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IKi VE UC BOYUTLU GLIOBLASTOMA MULTIFORME HUCRE
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Ug boyutlu (3B) hiicre kiiltiirlerde elde edilen ilaglara ait ICso degerlerinin iki
boyutlu (2B) kiiltiirlere gore in vivo’ya benzerliginin daha yiliksek olduguna dair uzlasi
vardir.

Bu tez ¢alismasimin amaci 2B ve 3B kiiltiirleri yapilan glioblastoma (GBM)
hiicre serilerinde (U-87 MG, T98G) Kabazitaksel (CTX) ilacinin sitotoksik, apoptotik ve
hiicre dongiisii evrelerine etkisini karsilagtirilmali olarak ortaya koymaktir.

3B (sferoid) hiicre kiiltiirlerini olusturmak igin asili damla yontemi kullanildi.
CTX’in 2B ve 3B kiiltiirlerde hiicre canliligina etkisi XTT yontemi ile olgiildii ve
buradan elde edilen verilerle sitotoksik etkisi hesaplandi. Hiicre dongiisii ve apoptozis
evrelemesi igin Muse Hiicre Analiz cihaziyla uyumlu testler kullanildi.

CTX’in hiicre kiiltiirlerine ait hesaplanan ICsy degerleri sirasiyla 1 uM (2B T98G
48 Saat), 13.98 uM (3B T98G 72 Saat), 9.825 uM (2B U-87 MG 72 Saat), 92.4 uM (3B
U-87 MG 96 Saat). CTX’in hiicre dongiisiinii 2B kiiltiirlerde G2/M evresinde, 3B
kiiltiirlerde ise GO/G1 evresinde durdurdugu saptanmistir. Hiicrelerde CTX aracili erken
ve geg¢ apoptotik hiicrelerin yiizdeleri 42.75 (2B T98G), 45.56 (3B T98G), 44.36 (2B U-
87MQG), 27.07 (3B U-87 MQG) olarak belirlenmistir.

Bu tez ¢aligmasinda CTX’in hiicresel etkilerinin 2B ve 3B GBM Kkiiltiirlerinde
farklilastigr ilk defa gosterildi. Bu calismanin bulgularn 1s1ginda yapilacak in vitro
sitotoksisite ¢alismalarinin, verilerin in vivo’ya benzerligi acisindan sadece 2B degil ayn1
zamanda 3B kiiltiirler ile birlikte yapilmasi1 onerilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Ug boyutlu (3B) hiicre kiiltiirii, Glioblastoma, Kabazitaksel,
Sitotoksisite, Hiicre dongiisii, Apoptozis.
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COMPARATIVE ANALYSIS OF CABAZITAXEL’S CELLULAR EFFECTS ON
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There is a common idea about ICsy values of drugs obtained from three
dimensional (3D) cell cultures are more in vivo-like than from two dimensional (2D) cell
cultures.

The objective of this thesis was to investigate and compare the effects of
Cabazitaxel (CTX) on cytotoxicity, apoptosis and cell cycle in glioblastoma cell lines
[GBM (T98G and U-87MG)] cultured as 2D and 3D.

Hanging-drop technique was performed for the formation of 3D (sferoid) cell
cultures. Effect of CTX on cell viability was evaluated by using XTT assay and the data
obtained from the assay was used for calculating cytotoxicity. The tests which are
compatible with Muse Cell Analyzer were used for cell cycle and apoptosis analyzes.

ICs values of CTX were calculated as 1uM (2D T98G, 48 hours), 13.98uM (3D
T98G, 72 hours), 9.825uM (2D U-87MG, 72 hours), 92.4uM (3D U-87MG, 96 hours).
It was determined that CTX arrested cell cycle at G2/M phase for 2D cultures and
GO0/G1 phase for 3D cultures. CTX-mediated ealy and late apoptotic cell percentages
were determined as 42.75 (2D T98G), 45.56 (3D T98G), 44.36 (2D U-87MG), 27.07
(3D U-87 MQG).

In this study, it has shown for the first time that cellular effects of CTX
differentiate in 2D and 3D GBM cultures. It is suggested in the light of this study's
findings that in vitro cytotoxicity studies should perform with not only 2D cell cultures
but also with 3D cell cultures for obtaining data in vivo-like.

Key words: Three-dimensional (3D) cell culture, Glioblastoma, Cabazitaxel,
Cytotoxicity, Cell cycle, Apoptosis.
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1. GIRIS

Bilimsel bir problemi ¢ozmede kullanilan iki temel yaklagimdan biri tiime
varimdir. Bu yontemde modelleme ve 6rnekleme veri toplamanin 6nciil basamaklarini
olusturur. Model organizma ve/veya Orneklemeden elde edilen 6n bulgular (in vitro)
ekstrapolasyonla biitiine, yani daha karmasik organizmalara (in vivo) uyarlanir. Bu
bilimsel metodolojide en ¢ok tartisilan konulardan biri in vitro bulgularin in vivoya ne
Olciide uyarlanabilecegidir. Kanser alaninda ilag gelistirme arastirmalarinda en ¢ok
kullanilan 6nciil veri toplama model sistemi hiicre kiiltiiriidiir. Hiicre kiiltiirii uzun
yillardir laboratuvar kosullarinda iki boyutlu (monolayer) olarak yapilmaktadir.
Dolayisiyla in vitro hiicre kiiltlirlerinde etkileri arastirilan potansiyel anti-kanser
ajanlarin sitotoksik etkilerinin in vivoya ne dl¢lide benzer oldugu hala devam eden bir

tartismadir.

90’ willarin baslarindan itibaren hiicreler {ic boyutlu (sferoid) kiiltiir
ortamlarinda ¢ogaltilarak bu soruna ¢6ziim olabilecek yontemler gelistirilmeye baslandi.
Stferoid yapidaki hiicre toplulugunda hiicrelerarasi etkilesimin ve ekstraselliiler matriksin
monolayer formdaki hiicrelere gore daha karmasik ve in vivoya daha benzer oldugu
konusunda genel bir anlayis ortaya cikti. Son yillarda giderek artan sayida ¢alismada in
vitro sitotoksisite deneylerinin hem iki hem de ii¢ boyutlu kiiltliir ortamlarinda
karsilastirmal1 olarak yapilmasi ekstrapolasyon isleminin daha verimli yapilabilmesini
sagladi. Bu sayede, bilhassa kanser tedavisi i¢in potansiyel ilaglarin arastirilmasi
siirecinde baslangic model sistemi olarak kullanilan in vitro hiicre kiiltlirlerinde yapilan
sitotoksik arastirmalarin ti¢ boyutlu kiiltiir ortamlarinda da yapilmasinin 6nemi anlagilda.
Bu tez ¢alismasinda kanser tiirleri icerisinde invazyonu ve tedaviye direnci ¢ok hizli
gelisen glioblastoma multiforme (glioblastoma, GBM) kanser hiicre hatlarinin (T98G,
U-87 MG) hem iki boyutlu hem de ii¢ boyutlu (gliomasfer) kiiltiir ortamlarinda
cogaltildi ve optimize edildi. GBM gelisiminde en Onemli etken hiicrelerin
mikrocevresindeki ekstraselliiler matriks molekiillerinin (6zellikle hyaluronik asit)
miktarlarindaki degisim olmasi nedeniyle in vitro olarak iki boyutlu ve ii¢ boyutlu hiicre
kiiltiiri modelinde sitotoksik arastirma yapmak O©nem kazanmaktadir. Bu tez

calismasinda her iki hiicre kiiltiirii modeli {izerinde taksan grubu ilaclardan biri olan,



kan-beyin bariyerinden gecebilen Kabazitaksel ilacinin hiicresel etkilerinin

karsilastirilmali olarak arastirilmasi amaglandi.



2. GENEL BILGILER

2.1. Boyutun Tanim

Boyut, sozliikk anlami olarak bir nesnenin (veya uzayin) onu tanimlayan
ozelliklerinin (ylikseklik, uzunluk, derinlik, uzay-zaman) topolojik olciisiidiir. Nokta
(0OB), sifir boyut durumunu (boyutsuzluk) temsil eder. Sadece uzunluk Ol¢iistine sahip
cizgisel dogru bir boyutludur (1B). Yiikseklik ve uzunluk 6zelliklerine sahip nesneler
(kare, dikdortgen vb) iki boyutludur (2B). Yiikseklik, uzunluk ve derinlik 6zellikleri
olan nesneler ii¢ boyutlulugu (3B) temsil eder. Uzayda nesnelerin hareketiyle aciga
cikan veya hissedilen zaman dordiincii boyutu (4B) temsil eder [1]. Canli sistemler
morfolojik ve anatomik olarak 3B’dir. Molekiiller hareket veya titresim halinde
oldugundan doérdiincli boyut olan zamanin agiga ¢ikmasina ve izlenmesine yol acarlar.
Bundan dolay1 canlilardaki her hadise zaman seridinde aktigindan canli sistemler uzay-
zaman birlikteliginin karakteristik 6rnegini olusturur. Bundan dolay1 canlilik, patoloji,
hastalik ve 6liim 4B eksende tanimlanir ve agiklanir.

In vivoda hiicreler mikrocevrenin etkisiyle bulunduklar1 ortamda polarizasyon
olustururlar. 3B yap1 olan dokunun biitiinliigiiniin ve homeostasinin saglanmasi,
polarizasyonun gereken diizeyde olmasina baghdir [2]. In vitroda yapilan tek katmanli
(monolayer) hiicre kiiltlirlerinde hiicreler uzunlukga artarken yiikseklik ve derinlik
ozelliklerini biiyiik 6l¢iide kaybederler. Bu nedenle tek katmanli hiicre kiiltiiri 2B hiicre
kiltliri modeli olarak tanimlanir. /n vitro 3B hiicre kiiltiirii (sferoid) modelinde ise
hiicreler in vivodakine benzer polarizasyon gosterdiklerinden morfolojileri de in vivoya
yaklasir [3, 4]. Hiicreler 2B kiiltiir modelinde kaybolan derinlik ve degisen yiikseklik,
uzunluk ol¢tilerini 3B kiiltiirde geri kazanirlar (Sekil 2.1, 2.2).
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Sekil 2.1. iki boyutlu (2B) Kkiiltiirlerde hiicreler polarizasyon kaybi nedeniyle
organizasyon olusturma oOzelliklerini kaybederler. Uc¢ boyutlu (3B) Kkiiltiirlerde ise

hiicreler in vivo benzeri polarizasyon olusturarak organize bir sekilde doku olusumuna

giderler [5].
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Sekil 2.2. Hiicrelerin davranislarini ve dokunun dinamik durumunu etkileyen kimyasal,

fiziksel ve topolojik faktorler (Li ve Cui, 2014’den yeniden diizenlenmistir) [6].

2.2. In Vitro Sitotoksisite Arastirmalarinda iki Boyutlu ve U¢ Boyutlu Hiicre
Kiiltiirii

In vitro hiicre kiiltiirleri bir molekiiliin (ilag, kimyasallar vb) hiicre iizerindeki
toksik etkisini 6lgmek icin ilk bagvurulan yontemdir. Geleneksel hiicre kiiltiirleri kiiltiir
kaplart kullanilarak ankoraj bagimli hiicrelerin tek katmanli (monolayer) ve 2B
cogalmalarin1 saglar. Bu modelde kisa siirede biiylik hiicre popiilasyonlar: elde
edildiginden hiicre canlilik testleri iizerinden sitotoksisitenin hesaplanmasi pratik ve
ekonomiktir. Ancak hiicrelerin kiiltiire edildikleri kaplarin in-vivo mikrogevreyi

yansitmamasi ve hiicrelerin in-vivo mikrogevrelerini olusturma imkani bulamamasi



nedeniyle 2B hiicre kiiltiirleri in vivoda gergeklesen hiicresel olaylar1 tam olarak temsil
etmez. Bu hiicre ¢ogaltma yontemi hiicrelerin polarizasyon kaybina ve ekstraselliiler
matriks (Extra Cellular Matrix - ECM) molekiillerini sinirh alandan salgilanarak in-
vivoda sahip olduklar 6zellikleri kaybetmelerine neden olur (Tablo 2.1) [7, 8]. In vitro
arastirmalarin in vivoya benzerligi ve sonuglarin kullanilabilirligi uzun yillardir
tartisma konusu olsa da bu arastirmalar 6n bilgi ve 6ngorii sagladigindan dolay1 dnemini
korumaktadir. Son yillarda gelisen teknoloji hiicre serilerini in vitro 3B olarak kiiltiire

etmeyi miimkiin kilmistir.

3B hiicre kiiltiirti, hiicre agregatlarinin doku sferoidleri veya gémiilii hiicreler
olarak canli dokularinda bulunan yapisal proteinlerin ve diger biyolojik molekiillerin
ECM’i taklit ettigi bir doku iskelesinde veya sivi tabanli yontemlerde olusmasini
saglayarak belirli bir dereceye kadar in vivo olaylar taklit eden model bir sistemdir. 3B
hiicre kiiltlirii ile hiicre-hiicre ve hiicre- matriks etkilesimleri, hiicre ¢ogalmasi ve
farklilasmas1 diizenlenerek in vivo benzeri doku mimarisi ve homeostasis
korunabilmektedir. Bu nedenle in vitro galismalarda hiicrelerin ECM molekiillerini tam
olarak salgilayabildikleri in vivo benzeri mikrogevrenin saglanmasi, in vitro bulgularin
in vivoya yansitilmasi noktasinda kritik 6nem tagimaktadir (Sekil 2.3) [9, 10]

3B hiicre kiiltiirii olusturabilmek i¢in arastirma amacina uygun secilebilecek
iskele ve sivi tabanli ydntemler bulunmaktadir. Iskele tabanli ydntemler hidrojel ve
matriks olarak iki gruba ayrilir [11, 12, 13]. S1v1 tabanl1 yontemler ise asili damla, ultra-
diisiik tutunma saglayan mikroplakalar, mikro tasiyict sistemler, rotasyon tabanli
sistemler ve mikro-akigkan ¢ipler olarak bes gruba ayrilir [13, 14, 15, 16, 17].

Gilinitimiizde 3B hiicre kiiltiirli i¢cin uygulanabilir ve ekonomik olan asili damla
yontemi tek bir sferoidin elde edilebildigi ve besiyeri degisimine imkan veren bir

yontemdir. Bundan dolay1 kullanim yayginlig1 giderek artmaktadir.



Tablo 2.1. Iki boyutlu (2B) ve iic boyutlu (3B) hiicre kiiltiirii
karsilastirilmas.

modellerinin

3B 2B

Hiicrelerin in vivo benzeri morfolojileri korunur Hiicreler in vivo morfolojilerini kaybederler.

Hiicre-hiicre etkilesimleri, polarizasyonu, hiicre

Hiicre-hiicre etkilesimleri, polarizasyonu, hiicre
gocii ve mekansal orgiitlenme daha zengindir

gocii ve mekansal orgiitlenme sinirhdir.

Deney siireleri ve sonuglarin eldesi in vivoya gore

Deney siireleri ve sonuglarin elde edilme siiresi
daha kisa, in vitroya gore daha fazla siire gerektirir.

kisadir.

Kiiltiir kab1 iginde ¢ogalan hiicrelerin hem tutunma
ylizeyleri hem de diger hiicrelerle etkilesim
ylizeyleri sinirlidir. Bu sinirlama hiicre-hiicre
etkilesimlerini dolayisiyla hiicre davraniglarini
dogrudan etkiler.

S1v1 veya iskele tabanli bir ¢evrede hiicrelerin
komsu hiicrelerle etkilesim yiizeyleri in vivo
benzerlik gosterir.

ECM salgilanmasi ¢ok yonlii oldugundan hiicre ve

Hiicreler ECM molekiillerini belirli bir yonde ve
ekstraselliiler matriks etkilesimleri de zengindir.

siirh ylizeyden salgilar.

Uzun siireli kiiltiirleri yapilamadigindan hiicrelerin Kiiltirler UzLn sure 1.1 ya pilabildiginden pasa llar
molekiiler tipolojisinde farklilagsma olusum riski aras1r.1da genetik .ngISIkllk.l e r.n.eydana gelebilir. Bu
diisiiktiir ise hiicrelerin zaman igerisinde molekiiler

tiplendirmelerinin farklilagsmasina yol agar.

