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ABSTRACT

Background: The randomized clinical trials addressing whether or
not GnRH agonists offer protection against ovarian damage induced by toxic
chemotherapy regimens yielded conflicting results. Therefore we aimed in this study
to determine if GnRH agonist leuprolide acetate protects human granulosa cells from

apoptosis induced by chemotherapy.

Methods: Human immortalized (COV434) and luteal granulosa cells
(LGC) expressing GnRH receptor were treated with TAC chemotherapy regimen
(docetaxel, adriamycin and cyclophosphamide) at 0.6-1.2-2.5-5 ng/mL
concentrations, which correspond to their lowest and peak blood levels. For each
concentration of TAC regimen GnRH agonist leuprolide acetate was used at three
different concentrations (12.5-25-50 ng/mL), which reflects blood and follicular fluid
concentrations of the drug. Cell viability/proliferation was monitored real-time using

xCelligence SP system and apoptosis with cleaved caspase-3 expression.

Results: The cells were treated at log phase with chemotherapy +
GnRH agonist. As shown in Fig-1A, the cells exposed to TAC regimen exhibited
first dose-dependent growth arrest and then underwent apoptosis as early as 5 hrs
after administration of the drugs. The addition of GnRH agonist did not offer any
protective effect against apoptosis as evidenced by comparable growth curves and
apoptotic indices of the cells treated with and without GnRH agonist. Overall the
mean apoptosis rates in TAC and TAC+GnRH groups were significantly higher than
controls (74% and 84% VS. 4%, p<0.001; respectively)
Conclusion: These results provide molecular evidence that GnRH agonists may not

offer protection against ovarian damage induced by chemotherapy.



OZET

Amagc: Kanser tedavisinde kullanilan ilaglarin ovaryen toksisitesinin
gercek zamanli ve kantitatif olarak degerlendirilebilmesi, fertiliteyi koruma bakis
acisi ile bakildiginda son derece énemlidir. xCelligence boyle bir amaca hizmet eden
yeni bir teknolojidir. Bu yeni sistem, kiiltiir tabaginin tabanina yerlestirilmis birbirine
kenetlenmis mikro-elektrodlarda elektriksel impedansi 6lgerek hiicre proliferasyonu,
viabilitesi ve sitotoksisite hakkinda gergcek zamanli kantitatif veriler vermektedir. Bu
metod sayesinde hiicrelerin 6nceden herhangi bir isleme tabi tutulmasi veya
isaretlenmesi gerekmemektedir. Bu projede xCelligence sisteminin kemoterapi
ilaclarmin granulosa hiicrelerine olan sitotoksisitesini analiz etme yetenegini

belirlemeyi amagladik.

Yontem ve Gerecler: immortalize granuloza hiicreleri (COV434) bu
amagla secildi. Hiicreler E-96 kuyucuklu hiicre kiiltiirii tabagina farkli yogunluklarda
ekildi (625-40,000 hiicre kuyucuk). Hiicreler log fazina ulastiklarinda TAC
kemoterapi kombinasyonu 4 farkli dozda (0.625-1.25-2.5-5 ng/mL) verildi. Viable
hiicre sayis1 normalize hiicre indeksi (CI) olarak belirtildi. Metodun giivenilirligini

kiyaslamak i¢in eg zamanli immiinofloresans metodu ile apoptosis bakildi.

Sonuglar:  Farkli  yogunluklarda  ekilen hiicreler, ekilme
yogunluklarina ile uyumlu biiyliime egrileri ¢izdiler. Yiiksek yogunlukta ekilenler log
ve plato fazlarima daha erken ulastilar (Sekil 1A). Kemoterapi uygulanmasindan
sonra, 5 saat gibi kisa bir siireden itibaren doza bagli olarak hiicre indekslerinde
azalma egilimi gozlendi. Kiiltliriin sonunda, kemoterapi gruplarindaki ortalama hiicre
indeksi, kontrol grubuna kiyasla anlamli olarak diisiik bulundu. Kontrol hiicrelerinin
yalnizca %6°s1 aktif caspase-3 i¢in pozitif boyanma gosterirken, TAC gruplarinda bu

oran %50 idi (p<0.001)

