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OZET

SUNITINIB UYGULANMASININ CAKi- 1 RENAL KANSER HUCRELERI
UZERINDEKI ANTIi- ANJiYOGENIK VE APOPTOTIK ETKILERININ
DEGERLENDIRILMESI

Otu B. Aydin Adnan Menderes Universitesi Saghk Bilimleri Enstitiisiit Kok Hiicre ve
Rejeneratif Tip Programi, Yiiksek Lisans Tezi, Aydin, 2021.

Amag: Bu arastirmanin amaci, sunitinibinin berrak bobrek hiicreli karsinom hiicreleri olan
Caki- 1 hiicrelerinin farkli dozlarinda anti- anjiyogenik etkilerini arastirmak, hiicrelerde olan

canliligina etkilerini gérmek ve migrasyona etkilerini saptamaktir.

Gere¢ ve Yontem: Sunitinib ilacinin hiicre canlilifina olan etkisi 3- (4, 5- dimetiltiyazol- 2-
il) 2,5- difenil tetrazolyum bromiir (MTT) ile belirlenmis olup farkli dozlart (0. 5 uM, 1 uM,
2.5 uM, 5 uM, 10 uM) 24, 48 ve 72 saatlik maruziyet siirelerinde temas ettirilmistir. Caki-1
hiicrelerinde ELISA yontemi ile VEGF konsantrasyonlar1 saptanmistir. Migrasyon deneyi ile
anjiyogenik etkileri degerlendirilmistir. Low sitometri ile apoptozun doza bagh artisi

saptanmistir. Hoechst PI boyamasi yapilarak hiicre canliliklar1 incelenmistir.

Bulgular: Sunitinibin (p<0,05) artan konsantrasyonlarda olusturdugu sitotoksisitenin doza
bagli olarak anlamli bir sekilde arttg1 tespit edildi. Sunitinib 24, 48 ve 72. saatte 2,5 uM
(p<0,001) konsantrasyonda kontrol grubuna gore canliligt %70’ in altina diistiigli goriildii.
Migrasyon deneyinde, hiicre kapanma araligi 24. saatte kontrolde %40,4 iken 2,5 uM
konsantrasyonda %2,5 olarak kaydedilmistir. Muse Cell Analyzer Caspase- 3/ 7 ile yapilan

analizde apoptozun konsantrasyon miktari arttik¢a arttig1 gézlemlenmistir.

Sonug¢: Sunitinibin artan dozuna bagl olarak Caki- 1 hiicre canliliginin azaldig1 goriilmiistiir.

Ayrica, sunitinibin Caki- 1 hiicrelerindeki apoptozu arttirdig1 gézlemlenmistir.

Anahtar kelimeler: Anjiyogenez, Bobrek Hiicreli Karsinoma, Sunitinib, Vaskiiler Endotelyal

Biiylime Faktorii.
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ABSTRACT

EVALUATION OF ANTI-ANGIOGENIC AND APOPTOTIC EFFECTS OF
SUNITINIB APPLICATION ON CAKI-1 RENAL CANCER CELLS

Otu B. Aydin Adnan Menderes University Health Sciens Institute Stem Cell and
Regenerative Medicine Program Master Thesis, Aydin, 2021.

Objective: The aim of this study was to investigate the anti-angiogenic effects of sunitinib at
different doses of Caki-1 cells, which are clear renal cell carcinoma cells, to see its effects on
cell viability and to determine its effects on migration.

Materials and Methods: The effect of sunitinib on cell viability was determined with 3-(4,5-
dimethylthiazol-2-yl) 2,5-diphenyl tetrazolium bromide (MTT) and different doses (0.5 uM, 1
uM, 2.5 uM, 5 uM, 10 uM) were contacted at exposure times of 24, 48 and 72 hours. VEGF
concentrations were determined in Caki-1 cells by ELISA method. Angiogenic effects were
evaluated by migration assay. A dose-dependent increase in apoptosis was detected by low
cytometry. Cell viability was examined by Hoechst PI staining.

Results: It was determined that the cytotoxicity of sunitinib (p<0.05) at increasing
concentrations increased significantly depending on the dose. It was observed that the
viability of sunitinib decreased below 70% compared to the control group at a concentration
of 2.5 uM (p<0.001) at 24, 48 and 72 hours. In the migration experiment, the cell closure
interval was recorded as 40.4% in the control at 24 hours and 2.5% at 2.5 uM concentration.
In the analysis performed with Muse Cell Analyzer Caspase-3/ 7, it was observed that
apoptosis increased with increasing concentration.

Conclusion: It was observed that Caki-1 cell viability decreased with increasing dose of
sunitinib. In addition, sunitinib was observed to increase apoptosis in Caki-1 cells.

Keywords: Angiogenesis, Renal Cell Carcinoma, Sunitinib, Vasculer Endothelial Growth

Factor.
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1. GIRIS

Anjiyogenez, bobrek hiicreli karsinomun ve farkli bir histotipi olan berrak hiicreli
bobrek hiicreli karsinomun (ccRCC) gelismesinde hayati bir oneme sahiptir. Bu nedenle
vaskiiler endotel biiylime faktoriinii (VEGF, vascular endothelial growth factor) hedef alan
tedaviler anti- anjiyogenik etkilerinden dolayt RCC ve c¢cRCC’ nin yoOnetilmesinde cok
onemlidir. Bu tedaviler, ayn1 zamanda bobrek kanseri olan kisilerde hastalarin hayatta kalig
stiresini arttirmaktadir. Anyiyogenez belirleyicilerinin dokularda anjiyogenezin analizinde
onemli oldugu kanitlanmis olup, renal tiimorlerde anjiyogenez belirleyicilerinin arttigi
kanitlanmistir. VHL (Von Hippel-Lindau tiimor baskilayict gen), VEGF (vaskiiler endotel
bliylime faktdr), PDGF (trombositten tiireyen biiylime faktdr) ve IGF2 (insiilin benzeri
biiyiime faktdr- 2) gibi clear cell RCC’ lerde bulunan tiimdr baskilayic1 genlerin
ekspresyonlariin arttig1 bildirilmistir (Stubbs ve digerleri., 2017).

VEGEF bir protein olup anjiyogenezin en onemli mediatorlerindendir ve kanserlerin
hemen hepsinde ekspresyonu artmaktadir. VEGF endotel hiicrelerinde reseptdriine (VEGFR)
baglandiginda endotel hiicrelerde proliferasyon, migrasyon, diferensiasyon ve siirvinin
indiiklemek suretiyle vaskiiler permeabilitede artisa neden olmaktadir. Boylece endotel
hiicrelerini ¢evreleyen ekstraselliiler matrix parcalanmakta, yeni kan damarlar1 olusmakta ve
tiimdr hiicreleri uzak dokulara taginmaktadir. Bu sekilde metastaz olusturmaktadir. Bu durum
bobrek karsinomlarinda VEGF inhibitorlerinin neden basarili oldugunu agiklamaktadir.
Sitokinler, kemoterapi ve bunlarin kombinasyonlar1 iceren non- spesifik terapiler ile
tiimorlerde diisiik veya yetersiz yanit hastada siirvinin azalmasma yol agmaktadir. VEGF
inhibitorleri timorlerin tedavisinde en makul yontem olarak rapor edilmistir (Vachhani ve
George 2016). Sunitinib bir¢ok tirozin kinaz reseptorlerinin (VEGFR1, VEGFR2, VEGFR3
ve PDGFRo/p) inhibitoriidiir (Vachhani ve digerleri 2016).

Bir¢ok klinik c¢aligmada sunitinibin clear cell RCC’ larin tedavisinde 6nemli ol¢iide
efektif oldugu gosterilmistir. Bu ilacin hastalarin %30- 40’ inda hastaligin tedavi edilmesinde
amacina ulastigr bildirilmistir. Bu ilacin hastalarda hastaligin ilerlemesini durdurarak

(progression-free survival) survinin artmasini sagladigi bildirilmistir.



Bununla birlikte anjiyogenez belirleyicilerin ekspresyonlarinin  eksik oldugu
goriilmiistiir. Ornegin sunitinib gibi anjiyogenez inhibitorleri ile tedaviye yamitta calismalarin
eksik oldugu bilinmektedir (Stubbs ve digerleri, 2017).

Boylece, artmis anjiyogenez belirleyicilerin eksprese olduklar tiimorlerdeki, bu
timorler bliylimek ve metastaz yapmak igin anjiyogeneze ihtiyag duymakta olup, bunlarin
anjiyogenez inhibitdrleri ile tedavide en iyi yamiti verdikleri diistiniilmektedir (Stubbs ve
digerleri, 2017).

Bu tez calismasinda bobrek kanser hiicresi olan Caki- 1 hiicre hattt kullanilarak,
klinikte anti- anjiyogenik tedavide kullanilan bir ila¢ olan sunitinibin bu hiicreler iizerindeki
anti-timoral etkilerinin degerlendirilmesi amaclanmaktadir. Yapilan pub-med literatiir
taramasinda bu konuda ¢alisilmig bir arastirma ve yayina rastlanmamustir. Sadece bir yayinda
Caki- 1 hiicrelerinin 3D ve 2D ¢ogaltilmasi ve buna ek gen ekspresyon analizleri ¢alisilmistir.
Sunitinibin ayn1 zamanda VEGF molekiiliiniin reseptdriine baglanmasimi inhibe etmek
yoluyla hastalarin tedavisinde etkilerini gosterdigi bildirilmistir. Bu tez ¢aligsmasinda
Sunitinibin berrak hiicreli bobrek karsinom hiicreleri olan Caki- 1 hiicreleri tlizerindeki anti-
anjiyogenik etkilerini aragtirmak icin farkli dozlarim1 kullanarak hiicrelerde canlilifi nasil
etkiledigini, hiicrelerde anjiyogenez i¢in ¢ok Onemli bir basamak olan migrasyonu nasil

etkilediginin degerlendirilmesi hedeflenmistir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Renal Cell Carsinoma (Bobrek Hiicreli Karsinom)

RCC, bobreklerdeki proksimal kivrimli tiibiiliin astarindan kaynaklanan bir bobrek
kanseridir (Motzer, Nanus, Russo ve Berg, 1997). RCC, renal tiibiiler epitel hiicrelerinden
tiiretilen heterojen bir kanser grubunu kapsar ve diinya capinda en yaygin 10 kanser
arasindadir. Son 20 yilda RCC’ nin histopatolojik ve molekiiler karakterizasyonundaki
geligsmeler bu kanser tiiriiniin siniflandirmasinda biiyiik revizyonlara yol agmistir (Hsieh ve
digerleri, 2017). Bobrek kanseri tek bir hastalik degildir. Bobrekte meydana gelen bir dizi
farkli kanser tiirlerinden olusur. Her biri farkli bir genden kaynaklanir ve farkli bir klinik
seyreder. Ayrica her biri farkli bir histolojiye sahiptir ve tedaviye de farkli yanit verir
(Linehan, Walther ve Zbar, 2003). Bobrek kanseri vakalarinin %90- 95’ inden RCC
sorumludur. RCC, viicut semptomlarin1 gizlemede oldukga iyidir ve bu yiizden RCC teshisi
konuldugunda kisilerin hastaligi oldukc¢a ilerlemis durumdadir (Watanabe, Nakagawa ve
Kojima, 1997). Bobrek hiicreli karsinomda erken uyart belirtileri bulunmamaktadir. Bu da
hastalarin metastazli bobrek hiicreli karsinom olmalarma yiiksek bir oranda neden olur. Cesitli
klinik belirtiler, radyoterapi ve kemoterapiye direng ile karakterizedir (Motzer ve digerleri,

1997).

2.1.2. Bobrek Hiicreli Karsinom Tipleri

RCC, ge¢miste bir¢cok klinisyen tarafindan tek bir hastalik olarak kabul edilmismistir
fakat RCC farkli histopatolojiler, molekiiler ve genetik ozellikler, cesitli klinik davranislarla
ayrilabilen bir hastalik grubudur. Ayrica, farkli RCC tiirlerine iligkin bu yeni anlayis onlarin
bireysel 0Ozelliklerine ve molekiiler yapilarina yonelik tedavilerin miimkiin oldugunu

gostermektedir (Flanigan, Clark ve Picken, 2003).



Tablo 1. 2016 DSO siniflandirmasi Bobrek Hiicreli Karsinom tipleri (Moch H. ve digerleri,
2016)

Berrak Hiicreli Bobrek Hiicreli Karsinom

Diisiik Maligniteye Sahip Multilokiiler Kistik Bobrek Neoplazmi
Papiller Bobrek Hiicreli Karsinom

Kalitsal Leiomyomatdz ve Bébrek Hiicreli Karsinomla Ilgili Bobrek Karsinom
Kromofob Bobrek Hiicreli Karsinom

Toplama Kanali1 Karsinom

Bobrek Mediiller Karsinom

MIT Ailesi Translokasyon Bébrek Hiicreli Karsinomlar

Siiksinat Dehidrojenaz Eksikligi Olan Bobrek Karsinom
Miisindz Tiibiiler Karsinom ve Igsi Hiicreli Karsinom
Tiibiilokistik Bobrek Hiicreli Karsinom

Kazanilmis Kistik Hastalikla iliskili Bobrek Hiicreli Karsinom

2.1.3. Bobrek Hiicreli Karsinom Tedavi Yontemleri

Bobrek Hiicreli Karsinom tedavisinde kullanilan yontemler:

— Lokal Tedavi

— Kombine Bagisiklik Kontrol Inhibitorleri ve Anti- anjiyogenetik Hedefli Tedaviler
— Immiinoterapi

— Sitokin Tedavisi

— Antianjiyogenik ve Diger Hedefli Tedavi

— VEGF (Vaskiiler Endotelyal Biiyiime Faktorii)

—  Cok hedefli Tirozin Kinaz Inhibitérleri ve mTOR Inhibitéorleri

— Kemoterapi
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Sekil 1: Bobrek Hiicreli Karsinom tedavi algoritmalar1 (Hsieh ve digerleri, 2017).

2.1.3.1. Lokal Tedavi

Metastatik hastaligit olmayan hastalarda miimkiin oldugunda primer tiimoriin
rezeksiyonu standart uygulamadir. Rezeke edilemeyen, metastatik kanserleri olan hastalarda
tiimor embolizasyonu harici 151n radyasyon tedavisi (EBRT) ve nefrektomi, birincil tiimdriin
veya ilgili ektopik hormon veya sitokin iiretiminin neden oldugu semptomlarin

hafifletilmesine yardimci olabilir (Tselis ve Chatzikonstantinou, 2019).



2.1.3.2. RCC Tedavisinde Anjiyogenez, Anti- Anjiyogenez ve Tedavi Hedefleri

Anjiyogenez mekanizmasi, fizyolojik ve patolojik olaylarda lazim olan 6nemli
mekanizmalardan biridir (Tonini, Rossi ve Claudio, 2003). Gelisimin ilk haftalarinda
embriyo, ¢evre dokudan difiizyonla beslenir ve gilin gegtikce artan besin ile oksijen ihtiyacini
karsilayamaz. Bu nedenle erken donemde anjiyogenezis baslar. Anjiyogenez doku ve
organlarin olusumundan dolayr embriyonik fazda meydana gelir. Yetiskinlerde ise
anjiyogenez, ovaryan siklus ile yara iyilesmeleri gibi olaylarda izlenmektedir (Daly, Makris,
Reed ve Lewis, 2003). Sedef hastaligi, diyabetik retinopati, kanser gibi patolojik olaylar
diizenlensiz anjiyogenezden dolay1 olabilir. Tiimor bliylimesinde olusan metabolik atiklarin,
tiimor bolgelerinden en iyi sekilde beslenmesi ve uzaklastirilmasi igin anjiyogenez gereklidir.
Hiicreler, fizyolojik kosullarda oksijen kaynaklari olan kan damarlarindan 100 ile 200 mm
kadar uzakliktadir. Organizma biiylidiigii zaman hiicreler, yeni kan damarlarinin beslemesini
saglamak amaciyla anjiyogenez ile vaskiilogenezi indiikler. Anjiyogenez, timoriin hayatta
kalmasi ve ayn1 zamanda ¢ogalmasi i¢in gereklidir. Kati timorlerin mikrogerelerinin oksijene
doymasi tiimorlerin biiytimesi i¢in gereklidir. Tiimorlere temas eden kan damari aginin
cogalmasi, oksijen ve besin saglar (Tonini ve digerleri, 2003). Kat1 tiimorlerin olusumu igin
stirekli bir timor hiicresi proliferasyonu lazimdir ve ayrica anjiyogenezin koordineli olmast
gereklidir. Boyle bir neovaskiilarizasyona karsin hipoksi kalicidir. Genellikle tiimorlerin
teshis edilmesinde bulunur (Hori ve digerleri, 1991; Gastl ve digerleri, 1997).

Hipoksi olay, tiimor gelisimi siirecinde erken evrede ortaya ¢ikar. Zira hizla ¢ogalan
timor hiicreleri konak¢i damar sisteminin kapasitesini agmaktadir. Oksijene doyamayan
tiimorler, kotli prognoza sahiptir. Anjiyogenez, malign ilerleme, metastaz ve tedavi direnci
tizerinde hipoksi oldukga etkili bir faktordiir (Hori ve digerleri, 1991; Gastl ve digerleri,
1997).

Anjiyogenezde olugan yeni damarlar, bir anjiyojenik fenotipe gecmeden aylar ve hatta
yillarca uykuda kalirlar (Folkman, 2002). Damarlanma yalnizca tiimor ¢evresinde sinirhdir.
Basamakli bir tiimor genislemesi, ilerleyen merkezi hipoksiye sebebiyet verir. HIF- a olan
hipoksi faktoriiyle pro- anjiyojenik faktorlerin ekspresyonunu indiiklenir. (Liotta ve Stetler-

Stevenson, 1991).



Hipoksik nis oksijen yoklugunda, hayatta kalabilen hiicreleri secer. Stabil hipoksiye
sahip olan bir niste, tiimdr biiyiimesinde olumlu gelismeler goriilmektedir. Hipoksi, oksijen
yoklugunda uzun siireli hayatta kalmayi, baki anjiyojenik sinyalin olusmasini1 saglamaktadir
(Dulak ve Jozkowicz, 2003; Wouters ve digerleri, 2003).