Hiicre ¢ogalmasi molekiiler iskele iizerinde

gergeklestiginden ve ECM sentezi zengin Hiicrelerin aralarinda molekiiler iskelenin olmayist
oldugundan hiicreler arasinda parakrin sinyal iletimi in vivoya gore parakrin sinyal iletimi duyarliliginda
duyarlilig1 in vivoya benzerlik gosterir artisa yol agar.

Matriks ve molekiiler iskelenin sertligi in vivo doku Hucirel ern tutundugu k}lltl.]r.kaplarl.rvl%n (ﬂ?:sklar)
S e sertligi in vivo doku matriksinin sertligine gore daha
matriksi sertligine oldukga yakindir. fazladir

In vitroya gbre maliyeti daha yiiksek bir modeldir Maliyeti daha diisiik bir modeldir.
ancak in vivoya gore daha ekonomiktir.

*Fotograflar laboratuvarimizda gekilmis olup, U-87 MG hiicrelerinin 2B ve Hidrojel (agaroz) y6ntemi ile olusturulan 3B
kiiltiirlerinin faz-kontrast mikroskop (Leica Microsystems, Heerbrugg, Isvigre) goriintiilerinden alinmustir.
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Sekil 2.3. Iki boyutludan (2B), ii¢ boyutlu (3B) kiiltiirlere gecildiginde artan veriye bagh
olusan karmagiklik diizeyi in vivoya daha ¢ok benzerdir (Bal-price ve Hogberg,

2014’den yeniden diizenlenmistir) [18].

2.3. U¢ Boyutlu Hiicre Kiiltiirii ile Yapilabilen Arastirmalar

3B hiicre kiiltiirii yontemleri kullanilarak hiicre kiiltiirleriyle hiicrelerin gesitli
davranislari, birbirleriyle ve ilaglarla etkilesimleri arastirilabilir. Bu acidan literatiirde 3B
hiicre kiiltiiri ile yapilmis hiicre canliligi, hiicre dongiisii, sitotoksisite, hiicre

farklilagmasi, gen ve protein ekspresyonu ile ilgili ¢alismalar bulunmaktadir.

Yapilan bir ¢alismada kollajen I matrikste 3B olarak kiiltiire edilen HeLa
hiicrelerinin canlilik oranlarinin ayni hiicre serisinin 2B kiiltlirlerinden daha yiiksek
oldugu saptanmustir [19]. Kii¢iik hiicreli olmayan akciger kanseri hiicre serileri A549 ve
PC9un 3B ve 2B Kkiiltlirlerinde Erlotinib’in sitotoksik etkilerinin ol¢iildiigii bir
calismada 3B sferoid A549’da ICsy degerinin 2B kiiltlirlerinden alt1 kat daha az oldugu
gozlemlenirken 3B PC9’da ICs, degerinin 2B kiiltiirlerinden bes kat daha yiiksek oldugu
gosterilmistir [20]. A549 ile yapilan bagka bir ¢calismada 3B kiiltiirlerin 2B kiiltiirlere
gore c¢inko oksit nanopartikiillerine kars1 daha hassas oldugu bulunmustur [21]. Matriks
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yontemiyle 3B kiiltiirleri yapilan insan karaciger kanseri hiicre serisi HepG2 iizerinde
denenen hepatotoksik ilaclarin hiicrelerde in vivoda oldugu gibi toksik oldugu gézlenmis
ancak 2B HepG2 Kkiiltiirlerinde sitotoksisiteye rastlanmamigtir [22]. 8-30 yas arasi
donodrlerden alinan kemik iligi mezenkimal kok hiicrelerinin doku iskelesinde
kondrojenik farklilasmaya devam edebilmeleri; insan embriyonik kok hiicrelerinin
matriks kapli mikro kuyucuklarda embriyoid body formasyonu olusturabilmeleri;
embriyonik kok hiicrelerinin kollajen matrikste hepatositlere farklilasabilmeleri 3B
kiiltiirlerde yapilan hiicre farklilagsmasi ¢alismalara 6rnek verilebilir [14, 23, 24]. DU-
145 prostat kanseri hiicre serisiyle yapilan EGFR (Epidermal Growth Factor Receptor)
protein ekspresyonu calismasinda 2B kiiltiirlerde bu proteinin asir1 eksprese edildigi
Olciiliirken, 3B kiiltiirlerde in vivoda oldugu gibi eksprese edildigi gosterilmistir. Ayni
calismada PC-3 prostat kanseri hiicre serisinde PSA (Prostat Spesifik Antijen) sentezinin
2B kiiltiirlerde goriilmedigi ancak 3B kiiltiirlerde goriildigii bildirilmistir. Aym
calismada MDA-MB-468 meme kanseri hiicre serisi PTEN (Phosphatase And Tensin
Homolog) protein ekspresyonunun her iki hiicre kiiltiirii ortaminda da olmadigi, AKT
(V-Akt Murine Thymoma Viral Oncogene Homolog) protein ekspresyonunun ise her iki
kiiltiir ortaminda oldugu gosterilmistir [25]. Meme epitel hiicre serisi 184A1’in 2B ve
3B kiiltlirlerinde radyasyonun hiicre dongiisiine etkilerinin 6l¢iildiigii bir ¢alismada
hiicre serisinin hem 2B hem de 3B kiiltiirlerinin G2 fazinda durdugu bulunmustur [26].
Bu durum 2B ve 3B Kkiiltiirlerde yapilan ancak elde edilen veriler arasinda bir fark

goriilmeyen ¢aligmalarin da oldugunu gostermektedir.

2.4. Glioblastoma Hiicre Serilerinin Onemi

2.4.1. Glioblastoma

Glial hiicreler noronlarla stirekli iletisimde bulunarak néronal metabolizmay1 ve
noronlar arasi iletisimi diizenler. Astrositler, oligodendrositler, mikroglia ve ependim
hiicreleri olarak dort sinifta incelenir. Bu hiicrelerden kaynaklanan tiimorler genel olarak
glioma olarak isimlendirilir. Gliomalar beyin dokusunda olusan tiimdrlerin yaklasik %
80’ni olusturur ve glial hiicrelerden kokenlenir. Insidans: diinyada 100.000’de 7°dir [27,
28, 29].



Gliomalar koken aldiklar1 hiicreye gore astrositoma, oligodendroglioma,
ependimoma ve karisik glioma olarak siniflandirilir. WHO astrositomalar1 dort alt gruba
ayirmustir; Evre I veya pilositik astrositoma, evre II veya diisiik evre astrositoma (AGII),
evre III veya anaplastik astrositoma (AGIll), evre IV veya glioblastoma (GBM,
Glioblastoma multiforme). GBM, gliomalar igerisinde %065 siklikta goriiliir ve en
olimciil olanidir. Daha ¢ok 40 yas iistii erkek bireylerde goriildiigii belirtilmektedir.
GBM hastalarinin tedavisinde cerrahi islem, radyoterapi ve kemoterapi uygulanir.
Yasam Omrii 12-15 ay arast olup GBM hastalar icerisinde 5 yillik sagkalim oram
%5’tir. GBM hiicrelerinin normal beyin parankimasi i¢ine diffiiz infiltrasyon olmasi,
araliksiz tiimor biliylimesi ve tiimor hiicrelerinin radyasyon ve kemoterapdotiklere karsi

direng gelistirmesi tedaviyi geciktiren ve zorlastiran etkenlerdir [28].

GBMler ortak histolojik 6zellikler gdstermelerine ragmen bu tiimdrler molekiiler
diizeyde hastadan hastaya oldukga cesitlilik gosterir [30]. GBM genel olarak tiimdriin
genetik yapisi temel alinarak primer (vakalarin yaklasik %93°1) ve sekonder (vakalarin
%S5- %10 aras1) olarak ikiye ayrilir. Primer GBM genellikle 50 yas {stii bireylerde
gozlenir. Genetik olarak EGFR amplifikasyonu, PTEN mutasyonu ve pl6INK4a
delesyonu ile karakterizedir. %10’unda MDM?2 (murine double minute 2) geninin
amplifikasyonu goriilmektedir [31]. Sekonder GBM daha gen¢ bireylerde gozlenir.
Ortalama baslangic yas1 45 olan bireylerde genetik olarak TP53, RB2 mutasyonlari
saptanmustir. /DHI (Izositrat dehidrogenaz 1) gen mutasyonu tiim sekonder GBMlerde
belirlenmistir [32]. Kromozom 10q kaybi her iki GBM tipinde de ortaktir [28§].
Cocuklardaki GBM’lerde EGFR veya MDM2 proto-onkogenlerinin amplifikasyonu ve
pl15/p16 delesyonu rastgele gozlenmektedir [33].

2.4.2. Glioblastoma Mikrocevresi

Beyindeki ECM molekiillerinin 6zellikle de hyaluronan molekiiliiniin glioma
hiicrelerinin invazyon ve malignitesinde Onemli rol oynadigi bildirilmistir. GBM
invazyonunda ekstraselliiler etkileri anlamadaki asil engel in vivoda beyin dokusunu
saran glioma toplulugunun kompozisyonal ve yapisal elementleri bulunduran matriks

sistemlerinin kurulabildigi in vitro model eksikligidir [34]. U¢ boyutlu (3B) hiicre
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kiiltiiri bu agidan in vivoya benzerligiyle GBM modellemesi i¢in dogru bir se¢im

olabilir.

Normal beyin dokusundaki ekstraselliler alan beynin %15 — 25’ini
kaplamaktadir. Beynin geri kalan1i noronlar, glialar, astrositik uzantilar ve kan
damarlarindan olusmaktadir. Ekstraselliiler alanda noron ve glialardan salgilanan gesitli
iyonlar, ndrohormonlar, peptidler, metabolitler ve ECM molekiilleri bulunmaktadir.
Beyin ECM’i 6zellikle proteine bagli olmayan hyaluronik asit ve proteine bagli olan
heparan siilfat ve kondroidin siilfat gibi siilfatlanmis glikozaminoglikanlar igerir. Ayrica
damar diizenini (vaskiilatiir diizen) saglayan kollajen, laminin ve fibronektin de bulunur

[35, 36].

Mikrogcevre GBM olusumunda onemli etkiye sahiptir. GBMler de dahil tiim
glioma hiicreleri invazyonu kolaylastirmak ve invazyonun aktif oldugu bolgede ECM’yi
yeniden modellendirmek i¢in kendi mikro ¢evrelerine ECM molekiilleri (hyaluronik asit,
fibronektin, laminin, kollajen, vitronektin, tenaskin, vb), enzimler ve matriks
metalloproteinazlar sentezler. Hyaluronik asit beyin dokusunda bulunan en 6nemli
(primer) ECM molekiiliidiir. Ortamdaki hyaluronik asit molekiillerinin sayisindaki
degisimler glioma olusumu ile karakterizedir. GBMler normal beyin dokusunda
bulunandan ¢ok daha fazla diizeyde hyaluronik asit eksprese eder. Hiicre ig¢i asiri
hyaluronik asit birikimi GBM hiicrelerinin gog, ¢ogalma ve invazyon siirecleri igin
uygun mikrogevreyi olugturmalarini saglar. Hiicre disinda asir1 hyaluronik asit birikimi
ise GBM cogalmas1 ve motilitesini diizenleyen hiicre ici sinyal yolaklarinin
aktivasyonuyla iliskilidir [34]. Bu acidan in vitro GBM c¢alismalarinda klasik 2B hiicre
kiiltiirtinde hiicrelerin belirli yiizeyleriyle kiiltlir kaplarina tutunmalar1 sonucu ECM
molekiillerinin sinirh yiizeylerden salgilanarak in vivo benzeri bir mikro ¢evre olusumu
saglanamamaktadir. Bu durum hiicre i¢i sinyal yolaklarmin aktivasyonunda in vivo
kosullara gore farklilasmaya yol agmaktadir. 3B hiicre kiiltiiriinde ise hiicreler kiiltiir
plakas1 gibi sert bir yiizeye tutunmadan sferoid yapi olusturarak cevrelerinde ECM
molekiillerinin  birikerek in  vivo benzeri bir mikrogevrede ¢ogalmalari

saglanabildiginden sinyal yolaklar1 aktivasyonu in vivoya benzerdir.
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2.4.3. Yaygin Kullanilan Glioblastoma Hiicre Serileri

In vitro ¢alismalarda kullanilmak iizere tiretilmis ve 6zellikleri tanimlanmis ¢ok
sayida insan GBM hiicre serisi bulunmaktadir. Bunlar igerisinden en yaygin kullanilan
GBM hiicre hatlar1 T98G ve U-87 MG dir (Sekil 2.4).

T98G hiicre serisi ilk olarak 1979 yilinda 61 yasinda beyaz irk kdkenli GBM
beyin tlimorli bir hastadan elde edilmistir. Epitelyal ozellikte ve ankoraj bagiml
(adherent) hiicrelerdir. T98 hiicre serisinin poliploid varyantidir. Morfolojik olarak
fibroblast hiicrelerine benzer. Hiperpentaploid hiicrelerdir ve kromozom sayilar1 128 —
132 arasindadir [37]. T98G’ nin p53 ve PTEN tiimor baskilayict genleri mutanttir ancak
Rb (Retinoblastoma) geninde mutasyon yoktur. Proto-onkogen Bcl-2 ekspresyonu vardir
[38, 39, 40].

U-87 MG hiicre serisi, 44 yasinda beyaz 1rk kokenli bir GBM hastasindan 1966
yilinda elde edilmistir. Epitalyal 6zellikte ankoraj bagimli (adherent) hiicrelerdir ve
morfolojik olarak yildizs1 yapidadir. Hipodiploid hiicrelerdir ve 44 kromozoma sahiptir
[41]. U-87 MG’nin tiimor baskilayict genlerinden p53 yabanil tip, PTEN ve pl6 geni
mutanttir, Rb ekspresyonu vardir. Proto-onkogen Bc/-2 ekspresyonu vardir [42, 43, 44,
45].

T93G

Sekil 2.4. Iki boyutlu (2B, monolayer) kiiltiirleri yapilan T98G ve U-87 MG hiicre
serilerinin kristal viyole ile boyandiktan sonra faz-kontrast mikroskobunda 40X

biiyiitmede ¢ekilen goriintiileri (Ozge Ozer).
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2.5. Hiicre Dongiisii ve Diizenleyici Molekiiller

Hiicreler biiylime ve cogalma icin karar veren ve birbirileriyle etkilesen
proteinlerin olusturduklar1 karmasgik bir sisteme sahiptir. Bu sistem hiicrelerin durgunluk
evresinde kalmasini ya da hiicre dongiisii evrelerinin ilerlemesini ya da durdurulmasini

saglayan hiicre ici ve hiicre dis1 sinyalizasyon mekanizmasindan olusur.

2.5.1. Hiicre Dongiisii

Okaryotik hiicrelerin cogunda hiicre déngiisii Gap 1 (G1), Sentez (S), Gap 2 (G2)
ve Mitoz (M) olmak iizere dort evreden olugmaktadir (Sekil 2.5). Bu evreleri
tamamlayan hiicreler Gap 0 (GO) ad1 verilen dinlenme evresinde kalirlar.
¢ Gap 1 (G1) Evresi: Hiicre metabolik fonksiyonlarinin normal olarak devam eder
ve organeller dublike edilir. DNA replikasyonuna hazirlanilir ve diploid (2n) kromozom
igerir.
¢ Sentez (S) Evresi: DNA replikasyonunu takiben kromozom dublikasyonu
gerceklesir. Boylece kromozom sayisi tetraploid (4n) olur.
¢ Gap 2 (G2) Evresi: Hiicre igerigi artmaya devam ederek mitoza hazirlanir.
¢ Mitoz (M) Evresi: Hiicre bdliinmesinin gergeklestigi evredir. Profaz,
Prometafaz, Metafaz, Anafaz, Telofaz ve Sitokinez olmak iizere alt1 alt evrede
tamamlanir.
> Profaz evresinde genetik materyal iki adet kromatid olusturarak kondense bir
durumda sentromerlerinden birlesir ve kromozom yapis1 meydana gelir. Hiicre iskelet
molekiilleri dagilir, mikrotiibiiller kutuplara c¢ekilmeye baslar ve kromozomlarin
tutunacaklar1 mitotik ig (spindle) iplikleri olusur. Golgi cismi ve endoplazmik retikulum
parcalanir.
> Prometafaz evresinde kromozomlar kinetokorlartyla mikrotiibiillere tutunur ve
olugsmus mitotik ig ipliklerinin ekvatoruna tasinmaya baglar.
> Metafaz evresinde mikrotiibiiller tamamen kutuplara ¢ekilmis olur ve ekvatora
yerlesen kromozomlar metafaz plagini olusturur.
> Anafaz evresinde kromozomlarin sentromerleri kohezin aktivitesi ile ayrilir ve

kromatidler esit sayida zit kutuplara ¢ekilmeye baslar.
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> Telofaz evresinde kromatidler her iki kutupta toplanir, golgi cismi ve
endoplazmik retikulum yeniden olusturulur.

