumsuz besiyeri + hiicre
B .
160 pl serumlu besiyeri 160 pl serumlu besiyeri Ust kuyucuk
Alt kuyucuk
c 100 pl serumsuz besiyeri + hiicre 100 pl serumsuz besiyeri + hiicre
160 pl serumlu besiyeri 160 pl serumlu besiyeri
100 pl serumsuz besiyeri + hiicre 100 pl serumsuz besiyeri + hiicre
D
160 pl serumlu besiyeri 160 pl serumlu besiyeri
100 pl serumsuz besiyeri + hiicre 100 pl serumsuz besiyeri + hiicre
E
160 pl serumlu besiyeri 160 pl serumlu besiyeri
100 pl serumsuz besiyeri + hiicre 100 pl serumsuz besiyeri + hiicre
F
160 pl serumlu besiyeri 160 pl serumlu besiyeri
100 pl serumsuz besiyeri + hiicre 100 pl serumsuz besiyeri + hiicre
G
160 pl serumlu besiyeri 160 pl serumlu besiyeri
100 pl serumlu besiyeri + hiicre 100 pl serumlu besiyeri + hiicre
H
160 pl serumlu besiyeri 160 pl serumlu besiyeri
3.3. KANTITATIF RT-PCR YONTEMIYLE KASPAZ GENLERININ (3, 8, 9)
IFADELERININ BELIRLENMESI
3.3.1. RNA Izolasyonu ve cDNA Sentezi

Gen ekspresyonu deneyleri igin hiicreler T25 kiiltiir kabi igerisinde
cogaltilmistir. Kiiltiir kaplar1 konfluent duruma ulastiklarinda, hiicrelerin yiizeyini
kaplayan katkili besiyeri uzaklastirilarak taze katkili besiyeri eklenmistir. Besiyeri
degisiminin ardindan kiiltlir kaplarina tek doz 10 pl hacim igerisinde Doxorubucin

uygulanmistir. Ekspresyon deneyleri i¢in 3, 6, 12, 24 ve 48 saatlik ila¢ uygulamasinin
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ardindan tripsinizasyon islemi uygulanmistir. Tripsinizasyon sonrasinda hiicreler

DPBS ile santrifiij edildikten sonra pellet olarak elde edilmistir.

Elde edilen hiicrelerden Roche High RNA Isolation Kit (Roche, Mannheim,
Germany, Lot:11 828 665 001) kiti kullanilarak Onerilen protokole gére RNA
izolasyonu yapilmistir. RNA Ornekleri Capital Bio. NanoQ Mikro-Volume
Spektrofotometre cihazi ile dl¢iilmiistiir. Olgiim isleminin tamamlanmasiyla birlikte

ornekler cDNA sentezine kadar -80°C’de saklanmuistir.

cDNA sentezi -80°C’den ¢ikarilip eritilen RNA’lardan Roche Transcriptor
First Strand cDNA Synthesis Kit (Roche, Mannheim, Germany, Lot:04 379 012 001)
kullanilarak oOnerilen protokole gore yapilmistir. Bu deney gerceklestirilirken iki
karigim hazirlanmistir.

Ik karisim asagidaki gibidir;

Cizelge 3.4. cDNA sentez asamasinda kullanilan karisim 1 igerigi

Karisim 1 Icerigi

Total RNA 2-9 ul
Random Primer 2 ul

dH20 Xpul

Toplam 13 pl

cDNA sentezi i¢in 260/280nm absorbans orani 1.8-2.2 araliginda olan RNA
ornekleri secilmistir. cDNA sentezi i¢in her 6rnekten 1ug total RNA olacak sekilde

aliarak karisim hazirlanmistir.

Karigimlarin  hazirlanmasiyla ornekler 65°C’de 10 dakika boyunca

inkiibasyona birakilmstir. Inkiibasyon siiresi boyunca ikinci karsim hazirlanmistir.
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Ikinci karisim asagidaki gibidir;

Cizelge 3.5. cDNA sentez asamasinda kullanilan karisim 2 igerigi

Karisim 2 Icerigi

Transcriptor Reverse Transkriptase Reaction Buffer | 4 ul

Protector Rnase Inhibitor Buffer 0.5 pul
dNTP Mix 2 ul

Transcriptor Reverse Transcriptase Enzyme 0.5 ul
Toplam 7 ul

Karigim 2, 10 dakikalik inkiibasyonu tamamlanan tiiplerin igerisine

eklenmistir. Sonrasinda uygulanan Thermal Cycler programi ise asagidaki gibidir;

Cizelge 3.6. cDNA sentez asamasinda kullanilan dongii ve stireleri.

25°C 10 Dakika
50 °C 60 Dakika
85 °C 5 Dakika

3.3.2. Kantitatif RT-PCR’da Kaspaz-3, Kaspaz-8, Kaspaz-9 Gen Ifadelerinin

Olgiimii

Thermal Cycler’dan alinan 6rnekler gen ekspresyonu c¢alismasina kadar -20
°C’de saklanmistir. Ekspresyon ¢alismasi i¢in -20 °C’den alinan 6rneklerin Kaspaz-3,
Kaspaz-8 ve Kaspaz-9 genlerinin c¢aligmasinda referans gen olarak [-aktin
housekeeping gen kullanilmistir. Karisim 96 kuyucuklu platelere Cizelge 3.5.teki gibi
yuklenmistir. Gen ifadesi Pfaffl M.W. tarafindan gelistirilen matematiksel yonteme
gore hesaplanmistir [Pfaffl, 2001].

28



YILMAZ, T. 2014, Pankreas Karsinoma (BxPC-3) Hiicre Hattinda Doxorubicin’in Antikanser Etkisinin Arastirilmast, Yiiksek
Lisans Tezi, Mersin Universitesi

Cizelge 3.7. Kaspaz-3, Kaspaz-8 ve Kaspaz-9 ifadelerinin incelenmesinde kullanilan
karigim

96 Well Plate Yiiklenen Karisim

Master Mix (Roche, Mannheim, Germany) 10 pl
dH20 2 ul
Forward Primer 1 ul
Reverse Primer 1 ul
Prob 1 ul
cDNA 5ul
Toplam 20 pl

3.4. AKIM SITOMETRI ile FITC ANNEXINV TESTI

FITC AnnexinV ile erken ve gec apoptotik hiicrelerin belirlenmesini
saglamak amaciyla, Propidium lodide (PI) veya 7-Amino-Actinomycin (7-AAD) gibi

vital boyalar ile konjuge edilerek kullanilmaktadir.

Bu test icin T75 flaskta biiylimekte olan hiicrelerin konfluent olmalarinin
ardindan segilen Doxorubicin dozu hiicrelere analiz saatinden 24 saat 6nce eklenmistir.
Stire sonunda hiicrelerin lizerindeki katkili ve ilagli besiyeri uzaklastirilarak
tripsinizasyon islemi uygulanmistir. Elde edilen hiicreler DPBS ile santrifiij edilmistir.
Santrifiigasyon sonrasinda hiicre sayimi1 Cedex XS cihazinda gerceklestirilerek testin
uygulanmasina gegilmistir. Sayim igsleminin ardindan hiicrelerin boyanmasi islemine
gecilmistir. Bu test uygulanirken Orneklerin yani sira 3 farkli kontrol grubu
kullanilmistir. Kullanilan 6rnekler ve kontrol gruplarinda boyalarin dagilimi Cizelge

3.6’da verilmistir.
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Cizelge 3.8. FITC AnnexinV apoptoz belirleme testinde kullanilan kontrol ve
orneklerin hazirlanmasi

Deney Gruplar Kullantlan Kullanilan Boya ve Miktar
Hiicre Sayisi
Kontrol | Boyasiz 1x10% 100 pl | -
Kontrol | PI Boyah 1x10% 100 pl | 5l PI
Kontrol | FITC AnnexinV Boyal 1x10¥ 100 pl 5 pl FITC AnnexinV
Kontrol | FITC AnnexinV+PI Boyah 1x10¥ 100 pl 5 pl FITC AnnexinV + 5 pl PI
Doxorubicin | Boyasiz 1x10% 100 pl | -
Doxorubicin | FITC AnnexinV Boyah 1x10% 100 pl 5 ul FITC AnnexinV
Doxorubicin | PI Boyah 1x10¥ 100 pl SulPI
Doxorubicin | FITC AnnexinV+PI Boyah | 1x10% 100 ul 5 ul FITC AnnexinV + 5 ul PL

Tripsinizasyon iglemi sonrasinda pellet olarak elde edilen hiicreler iki kez
soguk DBPS ile yikanarak seyreltilmis Binding Buffer (1x) ile 1x10° hiicre/ml olacak
sekilde seyreltilmistir. Her bir tiip i¢in bu karisimin 100 ul’si (1x10°) 5 mI’lik FACS
tiiplerine aktarilmigtir. Daha sonra yukarida verilen tabloya gore tliplere uygun boya
veya boyalar 5 pl hacimde eklenerek 15 dakika boyunca karanlikta inkiibasyona
birakilmistir. Inkiibasyon islemi tamamlandiginda kullanilacak kontrol ve ilagh
tiiplerin tamamina 400 pl Binding Buffer (1x) eklenerek BD FacsARIA III cihazinda

FITC AnnexinV prosediiriine uygun olarak okutulmustur.