Timor anjiyogenezi, tiimorle vaskiiler endotel hiicreleri, perisitler, diiz kas hiicreleri,
fibroblastlar ve tiimorle iliskili makrofajlar gibi bunlar ¢evreleyen veya destekleyen hiicreler
arasindaki karmagik bir etkilesimi igerir. Tiimor anjiyogenezi endotel hiicre proliferasyonunu
aktive eder. Go¢ eden endotelyal hiicreleri ve perisitleri alir. Vaskiiler yeniden modelleme ya
da olgunlagsma yoluyla yeni kan damarlari olusturur. Pro- anjiyojenik faktorlerin artan
ekspresyonu tiimor ile iligkili hipoksi, onkojenlerin aktivasyonu, tiimdr baskilayici genlerin
inaktivasyonu ya da cesitli bliylime faktorleri ve sitokinlerin salgilanmasiyla indiiklenebilir.
Hipoksik dokuda, HIF1 ve VEGF ekspresyonunu indiikler. HIF1, onkojenler tarafindan
hipoksi, tiimor baskilayict genler ve gesitli biiylime faktorleri ve sitokinler tarafindan post-
translasyonel olarak siki bir sekilde diizenlenir. Son zamanlarda yapilan ¢aligmalar, tiimor ile
iliskili makrofajlarin, tiimorlerde hipoksiye, yukari regiile ederek yanit verdigini de
gostermistir. (Lewis ve Murdoch, 2005). VEGF anjiyogenezde nitrik oksit salinimini
indiikler. Damar gegirgenligini arttirir. Bazal membran ile matriksin yikimini artirir.
Anjiyopoietinler ile endotel hiicrelerin farklilasmasinda ve maturasyonunda rol oynar

(Saaristo, Karpanen ve Alitalo, 2000).



Tablo 2. Proanjiyojenik ve Antianjiyojenik faktorler (Demirer, Ayten ve Tas, 2014).

Proanjiyogenik ve Anti- Anjiyogenik Faktorler

Anjiyogenezi inhibe edenler

Anjiyogenezi uyaranlar

Trombospondin

Vaskiiler endotelial biiyiime faktorii

Anjiyostatin (plasminojen kismi)

Ana Fibroblast bliylime faktorii

Endostatin (kollajen XVIII kismi1)

Asit Fibroblast biiyiime faktorii

AaAt (antithrombin III kismi)

Platelet kaynakli biiytime faktorii

Vazostatin Hepatosit biiyiime faktorii
Prolaktin Epidermal biiylime faktorii
Troponin 1 Insulin-benzeri biiylime faktori
Anjiyopoietin 2 Dontigen biiylime faktorii o

Alfa interferon

Déoniisen biiytime faktor 3

Gamma interferon

Tumor nekrosis faktor a

Interlokin 12

Plasental biiyiime faktorii

Fibronektin Anjiyopoietin-1
Metalloproteinaz doku inhibitorleri Anjiyogenin
Plazminojen aktivator inhibitor 1 Pleotrofin
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Anjiyogenezi baglatan ya da siirdiiriilmesini saglayan sinyaller karmasiktir. Vaskiiler
endotelyal biiyiime faktérii (VEGF), fibroblast biiyiime faktorii (FGF), anjiyopoietinler,
doniistiiriicii biiyiime faktorii beta (TGF- B), platelet kdkenli biiylime faktorleri (PDGFs),
timor nekroz faktor alfa (TNF- a), epidermal biiylime faktorii (EGF), interlokin-8 (IL-8) ile
inflamatuvar hiicreler (mast hiicreleri, makrofajlar) perisitler, keratinositler veya timor
hiicreleri tarafindan sentezlenen anjiyogeninler, proanjiyogenik sitokinler ve biiylime
faktorlerine 6rnektir. Ornek olarak verilen bu gibi faktorlerin bir kismi1 endotelyal hiicreler
izerindeki reseptorlerine baglanirlar. Bu sayede hiicrelerin proliferasyonunu ve migrasyonunu
indiiklemek icin direkt etki ederler. Bazilar1 ise lokal stromal veya inflamatuvar hiicreler
iizerine etki ederler. Boylece anjiyogenezi stimiile etmis olurlar (Jackson, 2002).

Anjiyogenez, endotelyal hiicrelerin ¢evre stroma dokularina migrasyonundan ibarettir.
Matriks metalloproteinaz (MMP) ad1 verilen baz1 proteazlar, bu siiregte 6nemlidir (Liekens,
De Clercq ve Neyts, 2001).

Ekstraselliiller matriks ve bazal membran bilesenleri endotelyal hiicreler {izerindeki
integrinlere baglanirlar. Proanjiyogenik ve antianjiyogenik sinyallerin transferinde rol

oynarlar. (Kalluri, 2003).
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Sekil 2. Kanser anjiyogenezi (Carrato Mena, Grande Pulido ve Guillén-Ponce, 2010).
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Sekil 3. Anjiyogenez (Rajabi ve Mousa, 2017).

Anjiyogenez, endotel hiicrelerinin filizlenmesiyle 6nceden var olan kan hiicrelerinden
olusur. Boylece vaskiiler aga¢ genisler (Sekil 3A). Anjiyogenezdeki adimlar; Anjiyogeneze
olusumu basamaklar1 arasinda proteaz iiretimi, endotel hiicre gogii ve proliferasyonu, vaskiiler
tiip olusumu, yeni olusan tiiplerin anastomozu, yeni bir bazal membranin sentezi ve

perisitlerin ve diiz kas hiicrelerinin dahil edilmesi vardir (Sekil 3B) (Rajabi ve Mousa, 2017).
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Sekil 4. Metastatik RCC’ de kullanilan TKI’ lerin etki mekanizmasi (Tacconi, Tuthill
ve Protheroe, 2020).

Anjiyogenezi diizenleyen kinazlar, RCC’ de siklikla agir1 eksprese edilir. Artmig timor
vaskiiler beslemesi ile sonuclanir. VHL inaktivasyonu, artan HIF- o ekspresyonu yoluyla
VEGF dahil olmak iizere pro- anjiyogenik faktorlerin asir1 ekspresyonuna yol acar. HIF- o
ayrica PI3K/ mTOR sinyallemesi yoluyla yukar1 regiile edilir. VEGF, endotel hiicre
yiizeylerinde VEGFR 1, VEGFR 2 ve VEGFR 3’ e baglanarak anjiyogenezi aktif eder.
Anjiyogenezi diizenleyen ek hiicre ylizey reseptorleri arasinda PDGFR, FGFR, tirozin-protein
kinaz MET, AXL ve RET vardir. Bu sinyal yollarinin ¢esitli yonlerini hedefleyen bir dizi
TKI’ nin etki ettigi yerler ve anjiyogenezi nasil etkiledigi Sekil 4° te gosterilmistir (Tacconi

ve digerleri, 2020).
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2.1.3.3. RCC Tedavisinde VEGF (Vaskiiler Endotelyal Biiyiime Faktorii)’ nin Rolii

VEGF, MA: ~45 kDa olan homodimerik bir glikoproteindir. Anjiyogenezin (yeni kan
damarlarmin olusumunun) temel aracidir. Vaskiiler endotel hiicrelerinde eksprese edilen iki
VEGF reseptoriinii (VEGF reseptorii-1 ve VEGF reseptorii- 2) baglamaktadir. Saglikli
insanlarda VEGF, embriyonik gelisimde anjiyogenezi destekler. VEGF, yetiskinlerde yara
tyilesmesinde Onemlidir ve onkojen ekspresyonu, c¢esitli biiyiime faktorleri ve ayrica
hipoksiyle yukar1 regiile edildigi kanserde anjiyogenezin anahtar aracisidir. Anjiyogenez,
kanser gelisimi ve biiyiimesi i¢in gereklidir. Bir tiimdr 1- 2 mm’ nin 6tesine biiyiimeden dnce
besinler ve oksijen i¢in kan damarlarina ihtiya¢ duyar (Carmeliet, 2005).

VEGEF ve diger biiyiime faktorlerinin timor tarafindan iiretilmesi, timdriin i¢ginde ve
cevresinde yeni damar sistemi olugsmasina ve katlanarak biiylimesine izin veren anjiyojenik
anahtar yani ‘angiogenic switch’ olugmasina neden olur. VEGF’ nin etkisi altinda olusan
timor damar sistemi yapisal ve islevsel olarak anormaldir. Kan damarlar1 diizensiz sekilli,
dolambaglidir, ¢ikmazlara sahiptir. Veniiller, arteriyoller ve kilcal damarlar halinde organize
degildir. VEGF’ nin tiimér damar sisteminin liretimindeki bu merkezi rolii, onu anti-kanser
tedavisi i¢in 6l¢iilii bir hedef haline getirmektedir (Carmeliet, 2005).

VEGF, endotel iizerinde dogrudan anjiyogenezi indiikler. 3D kollajen jellerin
yiizeyinde biiyiitiilen mikrovaskiiler endotel hiicrelerini kullanan in vitro deneylerde, VEGF’
nin hiicreleri alttaki matrisi istila etmesine, kilcal benzeri tiibiiller olusturmasina neden oldugu
gosterilmistir. VEGF ayrica vaskiiler endotelyal hiicreler tarafindan mitogenik olmayan
yanitlar1 da ortaya cikarir. Yeni olusan damar sistemindeki endotel hiicreleri, hayatta kalma
sinyallerinin yoklugunda apoptoza ugrar. Anti-apoptotik sinyalleri indiikleyen VEGF,
olgunlagsmamis damar sistemi canliliginm siirdiirmede araci gorevindedir (Alon ve digerleri.,
1995).

VEGF kemotaksiyi, endotel hiicrelerinde plazminojen aktivatorlerinin = ve
kollajenazlarin ekspresyonunu indiikler (Mandriota ve digerleri, 1995). Bu nedenle VEGF,
kan damar1 biliylimesini ve yeniden sekillenme siireclerini kolaylastirmasinin yani sira endotel
hiicreleri i¢in mitojenik ve hayatta kalma uyaricilar sagladigindan anjiyogenezin 6nemli bir

parcasidir (Carmeliet, 2005).
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Berrak hiicreli bobrek hiicreli karsinomlarin (ccRCC) ¢ogunun, anjiyogenezi uyaran
sitokinlerin yapisal iiretimiyle sonuglanan bir mutasyon tasidigin1 gosteren arastirmalara
dayanarak, VEGF aracili yollar1 amaclayan birka¢ ajan gelistirildi. Bu ajanlardan birkaginin
randomize, kontrollii ¢alismalarda berrak hiicreli renal hiicreli karsinomun ilerlemesini 6nemli
Olciide geciktirdigi gosterilmistir (Rini ve digerleri, 2011). Dort adet FDA onayh anti- VEGF
ajanindan ti¢ tanesi oral tirozin kinaz inhibitorii olan pazopanib, sorafenib ve sunitinib ve bir

tanesi ise anti- VEGF monoklonal antikoru olan bevacizumab’ tir (Rini ve digerleri, 2011).
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Sekil 5. VEGF tiimor anjiyogenezdeki rolii (Tonini ve digerleri, 2003).
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Endotelyal hiicreler, perisitler, tiimor hiicreleri, fibroblastlar ve endotelyal progenitor
hiicreler dahil olmak iizere birgok hiicresel alt tip, tiimdr anjiyogenezinde rol oynar. Vaskiiler
endotelyal biiyiime faktorii reseptorleri (VEGFR1/ VEGFR2) ve trombositten tiiretilmis
bliylime faktorii reseptorleri (PDGFR’ ler) araciligiyla sinyal verme, endotel hiicre
biiyiimesine, gbciine ve hayatta kalmaya, perisitlerin toplanmasina bagli damar stabilitesine
ve progenitor endotel hiicrelerinin mobilizasyonuna yol agar (Sekil 5A). Timor
lenfanjiyogenezi, esas olarak tiimdrle iliskili makrofajlarda ve lenfatik endotelyal hiicrelerde
VEGFC / VEGFR3 ve PDGF / PDGFR sinyallemesi yoluyla yonlendirilir. Aktive edilmis
makrofajlar, timor hiicrelerinin intravazasyonunu kolaylastirir, bdylece metastaza yardimci

olur (Sekil 5B) (Tonini ve digerleri, 2003).

2.1.3.4. RCC Tedavisinde Kullanilan Cok Hedefli Tirozin Kinaz inhibitorleri

Son on yilda, RCC tedavisinde 6nemli ilerlemeler mevcuttur. 1980° lerden 2005 e
kadar mRCC igin temel tedavi yontemi olan IL- 2 ve IFN- a tarihe gegmistir. IL- 2 ve IFN- a,
%35- 20 yanit orani saglamistir. Yaklasik 10- 15 aylik bir genel sagkalim (OS) saglamistir
(Dey, De ve Brian, 2015). 2005 ve 2016 yillar1 arasinda FDA mRCC’ nin tedavisi igin, 10
yeni ila¢ onaylamistir. FDA onayli bu ilaglar 3 kategoriye ayrilmaktadir:

1. VEGEF inhibitorleri
2. Rapamisin (mTOR) inhibitérlerinin memeli hedefi ve
3. Programlanmis 6lim 1 (PD- 1) inhibitdrleri (Vachhani ve George, 2016).

VEGEF inhibitorlerinin bazilari; sorafenib (Nexavar, Bayer), sunitinib (Sutent, Pfizer),
bevacizumab (Avastin, Genentech), pazopanib (Votrient, Novartis), axitinib (Inlyta, Pfizer),
cabozantinib (Com- etriq, Exelixis)’ dir. mTOR inhibitorleri ise; everolimus (Afinitor,
Novartis) ve temsirolimus (Torisel, Pfizer) ve anti-PD-1, nivolumab'dir (Opdivo, Merck).
VEGF ve ayn1 zamanda mTOR inhibitorleriyse spesifik tedavileri olusturur. Bevacizumab ve

temsirolimus disindaki ilaglar oral ajanlardir (Vachhani ve George, 2016).
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2.1.3.4.1. Sunitinib

Sunitinib VEGFR1, VEGFR2, VEGFR3, PDGFRa, PDGFRp, KIT, FLT3, CSF-IR,
Fms benzeri tirozin kinaz-3 ve RET’in oral, ¢ok hedefli bir tirozin kinaz inhibitoriidiir
(Carrato Mena ve digerleri, 2010). Etkili anti-anjiyojenik ve antitimor aktiviteleri sayesinde
sunitinib 2006 yilinda FDA tarafindan onaylandigindan beri metastatik renal hiicreli karsinom
(mRCC) ve imatinibe direngli gastrointestinal stromal tiimorii (GIST) olan hastalar i¢in bir
yasam c¢izgisi haline gelmistir. (Atkins ve digerleri, 2006). Bu ilag, baz1 sarkomlara ek olarak
meme kanseri (Niravath ve digerleri, 2015), néroendokrin karsinom (Raymond ve digerleri,
2011), kolorektal kanser (Saltz ve digerleri, 2007), tiroid kanseri (Carr ve digerleri, 2010),
melanom (Minor ve digerleri, 2012) ve kiiciik hiicreli olmayan akciger kanserleri (Novello ve
digerleri, 2009) dahil olmak {izere bircok baska kati tiimorde klinik aktivite gdstermistir
(George ve digerleri, 2009).
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Sekil 6. Sunitinib (Atkins, Jones ve Kirkpatrick, 2006).

Reseptor tirozin kinazlar (RTK’ ler), hiicre dist alana ligand baglanmasiyla aktive
edilir ve bu da reseptor oligomerizasyonuna ve otofosforilasyonuna yol agar. Hiicre hayatta
kalmasi ve g¢ogalmasiyla ilgili sinyal iletimi basamaklarin1 baglatir. Sunitinib, VEGFR2,
PDGFR -B, c-KIT ve FLT3, REF gibi ¢esitli RTK’ lerin kinaz aktivitesini inhibe eder (Sekil
6A), sekil 6B: Sunitinib Malatinin Yapisi (Atkins ve digerleri, 2006).
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Sekil 7. Sunitinib mekanizmasi (Rini ve digerleri, 2011).

2.1.3.5. RCC’ de mTOR (Rapamisin Protein Kompleksinin Memeli Hedefi)’ un Rolii

mTOR, hiicre gelisimi ve metabolizmasi i¢in onemlidir. Kanserde 6nemli olan {i¢
sinyalizasyon; PI3K- AKT kinaz zinciri, PKC, MAPK-Ras’ tir. mTOR, PI3K-AKT sinyal
yolagimin akis asagi aktivasyonunda Onemli rolii olan bir kinazdir. Bu yolaklar sik sik
kanserde bozulur. Bu sebeple mTOR 6nemli bir antitimor hedeftir. Antikanser ajanlar olan
mTOR inhibitorleri rapamisin ve ondan tiireyen temsirolimus, everolimus, ridaforolimus ve
deforolimustur. mTOR inhibitorleri ¢ogu kanser tipinde O6nemli bir hedeftir (Kiigiikoner,

2013) .
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Sekil 8. RCC mTOR tedavi hedefleri (Capitanio ve Montorsi, 2016).
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2.2. Hiicre Oliim Mekanizmalari

2.2.1. Apoptotik Hiicre Oliimii (Programh Hiicre Oliimii)

Apoptoz, agagtan yapraklarin diismesi anlamina gelen Yunanca sozciikten
tiiretilmistir. Programli hiicre 6liimii olan apoptoz gelisim ve hastaliklarda ¢ok énemli bir rol
oynar (Green ve Llambi 2015). Apoptozun morfolojik belirtileri arasinda hiicre zari
kabarmasi, hiicrenin kii¢iilmesi ve apoptotik cisimlerin olusumu yer almaktadir. Apoptoz
genel olarak ti¢ farkli yolla gerceklestirilir. Bunlar; dis (ekstrensek) ve i¢ yol (intrensek) ve
endoplazmik retikulum stresi (ER stresi) ile indiiklenen yoldur. Bu yollar, apoptozu ortaya
cikarmak i¢in birlesebilirler (Elmore 2007).