> Sitokinez evresinde telofazi takiben hiicre boliinmesi gergeklesir ve iki yeni
hiicre olusur.

¢ Gap 0 (GO0) Evresi: Mitoz evresinden sonra hiicreler her hangi bir boliinme
sinyali gelmedigi siirece boliinmezler ancak metabolik olarak aktiftirler. Bu dinlenme

evresi GO olarak adlandirilir [35, 46].

GO

Sekil 2.5. Hiicre dongiisii evreleri.

2.5.2. Hiicre Dongiisii Kontrol Noktalari
Hiicre dongiisiinde islemekte olan evrenin tamamlanmasindan 6nce diger bir
evreye gecisi engellemek i¢in G1, S, G2/M ve M olarak dort kontrol noktas1 vardir. Bu

kontrol noktalarinda her hangi bir DNA hasar1 yakalanirsa hiicre durdurulur.

G1 Kontrol Noktasi: Boliinecek hiicredeki DNA hasari, boliinme igin gerekli

molekiiller ve hiicrenin yeterli biiyiikliikte olup olmadig: kontrol edilir.
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S Kontrol Noktasi: Replikasyon sirasinda olusan DNA hasar1 ya da hasarl
DNA algilanir.
G2/M Kontrol Noktasi: Dogru replike edilmemis ve hasarlt DNA alglanir.

ig ipligi Olusum Kontrol Noktasi: Bu kontrol noktasinda metafazdan sonra
anafaz evresine gecilmeden kromozomlarin 1§ ipliklerinin ekvator bolgesinde diizgiin

olarak siralanmasi kontrol edilir [35, 46].

Hiicre dongiisiinii diizenleyen molekiiller siklinler, siklin bagimli kinazlar
(Cyclin- Dependent Kinase, CDK), ve siklin bagimli kinaz inhibitérleridir (CKI).
Siklinler ve onlarin fosforillenmesini saglayan CDK’lar birlikte kompleks olusturarak
hiicre dongiisiiniin ilerlemesini saglar. G1 evresinde Siklin D, CDK4 ve CDK6
kompleksi, G1’den S evresine gegciste Siklin E ve CDK2 kompleksi, S evresinde Siklin
A ve CDK2 kompleksi, G2 ve M evrelerinde Siklin B ya da Siklin A ve CDKI1
kompleksi hiicre dongiisiiniin diizenlenmesini saglar. Hiicre dongiisiinii diizenleyen diger
onemli molekiiller Aurora kinaz ailesi lyeleridir (Aurora A, B, C). Aurora kinazlar
serin/threonin protein kinazlardir. Ig ipligi olusum kontrol noktasn, sentrozom ve

sitoiskelet fonksiyonu ve sitokinez diizenlenmesinde 6nemli rol oynarlar [47].

G1, S ve G2/M kontrol noktalarinda hasarli ya da replike edilmemis DNA varsa
sensor proteinleri tarafindan ¢evrelenerek ATR (Ataxia Telangiectasia and Rad3 Related
Protein) ve ATM (Ataxia Telangiectasia Mutated) protein kinazlar1 aktive eder. ATR
Chkl (Checkpoint Kinase 1)’i, ATM Chk2 (Checkpoint Kinase 2)’yi fosforiller.
Fosforillenen Chkl veya Chk2 proteini p53’iin fosforillenmesini saglar. p53, bir CKI
protein olan p21 sentezinde is goriir. p21 proteini G1, S ve G2 evrelerindeki CDKlar ile
kompleks olusturarak hiicre dongiisiinii durdurur (Sekil 2.6) [35, 46, 48].
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Sekil 2.6. Hiicre dongiisiinde etkilesen molekiiller (Alexander ve ark., 2012’den yeniden
diizenlenmistir) [49].

GBM gelisiminde G1 kontrol noktasinin diizenlenme bozuklugu (deregiilasyonu)
sik goriiliir. Calismalarda primer GBM tiimoérlerinin %50’sinden fazlasinda pl6INK4
lokusunun tamamen kayb1 ya da CDK4 geninde amplifikasyon goriildiigii bildirilmistir.
Ayrica kromozom 19p13.2°de delesyon oldugu gosterilmistir. Bu kromozom bdlgesi iki
tane CDK substrat1 eksprese eden (CDK4 ve CDK6’ya spesifik) pl/9INK4d (siklin
bagimli kinaz inhibitdr geni) geninin bulundugu bolgedir. Ancak c¢aligmalarda bu gende
herhangi bir delesyon saptanmamistir ve GBM hiicre serilerinde p/9INK4d geninin
ekspresyonu saptanmistir. Ancak CDK4 ve CDK6 ekspresyonu 18 GBM hiicre
serisinden 8’inde (% 44’iinde ) normal beyin dokusuna gore daha yiiksek oldugu
gosterilmistir  [50]. GBMlerin % 11’inde CDK4 geninin amplifikasyonuna
rastlanilmistir. Bunun sonucu olarak CDK4 proteini ekspresyonunda asir1 artis oldugu
saptanmistir [51]. GBMlerde Hiicre dongilisii kontrol molekiillerinden biri olan

CDC25A’nin (Cell Division Cycle 25A) ekspresyonunda artis oldugu gosterilmistir
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[52]. WEEI (G2 Checkpoint Kinase) geni ekspresyonunda dolayli azalma (downregiile)
oldugu bildirilmistir [53].

2.5.3. Hiicre Dongiisii Evrelerinin Analizi

Hiicre dongiisii evrelerinin analizinde kullanilan farkli yontemler vardir. En ¢ok
kullanilan ydéntem Propidyum Iyodid (PI) ile analizdir. PI niikleer DNA’ya baglanma
ozelligine sahiptir ve bu sayede DNA miktarina gore hiicrelerin hangi evrede
olduklarinin belirlenmesinde kullamlir. Olgiim ve hiicrelerin ayristirilmas: i¢in akim
sitometrisi kullanilir. PI 6zgiilliigiinii artirmak ve isaretleme yapmak i¢in ayrica
RNAseA, Bromodeoxyuridine (BrdU), Siklinler, Deoksinukleotidil transferaz (TdT) ve
F-aktin kullanilir [54, 55].

Bu tez ¢aligmasinda PI ve RNAse A karisim soliisyonu kullanildi. RNAseA
pirimidine ozgiildir ve PI'mn DNA boyama 0&zgiilliiglinii bu sayede artirir. PI
yogunlugu DNA igerigi arttikga artar. Bu nedenle analizde G2/M evresi en koyu

boyanan evredir.

2.6. Kabazitaksel’in Hiicre Dongiisiine Etkileri

Hayvan hiicrelerinde bulunan sentrozom organeli mitotik 1g ipligi ile kromozom
ayrilmasinda, hiicresel mimaride ve sitoplazmik tasinimda ©Onemli goreve sahip
mikrotiibiilleri organize etmede rol oynar [56]. Soluble (¢6ziinebilen) tubulin hiicrelerde
bir molekiil a-tiibiilin (alfa tiibiilin) ve bir molekiil B-tiibiilin (beta tiibiilin) alt
iiniteleriyle heterodimer olarak bulunur. Polimerizasyon sirasinda heterodimerler
protofilamet formu olusturmak icin birbirlerine baglanirlar. 13 protofilament i¢i bos bir
silindir seklinde organize olarak mikrotiibiil omurgasini olustururlar. Olusan ticlii
mikrotiibiil yapilarina da sentriol adi verilir. Mikrotiibiiller, serbest dimerlerin siirekli
polimerize yapilara dahil edilip soluble mikrotiibiil dimerlerinin tiibiilin havuzuna
salinmas1 nedeniyle kararsiz bir denge halinde bulunurlar. Bu mikrotiibiil dinamikleri
polarizasyona bagli olarak matkap benzeri asimetrik kiimelenme/yikima bagh ilerleme
(Threadmilling) ve dinamik kararsizlik ile korunur. Bu mekanizmada tiibiilin {initeleri
mikrotiibiiliin arti uca eklenip karsi eksi ugtan ¢ikarilarak kromozomlar tasinirken

mikrotiibiil uzunlugunda net degisim olmaz [57]. Mikrotiibiil stabilizasyonundan gorevli
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proteinler mikrotiibiil iligkili proteinlerdir (MAPs, Microtubul Associated Proteins).
Mikrotiibiillerin toplanmasi ve dagilmasi ise GTP-GDT hidroliziyle art1 ucta B-tiibiilin
tarafindan gerceklestirilir. GTP- tiibiilin mikrotiiblil toplanmasindan, GDP-§ tiibiilin

mikrotiibiil ayrilmasindan sorumludur [58].

Mitoz sirasinda farkli tipte mikrotiibiiller aktive olur. Bunlar, sentriollerin
merkezinden ¢evreye yayilan 1sinsal (astral) mikrotiibiiller, iki kutup arasinda ilerleyen
ve kromozomlarin tutundugu kinetokor mikrotiibiilleri ve iki kutup arasinda uzanan ve
kardes  kromatidlerin  anafazda  kutuplara  ¢ekilmesini saglayan interpolar
mikrotiibiillerdir Kutupta sentriol ve sentriol proteinlerinin bulundugu bdlge mikrotiibiil
organize edici merkez (MTOC, Microtubul-Organising Center) olarak isimlendirilir

[59].

Kabazitaksel [CTX (Cabazitaxel, TXD258, XRP6258, Jevtana' )], porsuk agaci
(Taxus spp.) ignelerinin ekstraksiyonundan izole edilen 10-deacetyl baccatin III’ten
sentez edilmis yar1 sentetik taksoid bir bilesiktir [57]. Amerikan Gida ve ila¢ Kurumu
(FDA) tarafindan 17 Haziran 2010 tarihinde hormon direngli metastatik prostat kanseri
tedavisi i¢in onaylanmistir ve giinlimiizde kastrasyona direngli prostat kanseri
hastalarinin tedavisinde kullanilmaktadir. Kimyasal adi (20,58,7B,108,13a)-4-acetoxy-
13-({(2R,3S)-3[(tertbutoxycarbonyl)amino]-2-hydroxy-3-phenylpropanoyl} oxy ) -1
hydroxy -7,10 dimethoxy -90x0-5,20-epoxytax-11-en-2-ylbenzoate — propan-2-one (1:1)
olan CTX’in yapisal formiilii C4sHs7NO;4°C3HgO’dur (Sekil 2.7) ve molekiiler agirhig
894 Da’dir [60].
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Kabazitaksel Dosetaksel

Sekil 2.7. Kabazitaksel’in (CTX C4sHs7NOj4) ve Dosetaksel’den (DTX, Cs3Hs3NOj4)
onemli bir farki DTX’te bulunan iki hidroksil grubunun metil gruplan ile yer

degistirmesidir.

Dosetakselde (DTX) bulunan hidroksil gruplarindan ikisi yerine CTX’in metil
gruplar1 icermesi, kanser hiicrelerinin taksan gurubu iiyelerine karsi gelistirdikleri
direngte rol oynamaktadir (Sekil 2.7). CTX’deki bu metil gruplar1 membran transport
proteinlerinden biri olan P-gp (P-glikoprotein) afinitesinin diger taksan grubu ilaglara
kiyasla daha az olmasimi saglar. Ayrica, merkezi sinir sistemindeki onemli fiziksel

bariyerlerden olan kan beyin bariyerinden de gecebilmesini kolaylastirir [61].

CTX’in kanser hiicrelerindeki molekiiler etki mekanizmasi diger taksan grubu
ilaglar gibi [Paklitaksel (PTX), DTX)] mikrotiibiil organizasyonunu baskilama
iizerinedir. 2B in vitro hiicre kiiltlirii ile yapilan ¢alismalarda taksan grubu ilaglarin
tiibiilinlerin B alt iinitesinde merkez heliks H7 ve M-loop arasina dogrudan baglanarak
hiicre dongiisiini G2/M’ de durdurdugu bildirilmistir [56, 57, 62]. Disiik
konsantrasyonlarda mitotik ig ipligi olusumunu engelleyerek mikrotiibiil dinamiklerini
degistirir.  Yiiksek konsantrasyonlarda ise mikrotiibiillerin polimer formunda
kiimelenmesine ve stabil hale gelmesine neden olur (Sekil 2.8). p5S3 DNA hasar1 ve ig
ipligi bozulmasindan sorumlu kontrol noktalar1 G1/S ve G2/M’de 6nemli role sahiptir.

Taksan grubu ilaglarin p53 proteinini indiikleyerek apoptozisi tetikledigi bildirilmistir
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[63, 64]. Yiiksek konsantrasyonlarda hiicrelerin dogrudan nekroza gittigi de
gosterilmistir [65].

Normal Mikrotiibiil Taksan Grubu Ajanlarin
Varhginda Mikrotiibiil

Tiibiilinleri
Dagilmasi

Tiibiilin
Formasyonu

Tiibiilin
Formasyonu

Sekil 2.8. Taksan grubu ajanlar tiibiilinlerin polimerizasyon ve depolimerizasyon

dinamigini bozarak polimerizasyonu stabil hale getirir [66].

2.7. Sitotoksisite ve Hiicre Oliim Tipleri

Fiziksel veya kimyasal bir ajanin belirli bir konsantrasyon araliginda hiicrenin
membran bitiinliigiinii veya fonksiyonlarini geri doniisiimsiiz olarak bozma islemi
sitotoksisite olarak adlandirilir. Bir ajanin sitotoksik etkisinin derecesini 6lglimlemede
canlilik ve zindelik (viability ve vitality) olmak iizere iki alt parametre kullanilir. Hiicre
canliligr (cell viability) 6l¢limii hiicre membran biitiinliiglinliin bozulup bozulmadigini
temel alir. Hiicre zindeligi (cell vitality) Ol¢iimiinde hiicre membran biitiinliiglinden
ziyade mitokondriyel enzimlerin aktivite derecesi belirte¢ olarak kullanilir. Sitotoksik

bir ajanin hiicre membran biitiinliglinli bozup bozmadig1 canlilik testi olan tripan mavisi
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yontemiyle test edilir [67]. Hiicrenin zindeliginin ajan tarafindan etkilenip etkilenmedigi
ise mitokondriyel enzim aktivitesi dl¢iimii yoluyla (MTT, XTT, WST1, WSTS testleri)
yapilir [68]. Ajanin sitotoksik etkisi 7-Aminoaktinomisin D (7-AAD) ve PI belirtegleri
araciligiyla hiicre dongiisiiniin evrelenmesi yoluyla da arastirilabilir [69]. Bu nedenle
sitotoksisite sadece hiicrelerin membran biitiinliglinii kaybettigi konsantrasyonu degil

ayn1 zamanda zindeligini (vitality) kaybettigi konsantrasyonlar1 da igerir.

XTT [2,3-Bis(2-methoxy-4-nitro-5-sulfophenyl)-2H-tetrazolium-
Scarboxanilide], hiicre canlilif1 ve/veya sitotoksisite analizleri i¢in yaygin bir sekilde
kullanilan bir tetrazolyum tuzudur ve metabolik olarak aktif hiicrelerin mitokondiyel
enzimleri tarafindan suda ¢oziinebilen turuncu renkli formazan tuzuna cevrilir. Cok

modlu plaka okuyucuda absorbans Olciimii yapilarak vital hiicre yiizdeleri elde edilir

[68].