3.5. AKIM SITOMETRI ile PE KASPAZ-3 TESTI

Sistein proteazlardan kaspaz ailesi, apoptoz ve inflamasyonda anahtar rol
oynamaktadir. Kaspaz-3 apoptozun erken safhalarinda aktif hale gelen anahtar
proteazdir ve apoptozun deneysel olarak gosterilmesinde kullanilan yontemlerden

biridir.

Aktif Kaspaz-3 testinde oncelikle elde edilen hiicreler iki kez soguk DPBS ile
yikanarak 5 dakika boyunca 300 g’de santrifiij edilmistir. Bir sonraki asamada kitin
icerisinde bulunan Cytofix/Cytoperm soliisyonu ile belirtilen oranlarda resiispanse
edilerek 20 dakika boyunca buz iizerinde inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon

asamasinin tamamlanmasiyla birlikte hiicreler 5 dakika 300 g’de tekrar santrifiij
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edilmistir. Santrifiigasyon sonrasinda siipernatant atilarak 1x10°/0.5 ml Perm/Wash
Buffer (1x) ile yikanmistir. Bu asama toplamda iki kez tekralandiktan sonra hiicreler
tekrar 5 dakika boyunca 300 g’de santrifiij edilmistir. Santrifiigasyon sonrasinda
siipernatant atilarak drneklerin iizerine 1x10%/0.1 ml olacak sekilde Perm/Wash Buffer
(1x) ve 1x10%20 ul olacak sekilde antikor eklenmistir. Sonrasinda érnek tiipleri 30
dakika boyunca oda sicakliginda inkiibasyona birakilmstir. Inkiibasyonu tamamlanan
orneklerin lizerine 1 ml Perm/Wash Buffer (1x) eklenerek 5 dakika 300 g’de
santrifiigasyon islemi gerceklestirilmistir. Santrifiigasyon sonrasinda supernatant
atilarak orneklerin tizerine 500 pl Perm/Wash Buffer (1x) eklendikten sonra tiipler

akim sitometri cihazinda okutulmustur.
BD FacsARIA 111 Cihazinda Orneklerin Okutulmas:

BD FacsARIA III cihazinda 6rnekler okutulmaya baslanmadan 6nce cihaz
firmanin belirledigi prosediire uygun olarak hazirlanmistir. Oncelikle cihazin etanol
tankina yaklagik 5 litre %70’lik etanol eklenerek kapagi sikica kapatilmustir.
Sonrasinda FACSFlow olarak adlandirilan tanka Orneklerin okutulmasi sirasinda
sistem sivist olarak kullanilan FlowSheath eklenerek tank kapatilmistir. Bunun
sonrasinda atik tankinin cihaz ile baglantilar1 ayrildiktan sonra icerisindeki atik sivi
tibbi atik kabina bosaltilmistir. Tankin dibini kaplayacak kadar FACSClean soliisyonu
eklenerek kapagi kapatilip cihaz ile baglantilar1 yapilmistir. Cihazin ¢alismasi i¢in 6n
hazirliklar tamamlandiktan sonra cihazin gili¢ diigmesi araciligiyla cihaz
calistirilmistir. Kontrol {initesinden FACSDiva yazilimi ¢alistirilmasinin ardindan
ekrana gelen yonergeler izlenerek cihaz Ornek okutmaya hazir hale getirilmistir.
Sonrasinda 6rnekler PE Aktif Kaspaz-3, FITC AnnexinV Kkitleri ile apoptoz analizi ve
Cycyle Test Plus kiti ile hiicre dongiisii analizi i¢in prosediirlere uygun bir sekilde
hazirlanmistir. Hazirlanan 6rnekler FACSTube olarak adlandirilan 6zel propilen
tiiplere aktarilmigtir. Propilen tiipler cihazin yiikleme kismina yiiklenerek yaklagik 1
dakika siliren ve incelenen olay sayisi 10.000 olana kadar okutulmak iizere
programlanarak deneyler gerceklestirilmistir. Deneyler gerceklestigi esnada gerekli
kapilama ve grafiklerin izlenmesi FACS Diva lizerinde gerceklestirilmistir. Sadece
hiicre dongiisii analizine 6zel olarak elde edilen sonuglar lisansl olarak temin edilen

ModFit LT programinda analiz edilmistir.
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3.6. AKIM SITOMETRI ile HUCRE DONGUSU ANALIZI

Bu test farkli sekilde izole edilmis normal veya BxPC-3 pankreas
adenokarsinoma hiicrelerindeki anormal DNA’l1 hiicre hatlarini belirlemede, buna
bagli DNA index (Di) tahmininde ve bu hiicre hattinda hiicre dongiisii faz dagilimlarini
belirlemek i¢in kullanilmistir. Kitin ¢alisma metodu hiicre membranini olusturan
lipitlerin iyonik olmayan deterjanlar yardimiyla ¢oziilmesini, hiicre iskeletinin ve
niikleer proteinlerin tripsin yardimiyla uzaklastirilmasini, hiicresel RNAnin enzimler
ile parcalanmasini ve spermin ile niiklear kromatinlerin stabilize edilmesi prensibine
gore caligmaktadir. Propidium Iodide (PI) stokiyometrik olarak temiz ve izole edilmis
niikleus baglanarak elektronik-doublet diskriminasyonuna sahip akim sitometride
calisilmaktadir. PI ile boyanmis nukleus 580 ve 650nm dalga boyunda 1sik
yaymaktadir. Bu bilgiler 1s181inda deneyler planlanmig ve uygulanmistir. Cogaltilan ve
24 saatlik ila¢ uygulamasi sonrasinda tripsinizasyon islemi uygulanan hiicreler
oncelikle 17x100 mm’lik FACS tiiplerine alinmistir. Bu islemi takiben hiicrelere 5
dakika boyunca 500 g’de santrifiigasyon uygulanmistir. Santrifiigasyon sonrasinda
tiipiin dibinde olusan pellete zarar verilmeden supernatant uzaklastirilmistir. Pelletin
tizerine 1 ml Buffer Soliisyonu eklenerek herhangi bir kdpilirme yapilmaksizin
calkalanmis ve sonrasinda 5 dakika 500 g’de santrifiigasyon yapilmistir ve bu islem
iki kez tekrarlanmigtir. Atilan siipernatant sonrasinda hiicrelerin {izerine tekrar 1 ml
Buffer soliisyonu eklenerek hiicreler Cedex XS cihazinda sayilmistir. Sayim
sonrasinda konsantrasyon Buffer Soliisyonu ile 1x10° hiicre/ml olacak sekilde
ayarlanmistir. Hiicrelerin hazirlanmasi bu asama ile tamamlandiktan sonra boyama
protokoliine gecilmistir. Hiicreler bu asamada ilk olarak 5 dakika boyunca 400 g’de
santrifiij edilmigtir. Sonrasinda siipernatantin tamami atilarak son damla pegeteye
alinmistir. Tiiplere 250 pl Soliisyon A (Trypsin Buffer) eklenerek vorteks yapilmadan
el yardimiyla karigma saglanmistir. Karigtirma isleminin ardindan Soliisyon A’nin
etkisini gosterebilmesi i¢in 10 dakika boyunca oda sicakliginda inkiibasyona
birakilmistir. Soliisyon A bosaltilmadan tizerine 200 pl Soliisyon B (Tyripsin Inhibitor
and RNase Buffer) eklenip tiiplerin dibine el ile vurularak karigmasi saglanmstir.
Karistirma isleminin ardindan Soliisyon B’nin etkisini gosterebilmesi i¢in 10 dakika

boyunca oda sicakliginda inkiibasyonu saglanmustir. Inkiibasyonun ardindan Soliisyon
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A ve B bosaltilmadan tizerine 200 pl (2°C - 8 °C) soguk olarak Soliisyon C (Propidium
Iodide Stain Solution) tiim tiiplere eklenmistir. Hizlica karistirilarak 10 dakika
boyunca karanlik ortamli bir buzdolabinda inkiibasyon saglanmustir. Inkiibasyon
asamasini takiben o6rnekler 35 pm ve 50 pm’lik filtreler kullanilarak 12x75mm tiiplere
aktarilmistir. Bu islem ile birlikte 6rnekler akim sitometri cihazina hazir hale gelmis

ve akim sitometri cihazinda okutulmustur.
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4. BULGULAR ve TARTISMA

4.1. BxPC-3 HUCRE HATTINDA xCELLIGENCE DP SiSTEMI ile HUCRE
TITRASYONUNUN BELIRLENMESI

BxPC-3 pankreas adenokarsinoma hiicre titrasyonunun belirlenmesi i¢in E-
Plate 16 kullanilarak gerceklestirilen deney yaklasik olarak 100 saat izlenmistir. E-
Plate 16’nin kuyucuklarina yiiklenen hiicre sayilari ise Cizelge 4.1’deki gibidir (Bknz.