Dis (ekstrensek) yol, ligandlarin, timor nekroz faktor reseptorii 1 (TNFR1) ve Fas
reseptorii (FasR) gibi transmembran 6liim reseptorlerine baglanmasiyla tetiklenir. Ligand
baglanmasi, bu reseptorlerin sitoplazmik alanlarinin kiimelenmesine neden olur. Bu
kiimelenme de buna karsilik gelen 6liim alanlarimi igeren adaptor proteinleri toplar. Bu
adaptdr proteinlerinin 6liim alanlar1 kaspazlar1 aktive eden bir 6liim indiikleyici sinyallesme
kompleksi (DISC) olusturmak i¢in farkli yukar1 akis (baslatici) prokaspazlar (kaspaz- 8 ve
kaspaz- 10 gibi) icin bir baglanma bolgesi gorevi goriir (Locksley ve digerleri, 2001). Aktive
edilmis yukar1 akis kaspazlar1 daha sonra hiicre 6liimiinii yiiriitmek i¢in asagi akis (yiirtitiicii)
kaspazlar1 (kaspaz 3, kaspaz 6 ve kaspaz 7 gibi) etkinlestirir. Apoptozun belirgin bir 6zelligi
diger hiicrelerde baslamasi, tamamlanmasi ve Olii hiicrelerin temizlenmesi sirasinda
inflamasyon eksikligi nedeniyle sistemik veya lokalize hasarin olmamasidir. Apoptotik hiicre
bunu apoptotik cisimler olusturarak yani hiicre zarin1 parcalanmis hiicrenin etrafina dikkatlice
sararak gerceklestirir. Apoptotik hiicre tarafindan salman ATP, UTP gibi niikleotidler,
makrofajlar icin ‘bul beni’ sinyali olarak gorev yapar (Medine ve Ravichandran 2016).
Apoptotik cisimler, bir makrofaj ile yeterli yakinlik kazandiginda yiizeylerindeki fosfatidil
serin ‘beni ye sinyali’ (eat-me signal) gostererek once onlar1 yutmasini saglar. Apoptotik
hiicrelerin makrofajlar tarafindan yutulmas: siirecine efferositoz denir. Efferositoz ile uyumlu
apoptoz, organizmanin saglig i¢in gereklidir. Bir apoptotik hiicre, efferositoz yoluyla uygun
temizlige giremezse, ikincil nekroza neden olabilir. Verimsiz efferositoz, kistik fibroz ve

romatoid artrit gibi hastaliklara yol agabilir (Vandivier ve digerleri. 2006).
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Mitokondriyal yol olarak da adlandirilan ig¢sel yol, hiicresel strese yanit olarak
sitokrom ¢’ nin mitokondriden sitoplazmaya salinmasini igerir (Nirmala ve Lopus, 2019).
Apoptotik proteaz aktive edici faktor- 1 (Apaf- 1) ile birlikte sitokrom c¢ bir apoptozom
olusturur. Apoptozom iginde prokaspaz- 9, kaspaz- 9’ a doniismek iizere etkinlestirilir.
Kaspaz- 9 ise asag1 akis efektdr kaspazlarini harekete gecirir. Mitokondri ayrica apoptoz
indiikleyici faktor (AIF) ve endoniikleaz G gibi proapoptotik proteinleri serbest birakir. AIF
cekirdege translokasyon yapar ve DNA fragmantasyonunu ve kromatin yogunlagmasini
kolaylastirir. Bundan sonra halka yogunlagmasi olarak da anlandirilan I. Asama kromatin
yogunlagsmast (Toné ve digerleri, 2007), endoniikleaz G’ nin DNA’ nin daha fazla
parcalanmasina yol acan ¢ekirdege translokasyonunu baglatir. Son olarak, kaspaz ile
aktiflesen DNaz (CAD), cekirdege yer degistirerek II. Asama yogunlagsmasina yani diger
adiyla kolye yogunlagsmasina yol acar (Toné ve digerleri, 2007). Apoptozun mitokondriyal
faz1, Bcl- 2 protein ailesi tarafindan diizenlenir (Elmore 2007; Edlich 2018). Bax ve Bak gibi
bu ailenin proapoptotik proteinleri, apoptotik uyaranlara yanit olarak mitokondriyal membran
tizerinde gozenekler olusturur ve sitokrom ¢’ nin salinmasini kolaylastirir. Bim gibi diger
proapoptotik proteinler anti- apoptotik protein Bcl- 2’ yi inaktif tutar. Salinan sitokrom c,
Apaf-1 ile etkilesimi yoluyla kaspaz- 9” u aktive eder. Mitokondri, IAP (apoptoz inhibitorii
i¢in) proteinlerini inhibe eden ve kaspaz- 9’ u devre dis1 birakmasint 6nleyen SMAC salgilar.
Kaspaz- 9 boylece tamamen etkinlestirilir. Kaspaz- 3 gibi asag1 akis kaspazlarimi aktive
ederek hiicre Oliimiinii gerceklestirir (Nirmala ve Lopus, 2019). Sekil 9’ da apoptozun

ekstrensek yolu (A) ile ER stres kaynakli yolu (B) gosterilmistir (Nirmala ve Lopus, 2019).
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Sekil 9. Apoptoz sinyal yollar1 (Nirmala ve Lopus, 2019).

2.2.1.1. Apoptoz Asamalari

Caspase-3 Caspase-8

Apoptoz asamlari sirasiyla; 6liim sinyali, kromatinde sikisma, hiicrede parcalanma ve

yutulma yani fagositozdur.
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Tablo 3. Eksternal ve internal olarak apoptoz asamalar1 (Gtltekin, Karaoglu ve

Kiictikates, 2008).

Eksternal olarak

internal olarak

Hiicrenin hacim kaybetmesi

Hiicre biiziismesi

Sitoplazmanin yogunlagasi (kondanse)

Hiicre ylizeylerinde kabarciklar olusumu

(blebbing).

Mitokondriyumun sitokrom- c yi
serbestlestirerek biitlinliiglinli kaybetmesi ve

parcalanmasi

Phosphatidylserine  isimli

hiicreden digar1 ¢ikmasi

fosfolipidin

Kaspaz aktivitesi

Kromozomal DNA'larin kendi i¢inde 180-
200 bp'lik interniikleozomal fragmanlara

ayrilmasi

2.2.2. Nekrotik Hiicre Oliimii (Hasar Yol ile Hiicre Oliimii)

Nekroz, hiicre zarmnin yirtilmasiyla karakterize enflamatuar bir hiicre 6liimii formu

olarak smiflandirilir (Green ve Llambi 2015). Enfeksiyon, yiiksek doz radyasyon, elektrik,

kimyasal veya zehirli sok, yiiksek basing ve bogulma nekroza neden olabilir. Apoptoz

programlanmis hiicre olimiidiir nekroz iseprogramlanmamis hiicre 6limi ya da diizensiz

hiicre 6liimiidiir. Nekroz sirasinda hiicre zar1 biitiinliigii bozulur, sitoplazmik bilesenler hiicre

dis1 bosluga sizar. Apoptozdan farkli olarak nekroz sirali sinyal iletim yollarini izlemez.

Cesitli molekiiler olaylarin nekroza yol agtig1 bilinmektedir, bilimsel literatiirde bu tiir hiicre

6limii i¢in birden fazla model bildirilmistir (Bernd ve Rohrbach 2016).

Apoptoz ve nekroz arasinda karar veren temel anahtarlar heniiz tam olarak

belirlenmemistir. Yiiksek hiicre i¢i ROS seviyeleri, kaspaz aktivitesinin inhibisyonu ve diisiik

ATP seviyelerinin bu hiicre 6liimii seklini tetikledigi bilinmektedir (Yousefi ve digerleri,

2006).
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ROS, glutamat eksitotoksisitesinin neden oldugu DNA zinciri kirilmasi, DNA onarim
enziminin agir1 aktivasyonunu tesvik ederek ATP tiikenmesine ve dolayisiyla nekrotik
hiicreye yol agabilir (Duprez ve digerleri, 2009). Benzer sekilde, Ca*? konsantrasyonlarindaki
bir artis ATP seviyelerini daha da diisiiren sizintili mitokondriye yol agabilir (Santulli ve
digerleri, 2015). Apoptoz, kaspaz inhibisyonu ile bloke edildiginde, hiicre 6limii modu
nekroza kayabilir (Lin ve digerleri, 2004). Patojen tanima ve dogustan gelen bagisiklik
aktivasyonunda yer alan RIG- I benzeri reseptorler (RLR), Toll benzeri reseptorler (TLR) ve
niikleotid oligomerizasyon alan1i (NOD) benzeri reseptorler (NLR) gibi belirli hiicre yiizeyi
reseptorleri, patojenlerde bulunan ¢ift sarmalli RNA (dsRNA), lipopolisakkaridler (LPS) ve

flagellini tanimlayarak nekrotik hiicre 6liimiinii indiikler (Kalai ve digerleri, 2002).

Normal cell

Heat, trauma,
anoxia and
pathogens

Lysis of ER
Swelling of mitochondria

'
o QW0 ’.;
Release of cell contents

Necrosis

Sekil 10. Nekrotik hiicre 6liimii (Nirmala ve Lopus, 2019).
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2.3. Hiicre Kiiltiirii Yontemleri

2.3.1. Hiicre Kiiltiirii Nedir?

Hiicre kiiltiirli, okaryot ya da prokaryot hiicrelerin uygun kosullarda biiyiimesini
saglayan laboratuvar yontemine verilen isimdir. Hiicre kiiltiirii, temel hiicre biyolojisini
inceler, hastalik mekanizmalarim1 aragtirir ve yeni ilag bilesiklerinin toksisitesini arastirir

(Segeritz ve Vallier, 2017).

2.3.2. Hiicre Kiiltiirii Laboratuvarinda Gerekli Olan Ekipmanlar

Laminar- flow hood

CO, Inkiibator

Su banyosu

Santrifiij

Otoklav

Pipet Seti ve Pipet Uglar1

pH Olger

Konfokal Mikroskop

Inverted Mikroskop

Atik Kutusu

25T veya 75T flasklar, Petri Kaplari
Besiyeri, Serum

Sivi Nitrojen ve Sivi Nitrojen Tanki
Buzdolabi ve Dondurucu (-20 °C ve -80°C)

2.3.3. Kiiltiir Hazirhklar:

Insan tiimér hiicre hatlar1 (Hay ve digerleri, 1994) dahil olmak iizere gesitli doku ve
tirlerden kaynaklanan ¢ok sayida hiicre ¢izgisi karakterize edilmistir. Bunlarin ¢ogu,
Amerikan Tip Kiiltiir Koleksiyonu (ATCC) ve Uygulamali Mikrobiyoloji ve Arastirma
Merkezi'nin, Avrupa Hayvan Hiicre Kiiltiirleri Koleksiyonu (ECACC/CAMR) dahil ticari

tedarik¢ilerden satin alinabilir.
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Bazi durumlarda, hiicre kiiltiirlerinin orijinal dokulardan olusturulmasi gerekir, bu da
kiiltiirtin hazirlanmas1 ve siirdiiriilmesi i¢in daha ayrintili protokoller gerektirir (Honegger,

1999).

2.3.4. Kiiltiir Cesitleri

2.3.4.1. Primer Kiiltiirler

Primer hiicre kiiltiirleri, dogrudan organizmadan alinan hiicrelerle veya dokularla
hazirlanir. Hiicre tipine ve kiiltiir kosullarina gore birka¢ giinden aylara kadar degisen
yalnizca sl bir siire i¢in in vitro olarak muhafaza edilebilirler. Cogu zaman, primer
kiltlirler, in vitro olarak farklilasmasina ve olgunlasmasina izin verilen olgunlasmamis
hiicrelerden veya dokulardan tiiretilir. Baz1 durumlarda, farklilagmis hiicrelerin kiiltiirleri,
olgun bir organizmadan alman dokudan hazirlanir. Kullanilmasi gereken nispeten sert
ayristirma yontemleri nedeniyle, farklilasmis dokulardan canli hiicreler elde etmek genellikle
daha zordur. Bir baska yonden ise olgunlagsmamis farklilasmamis dokuya sahip tek bir
tanimlanmis hiicre tipinin kiiltiirlerini elde etmek zordur. Kemik iliginden hematopoetik 6ncii
hiicreler (Metcalf, 1984; Celis, 1998), preimplantasyon embriyolarindan hazirlanan
embriyonik kok hiicreler (Conn, 1990; Celis, 1998) veya olgunlasmamuis, yetiskin beyninden
alinan kok hiicreler gibi ¢ok potansiyelli hiicrelerin mevcudiyeti (Celis, 1998), uygun sinyal
faktorlerini kullanarak nesile 6zgii hiicre farklilasmasini gerceklestirmeyi miimkiin kilar.
Genel olarak, primer hiicreler yalnizca sinirli sayida hiicre bollinmesine ugrar, kiiltiirde hig
cogalmayabilir ya da sinirli bir yagam stiresine sahiptir (Honegger, 1999).

Hematopoetik hiicreler ve belirli doniistiiriilmiis hiicreler haricinde c¢ogu hayvan
hiicresi yapiskandir. Bu nedenle ankraj bagimli olarak adlandirilirlar. In vitro biiyiime ve
bakim i¢in bu hiicrelerin ya 6zel olarak islenmis yapay bir yilizeye ya da diger hiicrelerin
yiizeyine baglanmasi1 gerekir. Ayrica hiicre popiilasyonlarinin alt bdliimlere ayrilmasi ve
yeniden tabakalanmasi i¢in hiicre ayrilmasi bazi spesifik teknikler kullanilir. Bunlar alt kiiltiir

olusturma veya gecis yapma olarak adlandirilirlar (Honegger, 1999).
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2.3.4.2. Siirekli (Kahci) Hiicre Kiiltiirleri

Stirekli kiiltiirler, sonsuza kadar ¢ogalabilen hiicrelerden olusur. Siirekli bdliinen
hiicreler in vitro ¢ogalan normal hiicrelerin (fibroblastlar veya astrositler gibi) siirekli alt
kiiltiirlenmesi siirecinde kendiliginden ortaya ¢ikabilir. Boyle bir hiicre soyuna bir hiicre susu
ismi verilir. Bununla birlikte, ‘6liimsiiz’ hiicrelerin ¢ogu, doniistiiriilmiis hiicre sinifina aittir.
Bu tiir hiicrelerin yerlesik bir klonu, bir Hiicre Hatti olarak adlandirilir. Doniistiiriilmiis
hiicreler, istikrarli kalitsal bir degisime ugramistir ve tiimorijeniktirler. Yani kotii huyludurlar
ve ‘ciplak fareler’ gibi uygun bir alici hayvanda tiimor olusturabilirler (Jakoby ve Pastan,
1979).

Tarihsel olarak, cogu hiicre hatti, kendiliginden, in vivo veya in vitro olarak kimyasal
veya viral indiiksiyondan sonra meydana gelen tiimdrlerden tiiretilmistir. Bu hiicre hatlarindan
bazilar1 az ya da ¢ok farklilasmamis bir fenotip sergilerken ark., karsilik gelen farklilagsmamis
hiicrenin belirli 6zelliklerini gosterir fakat hicbir zaman tiim 6zelliklerini gostermez. Su anda
mevcut olan noral hiicre hatlarinin ¢ogu, 6rnegin fare C1300 noroblastomunun klonlari, sican
C6 gliomasi, sican PC12 feokromasitomasi ve sigan RN22 schwannoma klonlar1 ikinci
kategoriye aittir. Spesifik farklilagmis fenotipler sergileyen yeni hiicre hatlarinin
arastirilmasinda ¢esitli  stratejiler kullanilmistir. Erken bir yaklasim, somatik hiicre
hibridizasyonudur (Jakoby ve Pastan, 1979).

Doniistiiriilmiis hiicrelerin somatik hiicrelerle kaynastirilmasiyla, normal ana hiicrenin
ozelliklerini ifade eden Oliimsiiz hibrid hiicreler (hibridomalar) elde edilmistir. Hiicre
fiizyonu, polietilen glikol gibi kimyasallarla veya B- propiolaktonla inaktive edilmis Sendai
virlisii gibi virlislerle desteklenir. Timorijenik ve hibridoma hiicre hatlarinda karsilasilan
problemler arasinda, fenotipik ve normal ebeveyn hiicrelerden fonksiyonel sapmalari,
bunlarin anormal ve karyotipleri, sik sik klon i¢i ve klonlar arasi heterojenlik bulunmaktadir.
Hiicre hatlar1 bir¢ok in vitro yaklasim i¢in paha bigilmezdir ve normal hiicreleri incelemek

icin yararli tamamlayic sistemlerdir (Honegger, 1999).
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2.3.5. Kiiltiir Teknikleri

Doku ve hiicre kiiltiirli 1y1 bir makale, uygun bir ortam, sterilizasyon, dogru hiicre
kullanimi, aseptik caligma teknikleri ve kalite kontrol temel yontemleri kapsar (Davis, 1994;
Freshney, 1992; Jakoby ve Pastan, 1979; Pollard ve Walker, 1990; Boulton ve digerleri,
1992). Ayrica noral hiicreler (Bottenstein ve Sato, 1985; Conn, 1990; Banker and Goslin,
1991; Fedoroff ve Richardson, 1997), epitel hiicreleri (Shaw, 1996), karaciger hiicreleri (Brill
ve digerleri, 1994), bobrek hiicreleri (Handler ve Kreisberg, 1991), kalp kast ve endotel
hiicreleri (Piper, 1990; Deli ve Joo, 1996; Celis, 1998), keratinositler (Daniels ve digerleri,
1996; Celis, 1998) ve hematopoetik hiicreler (Metcalf, 1984; Celis, 1998) dahil olmak {izere
cok cesitli hiicre tipleri i¢in kiiltiir teknikleri protokolleri saglayan genis bir kaynak vardir.
Cok ¢esitli kiiltiir sistemleri nedeniyle, calisma i¢in en uygun olani segmek bazen zordur. Bu
initenin amaci, kiiltiir metodolojilerinin temel yonlerini detaylandirarak uygun bir in vitro
sistem arayisinda rehberlik saglamaktir (Davis, 1994; Freshney, 1992; Jakoby ve Pastan,
1979; Pollard ve Walker, 1990; Boulton ve digerleri, 1992).