Sitotoksisite sonucu hiicrede farkli tipte Oliim yolaklar1 tetiklenebilir.
Programlanmis hiicre 6liim tipleri, apoptozis, otofaji ve anoikis; programlanmamis hiicre

olum tipleri ise nekroz ve mitotik katastrof olarak siniflandirilmaktadir.

Otofaji, hiicrede nutrient yoklugunda, endoplazmik retikulum ve metabolik
streste, anti-kanser ajanlara ve radyasyona maruziyette tetiklenen bir survival yolaktir.
Hiicre i¢i otofagozom olusumuyla karakterizedir. Niikleus tam haldedir ve kromozom
kondensasyonu goriilmez. Otofajinin en yaygin kullanilan protein belirtegleri LC3A ve

LC3B’dir [70, 71].

Anoikis, hiicrenin ECM’den ya da diger hiicrelerden ayrilmasi sonucu

apoptozisin tetiklenmesiyle ger¢eklesen hiicre oliimiidiir [72].

Mitotik katastrof, mitozun tamamlanamamasi sonucu tetiklenen hiicre 6liimiidiir.
Sentrozomlarin asir1 dublike olmasi ve mitoza ¢oklu ig kutuplariyla baglanmasi sonucu
anormal kromozom ayrilmalar1 ve mikronukleasyon olusumuyla karakterizedir. Bu 6liim
tipinin apoptozisle baglantili oldugu c¢alismalar bulunmasinin yaninda mitozda
apoptozisin tetiklenemedigi durumlarda da (p53-null hiicrelerde ve apoptotik direngte)

devreye giren bir hiicre 6liim ¢esidi oldugu belirtilmektedir [73, 74].
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Taksan grubu ilaglarla yapilan sitotoksisite ¢aligmalari sonucu hiicrelerde en ¢ok

apoptozis ve nekrozun tetiklendigi gosterilmistir [63, 64, 65].

2.7.1. Apoptozis

Programlanmis hiicre 6liim tiplerinden biri olarak bilinen apoptozis, ¢cok hiicreli
organizmalarda embriyonik gelisim, bagisiklik sistemi ve doku homeostazinin
korunmasi i¢in gerekli fizyolojik bir olaydir. Apoptotik mekanizmalardaki bozukluklar,
norodejeneratif hastaliklar, ototimmunite ve kanser gibi ¢ok sayida patolojik durum ile

iliskilendirilmistir.

Apoptotik bir hiicrede morfolojik olarak plazma membraninda kabarcik olusumu,
hiicre biiziismesi, kromatin kondensasyonu ve DNA fragmentasyonu goriiliir. Apoptozis,
olim reseptorlerine bagl dis yolak ve mitokondriye bagh i¢ yolak olarak iki yoldan
gergeklesebilir. Her iki yolakta da apoptotik sinyaller hiicre i¢i kaspazlar (Cystein —
dependent aspartate - directed proteases, Caspase) araciligiyla yonlendirilir. Kaspazlar
apoptozis baglatici (kaspaz 2, kaspaz 8, kaspaz 9, kaspaz 10) ve efektor kaspazlar
(kaspaz 3, kaspaz 6, kaspaz 7) olarak iki gruba ayrilir.

Dis yolak hiicre membraninda bulunan tiimor nekrozis faktor (TNF) siiperailesi
iiyeleri olan 6liim reseptdrleri ve bunlarin ligandlar ile tetiklenir. En iyi ¢alisilmig 6liim
ligandlar1 ve reseptorleri FasL/FasR ve TNFw/TNFR1’dir. Ligand reseptor
etkilesiminden sonra pro-kaspaz 8 ya da pro-kaspaz 10 aktivasyonuyla apoptozis dis

yolagi devam eder (Sekil 2.9).
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Sekil 2.9. Dis yolaktan tetiklenen apoptotik makineyi olusturan molekiillerin akig
diyagrami (Martinez ve ark.,2010’dan yeniden diizenlenmistir) [75].

I¢ yolak, mitokondriyel i¢ membran potansiyelinin azalarak sitokrom-c
salgilanmasiyla baglar. Sitokrom-c ATP varliginda Apaf-1 (Apoptotic protease
activating factor-1) ile kompleks olusturur ve Apaf-1 pro-kaspaz 9’a baglanarak
apoptozom kompleksi olusturulur. Apoptozom olusumu takiben aktive olan kaspaz-9
sirastyla kaspaz-3, kaspaz-6 ve kaspaz-7’yi aktive eder. I¢ yolakta mitokondriyel
olaylar1 takip eden Bcl-2 ailesi iiyeleri bulunur. Mitokondi membran gegirgenligini
degistirerek pro-apoptotik ya da anti-apoptotik cevap olustururlar (Sekil 2.10). Pro-
apoptotik cevapta rol oynayan ve aragtirmalarda en ¢ok calisilan Bcl-2 aile iiyeleri Bax,
Bak, Bfk, Bcl-Xs, Bid, Bad, Noxa, PUMA’dir. Anti-apoptotik cevapta rol oynayan ve
arastirmalarda en ¢ok calisilan Bcl-2 aile iiyeleri ise Bel-2, Bel-X1, Bel-W, Bel-B, Mcl-
1, Boo/Diva, Bfl-1/A1’dir Bu aile iiyelerinin diizenlenmesi p53 aracili gergeklesir [72,
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76, 77]. Taksan grubu ilaglarin apoptozisi mitokondriyel yolaktan tetikledigi
gosterilmistir [78, 79].

Ic (Mitokondrivel) Yolak
Hiicre Stresi :Iédg DNA Hasan Rota Sitosol
"Oliim Sinyali" e : Bolal
i I

k-v _"
/ \/

| Bid | —» [18id |

T

Apal
-]

Blaspaz-

MNukleus

Apoptozis -

Sekil 2.10. I¢ (mitokondriyal) yolaktan tetiklenen apoptotik makineyi olusturan
molekiillerin akis diyagrami (Martinez ve ark.,2010’dan yeniden diizenlenmistir) [75].

Apoptozis Ol¢iimiinde kullanilan birgok yontem vardir. Bu yontemler Anneksin
V boyas ile isaretleme ve akim sitometrisiyle dl¢iim yontemi, etidyum bromid ile
boyanarak floresan goriintiileme yapilan DNA ladder yontemi, kaspaz 3 ve 7 aktivitesi

Ol¢iim yontemi, BrdU ile isaretleme yapilan TUNEL yontemidir [75, 80].
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2.7.1.1. Anneksin V

Anneksin V, nicel bakimdan bir populasyonda aktif olarak apoptozise giden
hiicrelerin yiizdesini floresan tabanli olarak belirlenmesinde kullanilir. Temel olarak ise
apoptozisin erken evresinde hiicrelerin membran asimetrisini kaybetme ozelligine
dayanir. Ca™ membran morfolojisinin degisiminde 6nemli rol oynar. Siklik
niikleotidlerin (cAMP ve ¢cGMP) uyarisiyla artan sitosolik Ca™ apoptotik hiicrelerde,
membran fosfolipidi olan fosfatidilserin (PS) plazma membraninin i¢ yiizeyinden dis
ylizeye transloke olmasini saglar [81]. PS’ye yiiksek affiniteye sahip olan Anneksin V,
kalsiyum bagimli, fosfolipide baglanabilen bir proteindir ve PS’ye maruz kalan
apoptotik hiicreleri tanimak i¢in kullanilir (Sekil 2.11). Nekrotik hiicrelerin yilizeylerinde
de Anneksin V baglanmasi1 goriilebildigi i¢in ikinci bir boya gerekmektedir. Sadece
apoptotik hiicrelerin goriintir hale gelebilmesi i¢in de Anneksin V’le birlikte 7-AAD
boyamasi da yapilir. 7-AAD, ¢ift zincirli DNA’ya yiiksek afinite ile baglanir. Bu boyaya
alternetif olarak DNA’ya baglanan PI’da kullanilabilir. Anneksin V komplesinin hiicre
yiizeyindeki PS’ye baglanma oranm1 akim sitometresi ile Olgiliir. [69,82] Erken
apoptoziste plazma membrani biitiin haldedir ve 7-AAD boyanmas1 goriilmez, geg
apoptoziste ise membran biitiinliigi bozulur ve 7-ADD boyanmasi goriliir. PS
translokasyonu ve Anneksin V’in baglanmasi her iki apoptozis evresinde de vardir

(Tablo 2.2) [80].
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Sekil 2.11. Hiicrelerin apoptozise gittiginin bir gostergesi hiicre membraninin
sitoplazmaya bakan kisminda yer alan Fosfatidil Serinin (PS) ekstraselliiler bolgeye go¢
etmesidir. Bu degisim apoptotik hiicrelerde Anneksin V’in Ca®" bagimli olarak PS’ye

baglanmasiyla gozlenebilir [83].

Tablo 2.2. Apoptotik hiicrelerin evrelenmesinde Anneksin V ve 7-AAD belirtegleri.

Anneksin V/7-AAD ile Olciilen Parametreler
Belirtecler Erken Nekrotik
Canh Gec Apoptotik
Apoptotik Niikleer Debris
Anneksin V - + + -
7-AAD - - + +
2.7.2 Nekroz

Programlanmamis bir hiicre o6liim tipi olan nekrozda hiicre hacminde artis,
organellerin sismesi, plazma membraninin parcalanmasi, lipid degredasyonu, sitosolde
Ca™ artist goriiliir. Oligoniikleozomal DNA framentasyonu olusmasi nedeniyle jel
elektroforezde ladder goriintiisi  degil smear goriintlisi  olusur. Nekrozun
diizenlenmesinde sitosolik Ca™ artis1 nedeniyle aktive olan kaspaz olmayan proteazlarin
(kalpains, kathepsin vb.) ve reseptor etkilesimli serin/threonin protein kinaz 1’in
(RIPK1) 6nemli rolii vardir. Ayrica kaspaz inhibitorleri varliginda TNFR1, Fas, TRAIL-
R ve Toll benzeri (TLR3, TLR4) reseptorler tizerinden nekrotik 6liim tetiklenir [72, 84].

Nekroz 6l¢iimiinde en ¢ok kullanilan yontemlerden biri DNA jel elektroforezdir.

Goriintiilemedeki smear goriintlisii hiicrelerin nekrozla oldiigiinii gosterir. Kaspaz3/7
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Ol¢iimii ile apoptozisin yani sira nekroz da Olgililebilir. Bu yontem besiyerinde
(stipernatantta) prokaspaz-3 ve prokaspaz-7 arastirilmasini temel alir. Hiicrelerin
apoptozise gitmeleri durumunda siipernatantta sadece kaspaz-3 ve kaspaz-7’nin
boliinmesiyle agiga ¢ikan p20 alt tiniteleri Slgiiliir [84]. Bir diger nekroz dlgiim yontemi
Laktatdehidrogenazdir (LDH). Hiicre membrani parcalanmis nekrotik hiicrelerin
sitoplazmalarinda bulunan LDH’nin hiicre disina ¢ikmasini esas alarak o6l¢iim yapilir

[85].

2.8. Kabazitaksel ile Yapilms Literatiir Calismalar:

CTX’in in vitro ¢aligmalarinda dort hiicre serisi lizerine [P388 (Lemfoblastik
16semi), HL60 (Promiyelositik 16semi), KB (Servikal adenokarsinoma), Calc18 (Meme
karsinoma)] dort giin CTX uygulanarak sitotoksisitenin uygulanan konsantrasyonlardan
cok daha diisiik oldugu (ICso: 3-29 ng/mL) bildirilmistir [86]. Ayni hiicre hatlar1t DTX
direncli hale getirilip DTX ve CTX ayr olarak uygulandiginda CTX’in antiproliferatif
etkisinin daha yliksek oldugu (DTX ICsp : 0.17-4.01 mmol/L; CTX ICsy: 0.013-0.414
mmol/L) bildirilmistir [87].

CTX’in mdrl genini sentezleyen in vitro timdr modellerini baskiladigi

gosterilmistir [88].

Bas-boyun kanseri hiicre hatlarinda (HN30 ve HN12) yapilan bir c¢alismada
CTX’in antiproliferatif etkisi bildirilmistir. Hiicre dongiistinii G2/M fazinda durdurarak

her iki hiicre serisinde de apoptozise yol agtig1 belirlenmistir [89].

CTX’in in vivo c¢alismalarinda farelerle yapilan insan tiimor ksenograft
calismalarinda CTX’in antitimor aktivitesi ¢esitli kolon (HCT116, HCT-8, HT-29),
akciger (NCI-H460, A549), bobrek (Caki-1), pankreas (MIA PaCa-2), bas-boyun
(SR475) ve prostat (DU-145) tiimér modellerinde gosterilmistir [90]. Bagka bir
ksenograft calismasinda insan glioblastoma hiicrelerine (SF295, U251) 13.4 ve 20
mg/kg/enj dozlarda CTX uygulanarak anti-tiimor etkisi gosterilmistir. Ayn1 ¢alismada
CTX’in enjeksiyonundan 15 dakika sonra farelerin beyninde en yiiksek konsantrasyona
ulastig1 saptanmistir. Fare, sican ve kopeklerde CTX’in kan beyin bariyerine etkisi

calisilmis ve beynin ilaca, 48 saatte tiimorden 2.3 kat, plazmadan 3.7 kat daha fazla
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maruz kaldig bildirilmistir. Aynm1 ¢alismada kolon adenokarsinoma fare modellerine
(C51) 8-10 mg/kg CTX ve 2.8-3.5 mg/kg Sisplatin kombinasyonu uygulanmistir. Toksik

olmayan ii¢ dozda sinerjistik antitimdr aktivite saptanmigtir [91].

Faz 1 c¢alismalarinda, metastatik kastrasyon direngli prostat kanseri olan 25
hastaya 3 haftalik 102 dongiide intravendz olarak 10- 25 mg/m2 aralifinda 4 doz
uygulanan bir ¢alisgmada doz limitleyici toksisitenin ndtropeni ve en yiiksek tolere
edilebilir dozun 25 mg/m2 oldugu bildirilmistir. Hastalarda goriilen diger toksik etkiler;
ishal (%56), bulant1 (%40) ve kusmadir (%16). CTX’in norotoksisite olarak ¢ok diisiik
bir orana sahip oldugu belirtilmistir [92].

Faz II ¢aligmalar1 Taksan diren¢li metastatik meme kanseri hastalarinda yapilan
bir ¢alismada CTX dozu 20 mg/m2 ‘dan 25 mg/m2 ‘a yiikseltildiginde ilk dongiide
herhangi bir yan etki goriilmemistir. HER2 pozitif olan hastalar eger trastuzumab tabanli
bir tedavi almislar ise ¢caligmaya dahil edilmistir. Bunun yani sira ¢alisma HER2 negatif

hastalarla sinirhi kalmustir [93].

Faz III ¢aligmalar1 metastatik kastrasyon direngli prostat kanseri olan 378 hastada
yapilan bir ¢calismada dosetaksel tabanli bir tedavi aldiktan sonra 25 mg/m2 kabazitaksel
her ii¢ haftada bir intravenoz olarak uygulanmistir. Hastalarin hepsine giinde iki kez 5
mg Prednison verilmistir. Ortalama 12-15 ay sonunda mortalite riskinin %30 azaldig

bildirilmistir [60].
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2.9 Bu Tez Calismasinda Arastirilan Hipotezler

1. GBM hiicre serilerinde gliomasfer olusumu i¢in asili damla yonteminin
uygunlugunun arastirilmasi ve optimizasyonu.

2. 2B ve 3B GBM (T98G, U-87 MG) hiicre kiiltiirlerinde anti-tliimoral
Kabazitaksel’in sitotoksik etkilerinin konsantrasyon ve zamana bagl olarak
karsilastirilmasi.

3. 2B ve 3B GBM (T98G, U-87 MGQG) hiicre kiiltiirlerinde Kabazitaksel’in
hiicre dongiisii evrelerinin yiizdelik dagilis1 iizerine etkisinin olup olmadiginin
belirlenmesi.