Sonu¢: Sonuglarimiza gore, xCelligence teknolojisi ile herhangi bir
medikal ajan veya bilesenin gonadotoksisitesi kolayca test edilebilir ve IC50

degerleri bulunabilir.
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1 GIRIS

Kanser tedavisinde kullanilan ajanlar, 6zellikle ¢cogalma veya biiylime
hiz1 yiiksek olan hiicreleri hedef almaktadirlar. Gonadlar, s6z konusu ilaglarin
olumsuz etki gosterdigi organlar arasindadirlar. Geg¢miste, gonadlardaki kalici
hasarin ve fonksiyon kaybmin sagkalima olumsuz etkisi olmadig1 igin
onemsenmedigi bir gergektir. Giiniimiizde ise hastanin sagkalimi kadar, hastalik
sirasindaki ve sonrasindaki yasam kalitesi de dikkate alinmaktadir. Bunun bir nedeni
sagkalim oranlariin artmasi, bir digeri de daha diisiik yan etki ve toksisiteye sahip
ajanlarin kullanima girmesidir. Fertilitenin korunmasi, 6zellikle geng ve ailesini
tamamlamamis hastalar agisindan biiyilk 6nem tagimaktadir. Kansere ve tedavisine
degisen bakigin sonucu olarak mevcut ve gelistirilmekte olan ajanlarin overlere olan

toksisitelerinin dogru ve etkili olarak degerlendirilmesi gerekmektedir.

Folikiil biiylimesi ve onu diizenleyen faktorler hakkinda mevcut
bilgimiz olduk¢a azdir. Hiicre ¢ogalmasini inceleyen sistemlerin insan iiremesi
hakkinda bilgi edinilmesine katkis1 biiyiiktiir. Hiicre ¢ogalmasini inceleyen mevcut
sistemler ya hiicreleri fikse etmektedirler, ya da isaretleyici bir ajan
kullanmaktadirlar. Bunlardan en ¢ok kullanilanlar1 MTT assay, PCNA, pHH3, BrdU,
EdU’dur. Bu sistemler florometrik, kolorimetrik, immunofloresans veya
immunohistokimyasal yontemlerdir ve hicbiri gercek zamanli ve stirekli veri akis
saglayamamaktadir. Bu durum, istatistiksel ve biyolojik olarak anlamli sonuglara

varmay1 gli¢lestirmektedir.

Insan graniilosa hiicrelerini, isaretlemeden veya fikse etmeden, in vitro
olarak dogrudan inceleme yoOntemleri {izerine calisiimaktadir. Boyle bir yontemin
hiicre bliylimesi dinamikleri, sinyal yollar1 ve folikiil biiyiimesi ile over fonksiyonu
tizerine ¢ok degerli bilgiler sunabilecegi asikardir. Ayni avantaj, ovaryen toksisitenin
degerlendirilmesi igin de gegerlidir. Ovaryen toksisitenin degerlendirilmesinde ideal
olan, gercek zamanli ve kantitatif degerlendirilmedir. Bu sayede ajanlarin hiicrelere
etkileri an be an gozlemlenebilmektedir. Bunun yaninda sonuglar objektif ve standart
olarak degerlendirilebilmektedir. Roche tarafindan gelistirilen xCelligence real-time

cytotoxicity assay (RCAT), boyle bir amaca hizmet eden yeni bir teknolojidir.



Xcelligence, gercek zamanli ve kantitatif olarak hiicre ¢ogalmasi,
viabilitesi, sitotoksisite, adezyon invazyon veya reseptor aktivitesini herhangi bir
isaretleme yOntemine veya isleme gerek duymadan gosterebilmektedir. Xcelligence
bugiine kadar cesitli in vitro calismalarda kullanilmistir. Ozellikle kanser
arastirmalarinin ilgisini ¢eken bu sistemin etkinligini, basarisini, ve kullanimini halen

incelenmektedir.