2.3.5.1. Siispansiyon Kiiltiirler

Stispansiyon kiiltiirler, hematopoetik hiicreler ve baz1 doniistiiriilmiis hiicre hatlar1 gibi
ankrajdan bagimsiz ve serbest ylizen hiicreler i¢in ya da hiicre olusumlar1 (6rnegin; izole
hiicreler, kiimeler, doku pargalari) i¢in kullanilir. Ankrajdan bagimsiz hiicreler, agaroz gibi
yar1 kat1 bir ortamda veya siirekli ¢alkalama altinda s1v1 slispansiyon kiiltiirti i¢inde biiytitiiliir.
Toplu ve izole edilmis beyin hiicrelerinin kisa siireli siispansiyon kiiltiirleri de tarif edilmistir
(Verity, 1995). Genel olarak, siispansiyon kiiltiirlerinin bakimi kolaydir ve dlgek biiylitmek
icin idealdir. Genel olarak, siispansiyon kiiltiirlerinin bakimi kolaydir ve dlgek biiyiitme icin
idealdir. Son olarak, kiiclik spinner flasklardan endiistriyel boyutlu fermente flasklara kadar

degisen ¢esitli boyutlarda kiiltiir kaplar1 mevcuttur (Jakoby ve Pastan, 1979).
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2.3.5.2. Tek Tabakal (2B) Hiicre Kiiltiirii

Iki boyutlu hiicre kiiltiirii, farkl1 laboratuvarlarda uygulanan ve bu yaklasimda cok
sayida protokol cesitliligiyle en yaygin kullanilan tekniktir (Sensenbrenner, 1977; Conn,
1990; Jakoby ve Pastan, 1979).

Bu kiiltiirlerde hiicreler, kiiltiir kabinin ylizeyine bagli olarak biiyiir, ancak daha iyi
hiicre baglanmas1 ve daha fizyolojik biiylime kosullarinin elde edilmesi i¢in kiiltiir kabi
yiizeyinin polilisin veya poliornitin ile spesifik muamelesi gerekli olabilir (Conn, 1990). 2
boyutlu hiicre kiiltiirti, hiicrelere mekanik destek saglamak amaciyla diiz bir ylizeye cam veya
polistiren petri kabina yapigmaya prensibine dayanmaktadir. 2B hiicre kiiltiirii, besine ve besi
yerinde bulunan biiyiime faktorlerinin ulagimi saglar boylece homojen biiylime ve cogalma
gerceklesir. 2B kiiltiirlerdeki bu 6zellik biyologlar i¢in hem sade hem de verimli olusuyla
avantaj saglar (Edmondson, Broglie, Adcock ve Yang, 2014).

Yiiksek hiicre yogunlugu Kkiiltliriyle, temel metabolitler hizla tiikkenerek yogunluga
bagli biliyiime inhibisyonuna ve sonunda hiicre Oliimiine neden olabilir. Tek tabakali
kiiltiirlerin bir avantaji da morfolojik, immiinohistokimyasal ve elektrofizyolojik calismalarin
yan1 sira dogrudan mikroskobik inceleme i¢in hazir erisilebilirlikleridir. Ote yandan, kiiltiirii
yok etmeden ultrastriiktiirel veya biyokimyasal analizler i¢in tek tabakali kiiltiirleri
orneklemek zordur. Ayrica bu kiiltiirlerle hiicreler dogal hiicre dis1 matris yerine yapay bir

substrata baglanir. Bu da dogrudan hiicre-hiicre etkilesimlerini sinirlar (Conn, 1990).

2.3.5.3. Uc Boyutlu (Agrega) Hiicre Kiiltiirleri

Ug boyutlu (3B) kiiltiirler, diizenli, kiiresel hiicre yapilar1 olusturmak icin kontrollii
kosullarda ve stirekli donen ¢alkalama altinda yeniden bir araya gelmelerine izin verilen
ayrismis hiicrelerden hazirlanir. Bu tiir kiiltiirler, maksimum hiicre-hiicre etkilesimlerine ve
dolayisiyla dogal bir hiicre matrisinin ve histotipik hiicre olusumlarinin gelismesine izin verir.
Fetal hiicrelerden hazirlanan agregat kiiltiirler, hiicresel yeniden diizenleme ve olgunlasma
icin yiiksek bir kapasite gosterir. Bu 6zel hiicre kiiltiirii teknigini (Moscona, 1965) icat eden
Moscona, herhangi bir dokudaki olgunlagmamis hiicrelerin yeniden toplanip histotipik
yapilara olgunlasabildigini gdstermis olsa da bu yontem en ¢ok olgunlagsmamis sinir hiicreleri

icin uygundur (Conn, 1990; Fedoroff ve Richardson, 1997).
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Ug boyutlu kiiltiirlerin bir avantaji, alikotlarin multidisipliner ¢alismalar icin kolayca
orneklendigi ¢ok sayida yiiksek oranda tekrarlanabilir kopyalar saglamalaridir. Ote yandan
kiiltiir sirasinda hiicrelerin dogrudan mikroskobik gozlemine izin vermez, ii¢ boyutlu
kiiltiirlerde oksijen ve besin gradyanlar kritiktir. Agregatin boyutu 400 um’ den daha kiiciik
bir ¢apla sinirlidir (Celis, 1998).
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Tablo 4. 2B ve 3B Hiicre kiiltiirlerinin farklari, avantaj ve dezavantajlari (Duval ve

digerleri, 2017).
Karakteristigi 2B Hiicre Kiiltiirii 3B Hiicre Kiiltiirii
e e
e o
Slz\\a
Morfoloji Tek tabakali, genellikle ig Cok tabakali, genel olarak

seklindedir

kiiresel sekildedir.

Besin ve gaz erisimi

Hiicreler biiylime ortamindaki
besinlere ve gazlara dogrudan

erisime sahiptir

Hiicreler besin ve gaz
erisimine, 3B ortamlarin
gbzenek agindaki difiizyon ile

sahiptir

Hiicre-hiicre

etkilesimi

Hiicreler, daha ¢ok substrat ve

besi yeriyle temas halindedir

Hiicreler, daha ¢ok diger

hiicrelerle temas halindedir.

Cogalma

Timor hiicrelerinin ¢ogalmasi,
3B hiicre kiiltiirlerine goére daha
hizhdir.

Hiicre tipine ve 3B model
sistem tipine bagli olarak 2B
kiilttirlere kiyasla daha
hizli/yavas ¢ogalabilir

Maruz kalma

Hiicreler, biiylime ortamindaki
besinlere, biiylime faktorlerine,

ilaglara esit sekilde maruz kalir

Besin maddeleri, biiyiime
faktorleri, ilaglar, hiicrelere

heterojen sekilde ulagabilir

Hiicre dongiisii

Hiicreler genelde hiicre
dongiisiiniin ayn1 agamasinda

olur

Hiicreler hiicre dongiisiiniin
cesitli evrelerinde bulunabilir.
Cogalmakta olan, duragan,
hipoksik ve nekrotik hiicreler

bir arada bulunur

Gen ve protein

Genellikle in vivo modellere
kiyasla gen ve protein
ekspresyon seviyelerinde

farkliliklar gortiliir

Hiicreler in vivo doku kokenli
olanlara daha benzer gen ve
protein ekspresyon profilleri

sergiler
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Tablo 4. (Devam): 2B Ve 3B Hiicre kiiltiirlerinin farklari, avantaj ve dezavantajlar1 (Duval

ve digerleri, 2017).

Tla¢ duyarhhg Hiicreler, ilaglara daha duyarlidir. 3B Kkiiltiirlerde ilaglar in vivo’da
gosterdikleri etkiye benzer etkiler
gosterir ve ¢ogu zaman 3B kiiltiirler,
in vivo ilag yanitlarin1 daha iyi tahmin

edici 6zellikler gosterir.

Kok Hiicre | Kok Hiicre gelisimi 2B kiiltiirlerdeki | 3B kiiltlirlerdeki ~ hiicreler, 2B
gelisimi kok hiicreler, yavas gelisim gosterir. kiiltiirlerdekilere gore daha hizh

gelisim gosterir.

Avantajlan 3B  kiiltiirlere kiyasla daha kolay | In vivo kosullara daha ¢ok benzer
cevresel kontrol, hiicre gozlemi, Ol¢lim | davraniglar  sergiler ve  hiicresel
ve nihai manipiilasyonlar saglar. | yapinin daha dogru bir sekilde temsil
Neredeyse her tirlii goriintiilemeyle | edilmesini saglar ve hiicre-hiicre ve
uygun bir sekilde analiz edilebilirler. 3B | hiicre-matriks etkilesimlerinin
kiiltiirlere kiyasla daha az maliyetli ve | ozgiilliigiinii daha 2B kiltiirlerin
basittir. aksine iki farkli hiicresel popiilasyonu
eszamanli olarak bliylitme imkani
verir. fla¢ diren¢ arastirmalari icin
daha  giivenilir  bir  modeldir.
Heterojen doku ve tiimor biyolojisini
daha iyi yansitir, gen ve protein ifade

sekilleri in vivo’ ya daha yakindir.

Dezavantajlar In vivo sistemlerle daha digiik | 3B kiiltiir sistemleri analizler igin
uyumluluk, artmis ilag duyarliligi ve | optimize edilmeli ve ¢ogu deneysel
maruz kalan ylizey hem klinik hem de | yaklagim i¢in ozel olarak
temel arastirmalarda  kullanmimlarim | hazirlanmalidir. Besinler ve gazlarin
engeller, zayif hiicre-hiicre etkilesimi | yan1 sira gen ekspresyonunda kiiltiire
gosterir  heterojen doku ve tiimor | bagl, degisiklikler i¢in diflizyonun
biyolojisini yansitamaz, gen ve protein | smirlayici bir etkisi vardir. Analizler
ifade sekilleri in vivo’dan farklilik | i¢in zahmetli ve maliyetli sistemler

gosterebilir. gerektirir.
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2.3.5.4. Eksplant Hiicre Kiiltiirii

Eksplant hiicre kiltlirleri dorsal kok gangliyonlari, sempatik gangliyonlar,
parasempatik siliyer gangliyonlar gibi saglam organlardan veya herhangi bir boyutta 1 mm’ yi
geemeyen kiiciik doku parcalarindan hazirlanir. Bu yaklagim, yapisal ve islevsel
karmagikliklar1 nedeniyle in vitro yeniden olusturulmasi en zor olan ndral dokular igin
Ozellikle yararlidir. Eksplantlar, koruyucu gozliikler veya lameller iizerinde sabit kiiltiirde
tutulabilir (Crain, 1976; Bornstein, 1995; Fedoroff ve Richardson, 1997) ya da ince bir sivi
film dokuyu cevreleyecek sekilde sivi ortam ile temas halinde kalan porlu ve transparan
membran lizerine yerlestirilebilir (Stoppini ve digerleri, 1991).

Cogunlukla, eksplantlarin baglanmasi, kollajen, laminin veya polilisin kullanilarak
substrat kaplamasiyla giliclendirilir. Bagka bir varyant olarak, cam lameller {izerindeki bir
plazma pihtisina gémiilii beyin dilimleri, dokunun hava ve sivi ortama alternatif olarak maruz

kalmasina izin veren bir silindir tiip i¢inde tutulur (Géhwiler, 1981).

2.3.6. Hiicre Kiiltiirii Avantaj ve Dezavantajlar:

Tablo 5. Hiicre kiiltiiri avantaj ve dezavantajlar1 (Levy, Rojas-villarraga ve Levy,
2000).

Avantajlar Dezavantajlar

Deney hayvanlarina nazaran az maliyetli, | Kullanilan malzemelerin tek kullanimlik olmasi

ekonomik
Etik kurul iznine bagli kalinmama Tecrlibe ve uzmanlik istemesi
Hiicrelerin siirekli pasajlanmasi Kontaminasyon riski

Calismalarin tekrarlanabilir olmasi

Fizikokimyasal kosullarin deney hayvanlarinda | Hiicre  kiiltlirinlin =~ organizmadan  izole
tam olarak saglanamamasi ortamlarda yapilmasi

In vivo ortamlardaki calismalardan ¢ikan

sonuglardan farkli sonuclar ¢ikmasi
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2.4. in Vitro Sitotoksisite Testleri

Ilaglarn etkin maddelerinin, kozmetik iiriinlerin, pestisitlerin, endokrin bozucularmn,
agir metaller, nanopartikiiller, fiziksel ve biyolojik ajanlarin in vitro olarak sitotoksik
etkilerinin veya hiicre canliliklarinin belirlenmesi amaciyla ¢esitli yontemler bulunmaktadir

(In ve Cytotoxicity, 2021).

2.4.1 Boyama Yontemleri

2.4.1.1 Tripan Mavisi

Hiicre canliliginin ve sitotoksisitenin belirlenmesi i¢in en sik kullanilan boyalardan
biri olan tripan mavisi ilk kez Alman bilim insan1 Paul Ehrlich tarafindan sentezlenmistir.
1904 te sentezlenen bu boya niagara mavisi, azidin mavisi olarak da adlandirilir. Bu boya bir

azo boyasidir. Pamuklu tekstilleri boyamak i¢in de kullanilir. (Strober, 2015).

2.4.1.2. Eritrosin B

2,4, 5, 7- tetraiyodofluoreskeinin disodyum tuzudur. Ksanten yapisindadir. Diger bir
ismi eritrosin, Red No. 3’ tiir. Gida boyamada kullanilir (Kim ve digerleri, 2016).

2.4.1.3. Kongo Kirmizisi

Ilk olarak 1883’te Paul Béttiger tarafindan elde edilmistir. 3,3'-([1,1'-bifenil]-4,4'-
diyil) bis (4- aminonaftalen-1-sulfonik asit)’ in sodyum tuzudur. Doku boyamak i¢in daha
uygundur. Biyokimyasal ve histolojik analizlerde tercih edilir. Sitoplazmay1 ve alyuvarlari
boyar. Ayrica bitki ve mantarlarin hiicre duvarlarin1 ve gram (-) bakterilerin dis zarlarini

boyamak amaciyla da kullanim1 bulunmaktadir (Dyes, 2012).
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2.4.2. Kolorimetrik yontemler

2.4.2.1. MTT Testi

Popiiler ve ¢ok yonlii testlerden biri olan MTT testi canli hiicreler tarafindan substratin
kromojenik {irtine doniistiiriilmesine bagli olan canlilik testleri arasindadir. Suda ¢ozilinebilen
sart boya MTT [3- (4,5 dimetiltiyazol-2-il) -2,5-difeniltetrazolyum bromiiriin] mor renkte bir
formazana doniisiir. Formazan daha sonra ¢oziindiiriiliir ve konsantrasyon 570 nm'de optik
yogunluk ile belirlenir. Metabolik aktivitedeki kiigiik degisiklikler MTT'de biiytlik
degisiklikler olusturarak arastirmacilarin direkt hiicre 6limii olmadan toksik bir maddeye
maruz kalmasi iizerine hiicre stresini tespit etmesine izin verebilir. Protokolde standart 96
oyuklu plakalar kullanilmaktadir. 96 kuyucuklu bir plakada kuyucuk basia 500—10.000 hiicre
diismektedir. Test 106 hiicreye kadar iyi dogrusalliga sahiptir (Kumar, Nagarajan ve Uchil,
2018).

@ Reduced form N—N ’O
N-N

y, Electron mediator ®_</ 3
< >—< [ >
=N* N=N.__S
N S S
| |
Br- WCHC‘ NJCH3
CH,4 CHs
MTT MTT formazan

Sekil 11. MTT'nin MTT Formazana Indirgenmesi (Kumar ve digerleri., 2018).

Tablo 6. MTT i¢in gereken ekipman ve reaktifler (Kumar ve digerleri, 2018).

Reaktifler Ekipmanlar

DMSO Plateler (96 kuyulu), standart diiz tabanh
kuyucuklar

MTT stok ¢ozeltisi (12 mM) Plateler (96 oyuklu) yuvarlak tabanl
kuyucuklar

SDS — HCI ¢ozeltisi (%10) Cok kuyucuklu doku kiiltiirii plate okuma
yetenegine sahip spektrofotometre
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2.7.2. MTT Protokolii

il.

1il.

1v.

Vi.

Vil.

Viil.

1X.

Yapisan hiicreler i¢in hiicre medyumu atilir ve 100 pL taze kiiltiir ortamu ile
degistirilir.

Yapigmayan hiicreler i¢in, mikroplateteki hiicreler santrifiijlenir.

Siipernatant olabildigince dikkatlice ¢ikarilir ve pellete 100 pL taze medyum
konulur.

Hiicre kiiltiirii ortamindaki Fenol Kirmizisi indikatérii MTT reaksiyonunu
etkileyebilir.

MTT reaktifi eklenmeden hemen oOnce hiicrelerin indikatér igermeyen bir
ortamda biiylitiilmesi veya indikator igermeyen bir ortamla degistirilmesi
gerekebilir.

Her kuyuya 10 pL 12 mM MTT stok soliisyonu eklenir.

Tek basina 100 pL ortama eklenen 10 uL MTT stok sollisyonunun bir negatif
kontrolii olmalidir.

Plate 37°C'de 4 saat inkiibe edilir.

Yiiksek hiicre yogunluklarinda (oyuk basma 100.000 hiicre), inkiibasyon siiresi
2 saate kadar kisaltilabilir.

SDS — HCl veya DMSO kullanilarak tiretilen formazan c¢oziiliir (Kumar ve

digerleri, 2018).

2.7.3. Formazan'in SDS-HCl ile Coziindiiriilmesi

1l.

1il.

1v.

Her kuyucuga 100 pL. SDS— HCI soliisyonu eklenmelidir ve karistirilmalidir. Bu
cozelti formazani ¢ozmektedir.

Olusan formazan {iriiniine bagli olarak mikroplate 37°C’ de 4 ile 18 saat inkiibe
edilir. Daha uzun inkiibasyonlar testin hassasiyetini arttirir.

Her numune bir pipet kullanarak karistirilir.

570 nm'de absorbansi okutulur (Kumar ve digerleri, 2018).
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2.7.4. Formazan'in DMSO ile Coziindiiriilmesi

DMSO, SDS — HCI’ ye gore daha hizli ve daha popiiler ¢oziicii reaktifidir.
i.  Kuyucuklardan 25 pLL medyum disinda tiim medyum aspire edilmelidir. Yapisik
olmayan hiicreler i¢in ilk 6nce plateleri santrifiijlemek gerekli olabilir.
ii.  Her kuyuya 50 uLL DMSO eklenir ve bir pipetle iyice karistirilir.
iii.  Plateler 37°C’ de 10 dakika inkiibe edilir.

iv.  Her numune tekrar karistirilir ve 540 nm’ de absorbansi okutulur.