4. Apoptotik evreleme yontemiyle Kabazitaksel’in sitotoksik etkisinin 2B
ve 3B GBM (T98G, U-87 MGQG) hiicre kiiltiirlerinde farklilasip farklilasmadiginin

test edilmesi.
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3. MATERYAL VE YONTEMLER

3.1. Materyal

Tez caligmasinda Kabazitaksel, GBM hiicre hatlar1 (T98G, U-87 MG), hiicre
kiiltiirlerine ait besiyerleri (DMEM/F12, MEM), besiyeri hazirlanmasinda kullanilan
Fetal Sigir Serumu (FBS), antibiyotikler (penisilin/streptomisin, partrisin, gentamisin),
hiicrelerin kiiltiire edilip cogaltilmalarinda steril flasklar, Trypsin/EDTA soliisyonu,
steril Sml ve 10ml hacimlere sahip pipetler, 10- 200- 1000 pL hacimlerde pipet uglari,
hiicrelerin santrifiij edilmesinde 1.5, 2, 15 ve 50 ml hacimli tiipler, hiicre sayiminda
Tripan Mavisi boyasi, hiicre sayim lami, hiicre dondurulmasi igin steril Cryo tiipler,
sitotoksisite, apoptosis ve hiicre dongiisii testlerinin yapilmasinda 2B Kkiiltiirler i¢in diiz
(F) tabanli, 3B formasyona geg¢melerini saglayan steril, 96 kuyucuklu asili damla
(Hanging Drop Plates) ve 96 kuyucuklu U-tabanli plakalar, Hiicre canliligin1 6lgmek
icin XTT canlilik testi kiti, apoptozisi 6l¢iimlemek i¢cin Muse® Annexin V & Dead Cell

Kiti ve hiicre dongiisii evrelerinin analizi i¢gin Muse™ Cell Cycle Kiti kullanildi.

3.2. Yontemler

3.2.1 Hiicre Hatlarimin Temini, Cogaltini ve idamesi

Insan glioblastoma multiforme hiicre hatlar1 U-87 MG ve T98G, Tiilay Aktas
Onkoloji Hastanesi Tibbi Onkoloji Arastirma Laboratuari’nin Interlab Cell Line
Collection (ICLC, Italy) ve American Type Culture Collection (ATCC, Wesel,

Germany)’dan aldig1 hiicre hatlar1 stogundan temin edildi.

o -80 °C’de kriyo tiiplerde saklanan hiicreler 6nceden ultraviyole ile sterilize
edilmis laminar hava akimli ¢aligma kabinine (Class II, NuAire, USA) getirildi (Sekil
3.1)

. Kriyo tiipler 37°C su banyosunda herhangi bir sarsilma olmamasina dikkat
edilerek bekletildi.
o Hiicrelerin  ¢oziilmesi tamamlandiktan sonra kriyo tiiplerin kapaklari

kontaminasyonu onlemek ic¢in %70’lik etil alkolle silindikten sonra agilarak hiicreler 1
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mL’lik pipetlerle, igerisinde 5 mL hazir besiyeri bulunan 15 mL’lik kapakli ependorf
tiiplere aktarildi.

D Aktarilan hiicreler 1000 RPM’de, 25°C’de, 5 dakika santrifiij edildi.

) Santrifiij isleminden sonra tiipteki sivi kisim olan supernatant dokiilerek
hiicrelerin dibe ¢cokerek olusturdugu pellet elde edildi.

) Uzerlerine 10 mL hazir besiyeri eklenip pipet tabancasi yardimiyla 10 mL’lik
pipetlerle pipetaj yapilarak hiicrelerin besiyerinde homojen olarak dagilmasi saglandi.

o Pipetaj isleminden sonra toplanan hiicreler 75 cm®lik kapaklar filtreli olan
hiicre kiiltiir flasklarina aktarildu.

o Hiicreler 37°C ve %5 CO,'li nemli inkiibatore (Binder, Germany) kaldirildi.

) Hiicre hatlarinin giinliik bakimlar1 yapilarak ve pasajlanarak ¢ogaltildi. Ayrica
hiicreler, canlilik, ¢ogalma ve enfeksiyon agisindan inverted mikroskopta izlendi.

) U-87 MG stabil glutamin ve 2.2 g/l NaHCO; igerikli MEM besiyerinde, T98G
stabil glutamin icerikli DMEM/F12 besiyerinde flasklarda (hiicre kiiltlirii kaplari)
cogaltildi. Her iki besiyerine %10 fetal sigir serumu (FBS) %1 partrisin, % 1 penisilin-

streptomisin, % 0.1 gentamisin eklendi.

Sekil 3.1. Hiicre kiiltiiriiniin yapildig: steril kabin (laminar flow hood).
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3.2.2. Canh ve Olii Hiicrelerin Sayim Yéntemi
Hiicre sayimi1 i¢in membran biitiinliigline gore canli ve 6lii hiicrelerin ayrimimin
yapilmasmi saglayan tripan mavisi yontemi uygulandi. Hiicreler g¢alisilmak istenen

sayilarin hazirlanabilmesi i¢in sayim islemine tabii tutuldu.

. Inkiibatérden ¢ikarilan hiicreler morfolojik olarak bakilmak icin inverted
mikroskopta incelendi (Sekil 3.2 A).

o Morfolojileri diizgiin olan hiicrelere ait flasklarin besiyeri dokiildii.

. Tripsinizasyon isleminden Once flasklar tripsinin flaskta kalan hazir besiyeri ile
etkilesimini azaltip, enzimatik etkinliginin artirilmasi i¢cin 4 mL Fosfat Buffer Salin
(PBS) ile yikand.

o PBS dokiildiikten sonra her flaska 4 mL tripsin/EDTA (%0.05) eklenerek,
hiicrelerin tutunduklar yiizeylerden ayrilabilmeleri i¢in tekrar inkiibatore kaldirildi.

. 2-4 dakika sonra inverted mikroskopta 10X biiyiitmede hiicrelerin kalktiklar
gozlenerek flasklar hiicre kiiltiirli kabinine getirildi.

. Tripsinin enzimatik aktivitesini ndtralize etmek i¢in flasklara 4 mL hazir besiyeri
ilave edildi.

. Pipetaj islemi ile toplanan hiicreler 15 mL’lik kapakli ependorf tiiplere alinarak
1000 RPM, 25°C’de, 10 dakika santrifiij edildi.

o Santrifiij sonrasi supernatant atildi. Pelletin ilizerine 10 mL hazir besiyeri
eklenerek pipetajla tiipte homojen olarak dagilmalari saglandi.

o Hiicre siispansiyonundan 50 pL ve tripan mavisi boyasindan 50 pL (1:1
oraninda) alinip 96 kuyucuklu mikro plakanin bir kuyucuguna aktarilip karistirildi.

. Bu karistmdan 50 pL mikropipet ile c¢ekilip hiicre sayim cihazinin (T3
Cellometer, Nexcelom, USA) lamina aktarildi (Sekil 3.2 B).

. Hiicre sayimi hiicre sayim cihazinda yapildi (Sekil 3.2 C). Canli hiicreler tripan
mavisi boyasini membranlarindan gecirmeyerek parlak beyaz renkte gériintiilendi. Olii
hiicrelerde ise boya membran biitiinliigli bozulmus hiicrelerin icerisine girdiginden

hiicreler koyu mavi renkte goriintiilendi.
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Sekil 3.2. A. Hiicrelerin inverted mikroskopta goriintiilenmesi. B. Tripan mavisi ile
boyanmis hiicre siispansiyon 6rneginin hiicre sayim lamina aktarilmasi. C. Hiicre sayim

cihazi.

3.2.3. Hiicre Serilerinin Ikilenme Siirelerinin Hesaplanmasi
. T98G ve U-87 MG hiicre hatlarinin ikilenme siirelerinin hesaplanmast i¢in 5x10°
hiicre alt1 kuyucuklu plakalara 24, 48, 72, 96 saat dl¢iim yapilacak sekilde ticer tekrarl
olarak ekildi.
. Her kuyucuga 5 mL hazir besiyeri eklendi.
° Hiicre ekiminden sonra kuyucuklardaki hiicrelerin 24, 48, 72 ve 96 saat sonraki

sayimlar1 yapildi.
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3.2.4. Kabazitaksel’in Stok Soliisyonunun Hazirlanmasi

Kabazitaksel, Selleck Chemicals (Texas, USA) firmasindan temin edildi ve
%15’lik etanolde ¢oziilerek 11,96 mM stok soliisyonu hazirlandi. 50 ve 100 pL’lik
kiigiik hacimler (aliquatlar) halinde -80 °C’de saklandi. Her deney i¢in yeni stok

soliisyonu kullanildi.

3.2.5. U¢ Boyutlu (3B) Hiicre Kiiltiiriinin GBM Hiicreleri i¢in
Optimizasyonu

T98G ve U-87 MG hiicrelerinin asili damla yontemiyle kiiltiire edilerek istenilen
zaman araliginda devamliligini saglamak i¢in hiicre sayisi, gerekli hacimdeki besiyeri ve
hiicrelerin baska bir plakaya aktarim sekli optimize edildi. Bunun ig¢in;
o 96 kuyucuklu asili damla plakasmnin (Perfecta3D™ 96-well hanging-drop plates,
3DBiomatrix, USA) yatay olarak her bir sirasina (toplam 12 kuyucuk) 10, 5x10°, 3x10°,
10%, 5x10” hiicre ekildi (Sekil 3.3).

. Besiyeri hacmi asili damla yonteminde en yiiksek hacim olan 50 pL olarak
ayarlandu.

° Sferoidlerin olusmasi i¢in 72 saat inkiibe edildi.

. Steroidlerin baska bir plakaya aktarimi i¢in santrifiijleme, kuyucuk iistiinden

hava verme ve yukaridan ¢ekme yontemleri denendi.
. 24. 48. 72. ve 96. saatlerdeki canlilik/zindelik degerleri XTT testi (Roche,

Germany) ile 6l¢iildii.
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Hijere siispansiyonunun aktarimas: Asih damla Asth damla igerisinde  Asth damla igerisinde
ve asth damla olisumu hilcre agregaty sferoid

Sekil 3.3. Asili damla plakasinda {i¢ boyutlu sferoid olusum semasi [94].

3.2.6. iki Boyutlu (2B) ve U¢ Boyutlu (3B) Hiicre Kiiltiirlerine Kabazitaksel
Uygulamasi
. 2B hiicre kiiltiirleri i¢in sayim isleminden sonra 96 kuyucuklu mikro plakalarin
her bir kuyucuguna 100 pL igerisinde 10" hiicre olacak sekilde ekim yapildi.
. Hiicrelerin plakaya tutunmalari i¢in 24 saat inkiibe edildi.
. Hiicrelerin sferoid olusturmalari i¢in 3B hiicre kiiltiirii yontemlerinden biri olan
asili-damla yontemi uygulandi.
¢ 96 kuyucuklu hazir asili-damla plakalar1 kullanildi.
e Yontemin protokolii esas alinarak ortam neminin ayarlanmasi i¢in plakanin altindaki

tabla (tray) hazneleri 1’er mL, plakanin kendi hazneleri 2’ser mL PBS ile dolduruldu.
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e Her kuyucuga icerisinde 3x10° hiicre olacak sekilde hiicre siispansiyonundan
mikropipetdr yardimiyla 45uL alinarak asili damlalar olusturuldu.

e Plaka, kapagi kapatilip hiicre kiiltiirii inkiibatoriine kaldirildi.

e Agregat olusturmaya baslayan hiicrelerin 72. saatin sonunda sferoid olusturduklari
gozlendi.

e Bu surelerin sonunda Kabazitaksel’in 24., 48., 72. ve 96. saatlerdeki hiicre
canliligina etkilerinin  olgiilmesi icin her iki hiicre kiiltiirii ilacin artan
konsantrasyonlarma (10™-10™ M) maruz birakild:.

e Her bir kuyucuk i¢in hazirlanan ila¢ konsantrasyonlarindan 2B hiicre kiiltiirlerine

100 pL, 3B hiicre kiiltiiriine ise 5 uL eklendi.

3.2.7. Sitotoksisite Yiizdelerinin Hesaplanmasi

U-87 MG ve T98G’ nin 2B ve 3B hiicre kiiltiirlerinin belirli zaman araliklarinda
(24-96 saat) farkl konsantrasyonlarda (10 -10® M) Kabazitaksel uygulandiktan sonra
XTT testi ile hiicre canhiligi/zindeligi (viability/vitality) Olcilildii. XTT soliisyonu
sodyum 3’- [1-(fenil-aminokarbonil)- 3, 4-tetrazolyum]- bis (4-methoksi-6-nitro) benzen
siilfonik asit hidrat ile N-metil dibenzopirazin metil siilfat’in 50:1 oraninda karistirilmasi

ile hazirlanda.

. 3B hiicre kiiltiirleri U tabanli 96 kuyucuklu plakalara aktarildi. Aktarim islemi
sirasinda sferoidlerin dagilmamalar1 i¢in U tabanli plakalarin kuyucuklarina 50 pl hazir
besiyeri eklendikten sonra sferoidler asili damla kuyucugu iizerinden 100 pl hava
verilerek aktarildi.

. 2B ve 3B hiicre kiiltiirlerinin her bir kuyucuguna 100 pLL XTT soliisyonu eklendi.
. Plakalar 4 saat inkiibe edildi.

o Dort saat sonunda her kuyucugun absorbans degeri 450-490 nm referans dalga
boyu araliginda ¢ok modlu plaka okuyucuda (DTX 880 Multimode Reader, Beckman
Coulter, USA) olciildii (Sekil 3.4).

o % Sitotoksisite = 1 — [(ilagh Kuyucuklarin Absorbans Ortalamasi / Pozitif
Kontrol Kuyucuklarinin Absorbans Ortalamas1t ) x100] formiilii ile hesaplandi.

Absorbans degerlerinden yukaridaki formiil kullanilarak hesaplanan sitotoksisite
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yiizdeleri CalcuSyn 2.1 (Biosoft, UK) yazilimina girilerek hiicrelerin %50’sini dldiiren

konsantrasyon (50% Inhibition Concentration, 1Csy) hesaplandi.

Sekil 3.4. XTT test sonuglarinin ¢ok modlu plaka okuyucuda dl¢iimii.

3.2.8. Faz-Kontrast Mikroskobunda Kabazitaksel ile Muamele Edilmis
Hiicrelerin Morfolojik incelenmesi

Hiicre canliligi testiyle 2B ve 3B kiiltirlerde Kabazitaksel’in  ICsg
konsantrasyonlari goriintiileme yapilarak dogrulandi. Bunun ig¢in;
o 2B kiiltiirler 6 kuyucuklu plakalara 5x10°, 3B kiiltiirler asili damla plakalarina
3x10” hiicre olarak ekildi.
o 2B kiiltlirler ekim yapildiktan 24 saat sonra, sferoidler ekimden 72 saat sonra
ilacin hiicre serisine ve kiiltiire ait hesaplanan 1Csy konsantrasyonlari ile muamele edildi.

° ICs¢’nin 6l¢iildiigii zaman sonunda faz kontrast mikroskobunda goriintiileme
yapildi (Sekil 3.5).
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Sekil 3.5. Faz kontrast mikroskobunda hiicre ve sferoidlerin goriintiilenmesi.

3.2.9. Hiicre Dongiisii Evrelerinin Muse Hiicre Analiz Cihazinda
Belirlenmesi

Hiicre dongiisti evrelerinin belirlenmesi icin Muse™ Hiicre Analizi cihazina
(Merckmillipore, Germany) (Sekil 3.6) ait Muse™ Cell Cycle Kit kullanildi. Muse™
Cell Cycle Kiti, hiicre dongiisiiniin GO/G1, S, veya G2/M evrelerindeki memeli hiicre
kiiltiirlerinin yiizde oranlarin1 belirleme imkani vermektedir. Kontrol hiicrelerinin ve
ilacin ICsp konsantrasyonlariyla muamele edilmis hiicrelerin evrelenme islemi i¢in;
o 2B hiicre kiiltiirlerinde 10° hiicre 6 kuyucuklu plakalara, 3B hiicre kiiltiirlerinde
asili damla yonteminde her kuyucukta 3x10° hiicre olacak sekilde toplam 576 (6 plaka)
kuyucuga ekim yapildu.
. Ilagl hiicrelerin evrelenmesi igin hiicreler ilacin daha nce hesaplanmis olan ICs
konsantrasyonlartyla muamele edildi.
. 2B Kkiiltiirler tripsinizasyon islemi ile toplanarak 1000 rpm’de 10 dakika 25 °C’de
santrifiij edildi.
. 3B kiiltiirlerde olusan sferoidler 1000 pL’lik pipetlerle tstten c¢ekilerek 15
mL’lik santrifiij tliplerine aktarildi.
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. Tiipler hiicrelerin sferoid yapidan ayrilip tiipte homojen olarak dagilmalarini
saglamak i¢in 2000 RPM’de 5 dakika 25 °C’de santrifiij edildi.