Bu tez caligmasinda, xCelligence sisteminin kemoterapi ilaglarinin
granulosa hiicrelerine olan sitotoksisitesini gergek zamanli ve kantitatif olarak analiz

etme yetenegini belirlemeyi amagladik.



2 YONTEM VE GERECLER
2.1 Hiicre Kiiltiirii

Insan Sliimsiizlestirilmis (immortalize) granuloza hiicreleri (COV434)
calisma i¢in secildi. Bu hiicreler ticari olarak mevcut olup (Sigma)
prolifere(cogalma) olma yeteneklerinin yaninda luteinize olmamalar1 sebebiyle boyle
bir calisma icin en uygun hiicre dizisidir. 10 cm lik kiiltiir tabaginda(kabinda)
DMEM-F12 +%10 FBS+antibiotik ile kiiltiire edildi. Hiicreler %50-70 konfluense
(doygunluga)ulastiklar1 zaman %0.25 tripsin-EDTA ile tripsinize edildiler.

2.2 Hiicre Biiyiime Kinetigi Ve Karakteristiklerinin  Belirlenmesi

SUBCULTURE

§

Cells/ml

10°—]

Days from subculture

Ardindan hiicreler 96 kuyucuklu E-96 hiicre kiiltiir tabagina(kabina)
(Roche, Grenzach-Wyhlen, Almanya) farkli yogunluklarda ekilip (625-40,000
hiicre/kuyucuk) ve %S5 karbondioksit, 37°C ortam saglayan inkiibatore yerlestirildi.
S6z konusu hiicrelerin baglanmalari ve ¢ogalmalart her 30. dakikada xCelligence SP
sistemi ile siirekli olarak monitorize edilerek(izlenerek) lag-log ve plato fazlari analiz
edildi. Lag fazi, hiicre kiiltiirinde hiicre biiylimesinin ¢ok az yada hi¢ olmadig: ilk
sathadir. Latent faz veya gizli fazda. Log faz1 ise hiicre boliinmesinin hizli oldugu
evredir. Logaritmik faz veya eksponansiyel fazda denilebilir. Plato fazi, hiicre
boliinmesinin durdugu evredir stasyoner fazda denilebilir. E-96 hiicre kiiltiir
tabagindaki her kuyucugun dibine mikroelektronik sensorler yerlestirilmistir. Bu
sensorler, lokal iyonik c¢evredeki degisiklikleri algilar ve elektrod impedansindaki
artist  Olgerler. Kuyucuklardaki hiicresel degisiklikler (biiylime, ¢ogalma)
impedanstaki degisiklige yol agtigindan, bu yontemle hiicresel aktivite hakkinda bilgi

edinildi. Elde edilen degerler hiicre indeks degerleri (cell index values) (CI) olarak

3



belirtildi. Viable hiicre sayis1 normalize hiicre indeksi olarak (CI) olarak belirtildi.
Ajanlarin eklenmesinden onceki ve sonraki CI orani degerlendirildi. Cl kaydi ve
normalizasyonu RTCA yazilimi ile saglandi. Metodun giivenilirligini kiyaslamak

i¢in es zamanli immiinofloresans metodu ile apoptosis bakildi.

2.2.1 Immunofloresans Boyama

Immiinofloresans metodu ile cleaved caspase-3 kullanarak apoptozisin
belirlenmesi amaci ile kemoterapi verildikten 24 saat sonra hiicrelerin bir kism1 %10
notral formalin ile 20 dk fikse edildi. Ardindan PBS ile 3 kez yikanarak PBS-TBS%5
esek serumu ve%5 ke¢i serumut+%10 bovine serum albumin ile 1 saat inkiibe
edilerek blocking yapildi. Ardindan primer cleaved caspase-3 antikoru (Abcam
antimouse cleaved caspase-3 1:100 dilisyon oraninda) ile 1 gece inkiibe edildi.
Ardindan PBS ve TBS-tween ile 3 er kez yikadiktan sonra antimouse FITC sekonder
antikoru ile 1:100 oraninda 1 saat bekletildi. Bunu takiben Hoescht 33342 ile DNA
boyanarak immunofloresan mikroskobisi yapilarak(floresan mikroskobu ile

incelenerek) (Olympus IX71, Japan) apoptozis tespit edildi.