2.7.5. MTT Stok Cozelti Hazirlanmasi

I mL PBS i¢inde 5 mg MTT [3- (4,5-dimetiltiyazol-2-il) -2,5-difeniltetrazolyum
bromiir] ¢ozerek 12 mM'lik bir stok ¢ozelti hazirlanir. Bu stok ¢ozelti 100 adet reaksiyon igin
yeterli olacaktir (reaksiyon basmma 10 pL). MTT soliisyonu, hazirlandiktan sonra 4 hafta
boyunca 4°C' de 1s1ktan korunarak saklanabilir (Kumar ve digerleri, 2018).

Tablo 7. MTT stok cozelti i¢in gereken iirlinler ve miktarlar1 (Kumar ve digerleri,
2018).

Uriin Miktar
MTT 5mg
PBS 1 mL

ICs hiicre popiilasyonunun yarisini 6ldiirmek i¢in gerekli olan sitotoksik ajanin inhibe
edici konsantrasyonudur:
i.  Olii hiicrelerin yiizdesini hesaplamak igin, %100 parcalanmis hiicrelerin pozitif
kontroliinii kullanilir.
ii.  Hiicreler, MTT soliisyonu eklenmeden 6nce dondurma-¢dzme ve pipetleme ile lize
edilir.
iii.  Pozitif kontrol (%100 par¢alanmis hiicreler) icin absorbans degerlerinin ortalamasi bos
bir deger olarak kullanilir.
iv.  Kontroliin absorbansi1 diger tiim absorbans degerlerinden ¢ikarilir.
v.  Sekil 18 de gosterildigi gibi, sitotoksik ajan konsantrasyonuna (apsis, log olgegi)

kars1 570 nm diizeltilmis absorbans degerleri grafigini ¢izilir.
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vi.  Maksimum absorbans degerinin yarisina karsilik gelen apsis degerini konumlandirarak

IC50 degerini belirlenir (Kumar ve digerleri, 2018).

0.60

0.50

0.40 |-

0.30
IC5, = 0.016 ng/mL

0.20 [

Corrected absorbance, 570 nm

0.10

0.00 L L \ L
0 0.003 0.012 0.048 0.195 0.78

Toxic agent (ng/mL)

Sekil 12. ICs grafigi (Kumar ve digerleri, 2018).

Hiicreler ekilir (5000, 10000

veya 20000 hiicre/plak)
M
9101000

24 saat

Medyum aspire edilir. MTT
gozeltisi eklenir.
Mitokondriyel
rdik 3 saat
MTT Formazan

Olugan formazan kristalleri
DMSO’da goziiniir.

Absorbans 570 nm’'de okunur.
Hiicre canliigi kontrole gore
yiizde olarak hesaplanir.

Sekil 13. MTT testinin yapilis asamalar1 (In ve Cytotoxicity, 2021).
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2.4.2.2. MTS Testi

5-(3-karboksimetoksifenil)-2-(4,5-dimetil-tiyazolil)-3-(4-siilfofenil) tetrazolyum
yapisinda bir tetrazolyum tuzudur. Hiicreler, artan mitokondriyel dehidrojenaz enzim
aktivitesiyle koyu pembe-kirmizi formazan formuna doniisiir. Formazan absorbansi 492

nm’de 6l¢iiliir (Roehm, Rodgers, Hatfield ve Glasebrook, 1991).

2.4.2.3. XTT ve WST Testleri

XTT, 2,3-bis-(2-metoksi-4-nitro-5-sulfofenil)-2Htetrazolyum-5-karboksanilid suda
¢Oziinen tuzdur. Gilinlimiizde en siklikla kullanilan1 (2- (4-iyodofenil)-3-(4-nitrofenil)-5-(2,4-
disiilfofenil)-2H tetrazolyum yapisinda olan Wst-1’dir. Siklikla kullanilan diger bir WST
bilesigi ise, Wst-8’dir. Uygulama yapilmayan hiicrelerin canliligt %100 kabul edilir.
Uygulama yapilan hiicrelerin canlilig1 bu hiicrelere gore yiizde olarak belirlenir (Roehm ve

digerleri, 1991).

2.4.2.4. SRB Testi

Stilforhodamin B (SRB, Kiton Red 620) testi ilaglarla indiiklenen sitotoksisite ve
hiicre proliferasyonunun ig¢in gelistirilmistir. Parlak pembe-kirmizi renklidir. Suda ¢oziinen
boyadir. Protein boyast olan SRB testi, trikloroasetik asit veya asetik asitle sabitlestirilen
hiicrelerde amino asit kalintilarina elektrostatik ve pH-bagimli olarak baglanmasina dayanir.
Hafif asidik ortamda boya hiicrelere geger, coziicii ve boyanin verdigi renk siddeti

kolorimetrik bir bicimde 540 nm’de 6l¢iiliir (Skehan ve digerleri, 1990).

2.4.2.5. LDH Testi

Laktat dehidrojenaz, organizmadaki hiicrelerde bulunan sitoplazmik enzimdir.
Hiicreler toksik maddeye maruz kaldiginda plazma- membran biitiinliikleri bozulur. LDH
hiicrelerden sizip hiicre medyumuna gecer. Gegis spektrofotometrik olarak 6l¢iliir (X. Han ve

digerleri, 2011).
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2.5. Apoptozisin Belirlenmesinde Kullanilan Yontemler

A. Morfolojik Goriintiilleme Y 6ntemleri
1. Isik Mikroskobu
a. Hematoksilen Boyama
b. Giemsa Boyama
2. Floresan Mikroskobu / Lazerli Konfokal Mikroskop
a. Propidium Iyodiir (PI)
b. Hoechst Dye
3. Elektron Mikroskobu
4. Faz Kontrast Mikroskobu
B. Immunohistokimyasal Y6ntemler
1. Anneksin V Yontemi
2. Tunel Yontemi
3. M30 Yontemi
4. Kaspaz-3 Yontemi
C. Biyokimyasal Yontemler
1. Agaroz Jel Elektroforezi
a. Dna Fragmentasyonu
2. “Western Blotting”
a. Substrat Kirilmalar1
b. Aktif Kaspaz’in Belirlenmesi
c. Sitokrom C Saliverilmesi
3. “Flow” Sitometri
D. immunolojik Y&ntemler
1. ELISA
a. Dna Fragmentasyonu
b. M30 Diizeyi
2. Fluorimetrik Y ontem
a. Kaspaz Aktivasyonu
E. Molekiiler Biyoloji Y &ntemleri
1. Dna Microarrays (Galluzzi ve digerleri, 2009).
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2.5.1. Hoechst Boyama ve Propidyum Iyodiir

Hoechst boyasi ve DAPI “4,6-diamidine-2’-phenylindole” propidium iyodiir, floresan
maddelerin kullanilmasiyla yapilan bir boyama seklidir. Bu boyalar DNA’ya baglanirlar. Bu
sayede hiicrenin kromatini ve nukleusu goriiniir hale gelir (Fahrig ve digerleri, 2003).

Hiicre kiiltiirii ¢alismalarinda, canli hiicrelerle yasayan hiicrelerin ayiriminda
kullanilirlar. Hoechst boyasi canli ya da 6lii tiim hiicreleri boyar. Propidium Iyodiir (PI) ise
sadece Olii hiicreleri boyar. Membrani saglam olan canli hiicreler, propidium iyodiir gibi
sadece membran biitiinliigii bozulmus 6lii hiicreleri boyayan bir madde ile boyanmazlar. Olii
ya da canli biitlin hiicreler ise tiim hiicrelere girebilen Hoechst boyasi ile boyanirlar. Ayrica
olii hiicrelerin apoptozla ya da nekroz ile 6liip 6lmediklerinin ayrimi da yapilabilir. Bu ayrim
hematoksilen boyamada oldugu gibi nukleus morfolojisine bakilarak yapilir. Hoechst, biitiin
hiicrelerin niikleuslarin1 boyarken PI membrandan gegemez. Bu sebepten dolay1 PI, membran
biitlinliigii bozulmus olan gec¢ apoptotik ve nekrotik hiicreleri boyar. Nekrotik hiicrelerde
kromatin yogunlagmasi, niikleer fragmentasyon ya da apoptotik cisimciklere pargalanma
goriilmez. Apoptotik hiicrelerde fragmantasyon belirgindir. Bu sayede apoptotik, nekrotik,
canli hiicreler tek seferde ayirt edilebilir (Fahrig ve digerleri, 2003).

(I) Caspase positive blastomeres

a: DAPI b: FITC c: merged
(IT) Blastocysts with differential staining

a: Hoechst 33342 b: PI c: merged

Sekil 14. Boyama cesitleri (I) a: DAPI, b: FITC, C: birlestirilmis. (II) a: Hoechst 33342,
b: propidyum iyodiir, c: birlestirilmis (Jo, Jee, Suh ve Kim, 2012).
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2.5.2. ELISA (Enzyme linked immunosorbent assay)

ELISA testi, apoptozun belirlenmesinde kullanilan serolojik tani yontemlerinden
birisidir. Viral, bakteriyel ve paraziter efeksiyonlarin tanisinda kullanilan ELISA y&nteminde,
antijen antikor kompleksine bir enzimle isaretli antiglobulin ilave edilir. Daha sonra substrat
eklenerek antijen veya antikor varliginda renk olusumu gozlenir. ELISA duyarl, 6zgiin ve
hizli bir testtir (Salgame ve digerleri, 1997).

ELISA yontemiyle hiicre kiiltiiri popiilasyonlarinda ya da insan plazmasinda DNA
fragmentasyonunu tespit etmek miimkiindiir. ELISA pleytlerindeki sitoplazmik niikleozomlar1
belirlemek ve yakalamak amaciyla niiklozomal epitopa 6zgli bir ¢ift monoklonal antikor
kullanilir (Salgame ve digerleri, 1997). Bir ELISA immiinolojik testini tamamlamak i¢in dort
ana adim vardir. Birinci adim kaplama (antijen veya antikor ile), ikinci adim engelleme (BSA
eklenmesiyle), liglincii adim tespit etme ve son adim ise okumadir.

ELISA protokoliinde, genellikle plakanin oyuklarina seri bir konsantrasyon seyreltisi
yerlestirilir. Sonuglar Olgiildiikten sonra bir logaritma 6lgegi kullanilarak x ekseninde bir
konsantrasyon ve dogrusal bir dlgek kullanilarak y ekseninde absorbans ile seri seyreltme
verilerinden standart bir egri ¢izilir. Dort ana ELISA tiirli vardir:

— Direkt ELISA (antijen kapl plaka; tarama antikoru)

— Indirekt ELISA (antijen kapli plaka; tarama antijeni/antikoru)

— Sandvi¢ ELISA (antikor kapli plaka; tarama antijeni)

— Rekabetc¢i ELISA (tarama antikoru) (Konstantinou ve N., 2017).

2.5.2.1. Dogrudan (Direkt) ELISA

Dogrudan (direkt) ELISA yontemi antijenin, ELISA plakalarina kaplanmasiyla
baslar. Ilk baglama asamasi, 37°C’ de bir saat siireyle inkiibe edilen veya 4°C’ de gece
boyunca inkiibe edilebilen plakalara antijen eklenmesini igerir. Inkiibasyon adimi
tamamlandiktan sonra, bir sonraki adim, herhangi bir potansiyel baglanmamis antikorun
plakalarini1 yikamak ve BSA, ovalblimin, aprotinin veya diger hayvan proteinleri gibi ajanlar
kullanarak ELISA plakasindaki herhangi bir baglanmamis bolgeyi bloke etmektir. Bu ikinci
adim, herhangi bir spesifik olmayan antikorun plakaya baglanmasini engelledigi ve yanlis

pozitif sonuglart en aza indirdigi i¢in onemlidir. Tampon eklendikten sonra plaka yeniden
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yikanir ve segilen bir enzim konjuge birincil saptama antikoru eklenir. Plaka bir saat daha
inkiibe edilir (Kohl ve Ascoli, 2017a).

Dogrudan bir ELISA'da, birincil saptama antikoru, dogrudan ilgilenilen proteine
baglanir. Daha sonra plaka, baglanmamis antikorlar1 uzaklastirmak icin yeniden yikanir ve
ardindan plakaya AP (Alkalin Fosfataz) veya HRP (Yabanturbu Peroksidaz) gibi bir substrat /
kromofor ilave edilir. Bu da bir renk degisikligine neden olur. Numunenin renk degisimi, ya
substrattan fosfat gruplarinin AP tarafindan hidrolizi ya da substratlarin HRP tarafindan
oksidasyonu ile meydana gelir (Kohl ve Ascoli, 2017a).

Dogrudan ELISA kullanmanin avantaji, ikincil antikor ¢apraz reaktivitesini ortadan
kaldirmasidir Daha az adim sayesinde dolayli ELISA ile karsilastirildiginda
hizlidir. Dezavantaj1 ise diger ELISA tiirlerine gore duyarlilign diistiktiir (Kohl ve Ascoli,
2017a).

(,O
Q Q
JL JL @ Antigen
@ Enzyme
i ./ \J/ \» D Substrate

Sekil 15. Direkt ELISA (Shah ve Maghsoudlou, 2016).

2.5.2.2. Dolayh (indirekt) ELISA

Dolayl (indirekt) ELISA basamaklari, ilave bir yikama adimi ve tampon ¢ikarildiktan
sonra eklenen antikor tiirleri disinda, dogrudan ELISA ile aynidir. Dolayli ELISA, ilgilenilen
proteine yapisan bir birincil saptama antikoru ve birincil antikoru tamamlayan ikincil bir
enzime bagl antikor olmak {izere iki antikor gerektirir. Once birincil antikor eklenir, ardindan
bir yitkama asamasi gelir. Ardindan enzimle konjiige edilmis ikincil antikor eklenir ve inkiibe
edilir. Bundan sonra adimlar; bir yikama adimi, substrat ilavesi ve bir renk degisikliginin
saptanmasini iceren dogrudan ELISA ile aynidir (Kohl ve Ascoli, 2017b).

Dolayli ELISA, dogrudan ELISA ile karsilastirildiginda daha yiiksek bir duyarlilia
sahiptir. Ayrica kullanilabilecek birgok olasi birincil antikor nedeniyle daha ucuz ve daha
esnektir. Dolaylt ELISA’ nin tek biiyiik dezavantaji ikincil tespit antikorlar1 arasinda ¢apraz

reaktivite riskidir (Kohl ve Ascoli, 2017b).
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Sekil 16. Indirekt ELISA (Shah ve Maghsoudlou, 2016).

2.5.2.3. Sandvi¢ ELISA

Dogrudan ve dolayli ELISA'min aksine, sandvi¢ ELISA, plakanin oyuklarina
kaplanmig bir yakalama antikoru ile baslar. Antijenler iki antikor katmani yakalama ve
saptama antikorlar1 arasina sikistirildigi i¢in ‘sandvig¢’ olarak adlandirilir. Yakalama antikoru
plakalara eklendikten sonra plakalar kapatilir ve gece boyunca 4°C’ de inkiibe edilir. Kaplama
asamasi tamamlandiginda plakalar PBS ile yikanir. Ardindan BSA ile tamponlanir, bloke
edilir. Tampon yikamalari, oda sicakliginda en az 1-2 saat siireyle gerceklestirilir. Son olarak,
plaka antijenin eklenmesinden dnce bir kez daha PBS ile yikanir (Kohl ve Ascoli, 2017¢).

llgilenilen antijen daha sonra yakalama antikoruna baglanmak iizere plakalara eklenir.
37°C’ de 90 dakika boyunca inkiibe edilir. Plaka yeniden yikanir ve ardindan birincil saptama
antikoru plakaya eklenir ve oda sicaklifinda 1 ila 2 saat daha inkiibe edilir, ardindan bir
tampon yikamasi yapilir. Daha sonra ikincil enzimle konjuge antikor eklenir. 1 ila 2 saat daha
inkiibe edilir. Plaka yeniden yikanir ve bir renk degisikligi elde etmek i¢in alt tabaka eklenir
(Kohl ve Ascoli, 2017¢).

Sandvi¢ ELISA tim ELISA tiirleri arasinda en yiiksek duyarliliga sahiptir. Bu tip
ELISA’ nin en biiylik dezavantajlari, zaman, masraf ve eslesen cift (iki degerlikli/cok
degerlikli antijen) ve ikincil antikorlarin gerekli kullanimidir (Kohl ve Ascoli, 2017¢).
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Sekil 17.Sandvi¢ ELISA (Shah ve Maghsoudlou, 2016).

2.5.2.4. Rekabetci ELISA

Rekabetci ELISA, test serumunda antijenlere 6zgii bir antikorun varligini test eder. Bu
tip ELISA, iki spesifik antikor igerir. Birinci antikor enzim konjuge antikor ve serum pozitifse
test serumunda bulunan baska bir antikordur. ikinci antikorun kuyularda birlestirilmesi
antijene baglanma i¢in bir rekabete izin verecektir (Kohl ve Ascoli, 2017b).

Bir renk degisikliginin varligi, enzim-konjuge antikor antijenleri bagladigi i¢in testin
negatif oldugu anlamina gelir. Rengin olmamasi, pozitif bir testi ve test serumunda
antikorlarin  varligin1  gosterir. Rekabetgi ELISA’ nin  6zgilliigli  distktiir. Seyreltik
numunelerde kullanilamaz. Avantajlar1 ise, daha az numune saflastirmast gerekmesi, belirli
bir numunede ¢ok c¢esitli antijenleri Olgebilmesi, kiiclik antijenler i¢in kullanilabilmesidir

(Kohl ve Ascoli, 2017b).
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Sekil 18. Rekabetci ELISA (Shah ve Maghsoudlou, 2016).
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2.5.3. Caspase 3/ 7

Kaspazlar, hiicre 6liimii ve inflamasyon gibi olaylar1 diizenleyen homeostaz siirdiirmek
icin 6nemli olan bir gen ailesidir. Kaspazlar kaspaz aktif bolgesindeki katalitik sistein
kalintilarina bagh bir reaksiyonda peptit baglarin1 hidrolize eden endoproteazlardir. Kaspazlar
apoptozda (memelilerde kaspaz-3, -6, -7, -8 ve -9) ve iltihaplanmada (kaspaz-1, -4, -5, -12)
bilinen rollerine gore genis bir aralikta Sekil 24’ te gosterildigi gibi smiflandirilmigtir
(Mcllwain, Berger ve Mak, 2015). Kaspazlar tiplerine gore 3 smiflandirmaya ayrilirlar.
Birinci siniflandirmada baslatic1 kaspazlar olan Kaspaz 2, 8, 9, 10 vardir. ikinci sinifta
effektor kaspazlar olan Kaspaz 3, 6, 7 ve ligiincli siniftaysa inflamatuar kaspazlar olan Kaspaz
1, 4, 5, 11, 12, 13, 14 bulunaktadir. DNA tamiri ve replikasyonu icin gerekli enzimleri
inaktive ederler ve hiicre iskeleti proteinlerini keserek hiicre zarmin tomurcuklanmasina

neden olurlar (Adrain ve Martin, 2001).