. Pellet PBS’te ¢oziildii ve 300xg’de 5 dakika 25 °C’de santrifiij edildi.

. Her iki hiicre kiiltiiriine ait tliplerdeki siipernatantlar dokdildii.

o Kalan pelletler iizerine 1 mL PBS eklenerek pipetaj islemiyle ¢oziildii.

o Hiicreler tekrar 300 x g’de, 5 dakika 25 °C’de santrifiij edildi.

. Fiksasyon islemi i¢in tiipler icerisinde 50 pL PBS birakilarak kalan supernatant
dokiildi.

. Pelletler kalan PBS’le pipetajla iyice karistirildi.

. Hiicreler, igerisinde 1 mL soguk %70 etanol bulunan tiiplere damlatilarak
karistirildi.

. Boyama islemi 6ncesi hiicreler bir gece siiresince -20 °C’de fiksasyona birakildi.
. Fiksasyon isleminden sonra her tiipteki hiicreler 1,5 mL’lik santrifiij tliplerine

alindi ve 300 x g’de, 5 dakika 25 °C’de santrifiij edildi.

. Supernatant dokiilerek pellet her 5x10° hiicre i¢in 250 pL PBS’te ¢ozilerek
tekrar 300 x g’de, 5 dakika 25 °C’de santrifiij edildi.

o Siipernatantlar dokiilerek pelletler 200 pL Muse™ Cell Cycle soliisyonuyla
cozildi

° Tiipler karanlikta, oda sicakliginda, 30 dakika inkiibe edildi.
. Inkiibasyon sonrasi hiicreler Muse Hiicre Analiz cihazinda Muse™ Cell Cycle

protokoliine uygun olarak analiz edildi.

3.2.10. Muse® Annexin V & Dead Cell kitiyle Canhi ve Olii Hiicrelerin
Evrelenmesi

Kabazitaksel’in GBM hiicre hatlan iizerinde elde edilen sitotoksisite sonuglari
dogrultusunda hiicrelerin apoptozisle mi yoksa nekrozla mi oldiikleri Anneksin V
yontemi ile 6l¢iildii. Bunun i¢in Muse® Annexin V & Dead Cell Kit (Merckmillipore,
Germany) kullanildi.

Kontrol hiicrelerinin ve ilacin ICsy konsantrasyonlariyla muamele edilen

hiicrelerin apoptozis evrelerinin belirlenmesi i¢in;
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. 2B hicre kiiltiirlerinde 5x10° hiicre 6 kuyucuklu plakalara, 3B hiicre
kiiltiirlerinde asili damla yonteminde her kuyucukta 3x10° hiicre olacak sekilde toplam
108 kuyucuga ekim yapildi.

. Her hiicre kiiltiirti, ilacin daha 6nce hesaplanmis olan ICsy konsantrasyonuyla
muamele edildi.

o 2B Kiiltiirler tripsinizasyon iglemi ile toplanarak 1000 rpm’de 10 dk santrifiij
edildi. Pipetajla hiicrelerin tiipte homojen olarak dagilmasi saglandi.

. 3B kiiltlirlerde olusan sferoidler 1000 pL’lik pipetlerle istten g¢ekilerek 15
mL’lik santrifiij tliplerine aktarildi.

. Tipler hiicrelerin sferoid yapidan ayrilip tiipte homojen olarak dagilmalarini
saglamak i¢in 2000 rpm’de 5 dakika santrifiij edildi.

. Pellet PBS’te ¢oziildii tekrar 2000 rpm’de 5 dakika santrifiij edildi.

. Her iki hiicre kiiltiiriine ait tliplerdeki siipernatantlar dokiildii ve iizerlerine % 1
FBS iceren 100 pL besiyeri eklendi ve pipetajla hiicre siispansiyonu olusturuldu.

. Oda sicakligina getirilmis olan Muse™ Annexin V & Dead Cell soliisyonundan
her tlipe 150 puL eklenip yavasga pipetaj yapildi.

° Karanlikta, oda sicakliginda, 20 dakika inkiibe edildi.

. Muse Hiicre Analiz cihazinda Muse® Annexin V & Dead Cell Kit protokoliine
uygun olarak analizi yapild1 (Sekil 3.6).

Sekil 3.6. Muse Hiicre Analiz cihazi [95].
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3.2.11. istatistiksel Analiz

Kabazitaksel ilacinin sitotoksik etkileri her deneyde 3B kiiltiirler i¢in 12, 2B
kiiltiirler i¢in ii¢ kuyucukta calisildi ve her deney iic kez tekrar edildi. Elde edilen
absorbans degerleri cok modlu plaka okuyucu tarafindan otomatik olarak ortalama
absorbans ve + SD degerleri hesaplandi. Hesaplanan sitotoksik yiizdeler, her hiicre serisi
ve hiicre kiiltiirii yontemlerine ait ICsy degerlerini saptamak i¢in Calcusyn 2.1 (Biosoft,
UK) programina aktarildi. Grafikler Graphpad Prism 6.0 (La Jolla, CA, USA)
kullanilarak ¢izildi. Her iki hiicre serisinde uygulanan konsantrasyonlar arasindaki
sitotoksik etkilerin 2B ve 3B hiicre kiiltiirlerinde anlamli olup olmadig1 tek yonlii
ANOVA ile arastirildi, ardindan Dunnett's t-testleri kullanildi. T98G ve U-87 MG hiicre
serilerinin 2B ve 3B hiicre kiiltiirlerindeki ICsy degerlerinin karsilastiriimasi NCSS 9.0
(NCSS LLC, USA) yazilimi kullanilarak 3D Surface Plot grafiginde gosterildi.
Apoptozis ve hiicre dongiisli deneylerine ait veriler MuseSoft Analysis 1.4 yaziliminda

analiz edildi.

41



4. ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

4.1. Bulgular

4.1.1. Hiicre Serilerinin ikilenme Siirelerinin Hesaplanmasi

24, 48, 72, 96 saat sayimlar1 yapilan hiicrelerin ikilenme siireleri hesaplandi ve
Sekil 4.1°de gosterildi. Buna gore T98G ve U-87 MG’ nin ikilenme siirelerinin sirasiyla
48 ve 72 saat oldugu saptandi.

TosG U-87 MG
2.5%10%8 2 5x106-
2.3x10% 2.3x106
_ 2.0x10°¢ 2.0x105+
@ @
c% 1.8x105 c% 1.8x105-]
@ @
o 1.5 10 =1 1.5x106
£ -
1.3x10 ¢ 1.3%x106
1.0x10 ¢ 1.0x106
7.5%103- ¥ T T T T 7.5x10%- >
o W P & o a ) AV o
Zaman ( Saat) Zaman (Saat)
Sekil 4.1. GBM (T98G ve U-87 MGQG) hiicre kiiltiirlerinin cogalma egrileri.
4.1.2. U¢ Boyutlu (3B) Hiicre Kiiltiiriinin GBM Hiicreleri i¢in
Optimizasyonu

T98G ve U-87 MG hiicrelerinin asili damla yonteminde sferoid olusturarak 50
uL besiyerinde deney siiresince (toplam 7 giin) devamliliginin saglanmasi i¢in en uygun
hiicre sayilarmin 3x10° - 10” arasinda oldugu hesaplandi. XTT testi i¢in sferoidlerin U
tabanl plakaya aktarimi kuyucuklar {izerinden 100 pL hava verilerek yapildi. XTT testi
sonucunda mikro plaka okuyucuda elde edilen absorbans degerlerinin en yiiksek 3x10°

hiicrede goriildiigii belirlendi (Sekil 4.2).
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Sekil 4.2. GBM (T98G ve U-87 MQG) hiicre serilerinin li¢ boyutlu (3B) kiiltiirlerinde
baglangic canli hiicre sayilarinin optimizasyon grafigi. Y eksenindeki absorbans
degerleri XTT testinden elde edilmis olup canli hiicre artisinin gostergesidir [50 pl
besiyeri igerisinde 7 giin (168 saat) boyunca deneylerin siirdiiriilmesi i¢in gereken hiicre

say1s1 optimizasyon grafigi].

4.1.3. iki boyutlu 2B) ve U¢ Boyutlu (3B) GBM Hiicre Kiiltiirlerinde
Kabazitaksel’in Sitotoksik Etkilerinin Karsilastirilmasi

2B ve 3B insan GBM hiicre kiiltiirlerinde (T98G, U-87 MQG) Kabazitaksel’in
sitotoksik etkileri hem artan konsantrasyonlarda (10'8-10'4 M) hem de zamana (24, 48,
72, 96 saat) bagl olarak calisildi.

4.1.3.1. iki boyutlu (2B) ve Uc¢ Boyutlu (3B) T98G Hiicre Kiiltiirlerinde
Kabazitaksel’in Sitotoksik Etkilerinin Karsilastirilmasi

10®* M CTX’le muamele edilen 2B T98G hiicre kiiltiirlerinde 24, 48 ve 72 saatte
anlamli sitotoksik etki saptanmazken (p > 0.05) 96 saatte anlamli sitotoksik etki saptandi
(p < 0.0001). 3B T98G hiicre kiiltiirlerinde ise 24 ve 72 saatte anlamli sitotoksik etki
belirlenmedi (p > 0.05). 48 ve 96 saatlerde anlamli sitotoksik etki belirlendi (p <
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0.0001). 107, 10, 10° ve 10* M CTX’le muamele edilen 2B ve 3B T98G hiicre
kiiltiirlerinde 24, 48, 72 ve 96 saatte anlamli sitotoksik etki saptandi (p < 0.0001).
Konsantrasyon ve zamana bagli tiim % sitotoksisite degerleri Tablo 4.1 ve Sekil 4.3, 4.4
ve 4.5¢de gosterildi. Ilacin, hiicrelere uygulandigi konsantrasyon ve zaman araliginda
ICso degerlerinin 2B ve 3B kiiltiirler i¢in sirasiyla 48 ve 72 saat olarak hesaplandi.
Calcusy 2.1 (Biosoft, UK) programinda hesaplanan saat 1Csy degerleri Tablo 4.2°de
gosterildi. 1Csy degerlerinin goriildiigli zamandaki sitotoksik etkinin 3D Surface Plot

grafigi cizildi (Sekil 4.6).

4.1.3.2. iki boyutlu (2B) ve Uc Boyutlu (3B) U-87 MG Hiicre Kiiltiirlerinde
Kabazitaksel’in Sitotoksik Etkilerinin Karsilastirilmasi

10® M CTX’le muamele edilen 2B ve 3B U-87 MG hiicre kiiltiirlerinde 24, 48,
72 ve 96 saatte anlamli sitotoksik etki saptanmadi (p > 0.05). 107 M CTX’le muamele
edilen 2B U-87 MG hiicre kiiltlirlerinde 24 saatte anlaml1 sitotoksik etki saptanmazken
48, 72 ve 96 saatte anlamli sitotoksik etki belirlendi (p < 0.0001). 107 M CTX’le
muamele edilen 3B U-87 MG hiicre kiiltiirlerinde ise 24, 48, 72, 96 saatlerde anlamli
sitotoksik etki saptanmadi. 10° M CTX’le muamele edilen 2B U-87 MG hiicre
kiiltiirlerinde 24 ve 96 saatte anlamli sitotoksik etki belirlenmezken (p > 0.05) 48 ve 72
saatte anlamli sitotoksik etki belirlendi (p < 0.0001). 10° M CTX’le muamele edilen 3B
U-87 MG hiicre kultirlerinde ise 24, 48, 72 ve 96 saatte anlamli sitotoksik etki
belirlenmedi (p > 0.05). 10° M CTX’le muamele edilen 2B U-87 MG hiicre
kiiltiirlerinde 24, 72, 96 saatte anlamli sitotoksik etki saptanirken (p < 0.0001), 48 saatte
anlaml1 sitotoksik etki belirlenmedi (p > 0.05). 10° M CTX’le muamele edilen 3B U-87
MG hiicre kiiltiirlerinde 24, 48 saatte anlaml1 sitotoksik etki belirlenmedi (p > 0.05). 72
ve 96 saatte anlamli sitotoksik etki belirlendi (p < 0.0001). 10* M CTX’le muamele
edilen 2B ve 3B U-87 MG hiicre kiiltiirlerinde 24, 48, 72 ve 96 saatte anlaml1 sitotoksik
etki saptandi (p < 0.0001). Konsantrasyon ve zamana bagl tiim % sitotoksisite degerleri
Tablo 4.1 ve Sekil 4.3, 44 ve 4.5‘de gosterildi. Ilacin, hiicrelere uygulandig
konsantrasyon ve zaman araliginda ICsy degerlerinin 2B ve 3B kiiltiirler i¢in sirasiyla 72

ve 96 saat olarak hesaplandi. Calcusy 2.1 (Biosoft, UK) programinda hesaplanan saat
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ICso degerleri Tablo 4.2°de gosterildi. ICso degerlerinin goriildiigii zamandaki sitotoksik
etkinin 3D Surface Plot grafigi ¢izildi (Sekil 4.7).

Tablo 4.1. Iki boyutlu (2B) ve ii¢ boyutlu (3B) kiiltiirleri yapilan ve Kabazitaksel (CTX)
ile muamele edilen GBM (T98G ve U-87 MQG) hiicrelerinin % sitotoksisiteleri (% S).

T98G Hiicre Kiiltiirii
Konsantrasyon
(CTX)y 10° M 10" M 10°M 105 M 10°M
Zaman (Saat) 02B 3B 2B 3B 2B 3B 2B 3B 2B 3B
% S % S % S % S % S % S % S % S % S % S
24 4,00 3,00 | 27,00 | 11,33 | 19,67 | 15,00 | 24,33 | 15,33 | 48,00 | 37,67
48 13,67 | 11,33 | 32,00 | 34,33 | 25,67 | 37,33 | 41,33 | 38,33 | 97,67 | 45,67
72 6,000 | 23,33 | 45,00 | 50,33 | 30,67 | 50,33 | 39,00 | 51,00 | 99,00 | 67,00
96 59,33 | 39,00 | 60,33 | 46,67 | 65,00 | 49,33 | 62,67 | 51,00 | 99,00 | 69,00
U-87 MG Hiicre Kiiltiirii
Konsantrasyon X g y y »
(CTx)y 10°M 10" M 10°M 10°M 104 M
Zaman (Saat) 2B 3B 2B 3B 2B 3B 2B 3B 2B 3B
% S % S % S % S % S % S % S % S % S % S
24 0,00 1,00 | 23,67 | 1,00 1,33 1,00 9,00 5,00 | 35,00 | 25,50
48 3,33 1,00 | 1833 | 1,00 | 17,00 | 3,00 | 9,333 | 556 | 47,67 | 39,50
72 0,6667 | 1,67 | 13,33 | 1,00 | 16,33 | 8,33 | 19,33 | 24,67 | 91,00 | 98,50
96 7,667 1,67 | 17,00 | 4,00 5,00 433 | 21,67 | 28,00 | 99,00 | 99,00
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Sekil 4.3. Iki boyutlu (2B) ve ii¢ boyutlu (3B) hiicre kiiltiirlerinde 10® ve 107 M

Kabazitaksel (CTX) ile muamele edilen T98G ve U-87 MG hiicre serilerinin

sitotoksisitelerinin karsilastirilmasi.
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Sekil 4.4. iki boyutlu (2B) ve ii¢ boyutlu (3B) hiicre kiiltiirlerinde 10° ve 10° M
Kabazitaksel (CTX) ile muamele edilen T98G ve U-87 MG hiicre serilerinin

sitotoksisitelerinin karsilastirilmasi.
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Sekil 4.5. iki boyutlu (2B) ve ii¢ boyutlu (3B) hiicre kiiltiirlerinde 10* M Kabazitaksel

(CTX) ile muamele edilen T98G ve U-87 MG hiicre serilerinin sitotoksisitelerinin

karsilagtirilmasi.