2.2.2 Kemoterapi Uygulamasi

Hiicreler log fazmma ulastiklarinda taxotere, adriamycin, ve
cyclophosphamide (TAC) kemoterapi kombinasyonu 4 farkli dozda (0.625-1.25-2.5-
5 ng/mL)uygulandi. Uygulanan ajanlarin COV434 hiicrelerinin proliferasyonuna
etkileri 200 saat boyunca, her 30. dakikada kaydedildi. Viable(canli) hiicre sayisi
normalize hiicre indeksi olarak (CI) olarak belirtildi. Metodun giivenilirligini

kiyaslamak i¢in eg zamanli immiinfloresans metodu ile apoptosis bakildi.

2.2.3 Ilstatistik Metod

Her bir kuyucuktaki veriler es zamanli impedans(alternatif akim
direnci) ol¢iimii ile sayisal veri aktarimi sagladigi i¢in deney sonunda her bir
kuyucuk ve/veya alt grup i¢in ortalama CI degeri hiicre proliferasyon indeksi olarak
excel tablosuna aktarilabilmektedir. Bu veriler daha sonra ANOVA ve Posthoc
multiple comparison(goklu karsilastirma) testi yapildi. ANOVA p<0.05 ise Posthoc
Bonferoni testi uygulandi. P<0.05 anlaml kabul edildi



3 SONUCLAR

[lk olarak, hiicreler farkli yogunluklarda kuyucuklara ekilen hiicrelerin
lag, log ve plato fazlar1 belirlendi (Sekil 1). Granulosa hiicreleri, ekilme
yogunluklarina ile uyumlu biiylime egrileri ¢izdiler. Yiiksek yogunlukta ekilenler log
ve plato fazlarina daha erken ulastilar. Kuyucuk basina diisen hiicre sayilar1 ve log

fazina girmeleri i¢in gegen siire sekil 2’°de gosterilmistir.
Sekil 1: Farkhi Yogunluklarda Ekilen insan Granulosa Hiicrelerinin Biiyiime

Egrileri.

1A Growth curves of human granulosa cells plated at
different densities

/ —— A (40,000)
4 ——B(20,000)

x

(]

o] /

5 € (10,000}

J D (5000)
—E (2500)
—F (1250)

1 21 41 61 81 101121141161 181 201221 G (625)

Culture period (hrs)

Sekil 2. Kuyucuk Basma Diisen Hiicre Sayilar1 Ve Log Fazina Girmeleri i¢in

Gegen Siire.

Cell b

ERNEMAEE 40x10° 20407  10x0°  5x10° 2500 1250 £25
perwell
Time to enter Not reached  Not reached Not reached at
log phase 1 M & 8 at 200h at 200h at 200h
Mean Cell
indexat200n 1217 L5:L1 078:06 0.32:03  0096:008  003:0.01 0.010.001

Log fazina ulasan hiicrelere kemoterapi uygulandi. Uygulamadan

sonra, 5 saat gibi kisa bir siireden itibaren doza bagli olarak hiicre proliferasyon



indekslerinde azalma egilimi gozlendi (Sekil 3). Siirenin sonunda, kemoterapi
gruplarindaki ortalama hiicre proliferasyon indeksi, kontrol grubuna kiyasla anlaml
olarak diisiik bulundu (Sekil 5). Kontrol hiicrelerinin yalnizca %6’s1 aktif caspase-3
icin pozitif boyanma gosterirken, TAC gruplarinda bu oran %50 idi (p<0.001)(Sekil
6)

Sekil 3: Farkh Dozlarda Kemoterapi Uygulanmasi Oncesi Ve Sonrasinda

Hiicrelerin biiyiime egrileri

Cell Index

T T T T === Control
: : : : ' ' "] s TAC (0.6ng/mL)
m— TAC (1.2ng/mL)
s TAC (2.5ng/mL)
TAC (5ng/mL)