[ Small subunit
Large subunit
Apoptosis El CARD
[l DED

Initiator Executioner Inflammation

L |
1

Caspase 3
Caspase 6
Caspase 7

Caspase 9
Caspase 14

Caspase 2

Caspase 4 |
Caspase 5 71

Caspase 1
Caspase 12-S [

Caspase 12-L

PERSPI

Caspase 8 [
Caspase 10 [

Sekil 19. Kaspazlarin siniflandirilmasi

Kaspaz-3 enzimi, iltihaplanma ve apoptoz sinyal aglarini diizenleyen endoproteaz
ailesinin {iyesi olarak bilinmektedir. Kaspaz-3, DNA parcalanmasi veya hiicre iskeleti
proteinlerinin bozunmasi gibi hiicresel yapilarin yikimini koordine eder. Bu rolii nedeniyle

apoptozda ‘cellat kaspaz’ ya da ‘efektor kaspaz’ olarak bilinir (Mcllwain ve digerleri, 2015).
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2.5.3.1. Muse Cell Analyzer ile Kaspaz-3/7 Aktivasyonu

Muse ™ Caspase-3/7 Kiti kullanilarak Kaspaz-3/7 aktivasyonu ve hiicresel plazma
membran permeabilizasyonu, hiicre 6liimiine dayanan iki 6nemli hiicre saglig1 parametresinin
ayn1 anda apoptotik durumu kolay, hizl1 ve kantitatif bir sekilde Slgiiliir (Riedl ve Shi, 2004).

Kaspaz-3/7 kiti:

*Canli, erken ve geg apoptotik, toplam apoptotik ve 6lii hiicrelerin yiizdesini,

*Canli, erken apoptotik, gec apoptotik ve Oli hiicreler icin hiicre konsantrasyonunu
(hiicre/mL) belirlemede kullanilir (Riedl ve Shi, 2004).

Kaspaz-3/7 aktivitesinin tespiti icin Muse ™ Caspase-3/7 Reaktifi nucview ™ 4 ve
membran biitiinliigli veya hiicre 6limi hakkinda bilgi saglayan bir hiicre 6limii boyasi
kullanir. Muse ™ caspase-3/7 Reaktifi hiicre zar1 gegirgen ve hiicre i¢in toksik degildir.
Reaktif, peptid substratina bagli bir DNA baglayic1 boya igerir. Hiicrede aktif Kaspaz-3/7 ile
boliinme, boyanin salinmasina, ¢ekirdege translokasyona ve boyanin DNA’ ya baglanmasina
ve yiiksek floresansa neden olur. Kaspaz-3/7 sayesinde, floresansta artis gozlendiginde
hiicrede aktif Kaspaz-3/7 varlig1 hakkinda bilgi kolayca elde edilir (Riedl ve Shi, 2004).

Olii hiicre markérii (7-AAD) ayrica hiicre zarinin yapisal biitiinliigiiniin ve hiicre
Oliimiiniin bir gostergesdir. Canli, saglikli hiicrelerin yani sira erken apoptotik hiicrelerden
hari¢ tutulur. 7-AAD canli (saglikli) ve erken apoptotik hiicrelerden hari¢ tutulur, ancak daha
sonraki asama apoptotik ve 6lii hiicrelere niifuz eder. Olii hiicreler boylece canlilik ekseninde
artan floresans gosterir. 4 hiicre popiilasyonu ayirt edilebilir:

* (LL) canli hiicreler: Kaspaz-3/7 (-) ve 7- AAD (-)

* (LR) Kaspaz-3/7 aktivitesi gosteren apoptotik hiicreler: Kaspaz-3/7 (+) ve 7-AAD (-)

* (UR) ge¢ apoptotik / 6lii hiicreler: Kaspaz-3/7 (+) ve 7-AAD (+)

* (UL) nekrotik hiicreler: Kaspaz-3/7 (=) ve 7-AAD (+) (Riedl ve Shi, 2004).
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2.6. Hiicre Gocii (Migrasyon)

Tlimorlerin metastaz yapmasi ve biiylimesi i¢in neoplastik ve endotel hiicrelerinin
cevre dokulari istila etmesi ve go¢ etmesi gerekir. Metastatik tiimorler farkli organlara yayilir
ve kanser hastalarinda birincil 6liim nedenidir. Tiimor hiicrelerinin gb¢ ve invazif kapasitesini
bloke etme yetenegi kanserli hastalarin tedavisinde yeni bir yaklagim sunar. Metastaz, kanser
hiicrelerinin ¢ogalmasina, ¢evrelerini yeniden sekillendirmesine, yeni dokulari istila etmesine,
go¢ etmesine ve farklilasmasina izin veren birkag sinyal iletim yolunun koordinasyonunu
iceren karmagik bir siirectir. Kanser hiicreleri metastatik hale geldik¢e ve endotel hiicreleri
anjiyojenik hale geldik¢e hiicre digi matrisleri (ECM) i¢in degistirilmis afinite ve avidite
geligtirirler (Sheetz, M. P ve digerleri, 1999).

Fenotipik degisiklige baslangicta integrinler olarak bilinen hiicre ylizeyi
molekiillerinin ekspresyonundaki degisiklikler hiicre disi matriksleri yeniden sekillendiren
proteazlarin salinmasi ve yeni ECM molekiillerinin birikmesi aracilik eder. Bunlar, gen
ekspresyonunu, hiicre iskeleti organizasyonunu, hiicre yapigsmasini ve hiicre hayatta kalmasini
diizenleyen sinyallesme basamaklarin1 aktive eder. Sonug¢ olarak, kanser hiicreleri gog
yetenegi olan daha istilact ve farkli mikrocevrelerde hayatta kalabilen hale gelir. Hiicresel
istila ve go¢ hem hiicre dis1 hem de hiicre i¢i seviyelerde c¢esitli faktorler tarafindan yonetilir.
Hiicreler go¢ sirasinda ECM’ 1 bozan ve yeniden sekillendiren, hiicre gegisini stromaya ve
yeni dokuya girisi tesvik eden proteazlar salgilar. Bu proteolitik siire¢ siki bir sekilde kontrol
edilmelidir. ECM hiicre gecisini kolaylastirmak i¢in yeterince bozunur, ancak hiicresel ¢ekisi
kaybedecek kadar bozulmaz. Gegis sirasinda hiicreler, ECM’ e baglanan lamellipodiay1
yansitir ve ayni anda mevcut ECM temaslarimi arka kenarlarinda keser. Bu, hiicrenin kendisini
ileri gekmesine izin verir (Sheetz, M. P ve digerleri, 1999).

Hiicre go¢ii (Migrasyon), embriyonik gelisimin bircok asamasinda kritik rolii olan
ayni zamanda doku onariminda ve bagisiklik fonksiyonunda gerekli bir siiregtir (Anne J.
Ridley ve digerleri, 1998). Tiimor anjiyogenezi ve metastazi, ateroskleroz ve artrit dahil
olmak tizere 6nemli patolojik siireclere katkida bulunur (Hood ve Cheresh, 2002). Kanser
arastirmalarinda hiicre gocli calismasinin ilgi c¢ekici olmasinin nedeni kanser hastalarinda

6limiin ana nedeni metastatik ilerleme ile ilgili olmasidir (Roussos, Condeelis ve Patsialou,

2011).
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Kanserin viicuda yayilmasi i¢in, kanser hiicrelerinin hiicre dis1 matriks (ECM) yoluyla
goc etmesi ve istila, kan dolasgimina girmesi, uzak bir bolgeye baglanmasi ve ardindan uzak
odaklar olusturmak ic¢in disar1 ¢ikmasi gerekir. Bu olaylar1 ayrintili olarak incelemek ig¢in
cesitli biyolojik yontemler kullanilabilir. Hiicre kiiltiirti go¢ ve transwell go¢ yaygin olarak
kullanilan deneylerdir. Bu deneylerde belirli bir hiicre tipinin kendiliginden ne kadar iyi gog
edebilecegi, kemotaksis maddeye nasil tepki verebilecegi ve ona dogru yonsel olarak nasil
hareket edebilecegi anlasilmaya calisilmaktadir (Roussos ve digerleri, 2011).

Hiicreler, mezenkimal veya amip benzeri harekette gorildiigii gibi tek bir hiicre
formunda ya da cok hiicreliler gibi toplu go¢ veya hiicre akisi ile gd¢ edebilir. Hareketli
hiicrelerde kullanilan hareket yontemi, hiicre kiiltliri go¢ deneyi kullanilarak kolaylikla
gozlemlenebilir. GTPaz’ larin Ras siiper ailesinin liyesi olan Rho proteinleri, hiicre gocilinde
onemli bir rol oynar (Roberts ve digerleri., 1999). Bu nedenle, Rac, Cdc42 ve Rho GTPazlar,
fibroblastlar, makrofajlar ve notrofillerde biiyiime faktorii ve sitokinle uyarilan kemotaksis
icin gereklidir (Roberts ve digerleri, 1999).

In vitro hiicre gdgii, hiicrelerin dokular arasinda veya bir kiiltiir plakasinin yiizeyinde
hareket ettigi siiregtir. Cok cesitli gelisimsel ve fizyolojik siirecleri yiirlitmek ¢ok 6nemlidir,
ornegin; embriyo gelisimi, bagisiklik tepkisi, yara iyilesmesi vb. kanserde inflamasyon ve
metastaz gibi bir¢ok patolojik silirecte yer alir (Justus, Leffler, Ruiz-Echevarria ve Yang,
2014).

Artan gb¢, kanser hiicrelerinin istila etmesi ve metastaz yapmasi i¢in ana siire¢ oldugu
icin (H. Chen ve Nalbantoglu, 2014) hiicre hareketini kontrol eden mekanizmalarin bilinmesi
arastirmanin ana hedeflerinden biridir (T. Han ve digerleri, 2013).

Hiicre gogiinli degerlendirmeye yonelik ¢alisma yontemleri, biyomedikal bilimlerdeki
cesitli disiplinler i¢in ¢ok faydali araclardir. Mevcut farkli yontemler arasinda yara ve
lyilesme testi en basit ve en ucuz olanlardan biridir. Hiicrelerin toplu veya bireysel olarak gog
etme yetenegi hakkinda bilgi saglar ve morfolojik 6zellikler go¢ sirasinda bile gézlemlenebilir
(Justus ve digerleri, 2014). Yara ve iyilesme deneyi, ¢ogu hiicre kiiltiirii laboratuvarinda
bulunan ekipman kullanilarak standart kiiltiir kosullar1 altinda gerceklestirilebildiginden

arastirmalarda yaygin olarak kullanilmaktadir (Stamm ve digerleri, 2016).
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Migrasyon methodu basta hiicresiz bir alan olacak olan mikropipet ucu ile bir yara
veya bosluk yapilmis bir kiiltiir yiizeyinde birlesik hiicrelerin tek tabakasinin davraniginin
gbzlemlenmesine dayanir. Hiicreler i¢ alana dogru hareket eder. Bunlardan belirli zaman
dilimlerinde goriintiiler yakalanir ve farkliliklar1 belirlemek i¢in karsilastirilir. Bu yontemin en
bliyiik avantajlarindan biri, deney i¢in 6zel bir malzeme gerekmemesidir. Bu, bunlarin ortak
hiicre kiiltiirii ¢ok kuyulu plakalarda ve hiicre kiiltiirtinde diizenli olarak kullanilan diistik
biiyiitme hedefli (4X ve 10X) bir mikroskopla yapilabilecegi anlamma gelir. Ayrica
gerektiginde farkli hiicre matrisleri de kullanilabilir. Bununla birlikte, deney bir kazima
mekanizmasiyla yapildigl i¢in hiicre disi matris tabakasina hiicre birlesme hasarindaki
varyasyonlar1 6l¢cme ve ayrica manuel olarak gercgeklestirildikleri i¢in ayni1 deneyin kuyulari
arasindaki yaranin genisligi ve seklindeki varyasyonlar1 karsilagtirma gibi bazi dezavantajlara

sahiptir (Kam, Guess, Estrada, Weidow ve Quaranta, 2008).
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Sekil 20. In vitro migrasyon deneyi (A) gogciin Slciilmesi. (B) ve (C) farkli zaman
dilimleri arasinda karsilastirma. (B) 24, 48 ve 72 saatte migrasyon alan1 ve (C) migrasyon
alaninin pm?2 cinsinden grafik gosterimi.
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Gerec¢

3.1.1. Cihazlar

Cihazlar

Buzdolab1

Cam pastor pipeti

Eldiven

Hiicre kiiltiirii flask 25 cm?/75 cm®
Hiicre Kiiltiir Plagi 6, 12, 24, 96 kuyucuklu
Inverted Mikroskop

Inkiibator

Krio tlip

Lam, Lamel

Laminar Kabin

Membran Filtre (0,2 um por ¢apli)

Mikropipet (0. 5- 1 pl, 1- 5 ul, 5- 10 pl, 10- 200 pl,

200- 1000 pl, 1- Sml)
Mikroskop
Muse Cell Analyzer Cihazi

Pipet uglart, (0. 5- 10, 10- 200, 100- 1000 ul’lik)

Santrifij

Santrifiij tiipii (15 ml, 50 ml)
Su Banyosu Termal®

Terazi

Toma Lami

Vortex

Uretici Firma
Bosch
Interlab
Isolab
Costar

Cell Culture
Zeiss
Nuare
Isolab
Isoterm
Heraeus

Brand

Axygen
Olympus
Guide
Vertex
Hettich
Isolab
Memmert
Scaltec
Isolab

Velp scientifica
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3.1.2. Kullamlan Kimyasal Maddeler

Kimyasallar

3-(4,5-dimetiltiazol-2-i1)-2,5-difeniltetrazolyumbromiir

(MTT)

CAKI-1 Hiicre Hatt1

Dimetil Siilfoksit (DMSO)

Fetal Sigir Serumu (FBS)

Fosfat Tamponlu Serum Fizyolojik
Hanks’s Balanced Salts (1x)
Hoechst 33342 Boyasi

L-glutamin

Penisilin-Streptomisin

Propidyum Iyodiir Boyasi

Roswell Park Memorial Institute (RPMI-1640)
Tripan Mavisi

Tripsin-EDTA

3.2. Yontem

3.2.1 Hiicre Kiiltiirii icin Hiicre Hatt1

Uretici Firma

BioVision

ADU BILTEM Stok

Sigma

Sigma
Sigma-Aldrich
Diagnovum
Thermo Fisher
Sigma

Sigma
Invitrogen
Capricorn
Sigma

Gibco

Caki- 1 hiicre hatt1 yani ccRCC (Human Clear Cell Renal Carsinoma), epitel hiicre
morfolojisine sahiptir. Caki-1 hiicreleri adherant hiicre olarak biiylimektedirler. Transwell
filtrelerde biiyiitiildiiklerinde polarize tek tabakali, apikal yiizeyde mikrovillus igeren bir yap1
gostermektedirler. Proksimal tiibiillerde epitel yap1 gosterdikleri saptanmistir. Caki- 1 hiicre

hatt1 Prof. Dr. Cigdem YENISEY in BILTEM’ deki hiicre stoklarindan kullanilmistr.
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Resim 1. Caki-1 hiicrelerinin mikroskobik goriiniimii(40x)

3.2.2. Hiicre Kiiltiirii Medyum Hazirlama

Calismalarda kullanilmak {izere hiicre kiiltiirii medyumu asagidaki sekilde hazirlandi:

500 ml DMEM,
5 ml Glutamin,
50 ml %10 FBS,

5 ml Streptomisin

Conditioned Medium, ELISA’ da calistirilmak igin hazirlanirken serumsuz medyum

hazirlandi. Serumsuz medyum yukaridaki gibi hazirlandi ancak igerisine FBS konulmadi.

3.2.3. Hiicre Kiiltiirii inkiibasyon Kosullari

Caki-1 Cell hiicre hatt1 31. Pasaj olarak Adnan Menderes Universitesi Merkezi

Arastirma Laboratuvar’ nda azot tankinda hazir olarak bulunmaktadir. Caki-1 hiicreleri,

‘3.2.2. Hiicre Kiiltiirii Medyum Hazirlama’ basliginda belirtildigi sekilde hazirlanan DMEM

medyumu igerisinde %5 CO, ve 37 ° C sicakliktaki etiivde (Nuaire) 75 cm? ’lik flasklarda ve

steril sartlarda inkiibe edildi. Hiicreler %80- 90 sikliga eristiklerinde ¢alismalarda kullanildi.
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3.2.4. Hiicrelerin Coziilmesi ve Ekimi

Hiicreler azot tankindan alindi. 37 ° C sicakliktaki su banyosunda 5 dk. bekletildi. 15

ml falkon tiipe 5 ml medyum eklendi. Kriyovial tiipteki hiicreler falkon tiipe alindi. Hiicreler

900 rpm’ de 5 dk. santrifiij edildi daha sonrasinda silipernatant atildi. Sonra pellet, 5 ml

medyumla ¢6ziildii. Uzerine 5 ml daha medyum eklenerek 75 cm? *lik flasklara ekildi.

3.2.5. Hiicrelerin Pasajlanmasi (Subculturing)

Uremekte olan hiicreler flasklarin zemininin %80-90’1n1 kapladiginda (confluent)

hiicreler pasajlandi. Hiicreler yeteri kadar ¢cogaldiginda;

1.
il.
iii.
1v.

V.

vi.

Vil.

Viil.

1X.

xi.

Kullanilan medyum ve diger soliisyonlar 37 ° C su banyosunda 1sitild.

Hiicre kiiltiiriinde kullanilacak malzemeler hazir hale getirildi.

Flasklarda bulunan kiiltiir medyumu aspire edildi

Flask 1 ml 1X PBS ile yikandi.

PBS uzaklastirildiktan sonra zemine yapisan hiicreleri kaldirmak i¢in 2 ml
%0.25 Tripsin-EDTA soliisyonu ilave edildi.