3.2.2 Hiicre Titrasyonunu Belirlenmesi).

Cizelge 4.1. E-Plate 16 kuyucuklarina yiiklenen hiicre sayilari.
Bl Il

1
(Hiicre 100000 | 50000 | 25000 | 12500 | 6250 | 3125 | 1563 | Kontrol

Sayisi)

2
(Hiicre 100000 | 50000 | 25000 | 12500 | 6250 | 3125 | 1563 | Kontrol

Sayisi)

Gergeklestirilen deneyler sonucunda BxPC-3 hiicre hatt1 i¢in kullanilacak
hiicre sayis1 12500 ve Doxorubicin uygulanma saati ise 26-28. saatler arasi olarak

belirlenmigtir (Bknz. Sekil 4.1.)

1.0

a0

moF

50 F

Cell Index

F T

L 1
0.0 12.0 26.0 300 520 85.0 78.0 910 104.0 "o

Time (in Hour)

Sekil 4.1. BxPC-3 hiicre hattinin hiicre sayist ve zamana bagli proliferasyonu.
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Bu se¢im gerceklestirilirken; hiicrelerin biiylime fazinin uzun olmasi ve
hiicrelerin kendiliginden 6liime baslama saatinin tespit edilmesi géz 6niine alinan en

Oonemli kriterler olmustur.

4.2.  BxPC-3 HUCRE HATTINDA DOXORUBICIN’E BAGLI
SITOTOKSISITENIN BELIRLENMESI

Hiicre titrasyon deneylerinin gerceklestirilmesinin ardindan E-Plate 16 nin
A1-A2’den, F1-F2 kuyucuklar1 dahil tim kuyucuklarina 12500 hiicre yiiklenmistir.
G1-G2 kuyucuklart ila¢ uygulamasi yapilmaksizin sadece hiicre kontrolii olarak
kullanilirken H1-H2 kuyucuklari ise hiicre bulundurmayan ve uygulanacak en yiiksek

Doxorubicin dozu (500 uM) iceren kontrol olarak belirlenmistir.

Cizelge 4.2. E-Plate 16 kuyucuklarina yiiklenen hiicre sayist ve uygulanan
Doxorubicin dozlar1.

H__1 12500 12500 | 12500 | 12500 | 12500 | 12500 12500 | Besiyeri

ucre .

Sayist | (G00UM) | (SOUM) | 25 uM) | (25 M) | (SuM) | (0.5 uM) | (ilag yok) | (500 puM)

H__2 12500 12500 | 12500 | 12500 | 12500 | 12500 12500 | Besiyeri
ucre .

Sayist | (SO0 HM) | (SOuM) | (25 uM) | (25 uM) | (5 uM) | (0.5 M) | (ilag yok) | (500 uM)

Deney basladiktan sonra 27. saat igerisinde deney duraklatilarak E-Plate 16
laminar kabin igerisine alinmistir. Bunu takiben kuyucuklara Cizelge 4.2.’de verildigi
gibi Doxorubicin dozlar1 uygulandiktan sonra deney devam ettirilmis ve 188. saat
sonunda sonlandirilmistir. Deney sonucunda Doxorubicin dozuna bagh sitotoksisite
Sekil 4.2.°de gosterilmistir. RTCA Software 1.2.1 programi kullanilarak ICso degeri
8,64x10”M (0,86 uM) olarak hesaplanmustir. Doxorubicin’in antiproliferatif etkisinin
gozlendigi ¢alismalarda 1 uM 'lik doz kullanilmasina karar verilmistir. Literatiirde

Doxorubicin ile yapilan ¢alismalarda sitotoksik etkinin gdzlemlenmesinde ise yakin

dozlar kullanilmistir [Rebbaa vd., 2003].
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—+— 500uM —#&— 50uM —®— 25uM —<o— 5uM

—e— 0.5uM o Kontrol

Cell Index

Zaman (h)

Sekil 4.2. Doxorubicin’in BxPC-3 hiicrelerinde proliferasyona etkisi

Uygulanan Doxorubicin dozlarindan 500 pM, 50 uM, 25 uM, 5 uM’mn
sitotoksik oldugu gozlemlenmistir. Ila¢ eklendikten sonra 16-20 saat icerisinde
hiicrelerin tamaminin 6ldiigi goriilmiistiir. Doxorubicin’in 0.5 uM dozunda ise;
grafige bakildiginda, ilag¢ ilavesinden sonra 40 saate kadar proliferasyonda artis
gozlenirken, sonraki saatlerde proliferasyonda ani diisiis goriilmektedir. Kontrol ile
karsilastirildiginda kontrol grubundaki hiicrelerin 96. saatte hala  canliliklarii
koruduklarindan 0.5 uM’lik dozdaki 66. saatte gbzlenen ani diisiisii Doxorubicin’in
diisiik dozlarda senesense neden olmasina bagli oldugu diisiiniilmektedir [Taylor vd.,
2011; Altieri vd., 2012]. Burada gozlemlenen Cell Index degerindeki artig hiicre
sayisindaki artistan ziyade senesens slirecinde hiicrelerin genislemesi nedeniyle

empedans artisina baglanmaktadir.
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Z 01000 \
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-0,1000
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Sekil 4.3. RTCA Software 1.2.1°de hesaplanan BxPC-3 hiicrelerinde Doxorubicin’e
ait ICso degeri.
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4.3. BxPC-3 HUCRE HATTINDA xCELLIGENCE DP SISTEMI ile
MIGRASYONUN BELIRLENMESI

Migrasyon deneyleri BxPC-3 pankreas adenokarsinoma hiicreleri ile
xCELLigence DP sisteminde CIM-Plate 16 kullanilarak gerceklestirilmigtir. Ag
birakilan kanser hiicrelerinin %10 FBS’li besiyerine yonelmeleri izlenmis ancak
besine yonelik hiicre migrasyonuna cevap vermedigi gézlemlenmistir (Bknz. Sekil

44.).

os |- / ’ Pt
J
—

e e . ....,—--"'_'.:..’.—_-—- o — ""’""""_'__‘__’-‘_ =

:I:'— — ——ee s Bl = L - — - L
o5 I i I L
08 1] 20 20 840 #o

Time {in Hour)

Sekil 4.4. BxPC-3 hiicrelerinde migrasyonun gosterilmesi.

BxPC-3 hiicre hatt1 i¢in literatiirde bu hiicrelerin migrasyon yetenegi konusu
tartismalidir. Belli kosullar altinda migrasyon gozlenmistir [Zhu vd., 2012]. Sadece
besine yonelik migrasyona cevap vermediginden uyarict hormon varliginda

denenmesi gerekmektedir.

BxPC-3 hiicre hattinda migrasyon ile ilgili yapilan farkli bir caligmada ise
SMAD4’tin migrasyondaki 6nemli roliinden bahsedilmistir. BxPC-3 hiicrelerinde
SMAD4’lin delesyona ugramis olmasi hiicrelerin gd¢ profillerini etkileyen
faktorlerden biri olarak gosterilmistir. Bu nedenle BxPC-3 hiicrelerine ¢esitli uyarici
hormonlarin verilmesi ile hiicrelere migrasyon 6zelligi kazandirilmig ve migrasyonda
onemli oldugu diisiiniilen genlerin susturulmasma bagli olarakta migrasyonun

engellendigi gosterilmistir [Zhu vd., 2012].
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Diger bir pankreas karsinoma hiicre hattt olan Panc-1 ile migrasyon
bakimindan karsilastirildiginda, Panc-1’in BxPC-3’e¢ gore daha aktif oldugu
bildirilirken, Panc-1 hiicrelerinin ayr1 ayr1 hiicreler halinde go¢ ettigi ve BxPC-3
hiicrelerinin ise sikica paketlenmis bir tabaka halinde go¢ ettigi “Wound Healing
Assay” ile gosterilmistir [Stahle vd., 2003]. Bu noktada CIM-Plate 16 porlarinin bu

tabakanin gogiine izin verecek biiyiikliikte olup olmadigi ise bilinmemektedir.