-t

-":Q“glﬂ“

0.0 50 10.0 15.0 20.0 250 300 35.0 40.0 450 50.0

Time (in Hour)

Her bir kuyucuktaki veriler es zamanli impedans 6l¢iimii ile sayisal
veri aktarimi sagladigr i¢in deney sonunda her bir kuyucuk ve/veya alt grup i¢in
ortalama CI degeri hiicre proliferasyon indeksi olarak excel tablosuna
aktarilabilmektedir. Sekil 4° de goriilecegi lizere bu veriler daha sonra ANOVA ve

posthoc multiple comparison testi yapilmasina imkan vermektedir.
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Sekil 5: Kemoterapi Uygulanan Gruplardaki Ortalama Hiicre Indeksinin

Kontrol Grubu Ile Karsilastirilmasi

% Apoptotic cells

= N W & U1 OO N 00 WO
O O OO0 OO0 O O O O
|

Control TAC

a: p<0.05
b:p>0.05
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CONTROL

Sekil 6: Kontrol Hiicrelerinin Ve Kemoterapi Uygulanan Hiicrelerinin Aktif

Caspase-3 ile Boyanmalari.

HOESCHT 33342 ACTIN PHALLOIDIN ACTIVE CASPASE-3

--




4 TARTISMA

Kanser tedavisinde kullanilan kemoterapdtik ajanlarin  {ireme
organlari tizerindeki ciddi etkileri uzun zamandir bilinmektedir. Son yillarda fertilite
koruyucu tedavilerin 6n plana ¢ikmasiyla, bu ilaglarin gonadal hiicreler iizerine olan
sitotoksik etkilerine ilgi artmistir. Overlerde bulunan folikiillerin gelisimi oldukga
kompleks mekanizmalara baglidir. Glinlimiizde bu mekanizmalarin ancak bir kismi
acikliga kavusturulabilmistir. Dolayisiyla, sitotoksik ilaglarin bu hiicreler {izerine

etkileri lizerine arastirmalara ihtiya¢ duyulmaktadir.

Giiniimiizde insan graniilosa hiicrelerini incelemeye yarayan
yontemler, hiicreleri isaretlemeyi veya fikse etmeyi gerektirmektedir. Florometrik,
kolorimetrik, immunofloresans veya immunohistokimyasal bazli bu yontemlerden en
poplilerlerinden birinde tetrazolium tuzlarini(MTT veya XTT) kullanir. Kolorimetrik
bazli bu yontemde, sitotoksik ilaglara maruz birakilan hiicrelerin viabilitesinin ve
proliferasyonunun degerlendirmesine ¢alisilmaktadir (SOLAROGLU). Fakat bu
yontem, ¢evre sartlarindan fazlasiyla etkilenmektedir. Asidik pH, azalmis glukoz
konsantrasyonu, azalmis piridin nukleotidleri, ve azalmis glukoz gibi faktorler
sonuglarin dogrulugunu etkilemektedir (SOLAROGLU, Johno H 2010, Vistica DT
1991).

Ideal olan, bu hiicrelerin in vitro ortamda herhangi bir 6n islemden
gecirmeden, gercek zamanli ve kantitatif olarak incelenmeleridir. Bu imkanlar1 sunan
bir yontem, sitotoksisite iizerine objektif ve degerli bilgiler verecektir. XCELLigence
RCAT, bu yonde atilmis 6nemli bir adimdir. Fakat her yeni cihazda ve metodta
oldugu gibi, xXCELLigence’in hassasiyeti, dogrulugu, etkinligi, ve hangi sartlarda,
hangi hiicreleri degerlendirmede basarili oldugu gibi konular yliriitiilecek
caligmalarla ortaya koyulmalidir. Ancak bundan sonra gecerli bir yontem olarak

kabul gorecektir.

Xcelligence, bazi hiicre ¢ogalmasi (Macdonald), adezyonu (Sansing
HA),fonksiyonu (Moodley K, Keogh RJ), ve sitotoksisite (Masango, Peper)

arastirmalarinda kullanilmig, ve bu calismalarda etkili ve basarili bulunmustur.