Etiivde 2- 3 dk. bekletildi.

Flaskin yiizeyinde yapisik olan hiicrelerin kalktig1 mikroskopta bakilarak teyit
edildikten sonra Tripsini inaktive etmek i¢in flaskin {izerine 8§ ml medyum
eklendi.

15 ml falkon tiipe aktarilan siispansiyonun 900 rpm’de 5 dk.’lk santrifiijii
gergeklestirildi.

Sonra iist kisimda bulunan siipernatant uzaklastirildi.

Tiipin dibindeki pellet seklinde bulunan Caki-1 hiicrelerinin iizerine taze
medyumdan ilave edilerek olusan siispansiyon 2 adet 75 cm2 ’lik flasklara
boliinerek tekrar pasajlandi.

Yeniden pasajlanan hiicreler 37 © C’de %5 CO, ortaminda inkiibasyona

birakaldi.

51



3.2.6. Hiicrelerin Dondurulma ve Saklanma islemleri

Pasajlanan Caki- 1 hiicrelerinden calismada kullanilacak olan kisim ayirildi. Geri

kalan Caki- 1 hiicreleri yedeklenmek ya da farkli ¢alismalarda kullanilmak amaciyla

donduruldu. Dondurulma islemi sirastyla asagidaki sekilde yapildi:

1.

1l.
1il.

1v.

Yiizeye yapisan Caki- 1 hiicreleri Tripsin-EDTA soliisyonu ile kaldirilarak
santrifiij edildi.

Tripsin-EDTA soliisyonu uzaklastirildi.

Pellet halinde bulunan Caki- 1 hiicrelerinin iizerine Iml DMSO ilave edildi.
Cryovial ad1 verilen tiipler i¢erisine konuldu.

Tiipler -80° C’de derin dondurucuda gerektiginde kullanilmak {izere saklandi.

3.2.7. Hiicre Sayilarimin Hesaplanmasi

1.

il.

1il.

1v.

vi.

Vil.

Viil.

IX.

xi.

Flasktaki medyum cam pipet yardimi ile dikkatlice ¢ekildi. Hiicreler 10 ml PBS
ile yikanda.

PBS dikkatli bir sekilde cam pipetle ¢ekildikten sonra hiicrelerin iizerine 2 ml
Tripsin- EDTA soliisyonu ilave edildi.

Inkiibatérde 2- 3 dakika bekletilen hiicreler mikroskopta bakildi. Flask
tabanindan ayrilan hiicreler 15 ml santrifiij tiipiine aktarildi.

Hiicrelerin iizerine 8 ml hiicre medyumu eklendi.

Hiicreler 900 rpm’ de 5 dk kadar santrifiij edildi.

Siipernatant uzaklastirildi.

Hiicre peleti 1 ml kiiltiir vasati ile homojenize edildi.

%0,4 tripan mavisiyle 20 pl hiicre siispansiyonu karistirildi.

Oda sicakliginda 3 dakika inkiibe edilir.

10 pl tripan mavisi- hiicre karistmi thoma sayma lamina konuldu.

Sayim yapilacak alan cam yiizeyindeki biiyiik kare gozetilerek yapildi. Biiyiik
karenin ¢izgileri hari¢ geri kalan hiicreler soldan saga ve yukaridan asagiya

sayildi.
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Canli hiicre konsantrasyonu i¢in asagida gosterilen formiil kullanildi. Bdylece hiicrelerin

gereken sayilarda ekimi saglanmis oldu.

Canl1 hiicrelerin mililitredeki toplam sayisi1

Canlt hiicre (%) =

x 100

Tim hiicrelerin mililitredeki toplam sayisi1

Resim 2. Thoma lam1 ve cam ylizeyindeki kareler

3.2.8. Deney Gruplarinda Kullanilan Sunitinibin Doz Ayarlamalan

50 mg Sunitinib (MA: 532,6 g/mol) ilacinin doz ayarlar1 0. 5 uM, 1uM, 2. 5 uM, 5uM,
10uM olacak sekilde belirlendi. Bunun i¢in 10uM stok olacak sekilde 10 pgr ilag tartildi.
Tartilan Sunitinib 1,5 ml ependorf igerisine alindiktan sonra igerisine 1 ml PBS eklendi.
Vortexlenerek Sunitinibin ¢oziinmesi sagladi. 1,5 ml ependorf icerisinden 25 pl Sunitinib
cekildikten sonra 15 ml falkon tiipe konuldu. Cozelti hacmi besiyeri DMEM ile 7 ml’ ye
tamamlandi. Elde edilen ana stok ¢o6zeltisinden 0. 5 uM, 1uM, 2. 5 uM, 5uM, 10uM
konsantrasyonlarinda olacak sekilde ¢ozeltiler hazirlandi. Sunitinib deney giinii deney

gruplaria gore asagidaki tablolarda belirtildigi gibi taze hazirlandi.
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Tablo 8. 24 well platelerden

24, 48 ve 72 saat MTT igin totalde hazirlanan sunitinib

miktarlari

Sunitinib Dozlar1 Stok Cozeltiden Alnan | Medyum
Sunitinib

0.5 pM 410 wl 6,19 ml
1 pM 825 ul 5,775 ml
25 M 1,65 ml 4,95 ml
5puM 3,3 ml 3,3 ml
10 pM 7 ml stok ¢6zeltiden alindi.

Tablo 9. 6 well plate migrasyon assay i¢in hazirlanan sunitinib miktarlari

Sunitinib Dozlar: Stok Cozeltiden Almman | Medyum
Sunitinib

0.5 pM 0.75 ul 1425 ml

1M 150 pl 1350 ml

2.5 M 375 ul 1125 ml

5uM 750 wl 750 wl

10 pM 1.5 ml stok ¢ozeltiden alindi.
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Tablo 10. 12 well plate Muse Cell Analyzer ve Hoechst boyama i¢in hazirlanan sunitinib

miktarlar1 (Her iki deney i¢in ayr1 ayr1 hazirlandi.)

Sunitinib Dozlar: Stok Cozeltiden Almman | Medyum
Sunitinib

0.5 tM 0.50 pl 950 wl

1M 100 pl 900 ul

2.5 M 250 ul 750 ul

5uM 500 ul 500 pl

10 pM 1 ml stok ¢ozeltiden alindi.

3.2.9. MTT Assay

3.2.9.1. MTT Assay I¢in Hiicre Ekimi ve Sunitinib Cozeltisinin Verilmesi

24 well platetlere 6 kuyucuk hari¢ (6 kuyucuk Negatif Kontrol Resim 3’ deki gibi.) her
kuyucuga 1.0x10° hiicre Caki-1 hiicresi olacak sekilde ekim yapildi. Ekim yapilan hiicrelerin
iistlerine her kuyucuga 500 pl medyum eklendi. Hiicreler 37 °© C %5 CO’ inkiibe edildi.
Hiicrelerin gerektigi zaman medyumlar1 degistirildi. Hiicrelerin %90 doluluk seviyesine
ulastig1 goriildii. Hiicrelerin iizerindeki medyumlar aspire edildi. Her kuyucuk 500ul PBS ile
yikandi. Dikkatli bir bicimde PBS cam pipet ile aspire edildi. Ilk sira Kontrol grubu olarak
kabul edildiginden ilk kuyucuklara yalnizca 500ul taze serum free medyum eklendi. Doz
ayarlara gore sirastyla 0. 5 uM, 1uM, 2. 5 uM, 5uM, 10uM konsantrasyonlarinda olacak
sekilde hazirlanan Sunitinib ¢ozeltileri (Tablo 11) 500ul kuyucuklara eklendi. Hiicreler 24
saat 37 ° C %5 CO” inkiibe edildi.
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Resim 3. MTT deneyi igin 24 well plate ekilen hiicreler

3.2.9.2. MTT Cozeltisinin Hazirlanmasi

24 well plate i¢in herhangi bir el hatasi olabilecegi de géz oniinde bulundurularak %10

daha fazla olacak sekilde MTT ¢d6zeltisi hazirlandi. Bunun i¢in 24x 330ul olacak sekilde 7290

ul MTT hazirlamak i¢in 792 ul MTT stok c¢ozeltisinden 7.128 ml serum free hiicre

medyumundan 15 ml’ lik falkon tiipe hazirlandi. MTT ¢o6zeltisinin hazirlandig: falkon tiip

aliminyum folyo ile sarildi. MTT ¢ozeltisi karanlikta tutuldu. 24 saatin sonunda 24 well

platedeki hiicreler kontrol edildi. MTT soliisyonu asagidaki sekilde hiicrelere verildi:

1.

11.

iii.

1v.

Vi.

Platedeki medyumlar dikkatli bir sekilde daha sonra ELISA’ da Conditioned
Medium (Ortam Medyumu) olarak kullanilmak icin steril bir ependorfun
icerisine alindi. Ependorfun {izerine hangi kuyucuktan alindigina dair etiketleme
yapildi. Medyumlar -20° de saklandi.

Her kuyucuk 500 pul PBS ile yikandi. PBS dikkatli bir bicimde cam pipetle
cekilerek aspire edildi.

Laminar kabinin 15181 kapitilarak hazirlanan MTT ¢o6zeltisi her kuyuya 400 pl
olacak sekilde eklendi.

Hiicreler 2 saat inkiibatorde bekletildi.

2 saatin sonunda kuyucuklarda olusan formazan yapimin parcalanmamasi i¢in
cozelti ¢ok yavas ve dikkatli bir sekilde ¢ekildi.

Her kuyucuga 330 ul DMSO eklendi.
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vii.  Formazanin homojen dagilimi i¢in mikroplak c¢alkalayicida ¢alkalandi. Yarim
saat sonra kuyuuklardaki DMSO okutulmak i¢in 96 well platelere alindi. 570
nm’ de mikroplak okuyucuda absorbans 6l¢iildii.

viii.  Her bir maddenin konsantrasyonu i¢in elde edilen absorbans degerinin kontrol
absorbans degerine orant 100 ile carpildi. Daha sonrasinda % hiicre canliligi
hesaplandi.

ix. ICsodegerleri hesaplandi.

24, 48 ve 72 saat ayn1 protokole gore ¢alisildi. Elde edilen veriler ile Graph Prism
8.0.2 uygulamasi kullanilarak grafik ¢izildi.

3.2.10. Migrasyon Assay

6 well plate i¢ine her kuyuya 125.000 Caki-1 hiicre olacak sekilde ekim prosediiriine gore
ekim yapildi. Hiicre medyumu 750 pl> ye tamamland:. Hiicreler 37 °C %5 CO? inkiibe edildi.
Kuyucuklar icindeki hiicrelerin %90 sikliga ulastigi goriildii. Kontrol kuyucugu da dahil
olmak {izere medyumlar aspire edildi. Kuyucuklar 500 ul PBS ile yikandi. Steril bir pipet
ucuyla kuyucuklarin orta kisimlarindan ¢izgi ¢ekilerek kuyucuklarin ikiye boliinmesi saglandi
(Resim 4). Kontrol kuyucuguna 1500 pl DMEM verildi. Diger kuyucuklara ise sunitinibin
farkli dozlardan hazirlanan stok ¢ozeltileri ve medyumlar Tablo 12’ deki gibi hazirlanarak
totalde 1500 pl‘de ¢oziinmiis sekilde verildi (Resim 5). 0., 24. ve 48. saat sonucunda Zeiss
Inverted Mikroskop’ta fotograflar ¢ekilerek zaman icindeki kapanma araliklar1 gézlemlendi.

Gogiin deger araligi um cinsinden Sl¢iildii.

000
000

Resim 4. Migrasyon deneyi i¢in 6 well platenin pipetle ¢izimi
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Resim 5. Migrasyon i¢in verilen sunitinib dozlari
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3.2.11. Muse Cell Analyzer i¢cin Cozelti Hazirlama

Muse Cell i¢in 12 well plate yaklasik 2x10° Caki-1 hiicre olacak sekilde ekim prosediiriine
gore ekim yapildi. Plate tabaninin %90’ 1 kaplayan hiicrelerin iizerindeki medyumlar
cekildi. Hiicreler 500 uL PBS ile yikandi. PBS dikkatli bir bigimde cam pipet yardimiyla
cekildi. Kontrol grubuna 500 pLL. medyum eklendi. Kontrol grubu hari¢ geri kalan kuyulara
Sunitinib ilacinin farkli konsantrasyonlar1 Tablo 13’ de gosterildigi gibi verildi. Hiicreler 24
saat 37°C %5 CO? inkiibe edildi. 24 saat sonucunda hiicre iizerindeki medyumlar ¢ekildi. Bu
medyumlar daha sonra kullanilmak iizere falkonlara alinip saklandi. Kuyucuklara Tripsin-
EDTA eklendi ve hiicreler kaldirildi. Tripsin-EDTA ile kaldirilan hiicreler ependorflara
alind1. Uzerine daha énceden sakladigimiz ve ependorflara koydugumuz hiicre medyumlari
konuldu. Hiicreler 900 rpm’ de 5 dk santrifiij edildi ve supernatant atildi. Pellet, Muse Cell
Analyzer protokolii baz alinarak hazirlanmis olan asagidaki tablodaki gibi hazirlanan ¢ozelti

ile ¢ozdiirtldii:

Muse™ Caspase-3/7 Reagent calisma soliisyonunu 1x PBS 1:8 oraninda seyreltildi.
Calisma sollisyonu karanlikta tutuldu. Calisma yapilacagi zaman taze hazirlandi. Her bir

ornek i¢in Sul Muse Caspase 3/7 ¢alisma soliisyonu hazirlandi.

Tablo 11. Muse Caspase-3/7 Reagent calisma soliisyonu

Component 6 test
Muse™ Caspase-3/7 3,72 uL
1xPBS 26,28 uL.
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Prepare the Muse™ Caspase 7-AAD calisma stok soliisyonu Tablo 12’deki gibi

hazirlandi. Her bir 6rnek i¢in 150 pul Muse™ Caspase 7-AAD caligma soliisyonu hazirlandi.

Calisma soliisyonu karanlikta ve buz iistiinde soguk bir sekilde tutuldu.

Tablo 12. Prepare the Muse Caspase 7-AAD calisma soliisyonu

Component 6 test
Muse™ Caspase 7-AAD 12 uL
1X Assay Buffer BA 888 uL

11.
111

1v.

Vi.

Muse™ Caspase-3/7 Reagent, 1X Assay Buffer BA, 1X PBS ve Muse™
Caspase 7-AAD oda sicakligina getirildi.

Her bir buffer icerisinde 50 pl hiicre siispansiyonu eklendi.

Her bir tiipe 5 pLL Caspase reagent calisma soliisyonu eklendi.

Her bir tiip pipetlenerek hizlica karistirildi.

Tiipler 30 dakika 37 ° C %5 CO? inkiibe edildikten sonra her bir tiipe 150 pL
Muse™ Caspase 7-AAD calisma soliisyonu eklendi. Ornekler pipetlenerek
karistirild1 ve oda sicakliginda 1siktan korunarak 5 dakika inkiibe edildi.

Guide Muse Cell Analyzer cihazinda dl¢timleri yapildi.

Resim 6. Caspase3/7 deneyi i¢in 24 well plate ekilen hiicreler
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3.2.12. Hoechst 33342 Boyasi ile Boyama

Hoechst Boyama i¢in 12 well plate yaklasik 2x10° Caki-1 hiicresi olacak sekilde ekim
prosediirine gore ekim yapildi. Hiicreler 24 saat 37 ° C %5 CO? inkiibe edildi. Hiicre
medyumlar1 atildi. Kontrol grubu hari¢ kuyulara, Tablo 13° de gosterildigi gibi Sunitinib
konsantrasyonlar1 eklendi. Hiicreler 24 saat 37°C %5 CO? inkiibe edildi. 24 saatin sonucunda

asagidaki prosediir uygulandi:

i. 10 mg/ml i¢in 10 ml distile su i¢inde 100 mg ¢ozelti hazirlandi.
ii.  Hiicre kiiltliri medyumu c¢ekildi. Hoechst 33342 stok hazirlanan soliisyondan
alinarak PBS i¢inde 1: 2000 oraninda seyreltildi.
iii.  Her kuyucuga 200 puL boya eklendi.
iv.  Hiicrelerin ¢okmesi i¢in 5 dakika beklendi.
v.  Zeiss Inverted Mikroskobunda farkli filtreler kullanilarak bakildi. DAPI filtresi
ile mavi, Cy3 filteri ile kirmiz1 goriintiillenme yapildi.
Her 6rnegin fotografi cekildi. Canli, apoptotik hiicreler Fiji/ Image] programi
kullanilarak sayildi. Elde edilen ylizdelerle GraphPad Prism 8.0.2 programi kullanilarak
grafikler ¢izildi.

3.2.13. ELiSA (Enzyme Linked immunosorbent Assay)

Caki-1 hiicrelerinde ELISA yontemi ile VEGF konsantrasyonlar1 hesaplamak igin
hiicre kiiltiirii siipernatantlar1 toplama agamalari sirasiyla su sekildedir:
i.  Salgilanan bilesenler steril tiiplerle toplandi.
ii.  Yaklasik 20 dakika boyunca 200-300 rpm'de santrifiij edin.
1ii.  Siipernatant dikkatlice alindi.
iv.  Hiicre siispansiyonlarini yaklasik 1 milyon/ml hiicre konsantrasyonuna seyreltmek i¢in
PBS (Ph 7. 2- 7. 4) kullanildi.
v. 20 dk 2000-3000 rpm'de santrifiij edildi.
Tablo: 16° da gosterilen reaktifler kullanilmak iizere:
1. Oda sicakligina getirildi.
ii.  Sonra standart bir 3200 ng/L standart stok ¢6zeltisi olusturmak i¢in standardin 120 pl’

si (6400ng/1) 120uL standart seyreltici ile yeniden olusturuldu.
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1il.

1v.

Seyreltme yapmadan 6nce standardin 15 dakika boyunca yumusak bir ajitasyon ile
oturmasina izin verildi.
1600, 800, 400 ve 200 ng/l ¢ozeltileri liretmek i¢in standart stok ¢ozeltisini (3200ng/1)

1: 2 standart seyreltici ile seri olarak seyrelterek yinelenen standartlar hazirlandi

Tablo 13. ELISA malzemeleri

Komponents Miktar
Standart soliisyon (6400 ng/L) 0,5mlx1
Onceden kaplanmis ELISA plate 12*8 well serit x 1
Standart diliie 3mlx1
Streptavidin- HRP 6mlx1
Durdurma Soliisyonu 6 mlx 1
Substrat Sollisyon A 6mlx1
Substrat Soliisyon B 6mlx1
Yikama Buffer Konsantrasyon (25X) 20mlx 1
Biyotinlenmis insan VEGF Antibody Imlx1
Plaka Miihiirii 1

1i.
1il.