4.4, DOXORUBICIN’IN KASPAZ GEN IFADELERI UZERINE ETKISi

BxPC-3 hiicreleri Boliim 3.3.1.’de anlatildig1 gibi hiicreler konfluent olana
kadar beslenmistir. Hiicreler konfluent duruma ulastiklarinda ilag dozu 1 uM (10° M)
olarak uygulanmistir (ICso: 0,864 uM). Doxorubicin uygulamasi iizerinden 3, 6, 12,
24 ve 48 saat gectiginde kiiltiir kabindan kaldirilan hiicreler santrifiigasyon sonrasi
DPBS ile homojenize edilerek total RNA izolasyonu gergeklestirilmistir. RNA

izolasyonu sonucu Cizelge 4.3.’de verilmistir.

Cizelge 4.3. BxPC-3 hiicre hatt1 RNA izolasyon sonuglari.

Doxorubicin

Uyeul Ornek 230nm 260nm 280nm 260/280nm 260/230nm | Konsantrasyon
lygu amas Tipi Absorbans | Absorbans | Absorbans | Absorbans Absorbans (ng/pl)
pM/Saat
3saat | RNA 2.26 5.55 2.72 2.03 2.44 222.03
6 saat | RNA 2.07 5.15 2.53 2.02 2.48 206.01
12 saat | RNA 3.42 10.29 4.86 2.11 3.00 411.81
24 saat | RNA 2.96 6.95 3.41 2.03 2.35 278.29
48saat | RNA 2.38 5.33 2.67 1.99 2.23 213.35
Kontrol
(24 Saat) RNA 2.40 5.47 2.69 2.02 2.27 218.87

cDNA sentezi i¢in her bir drnekten 1pg total RNA kullanilmistir. Kaspaz-3,
Kaspaz-8 ve Kaspaz-9 gen ifadelerinin 6l¢iimii B-Aktin ile normalize edilerek
dlgiilmiistiir. Olgiime ait sonuglar Cizelge 4.4., Cizelge 4.5. ve Cizelge 4.6.’da

verilmistir.
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Cizelge 4.4. BxPC-3 hiicrelerinde referans gen B-Aktin ve Kaspaz-3 ekspresyonu.
(*Kalibrator)

Ornek B-Aktin | Kaspaz-3 | ACT | AACT | 28ACT
Kontrol 14,64 24,38 9,74 0 *1,00
1uM Doxorubicin - 3 saat 13,6 22,82 9,22 -0,52 1,43
1uM Doxorubicin - 6 saat 14,38 21,86 7,48 -2,26 4,79
1uM Doxorubicin - 12 saat 13,67 22,23 8,56 -1,18 2,27
1uM Doxorubicin - 24 saat 12,84 22,17 9,33 -0,41 1,33
1uM Doxorubicin - 48 saat 13,08 22,7 9,62 -0,12 1,09

Gen ifadesi ¢alismasinda referans gen olarak B-Aktin geni kullanilmistir. Her
lic gen icinde aynmi1 kontrol kullanilmistir. Kaspaz-3 degeri goreceli olarak B-Aktin
housekeeping gen ifadesi ile karsilastirilarak Pfaffl metoduna [Pfaffl, 2001] gore
gosterilmistir (Bknz. Cizelge 4.5. 224CT). Doxorubicin maruziyetinin 3. saatinde etki
goriilmezken, 6. saatte kontrol grubuna gore Kaspaz-3 gen ifadesinde yaklasik 5 kat
artis  gorlilmiistiir. Daha sonraki saatlerde Kaspaz-3 aktivitesinin = diistigl

gbzlemlenmistir.

Cizelge 4.5. BxPC-3 hiicrelerinde referans gen B-Aktin ve Kaspaz-8 ekspresyonu.
(*Kalibratdr)

Ornek B-Aktin | Kaspaz-8 | ACT | AACT | 244CT
Kontrol 14,64 29,96 15,32 0 *1,00
1uM Doxorubicin - 3 saat 13,6 28,31 14,71 -0,61 1,53
1uM Doxorubicin - 6 saat 14,38 26,55 12,17 -3,15 8,88
1uM Doxorubicin - 12 saat 13,67 26,77 13,1 -2,22 4,66
1uM Doxorubicin - 24 saat 12,84 27,13 14,29 -1,03 2,04
1uM Doxorubicin - 48 saat 13,08 27,24 14,16 -1,16 2,23

Kaspaz-8 gen ifadesi ise Doxorubicin maruziyetinin 3. saatinde etki
goriilmezken, 6. saatte kontrol grubuna gore Kaspaz-8 gen ifadesinde yaklasik 9 kat
artis goriilmiistiir. 12. saatte Kaspaz-8 i¢in %50 aktivitenin halen korundugu, 24. saatte

ise Kaspaz-8 aktivitesinin goriilmedigi belirlenmistir.
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Cizelge 4.6. BxPC-3 hiicrelerinde referans gen B-Aktin ve Kaspaz-9 ekspresyonu.
(*Kalibrator)

Ornek B-Aktin | Kaspaz-9 | ACT | AACT | 22ACT
Kontrol 14,64 24,86 10,22 0 *1,00
1uM Doxorubicin - 3 saat 13,6 24,09 10,49 0,27 0,83
1uM Doxorubicin - 6 saat 14,38 24,91 10,53 0,31 0,81
1uM Doxorubicin - 12 saat 13,67 23,96 10,29 0,07 0,95
1uM Doxorubicin - 24 saat 12,84 23,41 10,57 0,35 0,78
1uM Doxorubicin - 48 saat 13,08 23,75 10,67 0,45 0,73

Kaspaz-9 gen ifadesinin kontrol grubu ile karsilagtirildiginda bakilan tiim
saatler i¢in aktif olmadig1 saptanmustir. Her ii¢ kaspaz gen ifadelerinin karsilagtirilmasi

Sekil 4.5.’te gosterilmektedir.

—— Kaspaz-3
—a— Kaspaz-8

—e— Kaspaz-9

Zaman (s)

Sekil 4.5. BxPC-3 hiicrelerinde Doxorubicin’e baglh Kaspaz-3, Kaspaz-8 ve Kaspaz-9
gen ifadeleri.

Doxorubicin’in apoptotik etkisi BxPC-3 hiicrelerinde dis yolak iizerinden
uyarict Kaspaz-8’in aktivasyonu ile Kaspaz-3’lin {iizerinden gerceklesebilecegi
diisiiniilmektedir. Doxorubicin farkli kanser hiicrelerinde Bcl-2/Bax ve Kaspaz-9

yolag: tizerinden anti-kanser etkisi gosterdigi bilinmektedir. [Tait ve Green, 2010].

Panc-1 ve PC-3 hiicrelerinde Doxorubicin’in TNF-a apoptoz indiikleyen
liganda (TRAIL) baglanarak apoptotik etkisi arastirilmistir. TRAIL’e bagh

Doxorubicin, anti-apoptotik bir protein olan c-FLIP’in sentezini yavaslatirken,
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proapoptotik kaspazlari uyardig1 ve reaktif oksijen bilesiklerini (ROS) arttirarak i¢
apoptotik yolaklar1 uyarirken, ayni zamanda hiicreyi reseptor aracili apoptoza duyarh

hale getirerek anti-kanser etkisini gostermektedir. [Taylor vd., 2011].

Doxorubicin’in A2780 yumurtalik karsinoma hiicre hattinda gdsterilen
apoptotik etkisinde Kaspaz-9’un ana rol oynadigi, Kaspaz-3 ve Kaspaz-7’yi aktive
ettigi bulunmustur. Bu calismada Kaspaz-9 ve Kaspaz-3’iin apoptozu baslatttigi ve
Kaspaz-9’un Kaspaz-2, Kaspaz-3 ve Kaspaz-7’yi aktive ettigi, Kaspaz-3’iinde biiyiik
olasilikla Kaspaz-6 ve Kaspaz-8’i aktiflestirmis olabilecegi, Kaspaz-8’in ise pozitif
geri bildirim ile Kaspaz-3’ii aktive ettigini diistindlirmektedir. Ayrica Kaspaz-3 ayri
bir pozitif geri bildirim ile Kaspaz-9’u uyarmis olabileceginden s6z edilmektedir

[Minko vd., 2001].