10



Granulosa hiicreleri ve sitotoksisiteyi inceleyen herhangi bir calisma, bilindigi

kadariyla heniiz yapilmamuistir.

xCelligence RCAT, kiiltiir tabaginin tabanina yerlestirilmis interdijite
(birbirine kenetlenmis) edilmis mikro-elektrodlarda elektriksel impedansi(elektriksel
direnci) olgerek hiicre ¢ogalmasi ve biiylimesi gibi parametreler hakkinda veri elde
etmektedir. Diisiik voltajli alternatif akim (AC) uygulanarak mikroelektrodlar
arasinda akim saglanmaktadir. Bu akim ¢evre hiicrelerin varligindan etkilenmektedir.
Mikroelektrodlar ile onlarin yakininda bulunan hiicrelerin arasindaki etkilesim ile
olusan empedans(elektriksel direng), kuyucuklardaki hiicrelerin sayist ile dogru
orantilidir. Bu sayede, her kuyucuktaki hiicre miktar1 hakkinda siirekli bilgi
edinilmesi miimkiin olmaktadir. Kuyucuklardaki hiicre sayisinin xCelligence siirekli
monitorizasyonu ile sitotoksisite (hiicre 6liimii), azalan ¢ogalma (hiicre siklusunda

arrest), hiicre gocii ve cogalmasi hakkinda kantitatif veri elde edilmektedir.

Bu caligmanin baslangicinda, xCelligence ile hiicrelerin biiylime
egrileri ve fazlar gercek zamanli olarak go6zlenebilmis ve kaydedilebilmistir. Bu
sayede arastirmaci, verileri geriye doniik olarak degil, es zamanli olarak takip
edebilmistir. Verilerin gergek zamanli olarak degerlendirilmesi deneye yapilacak
miidahalelerin de ideal zamanda yapilmasina olanak tamimaktadir. Solaroglu ve
arkadaglarinin (Solaroglu) belirttigi gibi, her hiicrenin tipinin optimal yogunlukta ve
log biiyiime fazinda olmasi, sitotoksisite ve hiicre ¢ogalmasi arastirmalarinda yanlis
pozitif ve negatif sonuclar1 dnlemek icin 6nem tasimaktadir. Ornegin bu calismada,
yaklagik olarak 28. saatte kuyucuklardaki hiicreler log fazina girdiklerinde

kemoterapoétik ajanlar hiicrelere uygulandi.

Kemoterapi ajanlarinin uygulanmalarindan sonra hiicre proliferasyon
indekslerinde azalma gozlendi. Bu azalmanin, uygulanan ajanin dozu ile korelasyon
gosterdigi dikkati ¢ekti. Deney sonunda, ilag uygulanan hiicrelerin yok olmasi
konusu ajanlarin sitotoksisitesini  gosterirken, kontrol grubundaki hiicrelerin
cogalmay1 siirdiirmesi kullanilan hiicrelerin ve xCelligence sisteminin dogrulugunu

ispat etmistir.
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xCelligence’in es zamanli olmasi ve kantitatif veri saglamasinin bir
avantaji da, hiicrelerin hangi fazda ve ne kadar siirede s6z konusu ajanlardan
etkilendiklerini ortaya koyabilmesidir. Bu calismada, kemoterapdtik ajanlarin

uygulanmasindan 5 saat sonra hiicre proliferasyon indekslerinde azalma izlenmistir.

Bu caligmanin bulgulari 1s18inda, xCelligence teknolojisi ile herhangi
bir medikal ajanin veya bilesenin gonadotoksisitesini kolayca test edip, IC50
degerlerini bulabilmektedir. Bu teknoloji kullanilarak herhangi bir ilaci over veya
granuloza hiicrelerindeki toksisitesinin belirlenmesi yaninda ayni zamanda granuloza
hiicre mitozu ve hiicre siklusunu etkiledigi diisiiniilen pek ¢ok hiicre i¢i sinyal

yolaklarinin inhibitorleri kullanilarak da degerli veriler elde edilebilir.
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