Tablo 4.2. Kabazitaksel (CTX) ile muamele edilmis iki boyutlu (2B) ve ii¢ boyutlu
(3B) T98G ve U-87 MG hiicre serilerinin ICsy degerleri (+ standart hata).

GBM Hiicre Serisi TIS8G U-87 MG
Zaman (Saat) 2B (uM) | 3B (uM) 2B (uM) 3B (uM)
48 1+0.7 - - -
72 - 13.98+2.83 | 9.825+3.47 -
96 - - - 92.4+593
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Sekil 4.6. Kabazitaksel’in (CTX) iki boyutlu (2B) ve ii¢ boyutlu (3B) T98G hiicre
kiilttirlerinde ICso degerlerinin 3D Surface Plot grafigiyle karsilastiriimasi (ICso bolgeleri

dikey kirmizi ¢izgi ile isaretlenmistir).
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Sekil 4.7. Kabazitaksel’in (CTX) iki boyutlu (2B) ve ii¢ boyutlu (3B) U-87 MG hiicre
kiilttirlerinde ICsy degerlerinin 3D Surface Plot grafigiyle karsilastiriimasi (ICso bolgeleri

dikey kirmizi ¢izgi ile isaretlenmistir).
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4.1.4. Iki Boyutlu (2B) Kiiltiirleri Yapilan T98G ve U-87 MG Hiicre
Serilerinde 10° ve 10" M Kabazitaksel Uygulamasinda Gézlenen Etkinin
Arastirilmasi

10 ve 10™* M arasinda gozlenen etkinin ayrintili arastirilmasi amaciyla bu aralik
her iki hiicre serisinde 10, 25, 50, 75, 100 uM olarak genisletildi.

T98G hiicrelerinde 24. saatte 10 uM - 75 uM araligindaki konsantrasyonlarda
anlamli sitotoksik etki saptanmadi (p > 0.05). 100 pM’da kontrol hiicreleriyle
karsilastirildiginda anlamli sitotoksik etki saptandi (p < 0.01). 48. saatte 10 uM - 50 uM
araliginda anlamli sitotoksik etki saptanmadi (p > 0.05). 75 uM ve 100 uM’da anlaml
sitotoksik etki saptand1 (p < 0.01). 72. ve 96. saatte 10 uM - 100 pM araligindaki tiim
konsantrasyonlarda anlamli sitotoksik etki saptandi (p < 0.01). Konsantrasyon ve
zamana bagli tlim % sitotoksisite degerleri Tablo 4.3 ve Sekil 4.8’de gosterildi.

U-87 MG hiicrelerinde 24. saatte 25 uM - 75 uM araliginda anlamli sitotoksik
etki saptanmadi (p > 0.05). 10 uM ve 100 puM’da anlaml sitotoksik etki saptandi (p <
0.01). 48. saatte 25 uM ve 50 uM’da anlaml sitotoksik etki saptanmadi (p > 0.05). 10
uM, 75 uM ve 100 pM’da anlaml sitotoksik etki saptandi (p < 0.01). 72. saatte 10 pM
ve 25 uM’da anlamli sitotoksik etki saptanmadi (p > 0.05). 50 uM, 75 uM ve 100
puM’da anlamli sitotoksik etki saptandi (p < 0.01). 96. saatte 10 uM - 100 uM
araligindaki tiim konsantrasyonlarda anlamli sitotoksik etki saptandi (p < 0.01).
Konsantrasyon ve zamana bagli tiim % sitotoksisite degerleri Tablo 4.3 ve Sekil 4.8’de

gosterildi.
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Tablo 4.3. Kabazitaksel (CTX, 10 - 100 uM) ile muamele edilen T98G ve U-87 MG

hiicre serilerinin iki boyutlu (2B) hiicre kiiltiirlerinde % sitotoksisiteleri (% S).

K““zznTt;syO“ 10 pM 25 UM 50 pM 75 uM 100 pM
U-87 U-87 U-87 U-87 U-87
Zaman Saat) | o0 | MG | D89 mG | TR Mg | TRY | Mg | 189 MG
%S | o | %S | g | %S | oo | %S | 0| %S |,
24 9,500 | 9,500 | 9,000 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 5,000 | 0,50 | 37,50 | 25,50
48 23,00 | 12,50 | 9,500 | 0,00 | 15,00 | 0,00 | 26,00 | 10,50 | 59,00 | 39,50
72 32,50 | 3,500 | 29,50 | 2,500 | 92,50 | 48,50 | 98,50 | 91,50 | 99,00 | 98,50
9% 54,50 | 15,00 | 85,50 | 8,500 | 97,50 | 86,00 | 99,00 | 98,50 | 99,00 | 99,00
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5 i - 72.8
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t )

Sekil 4.8. T98G ve U-87 MG hiicre serilerinin iki boyutlu (2B) Kkiiltiirlerinde
Kabazitaksel’in (CTX) 10-100 uM konsantrasyon araligindaki sitotoksik etkisi.
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4.1.5. iki Boyutlu (2B) ve U¢ Boyutlu (3B) Kiiltiirleri Yapilan T98G ve U-87
MG Hiicre Serilerinde Kabazitaksel Aracili Sitotoksisiteye Bagh Degisikliklerin
Faz-Kontrast Mikroskobunda Goriintiilenmesi

Hiicre hatlar1 ve kiiltiirlerine ait CalcuSyn 2.1 (Biosoft, Ingiltere) yaziliminda
hesaplanan 1Csy degerlerinin isaret ettigi sitotoksisitenin bagimsiz bir yOntemle
dogrulanmasi igin hiicre ve sferoid morfolojisinde sitotoksisiteye bagl degisiklikler faz
kontrast mikroskobunda goriintiilendi. Buna gore 2B hiicrelerde kontrol hiicrelerine gore
ICso konsantrasyonlariyla muamele edilen hiicrelerde azalma ve morfolojik farklilagma
gortldii. 3B hiicrelerde kontrole gore ICsy konsantrasyonlariyla muamele edilen
sferoidlerde hiicresel ayrilma gozlendi T98G hiicre serisine ait sonuclar Sekil 4.9’da , U-

87 MG hiicre serisine ait sonunglar Sekil 4.10°da gdosterildi.
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2B T98G 488 Kontrol 3B T98G 728 Kontrol

Sekil 4.9. Kabazitaksel’in (CTX) ICsy konsantrasyonlariyla muamele edilen iki boyutlu
(2B) ve li¢ boyutlu (3B) T98G hiicre kiiltiirlerinin morfolojik olarak karsilastirilmasi [48
Saat (S) ve 72 Saat (S), Biiyiitme Orani: 40X].
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3B U-87 MG 968 Kontrol

3B U-87 MG 965 CTX IC,

Sekil 4.10. Kabazitaksel’in (CTX) ICsy konsantrasyonlartyla muamele edilen iki boyutlu
(2B) ve ti¢ boyutlu (3B) U-87 MG hiicre kiiltiirlerinin morfolojik olarak karsilastirilmasi
[72 Saat (S) ve 96 Saat (S), Biiylitme Orani: 40X].

4.1.6. Kabazitaksel ile Muamele Edilmis T98G ve U-87 MG Hiicre
Serilerinin ki Boyutlu (2B) ve U¢ Boyutlu (3B) Kiiltiirlerinde Hiicre Dongiisii
Evrelerinin Karsilastirilmah Analizi

2B ve 3B GBM hiicre kiiltiirlerinin Muse Hiicre Analiz cihazinda Muse™ Cell
Cycle Kit protokoliine uygun olarak analizleri yapildi ve sonuglar T98G hiicre serisi i¢in
Sekil 4.11, U-87 MG hiicre serisi i¢in Sekil 4.12°de gosterildi. Kontrol hiicreleri ve
ilacin her hiicre serisinde uygulandigi ICsy konsantrasyonuna gore populasyonun hiicre

dongiisii evrelerine gore ylizde dagilimi Tablo 4.4’de gosterildi.
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Tablo 4.4. Kabazitaksel’in (CTX) ICso konsantrasyonlariyla muamele edilmis iki
boyutlu (2B) ve ii¢ boyutlu (3B) kiiltiirleri yapilan T98G ve U-87 MG hiicre serilerinin

hiicre dongiisii evrelerine ait yiizdelerin karsilastirilmasi.

GBM Hiicre Hatlar: TI8G U-87 MG
Muse™ Cell Cycle Kitiyle Kontrol CTXICs, Kontrol CTX ICs,
olcii 2B 3B 2B 3B
olciimlenen evreler 2B B ’B B
(I uM) | (13,98 uM) (9.825 uM) | (92.4 uM)
% G0/G1 65 | 78.6 | 23.6 61.2 62.3 | 59.5 243 66.1
% S 10.7 | 16.6 | 15.5 25.8 29.4 | 28.8 9.4 8.3
% G2 17.2 | 4.1 41.7 13 8 10.3 60.8 25
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2B T98G Kontrol 3B T98G Kontrol
DNA Miktar Profili DNA Miktar Profili
100 ;
o] GO/GT 65.0 e GU/G1 78.6
5 gg S107 _ 801 S 16.6
& 70 G2/M 17.2 2 70
@ 60 E 501 G2/M 4.1
& 504 o 50]
= 40 ‘g 40]
3] = 30
20] 201
10] 101
04 P 0 e e
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
DNA Miktar Kat Sayisi DNA Miltar Kat Sayisi
2B T98G CTX ICsq 3B T98G CTX ICyy
100 DNA Miktar Profili - DNA Miktar Profili
90 GO/G1 236 a0} G0/G1 61.2
. 80] S 15.5 .. 80] S 258
#® 70 = 70 G2M 13.0
E' 24 G2/M 417 & fol
w 507 & 50
5 40] g 40]
& 301 & a0
201 20]
10] 10]
0] 0 o e
¢ 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 01 2 3 4 56 7 8 910
DNA Miktar Kat Sayist DNA Miktar Kat Sayist

Sekil 4.11. Kabazitaksel’in (CTX) ICsy konsantrasyonlariyla muamele edilen iki boyutlu
(2B) ve tii¢ boyutlu (3B) T98G hiicre Kkiiltlirlerinde hiicre dongiisii evrelerinin
karsilagtirilmali analizi [2B ICsp: 1 uM, 3B ICsp: 13.98 uM (Muse Hiicre Analiz

cihazindan elde edilen veriler].
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2B U-87 MG Kontrol

3B U-87 MG Kontrol

DNA Miktar Profili 100 DNA Miktar Profil
G0/G1 62.3 901 G0/G1 59.5
. 5294 ., 80 5288
& = 707 {
E. G2/M 8.0 E s o G2/M 10.3
o u 50
z g 40]
i o 30
20]
101
T T T T T T D- 1) T T T T
2 3 4 8 B 7 8 9 10 01 2 3 4 5 6 7 8 9 10
DNA Miktar Kat Sayis DNA Miktar Kat Sayis
2B U-87 MG CTX IC5, 3BU-BTMG CTX IC5
100 DNA Miktar Profili 100 DNA Miktar Profil
a0] G0/G1 24 3 q0] G0/G1 66.1
2 80] S94 & 80 $8.3
B 70 G2/M 60.8 B 704 G2/M 25.0
ol ED' o EU-
@ 50] ¥ 50]
g a0] g 0]
=30 =30
20 20
101 10]
0 0] I
0 10 0 1 2 3 4 5 6 7 & 9 10

DNA Miktar Kat Sayis

DNA Miktar Kat Sayisi

Sekil 4.12.
boyutlu (2B) ve ii¢ boyutlu (3B) U-87 MG hiicre kiiltiirlerinde hiicre dongiisii
evrelerinin karsilastirilmali analizi [2B 1Csy: 9.825 uM, 3B 1Csp: 92.4 uM (Muse Hiicre

Kabazitaksel’in (CTX) ICso konsantrasyonlartyla muamele edilen iki

Analiz cihazindan elde edilen veriler)].

4.1.7. Kabazitaksel ile Muamele Edilmis T98G ve U-87 MG Hiicre
Serilerinin Iki boyutlu (2B) ve Uc¢ Boyutlu (3B) Kiiltiirlerinde Apoptozisin
Karsilastirilmah Analizi

2B ve 3B GBM hiicre kiiltiirlerinin Muse Hiicre Analiz cihazinda Muse®
Annexin V & Dead Cell Kit protokoliine uygun olarak analizleri yapild1 ve sonuglar
T98G hiicre serisi icin Sekil 4.13‘de U-87 MG hiicre serisi i¢in Sekil 4.14°de gosterildi.
Buna gére tiim kontrol gruplarinda canlilik %90 nin iizerinde 6lgiildii. ilacin her hiicre
serisinde uygulandig1 ICsy konsantrasyonuna gore hiicrelerde goriilen hiicre 6liimiiniin
apoptozis aracili gergeklestigi saptandi. Buna gore hiicrelerin canlilik, erken apoptozis,

geg apoptozis ve 0li hiicre yiizdeleri Tablo 4.5’de gdsterildi.
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Tablo 4.5. Kabazitaksel’in (CTX) ICso konsantrasyonlariyla muamele edilmis iki
boyutlu (2B) ve ii¢ boyutlu (3B) kiiltiirleri yapilan T98G ve U-87 MG hiicre serilerinin

canlilik ve apoptotik yiizdelerinin karsilagtirilmasi.

GBM Hiicre Hatlar1 T98G U-87 MG
Muse® Annexin V & Dead Cell Kontrol CTXICs Kontrol CTX ICs
kitiyle 6lciillen parametreler 2B 2B 3B
B | 38 | o |3 (1{43) %1 a8 | 3B | 9825 | (924
pm) | ad) | uh)
% Canl 98,66 | 90,44 | 54,22 48,22 92,01 | 92,06 | 51,32 57,50
% Erken Apoptotik 042 | 1,77 3,29 7,97 2,75 | 0,47 4,38 1,56
% Ge¢ Apoptotik 029 | 5,15 | 3946 37,59 2,83 | 0,89 39,98 25,51
% Olii 0,63 | 2,63 3,03 6,22 2,40 | 6,58 4,32 15,43
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2B T98G Kontrol 3B T98G Kontrol
Apoptozis Profili Apoptozs Profili

Dead Late Apop./Dead Dead Late Apop./Dead
063 % 0.29 % 263 % 515%

&
14
0.42 % 1.77 %
Early Apop. Early Apop.
0 2 : i . T
0 1 2 3 4 3 4
Canlh AnneksinV Apoptotik Canl Anneksin V Apoptotik
2B T98G CTXIC5, 3B T98G CTX IC5,
Apoptozis Profili . Apoptozis Profili
4
Dead Late Apop./Dead Dead Late Apop./Dead
3.03 % 39.46 % 6.22 % 37.59 %
34 34
(1 o
i
14 15
3.29 % 7.97 %
0 Early Apop. 0 Early Apop.
0 1 7 3 1 0 1 2 3 4
Canly Anneksin V Apoptotik Canh Anneksin V Apoptotik

Sekil 4.13. ki boyutlu (2B) ve ii¢ boyutlu (3B) hiicre kiiltiirlerinde Kabazitaksel’in
(CTX) ICsp konsantrasyonuyla (2B ICsp: 1 uM, 3B ICsp: 13.98 uM) muamele edilen
T98G hiicrelerinin apoptotik evrelerinin karsilastirilmast (Muse Hiicre Analiz

cihazindan elde edilen veriler).
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2B U-87 MG Kontrol

Apoptozis Profil
4
Dead Late Apop./Dead
2.40 % 2.83 %
a L
1.
L]
i
1 H
275%
o b e Early Apop.
o 1 2 3 4
Canl Anneksin V Apoptotik
2B U-87 MG CTX IC+;
Apoptozis Profili
4
iDead Late Apop./Dead
14.32 % 39.98 %
34
= 2
] @
1 3
1 4.38 %
g ! i Early Apop.
0 1 P 3 4
Canl Anneksin V Apoptotik

3B U-87 MG Kontrol

Apoptozis Profili
Dead Late Apop./Dead
6.58 % 0.89 %
]

&
0.47 %
Early Apop.