Insan pankreas karsinoma hiicre hatlarinin topoizomeraz II inhibitdrlerine
tepkilerinde farkliliklar oldugu gosterilmistir. BxPC-3 hiicrelerinde Doxorubicin
hassasiyeti gozlenirken, Capan-1 hiicrelerinde Doxorubicin’e diren¢ oldugu
gbzlenmigtir. Bunun sonucunda Capan-1 ve BxPC-3’iin Doxorubicin uyarimai ile farkli
apoptotik  yolaklar  iizerinden uyarildiklari1  gostermektedir.  BxPC-3’iin

uyarilmasinda FASL reseptorlerinin etkin oldugu sonucuna varilmistir [Arlt vd.,

2001].

Elmore ve arkadaglar1 MCF-7 hiicre hattinda Doxorubicin ile yaptiklari
calismada Doxorubicin’e bagli hiicre Olimiiniin aktif Kaspaz-3 yoklugunda da

gerceklesebildigini gostermistir [Elmore vd., 2002].

Niceliksel olarak incelenen Kaspaz-3, Kaspaz-8 ve Kaspaz-9 gen ifadelerinin
disinda, apoptoz yolaginda etkili oldugu diisiiniilen Kaspaz-7 gen ifadesine bakilmasi
da gerekmektedir. Ayrica BxPC-3 hiicre hattinda Doxorubicin’in CREB3L1 yolagina

etkisini anlamak i¢in immiinhistokimya yapilmasi gerekmektedir.
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4.5. BxPC-3 HUCRE HATTINDA DOXORUBICIN’E BAGLI APOPTOZ
SAFHALARININ AKIM SITOMETRIDE BELIRLENMESI

4.5.1.  FITC AnnexinV ile Apoptozun Belirlenmesi

BxPC-3 hiicreleri T75 flaskta hiicreler konfluent oldugunda 1uM
Doxorubicin dozuna 24 saat maruz birakilarak Bo6lim 3.4’de anlatildign gibi
boyanmistir. Boyanan hiicre silispansiyonu cihazda okutuluncaya kadar +4°C’de
bekletilmistir. ilag uygulamasi1 yapilmayan iki kontrol grubu hiicre bulunmaktadir.
Kontrollerden bir tanesi ila¢ uygulanan hiicrelerle ayni1 sekilde boyanirken, digeri ise

negatif boyasiz kontrol grubu olarak kullanilmistir.

a) | - Kionirol- 24 h- Konfrol-Pl+FITC-24h b) Koniral 24 h-Kontral-PI+FITC- 24h
g T o | 112 %0.5
=3 :’_:
T 4
o §
w g, (.'_'.HE 02
o
g &y @4
: 930.1
100 10 00 0 0 10 1 w0t
FSC-H (x 1,000 Annexiny FITC-A
c) Tube; Kontrol-Pl+FITC-24h
Population #Events %Parent %Tolal
B 2 Events 10,000  #&| 1000
B4 a1 1,119 1.2 1.2
a2 48 05 05
B a3 8,823 882 882
Q4 10 0.1 0.1

Sekil 4.6. Kontrol grubu BxPC-3 hiicreleri: (a) FSC-H , SSC-H grafiginde hiicre
populasyonu biiyiikliigii ve graniil yapisina gore belirlenmis hiicreler, (b) FITC
AnnexinV ve PI diizeylerinin gosterilmesi, (c) Boyanmamus hiicrelerin % bakimindan
hiicre populasyonun gdsterimi (%99.1)
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a) " Knplral- 2-l_h‘anh01-Bu'raS|z-24h b) Kontrol- 24 h-Kontrol- Boyasiz-24h
g = ; A g | %04 %0.5
=
2 :‘%
Bq %“e a1-1 _.rm"
o -
2 P Q4-1
. %l
%0 w w’ 1w w0
e 1.000) FITC-A
¢) | Tube: KontrokBoyasiz-24h
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B< a1-1 37| 04| D04
Q2-1 47 05 05
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B @4-1 4 00 00

Sekil 4.7. Kontrol grubu boyali BxPC-3 hiicreleri: (a) FSC-H , SSC-H grafiginde hiicre
populasyonu biiyiikliiglii ve graniil yapisina goére belirlenmis hiicreler, (b) FITC
AnnexinV ve PI diizeylerinin gosterilmesi, (c) Boyanmis hiicrelerin % bakimindan
hiicre populasyonun gdsterimi.

FITC AnnexinV -/PI — olan hiicreler canli hiicre populasyonunu
olusturmaktadir. Kontrol grubu i¢in canli hiicre %88,2 olarak belirlenmistir. FITC
AnnexinV +/PI — hiicre orani ise %0,1 olarak belirlenen erken apoptotik hiicrelerdir.
FITC AnnexinV +/PI+ hiicre orani ise %0,5 olarak belirlenen geg¢ apoptotik/6lii hiicre
populasyonunu olusturmaktadir. Elde edilen canli/cansiz hiicre orami1 kontrol grubu

i¢in beklenildigi gibi olmustur.
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a) | . . Roobicin-24hDoxonibicin-Boyasiz-24h b) Drgenrubicin- 24 h-Donogrubic in-Boyasiz- 24h
g# | %02 %0.2
& E :

-
s g
@ o, Q- a1
- e's :
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] " | 04
1A 840.2
100 150 0 0 e 1w’ 0¥
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€) | Tube: Doxorubicin-Boyasiz-24h
Population #Eve-nl,s %SParent %Tmal
B 2 Events 10000 ##e#| 1000
B @11 17| 02 02
B ez 73 02 02
B o341 9942 094| 994
B4 04 18 02 02

Sekil 4.8. Doxorubicin’e maruz birakilip boyama yapilmayan BxPC-3 hiicreleri:

(a)

FSC-H , SSC-H grafiginde hiicre populasyonu biiyiikligli ve graniil yapisina gore
belirlenmis hiicreler, (b) FITC AnnexinV ve PI diizeylerinin gosterilmesi, (c)
Boyanmamis hiicrelerin % bakimindan hiicre populasyonun gosterimi (%99.4).

a)| = Doworubicin: 24h-Doxonsbicin-Pl«FITC-24h b) Drosoorubicin- 24 h-Dooonubicin-Pi+FITC-24h
g® St “ 18,5
& E ERL 3'
is 5*
o [+9
“3 E =
2]:. e
= 19.3
00 v 200 50 10 1
FEC-H 1,000 AnnexdinV FITC-A
c)| Tube: Doxorubicin-Pl+FITC-24h
Population #Events %Parent %Total
I A1 Events 10,000]  #eeel 1uou
B a1-1 91 |
B4 a2 1853| 185 135
B 031 7126 71 3| 7 3
Q4-1 930

Sekil 4.9. Doxorubicin’e maruz birakilip boyama yapilan BxPC-3 hiicreleri: (a) FSC-
H , SSC-H grafiginde hiicre populasyonu biiylikliigii ve graniil yapisina gore

belirlenmis hiicreler, (b) FITC AnnexinV ve PI diizeylerinin gosterilmesi,

(©)

Boyanmus hiicrelerin % bakimindan hiicre populasyonun gdsterimi.
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FITC AnnexinV —/PI — olan hiicreler canli hiicre populasyonunu
olusturmaktadir. Doxorubicin’e maruz birakilan hiicre grubu i¢in canli hiicre %71,3
olarak belirlenmistir. FITC AnnexinV +/PI — hiicre orani ise %9,3 olarak belirlenen
erken apoptotik hiicrelerdir. FITC AnnexinV +/PI+ hiicre orani ise %18,5 olarak

belirlenen ge¢ apoptotik veya 6lii hiicre populasyonunu olusturmaktadir.

1) Kontrol-24h-Kontrol-PI+FITC-24h b) Doxorubicin-24h-Doxorubicin-PI+FITC-24h
o %11.2 %0.5 -os 9%18.5
e
¥
‘To u.-)va
< = = =
u Q
= Q2 S
&g . ]
o
2 =
: %0.1 R i
10° 10° 10 10° 10? 10° 10 10°
AnnexinV FITC-A AnnexinV FITC-A

Sekil 4.10. Kontrol grubu (a) ve ilag uygulamasi yapilan (b) BxPC-3 hiicrelerinde
apoptozun gosterilmesi.

Hct-116 insan kolon karsinoma hiicrelerine 5uM  Doxorubicin
uygulamasinin 24 saat ardindan, akim sitometri cihazinda AnnexinV testi
uygulandiginda ¢alismamiza benzer sonuclar elde edilmistir. Calisma sonucunda
AnnexinV —/PI — olan canl1 hiicre populasyonu %68, AnnexinV +/PI — erken apoptik
hiicreler %8,9 ve AnnexinV +/PI + hiicre orani ise %22 olarak belirlenen geg

apoptotik/6li hiicre populasyonunu olusturmaktadir [Liipertz vd., 2010].

Insan tiroid karsinoma hiicre hatlari ile yapilan diger bir calismada ise FTC-
238 ve FTC-133 hiicreleri 4 saatlik siire boyunca 0.5uM ve 1uM’lik Doxorubicin
uygulamasinin ardindan gergeklestirilen AnnexinV apoptoz testinde Doxorubicin’in
herhangi bir apoptotik etkisi gozlemlenmezken, 12 ve 24. saatler sonucunda
gerceklestirilen testlerde Doxorubicin’in apoptotik etkisi her iki doz i¢inde FTC-238
ve FTC-133 hiicrelerinde goriilmiistiir. 24 saat boyunca 1uM Doxorubicin
uygulamasinin ardindan FTC-238 hiicre hattindan elde edilen sonuglara gore
AnnexinV +/PI — erken apoptotik hiicre oran1 %73,5 olurken, AnnexinV +/PI + gec
apoptotik/0lii hiicrelerin orami ise %6,6 olmustur. FTC-133 hiicre hattinda ise

AnnexinV +/PI — erken apoptotik hiicre oran1 %42 olurken, AnnexinV +/PI + ge¢
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apoptotik/6lii hiicrelerin orani ise %18,7 olmustur [Massart vd., 2004]. Bu sonuglara

gore hiicre ¢esidine ve Doxorubicin dozuna bagl apoptotik etki degismektedir.

4.5.2. PE Aktif Kaspaz-3 Testi ile Apoptozun Gosterilmesi

Topoizomeraz II inhibitorii olan Doxorubicin’in Kaspaz-3, -8, -9 gen
ekspresyon diizeyleri qRT-PCR yontemiyle gosterildikten sonra protein diizeyinde
aktif kaspaz-3’iin gosterilmesi akim sitometrik olarak PE Aktif Kaspaz-3 testi ile
analiz edilmistir. Ancak kontrol gruplart ile karsilastirildiginda uygulanan doz ve
saatte Aktif Kaspaz-3 varligi edilmemistir. Doxorubicin’in ileri saat ve doz
uygulamalarinda protein ifadesine, ge¢ etkisinin olabilecegi diisiiniilmektedir (Bknz.

Sekil 4.11. ve Sekil 4.12.).

a) = = Kontrol-24 saat-Kontrol-Boyasiz-24s g Kontrol-24 saat-Kontrol-Boyasiz-24s
g & g
% 3 2
I -— g
ot S8
W 8 2
2 g
" 2
a
100 150 200 250 10° 10° 10 10°
b) - Kontrol-24 saat-Kontrol-Kaspaz3-24s - Kontrol-24 saat-Kontrol-Kaspaz3-24s
g8 i 2
8 2
T 8 Tg
% 3%
. 8
@ 2
L=
100 150 200 260 10? 10° 10 10°
FSC-H (x 1,000) Caspase-3 PE-A

Sekil 4.11. Kontrol grubu BxPC-3 hiicrelerinde Kaspaz-3 diizeyleri.
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Sekil 4.12. Doxorubicin uygulamasi yapilan BxPC-3 hiicrelerinde Kaspaz-3 diizeyleri.
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4.5.3. Hiicre Dongiisii Analizi ile DNA Hasarinin Gosterilmesi

Hiicre dongiisii analizi farkli sekilde izole edilmis normal veya BxPC-3
pankreas adenokarsinoma hiicrelerindeki anormal DNA’l1 hiicre hatlarini belirlemede,
buna bagli DNA index (Di) tahmininde ve bu hiicre hattinda hiicre dongiisii faz
dagilimlarim1 belirlemek i¢in kullanilmistir. Test BD FacsARIA III akim sitometri
cihazinda gercgeklestirilmis ve sonrasinda ModFit LT yazilimi ile gergeklestirilen

analiz sonucunda elde edilen veriler Sekil 4.13’te gosterilmigtir.
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File analyzed: BxPC-3 (kantral)
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Sekil 4.13. Kontrol grubuna ait hiicre dongiisii analiz sonuglari

Kontrol grubu hiicre populasyonun diploid fazdaki %25.58’lik kismin %92’si
S ve %8’1 G2 fazindadir. Tetraploid fazda gozlemlenen hiicre orami ise %74.42
olmustur. Bu veriler kontrol grubu hiicrelerinin saglikli boliinen hiicreler oldugunu

gostermektedir.
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File analyzed: BxPC-3 (Doxarubicin)

Debris: 3.35 %

Aggregates: 6.85 %
Modeled events: 4564

All cycle events: 4367

Cycle events per channel: 22
RCE: 2.397

Sekil 4.14. Doxorubicin uygulamasi yapilan hiicrelere ait hiicre dongiisii analiz
sonuclari

[ Debris Date analyzed: 2-Jul-2014
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o M oip o1 Analysis type: Automatic analysis
= M oip 2
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Doxorubicin’e  maruz  birakilan  hiicrelerden  diploid  fazdaki
hiicrelerin %84.96’sinin; %77.69°u G1, %20.70°1 S, ve %1.61’inin G2 fazinda oldugu
belirlenmistir. Andploid fazda %15.04 oraninda hiicre goriiliirken tetraploid fazda
hiicreye rastlanmamamustir (Bknz. Sekil 4.14.). Bu verilere gore topoizomeraz II
inhibitérii olan Doxorubicin’in sitotoksik etkisinin hiicrenin S fazina ge¢mesini

engelledigini gostermektedir.

Doxorubicin ile BxPC-3 hiicrelerinde yapilan farkli bir ¢alismada benzer
sonuclar gosterilmis olup lug/ml ve 2ug/ml Doxorubicin dozuna maruz kalan
hiicrelerden yaklasik %65 nin Gi/ Go, %25’inin G2/M ve %10’unun S fazinda oldugu
gosterilmistir [Fueger vd., 2001].

MCF-7 meme kanseri hiicrelerinin 0.25 upg/ml Doxorubicin’e maruz
birakilmasinin =~ ardindan  gerceklestirilen  hiicre dongiisii  analizinde;
hiicrelerin %2’sinin Go, %77 sinin Gi1, %9’unun S ve %12’sinin G2/M evresinde

oldugu belirlenmistir [Osman vd., 2012].
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5. SONUC ve ONERILER

Bu ¢aligmada topoizomeraz II inhibitdrlerinden biri olan Doxorubicin DNA

hasari, siiper radikal olusumu gibi sitotoksik ve apoptotik mekanizmalarla anti-

kanser etkisi arastirilmistir. Doxorubicin’in kaspaz aktivasyonuna bagl apoptotik ve

anti-tiimor etki mekanizmasi1 Kaspaz-3, Kaspaz-8, Kaspaz-9 ve FITC AnnexinV

diizeylerine bakilarak arastirilmistir. Kaspaz gen ifadelerinin (3, 8, 9) BxPC-3 hiicre

hatt1 tizerindeki etkileri anlasilmaya ¢alisilmistir.

Bu ¢alisma sonucunda;

1.

xCELLigence DP sistemi kullanilarak E-Plate 16’da sitotoksisite
deneylerinde kullanilacak kuyucuk basina hiicre sayis1 12500 olarak
belirlenmistir. Ayrica Doxorubicin uygulama saati 26-28. saat arasi

olarak belirlenmistir.

Doxorubicin (500 pM, 50 uM, 25 uM, 5 uM, 0.5 uM) uygulamasi
sonucu ICso degeri 8,64x107M (0.86 uM) olarak belirlenmistir.

xCELLigence DP  sisteminde CIM-Plate 16  kullanilarak
gerceklestirilen migrasyon deneyleri sonucunda BxPC-3 hiicrelerinin
%10 FBS igeren katkili besiyerine bagli migrasyon gostermedigi

belirlenmistir.