3 4
Apoptotik

3B U-87 MG CTX IC,

Apoptons Profih
D=ad Late Apop /Dead
2551 %
i
1.56 %
feneT e Early Apap.
7 i 3 4
Canly Anneksin V Apoptotik

Sekil 4.14. iki boyutlu (2B) ve ii¢ boyutlu (3B) hiicre kiiltiirlerinde Kabazitaksel’in
(CTX) ICsp konsantrasyonuyla (2B 1Csp: 9.825 uM, 3B ICsp: 92.4 uM) muamele edilen

U-87 MG hiicrelerinin apoptotik evrelerinin karsilastirilmast (Muse Hiicre Analiz

cihazindan elde edilen veriler).
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4.2, Tartisma

In vitro ¢alismalarda kullanilmak iizere tiretilmis ve 6zellikleri tanimlanmis ¢ok
sayida insan GBM hiicre serisi bulunmaktadir. Bunlar igerisinden en yaygin kullanilan
GBM hiicre serileri U-87 MG ve T98G’dir [41]. Hiicre dongiisiiniin kontroliinde 6nemli
rolii olan p53’iin T98G’de mutant, U-87 MG’de yabanil tip olmasi ve farkli hiicre
serilerinde sitotoksik etkileri gosterilmis olan CTX’in kullanilan GBM hiicre serileri
iizerindeki etkilerine ait herhangi bir verinin bulunamamis olmasi nedeniyle bu tez

calismasinda T98G ve U-87 MG hiicre serileri kullanilmistir [86, 87, 89].

Hiicrelerin kiiltiir ortaminda ii¢ boyutlulugu olusturmasini saglayan faktorler
fiziksel, kimyasal ve topolojik faktorlerdir. In vivo c¢aligmalar yoniinden deney
hayvanlariyla yapilan arastirmalarda insan tiimorleri, hiicre-ilag cevaplari, otoimmiin
hastaliklar ve kok hiicre farklilagmasi gibi 6zellikler hiicre kiiltiirlerinde oldugu kadar
kontrollii ¢alisilamamaktadir. Hayvan deneylerinin sadece karmasik degil ayn1 zamanda
yiiksek maliyetli olmast ve uzun zaman almasi nedeniyle de Ozellikle sitotoksisite
aragtirmalarinda in vitro 3B Kkiiltiirler kontrol edilebilirlik, maliyet, zaman ve kolay
uygulanma agisindan daha dogru bir se¢im olmaktadir [6, 96]. Sitotoksisite ¢alismalari
icin kullanilan en temel in vitro model 2B (monolayer) hiicre kiiltiirleri oldugundan bu
tez calismasinda kullanilmistir. Ancak 2B kiiltirde in vivoya benzemeyen hiicre
polarizasyonu ve hiicre-hiicre etkilesimleri goriilmesi, azalan reseptdér sayisina bagl
sinyalizasyon kaybinin elde edilecek verileri de farklilagtiracagi ongoriildiigi i¢in bu
ozellikleri saglayan 3B hiicre kiiltiirii modeli de kullanilmis ve iki in vitro modelden elde

edilen veriler karsilagtirilmistir.

Asili damla yontemi en eski ve en yaygm kullanilan 3B hiicre kiiltiirii
yontemlerinden biridir. Disarirdan ECM  molekiilleri gibi her hangi bir substrat
eklenmeden hiicrelerin bir damla igerisinde cogalmalarin1 saglayan asili damla yontemi,
sadece tek bir sferoidin cogaltilip besiyeri degisimine de olanak saglamasi yoniiyle
ozellikle sitotoksisite ¢alismalarinda avantaj saglamaktadir. Kullanilan GBM serilerinin
sik1 ve sert bir sferoid formasyonu olusturmasi ve bu formasyonu matrikse ihtiyag

duymadan olusturmalar1 nedeniyle asili damla yontemi tercih edilmistir. Ayrica bu
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yontemde sferoid aktarimi ve goriintiileme de kisa stirede kolaylikla yapilmaktadir [13,

14].

Muse Hiicre Analiz cihazi canlilik, apoptozis, otofaji, hiicre dongilisii ve
immiinoloji arastirmalar i¢in kullanim1 kolay ve kisa siirede sonug¢ veren bir cihazdir.
Apoptozis 6l¢iimii i¢in en yaygin kullanilan Anneksin V ve 7-AAD boyalar1 bu cihazin
kendi kitinde tek bir soliisyon halinde bulunur ve boylece ayri bir soliisyon karigimi
hazirlamaya gerek duymadan hiicre isaretlemesi gergeklestirilir. Ayni1 zamanda hiicre
dongiisti kiti de PI ve RNAse A’nin bulundugu tek bir soliisyonu bulundurmaktadir [97,
98, 99, 100]. Cihaz analiz sonucu olan apoptosis ve hiicre dongiisii evrelerinin
yiizdelerini kisa siirede (yaklasik 15-45 saniye) vermektedir. Cihazin kendine ait
yazilimi sayesinde istatistiksel analiz de kolay ve kisa siirede yapilmaktadir. Bu nedenle
bu tez calismasimin amag¢ ve hedefleri dogrultusunda Muse Hiicre Analiz cihazi ve

uygun testler kullanildi.

3B hiicre kiiltlirii ¢calismasinin optimizasyonu i¢in 96 kuyucuklu asili damla
plakalarinda protokolde tanimlanan en yiiksek besiyeri hacmi 50 pL (45 pL hiicre
siispansiyonu, 5 pL ilag) oldugundan dolayr hacim de 50 pL olarak ayarlandi. 50 pL
besiyeri yettigi halde 5x10% ve 10” hiicrenin se¢ilmemesinin nedeni canlihik 6l¢iimii icin
gereken XTT testi soliisyonunun mitokondriyel aktiviteyle olusan renk degisiminin ¢cok
uzun siire almasi (yaklasik 24 saat) ve absorbans Ol¢iim katsayilarinin da diisiik
olmasidir. Ayrica diger bir neden tekrar deneylerinde yapilacak diliisyon hatalarini en
aza indirerek deney hassasiyetini artirmaktir. Ekilen 5x10° ve 10* hiicreye toplam 168
saat (7 giin) boyunca 50 pL besiyerinin yetmedigi ve hiicrelerin bu nedenle 96-120 saat
icerisinde oldiigi gozlendi. XTT testinde Olgiilen absorbans degerlerinin daha diisiik
olmasinin nedeni hiicrelerin oldiikleri i¢in mitokondriyel aktivitenin de olmamasi
seklinde yorumlandi. Hiicrelerin sferoid olusturana kadar (72 saat) 45 pL icerisinde,
ilacla muamelelerinden itibaren 50 pL olan hacimde 96 saat daha optimum kosullari

saglamasi icin ¢alisilacak hiicre sayisi 3x10° olarak optimize edildi.

Taksan grubu ilaglarla yapilan in vitro sitotoksisite calismalarinda PTX, DTX ve
CTX’in aym1 mekanizma iizerinden calistiklar1 gosterilmistir [57]. Ancak PTX ve

DTX’le yapilan uzun siireli c¢alismalarda kanser hiicrelerinde ila¢ direnci olustugu
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bildirilmistir [57, 101]. CTX’in P-gp (P-glikoprotein) afinitesinin diger taksan grubu
ilaglara kiyasla daha az olmasi ve kan beyin bariyerinden gecebilmesi GBM tedavisine

yonelik ileriki ¢aligmalar i¢in 6nem tasimaktadir [61].

3B kiiltlirlerde yapilan sitotoksisite ¢aligmalarinda ICsy degerlerinin ¢ogunlukla
2B kiiltirlere gore daha yliksek oldugu goriilmesine ragmen daha diisiik c¢iktig
calismalar da bulunmaktadir. Her iki durumda da iki kiiltir modelinden elde edilen
verilerin farklilastig1 goriilmektedir [19, 21, 102]. Insan kolon kanseri hiicre serisi HCT-
116’nin 2B ve 3B Kkiiltiirlerinde PTX’in sitotoksik etkisinin hesaplandig1 bir ¢alismada
2B Kkiiltiirlerdeki ICsy degerinin 3B Kkiiltlirlerden yaklasik 12 kat daha az oldugu
bildirilmistir (2B ICsp: 1.74 nM, 3B ICso: 12.48 nM) [103]. insan meme kanseri hiicre
serisi MCF-7"de PTX ile yapilan baska bir calismada 3B kiiltiirlerin 2B kiiltiirlere gore
PTX’e daha fazla direng gosterdikleri bildirilmistir [104]. Bu tez ¢alismasinda da 2B ve
3B kiiltiir modelleri yapilan iki ayrt GBM (T98G, U-87 MG) hiicre serilerinde CTX e ait
hesaplanan 1Csy degerlerinin de farklilastigi goriilmiistiir. Hesaplanan 2B GBM
kiiltiirlerinin 1Csy degerlerinin 3B GBM Kkiiltiirlerinden daha diisiik oldugu saptanmistir
(T98G 2B: 1 uM, 3B: 13.98 uM; U-87 MG 2B: 9.825 uM, 3B: 92.4 uM).

Yapilan c¢alismalarin ¢ogunda taksan grubu ilaglarla muamele edilen hiicre
serilerinin G2/M fazinda duraksayarak apoptozise gittikleri gosterilmistir. PTX’in
16semi (U937, K562) ve meme (MCF-7) kanseri hiicre serilerindeki hiicre dongisiine
etkileri arastirildiginda U937°nin G2/M araliginda apoptozise gittigi bildirilmistir [56].
CTX’in HN30 ve HN12 bas-boyun kanseri hiicre serilerinde G2/M gecisini durdurarak
apoptozisi tetikledigi bildirilmistir [89]. Bu tez c¢alismasinda CTX’in 2B kiiltiirleri
T98G’de % 41.7, U-87 MG’de % 60.8 oraninda G2/M evresinde durdurdugu
saptanmistir. Ancak 3B kiiltlirleri T98G’de % 61.2, U-87 MG’de % 66.1 oraninda
GO0/G1 evresinde durdurdugu belirlenmistir. Bu durum 3B sferoid kiiltiirlerinin in vivo
benzeri morfoloji olusturduklari i¢in daha fazla reseptdre sahip olarak gen ekspresyonu
ve diizenlenmesinin de hassasiyetinin 2B kiiltiirlere gore arttigi seklinde yorumlandi.
Boylece 3B kiiltiirlerde hiicre dongiisii daha erken bir evrede (G0/G1) durarak buradan
apoptozisin tetiklendigi diistiniilmektedir. Ayrica hiicre dongiisiiniin G2/M evresinden

sonra DNA miktarinin 4N ve {izerinde oldugu bir hiicre popiilasyonu saptanmistir. Bu
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durumun mitozun CTX aracili durdurulmasiyla hiicrelerde sitokinezin ger¢eklesmemesi
nedeniyle ortaya ciktigi disiiniilmektedir. Kontrol hiicrelerindeki benzer durum da
hiicrelerdeki genomik kararsizlik nedeniyle olusan kromozomal anomalilerden

kaynaklandigi seklinde yorumlanmastir.

Apoptotik evrelemede CTX’in 2B ve 3B Kkiiltiirlerde ¢ogunlukla apoptozisi
tetikledigi saptanmistir [Erken apoptotik ve gec¢ apoptotik evrelerinin toplam yiizdeleri:
42.75 (2B T98G), 45.56 (3B T98G), 44.36 (2B U-87MQG), 27.07 (3B U-87 MG)]. 3B U-
87 MG hiicrelerinde % 27.07 oraninda apoptozisin yani sira diger kiiltiirlerde dlciilenden
daha yiiksek oranda (% 15,43) nekrotik niikleer debris saptanmustir [3.03 (2B T98G),
6.22 (3B T98G), 4.32 (2B U-87MQG)]. 3B Kkiiltiirlerde Muse Hiicre Analiz cihaziyla
yapilan apoptosis evreleme c¢aligmalarinda sadece 7-AAD baglanmasiyla belirlenen
niikleer debrisin nekrotik hiicreleri gosterdigine yonelik ongoriiler vardir [98, 105].
Yapilan 3B Kkiiltiir (sferoid) calismalarinda sferoidlerin in vivoda olusan solid
tiimorlerdeki yapiya oldukca benzeyen en dista ¢ogalan, ortada ¢ogalmayan ve en igte
nekrotik hiicrelerin toplandig ii¢c katmandan olustuklar1 goriilmiistiir [106]. Bu nedenle
oli veya niikleer debris evresinde goriilen hiicre yiizdelerinin 6zellikle 3B Kkiiltiirlerde

(sferoidlerde) nekrotik hiicreler olabilecegi 6ngoriilmektedir.
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5.

SONUC VE ONERILER

Bu tez calismasinda elde edilen sonuclar asagidaki sekilde 6zetlenebilir.

3B hiicre kiiltiirii yontemleri igerisinde asili damla yontemi GBM hiicre
kiiltiirleri i¢cin uygun oldugu saptanmistir (3000 hiicre, 50 pL besiyerinde,

sferoid olusumundan sonra 96 saatlik deney siiresi).

2B ve 3B kiiltiirleri yapilan GBM hiicre serilerinde (T98G, U-87 MG)
CTX’in sitotoksik etkisi ilk kez bu ¢alismada gosterilerek iki kiiltiire ait
sitotoksisite verilerinin anlaml diizeyde farklilagtigi saptanmistir (ICs
degerleri, T98G 2B: 1 uM, 3B: 13.98 uM; U-87 MG 2B: 9.825 uM, 3B:
92.4 uM).

CTX’in GBM hiicre serilerinde in vitro (2B ve 3B) hiicre kiiltiirleriyle
hiicre dongtisii karsilastirilmali olarak ilk kez bu ¢aligmada gosterilmistir
[Hiicre dongiisii evrelerine ait yiizdeler: 2B T98G i¢in 23.6 (G0/G1), 15.5
(S), 41.7 (G2/M), 3B T98G i¢in 61.2 (G0/G1), 25.8 (S), 13 (G2/M); 2B
U-87MG 24.3 (G0/G1), 9.4 (S), 60.8 (G2/M), 3B U-87MG igin, 66.1
(GO/G1), 8.3 (S), 25(G2/M)].

CTX’in GBM hiicre serilerinde in vitro (2B ve 3B) hiicre kiiltiirleriyle
apoptozis evrelemesi yapilarak karsilastirnllmali olarak ilk kez bu
calismada gosterilmistir (Erken ve gec apoptotik evre yiizdeleri sirastiyla,
T98G 2B: 3.29, 39.46 3B: 7.97, 37.59; U-87 MG 2B: 4.38, 39.98 3B:
1.56, 25.51).

2B monolayer kiiltlirlerle elde edilen sitotoksik verilerin anlam ve
gecerliligini artirmak i¢in 3B sferoid kiiltiirler yapilmasina ihtiya¢ oldugu

bu calismada deneysel olarak gosterilmistir.
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Hiicre kiiltiirlerinin ilag arastirmalarindaki 6nemi onciil veri elde edilmesidir. /n
vitro verilerin in vivoya benzerligi sorgulanabilir oldugundan 3B hiicre kiiltiirlerinin in
vivoya benzerlik acisindan ara bir ¢oziim olarak kullanilabilecegi arastirmacilar
tarafindan kabul gormektedir. Bu c¢alisma gerek tasarimi gerekse 2B, 3B GBM
kiiltiirlerinde CTX’in hiicresel etkilerinin karsilastirilmasi yoniinden iilkemizde 6nciil

calismalardan biridir.

In vitro 3B Kkiiltiirlerde (gliomasferlerde), GBM tedavisinde kullanilabilecek
antitimoral  ajanlarin  etki mekanizmalarin1  arastirirken, CD44  (hiicre-hiicre
etkilesimlerinde ve hiicre adezyonunda gorevli antijen) ve hyaluronik asit’in (HA-hiicre
invazyonunda onemli) olas1 rolleri de incelenmeye degerdir. Ayrica bu ¢alismanin
bulgular1 15181inda yapilacak in vitro sitotoksisite ¢aligmalarnin, verilerin in vivoya
benzerligi ve maliyet-yarar acisindan sadece 2B degil ayn1 zamanda 3B kiiltiirler ile

birlikte yapilmasi onerilmektedir.
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