Doxorubicin dozuna baglh Kaspaz-3, Kaspaz-8, Kaspaz-9 gen ifadesi
diizeyleri 1uM Doxorubicin uygulanarak 3., 6., 12., 24., ve 48. saatler
icin qRT-PCR yontemiyle oOlgiilmiistiir. Kaspaz-3, Kaspaz-8 ve
Kaspaz-9 genlerinin ifade diizeylerini belirlemek i¢in 2"24CT formiilii,
referans gen olarak ise B-Aktin kullanilmistir. Kontrol grubuna gore
Kaspaz-3 i¢in 6. saatte 4 kat, 12. saatte ise etkinin azalarak yaklasik 2
kat oldugu, Kaspaz-8 i¢in 6. saatte yaklasik 9 kat, 12. saatte yaklagik 5
kat fazla ifade edildigi goriiliirken, Kaspaz-9 ifadesinde ise anlamli

degisiklik saptanmamaistir.
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5. Akim sitometride Doxorubicin’in apoptotik etkisinin belirlenmesi i¢in
24 saat Doxorubicin’e maruz birakilan hiicrelere FITC AnnexinV testi
uygulanmistir. Test sonucunda hiicrelerin %18.5’inin ge¢ apoptotik,

%9.3’1linilin ise erken apoptotik evde oldugu belirlenmistir

6.  PE Aktif Kaspaz-3 testinde kontrol grubu ile ila¢ uygulamasi yapilan

hiicreler arasinda anlamli farkliliklar gozlemlenmemistir.

7. DNA hiicre dongiisii analizi ile anti-mitotik etki (Go/G1, S ve Go/M
fazlarindaki) yiizde oranlarina goére tutuklanma  durumlar
karsilastirilmistir. ilag uygulamasi yapilan hiicrelerin %77.69 unun Gi

evresinde oldugu belirlenmistir.

Niceliksel olarak incelenen Kaspaz-3, Kaspaz-8 ve Kaspaz-9 gen
ifadelerinin disinda, apoptoz yolaginda etkili oldugu diisiiniilen Kaspaz-7 gen
ifadesine bakilmas1 da gerekmektedir. Ayrica BxPC-3 hiicre hattinda Doxorubicin’in
CREB3L1 yolagma etkisini anlamak ic¢in immiinhistokimya yapilmasi

gerekmektedir.
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EK-1.

EKLER

Hiicrelerin Coziilmesi

Bir beher i¢ine distile su koyup 37°C’ye kadar 1sinmasi beklenir.

Azot tankindan i¢inde dondurulmus hiicreler bulunan dondurma tiipii

cikarilir.

Cikarilan dondurma tiipii hemen buz akiisii iizerine koyulur.

Dondurma tiipii buz akiisii lizerinde 1sinan su banyosu yanina tasinir.

Dondurma tiipii su banyosu i¢ine koyulur.

1-2 dakika beklenir.

N A o

Su banyosundan dondurma tiipii alinir ve gevresi temiz kagit havlu ile

kurulanir.

Dondurma tiipii ¢evresine alkol sikilir.

Tekrar kurulanir.

10.

Bir tiip i¢ine 7-9 ml besiyeri koyulur.

11.

Dondurma tiipii i¢indeki hiicre karisimli sivi ¢ekilip tiipe koyulur.

12.

Pipetaj yapilir.

13.

500xg’de 5 dakika santrifiij edilir.

14.

Santrifiij sonrasi tiipiin iistiindeki supernatant pastor pipeti ile ¢ekilerek atilir.

15.

Tiipiin dibinde kalan pelete besiyeri eklenir.

16.

Eklenen besiyeri ile nazikge pipetaj yapilir.

17.

Tiipte olusan hiicre+besiyeri karisimi pipet ile ¢ekilerek kiiltiir kabina ekilir.

18.

Kiiltiir kabina 2 ml besiyeri eklenir.

19.

Mikroskopta hiicreler kontrol edilir.

20.

Kiiltiir kab1 37°C ve %5’lik CO2’li etiive yerlestirilir.

63




YILMAZ, T. 2014, Pankreas Karsinoma (BxPC-3) Hiicre Hattinda Doxorubicin’in Antikanser Etkisinin Arastirilmasi, Yiiksek
Lisans Tezi, Mersin Universitesi

EK-2.

Hiicrelerin Subkiiltiirii (Pasajlama)

Etiivdeki kiiltiir kab1 disar1 alinir ve mikroskopta hiicrelerin canliligi ve

pasajlama zamaninin gelip gelmedigi degerlendirilir.

Hiicre kabinin hiicre olmayan kosesine biriktirilen besiyeri, pastor pipeti ile

cekilir.

Kiiltiir kabindaki hiicreler PBS ile yikanir. (w/o Ca™", Mg'™)

Bagka bir pipet ile 2-3 ml Tripsin kiiltiir kabina eklenir.

37°C’de etivde 5 dakika bekletilir.

Etiivden alinan hiicrelerin tripsin ile muamele sonrasi kalkip kalkmadigi
mikroskopta degerlendirilir. Hiicreler kalkmamus ise bir siire daha inkiibe

edilir.

Pipet ile hiicreler ve tripsin bir tiipe alinir; izerine bir miktar besiyeri eklenir.

500xg’de 5 dakika santrifiij edilir.

Santrifiij sonrast tiipilin dibinde olusan hiicre pelletinin iistiindeki supernatant

pastor pipeti ile ¢ekilerek atilir.

10.

Pellet iizerine besiyeri eklenir.

11.

Eklenen besiyeri ile 1-2 kez pipetaj yapilir.

12.

Hiicreler ve besiyerinden olusan karisim miktari 4’e bolintir*.

13.

Hiicrelere zarar verilmeden ¢ekilir ve 4 kiiltlir kabina esit olarak hiicreler

ekilir.

14.

Kiiltiir kabi {izerine hiicre tipi, igslemin tarihi, kaginci pasaj oldugu ve

kullanilan besiyeri yazilir.

15.

Kiiltiir kaplarinin tizerine 2ml besiyeri eklenir.

16.

Kiiltiir kabina ekilen hiicreler mikroskopta incelenir.

17.

Kiiltiir kab1 37°C ve %5°lik CO2’li etiive yerlestirilir.

*Bu miktar her ¢alisma icin farklidir.
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EK-3. Hiicrelerin Dondurulmasi

Etiivdeki kiiltiir kab1 disar1 alinir ve mikroskopta hiicrelerin canliligi

degerlendirilir.

Hiicre kabinin hiicre olmayan kosesine biriktirilen besiyeri laminar kabin

igerisinde pastor pipeti ile ¢ekilir.

Baska bir pipet ile 2-3 ml Tripsin kiiltiir kabi iizerine eklenir.

37°C’de etiivde 5 dakika bekletilir.

Etiivden alinan hiicrelerin tripsin ile muamele sonrasi kalkip kalkmadigi
mikroskopta degerlendirilir. Hiicreler kalkmamus ise bir siire daha inkiibe

edilir.

Pipet ile hiicreler ve tripsin bir tiipe alinir, iizerine bir miktar besiyeri eklenir.

500xg’de 5 dakika santrifiij edilir.

Bu sirada dondurma tiipii i¢ine 700ul medium, 200ul FCS, 100ul DMSO

konulup buz iizerinde bekletilir.

Santrifiij sonrast tiipilin dibinde olusan hiicre pelletinin istiindeki supernatant

pastor pipeti ile ¢ekilerek atilir.

10.

Dondurma tiipiinde hazirlanan soliisyonla hiicre pelleti 1-2 kez pipetaj yapilir.

Hiicrelere zarar verilmeden hepsi cekilir.

11.

Dondurma tiipiine alinir. Dondurma tiipii tizerine hiicre tipi, islemin tarihi,

kag kez pasajlandigi (T1/P1) ve kullanilan besiyeri yazilir.

12.

+4°C’de 3-4 saat bekletilir.

13.

-20°C’de 1 gece (8-10 saat); varsa bir siire -80°C’de bekletilir.

14.

Sonrasinda s1vi azot tankina aktarilir.
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EK-4. Aktif Kaspaz-3 Boyama Protokolii

10.

11.
12.

13.
14.
15.
16.

BD Perm/Wash Buffer (10x) 1:10 olacak sekilde diliie edilir. 1 ml

Perm/Wash Buffer falkon tiipe eklenir ve iizerine 9 ml steril su eklenir. Eger
hazirlanan seyreltik Perm/Wash Buffer (1x) herhangi bir ¢okelti, tortu olursa
0.45 pm filtreden gegirilmesi gerekmektedir. (HAZIRLIK)

Deneyde kullanilacak 6rnek bagina 100 pl Perm/Wash Buffer (1x) ve 20 pl
antibody eklenerek karisim hazirlanir. (HAZIRLIK)

Hiicreler 2 kez soguk PBS ile yikanir ve 5 dakika boyunca 300xg’de santrifiij
edilir.
Santrifiij sonrasi siipernatant atilir.

BD Cytofix/Cytoperm igerisinde resiispanse edilir. (1x10%0.5 ml .. Yani 1

milyon hiicre oldugunda 500 pl)
Hiicreler 20 dakika boyunca buz iizerinde inkiibe edilir.
Inkiibasyon sonrast hiicreler 5 dakika boyunca 300xg’de santrifiij edilir.

Siipernatant atilir ve hiicreler Perm/Wash Buffer (1x) (1x10%0.5 ml .. Yani 1

milyon hiicre oldugunda 500 pl) ile yikanir.
5 dakika boyunca 300xg’de santrifiij edilir.
Siipernatant atilir ve hiicreler Perm/Wash Buffer (1x) (1x10%0.5 ml .. Yani 1

milyon hiicre oldugunda 500 pl) ile yikanir.
5 dakika boyunca 300xg’de santrifiij edilir.
Siipernatant atilir. Her tiipe (1x10%0.1 ml .. Yani 1 milyon hiicre oldugunda

100 pl) Perm/Wash Buffer (1x) eklenir ve iizerine ( 1x10%/20 ul antibody)

eklenerek restispanse edilir.
30 dakika boyunca oda sicakliginda inkiibasyona birakilir.
Her test tlipline 1 ml Perm/Wash Buffer (1x) eklenir.

5 dakika boyunca 300xg’de santrifiij edilir.
Stipernatant atilir ve her test tiiptine 500 pul Perm/Wash Buffer (1x) eklenir ve

akim sitometri cihazinda analiz edilir.
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EK-5. FITC AnnexinV Boyama Protokolii

Hazirlanmasi gereken soliisyonlar:

10x FITC AnnexinV Buffer’dan 1 ml alinir ve iizerine 9 ml su eklenir. Béylece 10

ml 1x FITC AnnexinV Buffer elde edilmis olur.

Kullanilmasi onerilen kontroller:

1. FITC AnnexinV ve Pl ile BOYANMAMIS hiicreler.
2. FITC AnnexinV ile BOYANMIS hiicreler (PI eklenmemis).
3. Plile BOYANMIS hiicreler (FITC AnnexinV eklenmemis).

Staining (Bovama):

1. Hiicreler 2 kez soguk PBS ile yikanir ve hiicreler 1x Binding Buffer ile

resiispanse edilir. (1x10° cells/ml.. (Yani 1 milyon hiicreye 1 mililitre
koyuyoruz.)
Hazirlanan bu karisgimin 100 pl’si (1x10°) 5 ml’lik kiiltiir tiipiine aktarilir.

Daha sonra bu tiip igerisine 5 pl FITC AnnexinV ve 5 pl PI eklenir.

Hiicreler karistirilir ve karanlikta 15 dakika boyunca inkiibe edilir.

SR W

Tiim tiiplere 400 pl 1x Binding Buffer eklenir ve 1 saat igerisinde Akim

Sitometri cihazinda okutulur.

Bu islem sonrasinda tiim tiiplere 400 pl 1x Binding Buffer eklenir ve 15 dakika

boyunca karanlikta inkiibasyona birakilir.
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EK-6. CycleTest™ PLUS DNA Reagent Kit Protokolii

Hiicrelerin Hazirlanmasi,

l.
2.
3.

10.

11.

Hiicre siispansiyonu oncelikle 17x100 mm’lik FACS tiiplerine alinir.

5 dakika 300xg’de oda sicakliginda santrifiij edilir.

Stipernatant atilir. Tiipiin dibindeki pellete zarar vermemek icin yaklasik 50
pl kadar siipernatant birakilabilir.

Uzerine 1 ml Buffer Soliisyonu eklenir ve hiicreler diisik hizda

kopiirtiilmeden calkalanir.

5 dakika 300xg’de oda sicakliginda santrifiij edilir.

Stipernatant atilir. Tiiplin dibindeki pellete zarar vermemek i¢in yaklasik 50
ul kadar siipernatant birakilabilir.

Uzerine 1 ml Buffer Soliisyonu eklenir ve hiicreler diisiik hizda

kopiirtiilmeden ¢alkalanir.

5 dakika 300xg’de oda sicakliginda santrifiij edilir.

Stipernatant atilir. Tiipiin dibindeki pellete zarar vermemek i¢in yaklasik 50
ul kadar siipernatant birakilabilir.

Uzerine 1 ml Buffer Soliisyonu eklenir ve hiicreler diisiik hizda
koptirtiilmeden ¢alkalanir.

Hiicre sayimm cihazinda sayim yapilir ve Buffer Soliisyonu ile konsantrasyon

1x10° hiicre/ml olacak sekilde ayarlanir.

Boyama Protokolii;

Not: Soliisyon A ve B oda sicakligina ulastirildiktan sonra kullanilmalidir. Soliisyon

C ise soguk olarak (2°C - 8 °C) karanlikta bekletilmelidir.

12.
13.
14.

15.

Oda sicakliginda 5 dakika 400xg’de santrifiij edilir.

Stipernatant tamamen dokiiliir ve son damla pegeteye alinir.

Tiipe 250 pl Solisyon A (Trypsin Buffer) tiim tiiplere eklenir ve el ile
vurularak karigmasi saglanir. (Vorteks yapma).

Karigtirma islemi sonrasinda Soliisyon A’nin etkisini gosterebilmesi i¢in 10

dakika boyunca oda sicakliginda inkiibasyonu saglanir.
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16.

17.

18.

19.

20.

21.

Soliisyon A bosaltilmadan iizerine 200 pl Soliisyon B (Tyripsin Inhibitor and
RNase Buffer) eklenir ve tiiplerin dibine el ile vurularak karismasi saglanir.
(Vorteks yapma).

Karigtirma islemi sonrasinda Soliisyon B’nin etkisini gdsterebilmesi i¢in 10
dakika boyunca oda sicakliginda inkiibasyonu saglanir.

Inkiibasyon sonrasinda Soliisyon A ve B bosaltilmaz ve iizerine 200 pl (2°C -
8 °C) soguk olarak Soliisyon C (Propidium Iodide Stain Solution) tiim tiiplere
eklenir. Hizlica karistirilir ve 10 dakika boyunca karanlikta ve buzdolabinda

inkiibasyonu saglanir.

Ornekler 50 pm ve 35 um capinda filtre kullanilarak 12x75 mm tiiplere
aktarilir.

Ornekler akim sitometri cihazinda kullanilmak iizere hazir hale gelir. Akim
sitometri analizlerine kadar kapaklar1 kapali sekilde karanlik buzdolabinda
saklanabilir.

Not: Soliisyon C eklendikten sonra 3 saat igerisinde akim sitometri

analizlerinin gergeklestirilmesi gerekmektedir. Buzdolabinda saklanan
ornekler calisgilmadan Once tlipin dibine vurularak homojen hale gelmesi

saglanmalidir.
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EK.7. DNA QC Particles Protokolii

Bu protokol BD CycleTEST PLUS yapilmadan 6nce yapilmast gereken
optimizasyon islemlerini igermektedir. Bu asamada hazirlanmas1 gereken 3 soliisyon

vardir. Bunlar;
CEN soliisyonunun igerigi;

1 ml PI boyama soliisyonu (D viali) + 40 ul CEN (A viali) alinarak FACS tiipiine
aktarildiktan sonra karistirilarak kapagi kapatilir ve 10 dakika boyunca oda

sicakliginda inkiibasyonu gerceklestirilir.

Saklama kosullar1 yerine getirildigi durumlarda (2°C - 8 °C sicakliginda ve karanlik)

4 saat boyunca aktivitesini korumaktadir.
CTN soliisyonunun igerigi;

1 ml PI boyama soliisyonu (D viali) + 40 ul CTN (B viali) alinarak FACS tiipiine
aktarildiktan sonra karistirilarak kapagi kapatilir ve 10 dakika boyunca oda

sicakliginda inkiibasyonu gergeklestirilir.

Saklama kosullar1 yerine getirildigi durumlarda (2°C - 8 °C sicakliginda ve karanlik)

4 saat boyunca aktivitesini korumaktadir.
2-um Beads soliisyonunun igerigi;

Bead sisesini saglikli bir sekilde vorteks ediniz. FACS tiipii icerisindeki filtre edilmis
Iml PBS igerisine 2-um Beads (C viali) bir damla damlatiniz ve vorteksleyiniz.

Diliie edilmis 2-um Beads soliisyonu saklama kosullar1 yerine getirildigi durumlarda
(2°C - 8°C sicakliginda ve karanlik) 12 saat boyunca aktivitesini korumaktadir.

Hazirlanan soliisyonlar sirasi ile akim sitometri cihazina okutulur ve gerekli voltaj ve
kompanzasyon ayarlarindan sonra ise ornek okutulur ve elde edilen analiz sonucu

ModFit LT programi yardimiyla analiz edilir.
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