1v.

Vi.
Vil.

Viil.

1X.

x1.

Xil.

Gerekli asamalar tamamlandiktan sonra:

Regentlar1 oda sicakligina getirildi.

Test i¢in gerekli serit sayisini belirlendi.

Seritler kullanmak tiizere plaklarin ¢ergevelerine yerlestirildi.

Standart kuyucuga 50 pl standardi eklendi. Standart kuyucuga antikor eklenmedi.
Clinkii standart soliisyon biyotinlenmis antikor igerir.

40 pl numune eklendi.

10ul anti- VEGF antibody eklendi

50yl streptavidin-HRP eklendi.

Kuyular karistirildi. Plaka bir miihiirleyici ile kapatildi. 37 © C* de 60 dakika inkiibe
edildi.

Kapaticiyi ¢ikarildi ve plaka 5 kez yikama tamponu ile yikandi.

Kuyular, her yikamada 30 sn ile 1 dk arasinda 0,35 ml yitkama tamponuyla 1slatild1.
Kuyular1 aspire edildi ve 5 kez yikama tamponu ile yikandi.

Plaka kurutuldu.
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Xiii.
X1v.

XV.

XVi.

XVil.

XViil.

Her kuyuya 50ul substrat soliisyonu A ve ardindan 50ul soliisyon B

Plaka yeni bir miihiirleyici ile kapali olarak 37 © C’de karanlikta 10 dakika inkiibe
edildi.

Her kuyucuga 50ul durdurma soliisyonu eklendi.

Mavi renk sartya dontistii.

Mikroplaka okuyucusu kullanarak her kuyucugun optik yogunlugunu (OD degeri)
belirlendi. Dondurma soliisyonu eklendi.

10 dk i¢inde 450 nm de 6l¢iildii.

3.3. istatistiksel Yontemler

Istatistikler analizler, ortalama + standart sapma kullanilarak yapildi. GraphPad Prism

8.0.2 program kullanildi. ANOVA testi ile grup farkliliklar1 tek yonlii varyans analizi

belirlendi. p<0,05, p<0,01 ve p<0,001 istatistiksel olarak anlaml1 kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1. Sunitinibin Caki-1 Hiicrelerinde MTT Yontemi ile Sitotoksisitesinin

Degerlendirilmesine Iliskin Bulgular

0,5-10 uM konsantrasyon araliginda uygulanan Sunitinib ilacinin Caki-1 hiicrelerinde
MTT yontemine gore yapilan doz uygulamasi sonucunda ilag dozuna bagli olarak Caki-1
hiicrelerinde artan bir sitotoksik etki gdzlenmistir. 10 uM konsantrasyon araliginda daha fazla
sitotoksik etki olusturdugu gozlenmistir.

Calismada 24, 48 ve 72 saat maruziyet slirelerinde 0,5-10 uM konsantrasyon aralig
stirdliriilmiistiir. Caki-1 hiicreleri i¢in Sunitinibin 24, 48 ve 72 saat maruziyet siliresinde 1Csg

degerleri hesaplanmustir.

4.1.1. Sunitinibin 24 Saat Maruziyet Siiresinde Caki-1 Hiicrelerinde MTT Yontemi ile

Sitotoksisitesinin Degerlendirilmesine iliskin Bulgular

Caki-1 hiicrelerinde Sunitinibin canliliga olan etkisini incelemek i¢in, Sunitinib, 0.5
uM, 1 uM, 2.5 uM, 5 uM, 10 uM konsantrasyonlarda 24 saat siire ile uygulanmistir. Sunitinib
uygulanmayan grup (Kontrol grubu) i¢in hiicre canliligi %100 alinmistir. Hiicre canliligt

negatif kontrole gore degerlendirilmistir.
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Tablo 14. MTT yontemine gore Caki-1 hiicrelerinin 24 saat sunitinib maruziyet
stiresinde sitotoksik etkisi.

Canh Hiicre Yiizdeleri
Gruplar (% =* standart sapma)
Kontrol 100,00 + 0,00
1
0,5 uM Sunitinib 97,58+ 11,0
2
1 uM Sunitinib 78,15+ 6,09
3
2,5 uM Sunitinib 66,16+11,66
4
5 uM Sunitinib 42,66+4,61
5
10 uM Sunitinib 43,65+5,14
6
150
100 -
3
B 50
0-
S8 S S
&S o v
Konsantrasyon

Resim 7. MTT yontemine gore 0. 5 uM,1 uM, 2. 5 uM, 5 uM, 10 uM konsantrasyonlarindaki

sunitinib ile 24 saat inkiibe edilen Caki-1 hiicrelerinin ICs yiizdeleri
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Tablo 15. One- way ANOVA testine gore gruplarin 24. saatte p degerleri ve gruplarin
anlamli olup olmadiklarinin karsilastirilmasi

Gruplar Anlamh m1? P degeri

Hayir 0.9802
Kontrol vs. 0,5 uM

Evet <0.0001
Kontrol vs. 1 uM

Evet <0.0001
Kontrol vs. 2,5 uM

Evet <0.0001
Kontrol vs. 5 uM

Evet <0.0001
Kontrol vs. 10 uM

Evet <0.0001
0,5 uM vs. 1 uM

Evet <0.0001
0,5 UM vs. 2,5 uM

Evet <0.0001
0,5 UM vs. 5 UM

Evet <0.0001
0,5 uM vs. 10 uM

Evet 0.0354
I uM vs. 2,5 uM

Evet <0.0001
I uM vs. 5 uM

Evet <0.0001
I uM vs. 10 uM

Evet <0.0001
2,5 uM vs. 5 uM

Hayir >0.9999
2,5 uM vs. 10 uM
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Caki-1 hiicrelerinde sunitinibin canlilia olan etkisinin gruplar arast 24. saat
karsilagtirilmast Tablo 15 ‘te verilmistir. 0,5 pM sunitinib konsantrasyonu Kontrol grubuna
gore anlamli bir azalma gostermedi. Sunitinibin 2,5 pM ve 10 uM dozlar arasinda da anlaml
bir azalma olmadig1 goézlendi. Sunitinibin (p<0,05) artan konsantrasyonlarda olusturdugu
sitotoksisitenin doza bagl olarak arttig1 tespit edildi. Sunitinib 24 saatte 2,5 uM (p<0,001)

konsantrasyonda kontrole gore canliligi %70’in altina diistirdiigii goriildi.

4.1.1. Sunitinibin 48 Saat Maruziyet Siiresinde Caki-1 Hiicrelerinde MTT Yontemi ile

Sitotoksisitesinin Degerlendirilmesine iliskin Bulgular

Caki-1 hiicrelerinde Sunitinibin canlilifa olan etkisini incelemek i¢in, Sunitinib, 0.5
uM, 1 uM, 2.5 uM, 5 uM, 10 uM konsantrasyonlarda 48 saat siire ile uygulanmistir. Sunitinib
uygulanmayan grup (Kontrol grubu) i¢in hiicre canliligi %100 alinmistir. Hiicre canlilig

negatif kontrole gore degerlendirilmistir.

Tablo 16. MTT yontemine gore Caki-1 hiicrelerinin 48 saat sunitinib maruziyet
stiresinde sitotoksik etkisi.

Canh Hiicre Yiizdeleri
Gruplar (% =+ standart sapma)
Kontrol 100,00 = 0,00
1
0,5 uM Sunitinib 96,99 + 4,33
2
1 uM Sunitinib 85,24+ 11,25
3
2,5 uM Sunitinib 52,73+10,46
4
5 uM Sunitinib 32,42+3,80
5
10 uM Sunitinib 24,3442 ,94
6
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Resim 8. MTT yontemine gore 0. 5 uM, 1 uM, 2. 5 uM, 5 uM, 10 uM
konsantrasyonlarindaki sunitinib ile 48 saat inkiibe edilen Caki-1 hiicrelerinin ICs yiizdeleri
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Tablo 17. One- way ANOVA testine gore gruplarin 48. saatte p degerleri ve gruplarin
anlamli olup olmadiklarinin karsilastirilmasi

Anlamh P
Gruplar m? degeri
Kontrol vs. 0,5 pM Hayir 0.8989
Kontrol vs. 1 uM Evet <0.0001
Kontrol vs. 2,5 uM Evet <0.0001
Kontrol vs. 5 uM Evet <0.0001
Kontrol vs. 10 uM Evet <0.0001
0,5 uM vs. 1 uM Evet 0.0027
0,5 uM vs. 2,5 uM Evet <0.0001
0,5 uM vs. 5 uM Evet <0.0001
0,5 uM vs. 10 uM Evet <0.0001
1 uM vs. 2,5 uM Evet 0.0354
I uM vs. 5 uM Evet <0.0001
I pM vs. 10 pM Evet <0.0001
2,5 uM vs. 5 uyM Evet <0.0001
2,5 uM vs. 10 uyM Hayir 0.0910

Caki-1 hiicrelerinde sunitinibin canlilifa olan etkisinin gruplar arast 48. saat
karsilastirilmas1 Tablo 17 ‘de verilmistir. 0,5 uM sunitinib konsantrasyonu Kontrol grubuna
gore anlamli bir azalma gostermedi. Sunitinibin 2,5 pM ve 10 uM dozlar arasinda da anlaml
bir azalma olmadigi goézlendi. Sunitinibin (p<0,05) artan konsantrasyonlarda olusturdugu
sitotoksisitenin doza bagl olarak arttig1 tespit edildi. Sunitinib 48. saatte 2,5 pM (p<0,001)

konsantrasyonda kontrole gore canlilig1 %70’in altina diistirdiigii goriildi.

4.1.1. Sunitinibin 72 Saat Maruziyet Siiresinde Caki-1 Hiicrelerinde MTT Yontemi ile

Sitotoksisitesinin Degerlendirilmesine iliskin Bulgular

Caki-1 hiicrelerinde Sunitinibin canliliga olan etkisini incelemek i¢in, Sunitinib, 0. 5
uM, 1T uM, 2. 5 uM, 5 uM, 10 pM konsantrasyonlarda 72 saat siire ile uygulanmistir.
Sunitinib uygulanmayan grup (Kontrol grubu) icin hiicre canliligt %100 alinmistir. Hiicre

canlilig1 negatif kontrole gore degerlendirilmistir.
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Tablo 18. MTT yontemine gore Caki-1 hiicrelerinin 72 saat sunitinib maruziyet siiresinde

sitotoksik etkisi.
Canh Hiicre Yiizdeleri
Gruplar (% =+ standart sapma)
Kontrol 100,00 £+ 0,00
1
0,5 uM Sunitinib 79,78 £ 6,79
2
1 uM Sunitinib 73,83 + 5,88
3
2,5 uM Sunitinib 51,24+10,0
4
5 uM Sunitinib 22,36+2,37
5
10 uM Sunitinib 19,86+5,76
6
150 -
100 -
3
Q
50—
Q-
SIS S8
RE N % N
Konsantrasyon

Resim 9. MTT yontemine gore 0. 5 uM, 1 uM, 2. 5 uM, 5 uM, 10 uM
konsantrasyonlarindaki sunitinib ile 72 saat inkiibe edilen Caki-1 hiicrelerinin ICs yiizdeleri
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Tablo 19. One- way ANOVA testine gore gruplarin 72. saatte p degerleri ve gruplarin
anlamli olup olmadiklarinin karsilastirilmasi

Anlamh n? P degeri
Gruplar
Evet <0.0001
Kontrol vs. 0,5 uM
Evet <0.0001
Kontrol vs. 1 pyM
Evet <0.0001
Kontrol vs. 2,5 uM
Evet <0.0001
Kontrol vs. 5 uM
Evet <0.0001
Kontrol vs. 10 uM
Hayir 0.5350
0,5 uM vs. 1 uyM
Evet <0.0001
0,5 uM vs. 2,5 uM
Evet <0.0001
0,5 UM vs. 5 utM
Evet <0.0001
0,5 UM vs. 10 pM
Evet 0.0354
1 uM vs. 2,5 uM
Evet <0.0001
1 uM vs. 5 uM
Evet <0.0001
1 uM vs. 10 uM
Evet <0.0001
2,5 uM vs. 5 uM
Hayir 0.9378
2,5 uM vs. 10 pM
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Caki-1 hiicrelerinde sunitinibin canlilia olan etkisinin gruplar arast 72. saat
karsilagtirilmast Tablo 19 ‘da verilmistir. Sunitinib 0,5 uM konsantrasyonu 1 pM sunitinib
konsantrasyonuna gore 72. saatte anlamli bir azalma gdstermedi. Sunitinibin 2,5 uM ve 10
uM dozlar1 arasinda da 72. saatte anlamli bir azalma olmadig1 gézlendi. Sunitinibin (p<0,05)
farkli konsantrasyonlarda olusturdugu sitotoksisitenin doza bagl olarak arttig1 tespit edildi.
Sunitinib 72. saatte 2,5 pM (p<0,001) konsantrasyonda kontrole gore canliligr %70’in altina
diistirdiigti gorildii.
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4.2. Sunitinibin Caki-1 Hiicrelerinde Migrasyon Yontemi ile Anjiyogenik ve Anti-

Anjiyogenik Etkilerinin Degerlendirilmesine iliskin Bulgular

Tablo 20. Caki- 1 hiicrelerindeki 0, 24 ve 48 saatteki migrasyon kapanma yiizdeleri (%)

Migrasyon 0, 24 ve 48. h Kapanma

g
:
w
—
w
[a)
N
D
>
<
=
2
<
o
<
==

0]
Kontrol

0. Saat | 0
m 24, Saat 40,4
W 48. Saat 60,4

0.Saat m24. Saat m48. Saat
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Kontrol 0,5 M

1 pM
} . .I

24h

48 h

Resim 10. 0. 24. ve 48. saatte Kontrol, 0. 5 pM ve 1 pM sunitinib migrasyon kapanma

araliklari
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25mM

Resim 11. 0. 24. ve 48. saatte 2. 5 uM, 5 uM ve 10 pM sunitinib migrasyon kapanma
araliklari

48 h
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4.3. Sunitinibin Muse

Cell Analyzer

Degerlendirilmesine Iliskin Bulgular

Kontrol

0,5 uM

CELL SIZE INDEX

1M

CELL SIZE INDEX

CELL SIZE INDEX

POPULATION PROFILE

4E
13
0 1 2 3 4
Live CASPASE-3/7 Apoptotic
POPULATION PROFILE

T T T T

0 ":l, - i ":'_;, '.",4
L

CASPASE-3/7 Apoptotic

POPULATION PROFILE

4 3
1
0 . | RS | bl - | M R
0 1 2 3 4
Live CASPASE-3/7 Apoptotic

(Caspase3/7)

ile Apoptotik Etkilerinin
APOPTOSIS PROFILE
E i Dead Apoptotic/Dead
{071 % 773%
3+
E
o 23
= 3 !
- B
; 1.10%
3 Apoptotic
2 3 4
Live CASPASE-3/7 Apoptotic
APOPTOSIS PROFILE
g i Dead Apoptotic/Dead
= jo30% 449%
34
E :
=
oo
=
=
. ereEEs 1419 %
S o|EEMNE __ Apopiotic
0 1 2 z, 4
Live CASPASE-3/7 Apoptotic
APOPTOSIS PROFILE
3 iDead Apoptotic/Dead
= Jos7r% 591 %
=1 :
E -
=
oo
=z
=
; 14.12%
=2 Apoptotic
2 3 4
Live CASPASE-3/7 Apoptotic

Resim 12. Caki-1 hiicrelerinde 24 h, Kontrol, 0. 5 uM ve 1 uM sunitinibin Caspase- 3/7
apoptoz goriintiileri
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POPULATION PROFILE APOPTOSIS PROFILE
‘ E Dead Apoptotic/Dead
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— N 2 z
»n <
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O E 3
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Resim 13. Caki-1 hiicrelerinde 24. saatteki, 2. 5 pM, 5 pM ve 10 uM sunitinibin
Caspase- 3/7 apoptoz goriintiileri
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Tablo 21. Caki-1 hiicrelerinde 24 h sunitinibin Caspase- 3/7 apoptoz yiizdeleri

MUSE CELL ANALYZER(CASPASE-3/7) 24h
SONUCLAR!

Kontrol 0.5 uM 1uM 2.5uM 5uM 10uM

Canlilik Ylzdeleri Total Apoptoz Ylzdeleri Total Oliim Yiizdeleri

Tablo 22. Caki-1 hiicrelerinde 24 h sunitinibin Caspase- 3/7 apoptoz hiicre konsantrasyonlari

(cells/mL)

MUSE CELL ANALYZER(CASPASE-3/7) 24 h SONUCLARI

1800 [1650] 1604 1552

1600

) 1304 |

1495 |

1200
1000
800

600

423
400 281 @ @ m
= b e e e ek

0

Bolgelere gore hiicre konsantrasyonu (cells/ mL)

Kontrol 1pM 2,5uM 5uM 10puM
Canli Hiicreler 1650 1552 1495 1304 423

Erken Apoptoz 20 277 334 324 57
Ge¢ Apoptoz 141 ) 116 129 326 1470
m Nekroz 13 6 17 6 14 14

Canli Hiicreler m Erken Apoptoz ® Geg Apoptoz ® Nekroz




4.4. Sunitinibin Hiicre Canlihg1 ve Hiicre Oliimiine Dair Etkilerinin Hoechst 33342/ PI

Boyasi ile Degerlendirilmesine iliskin Bulgular

Sunitinib uygulamas1 sonucu hiicre proliferasyonundaki azalmanin apoptozisle
iligkisini gostermek amaciyla apoptozis Hoechst 33342/ Propidium Iyodiir yontemi
uygulanmigtir. Caki-1 hiicre hattinda, apoptotik hiicre oranin arttifi gézlemlenmistir. Bu oran

doza bagl olarak artmaktadir.

Hoechst 33342 PI Merge

Kontrol

0,5 ptM

1 uM

60 pm 60 pm 60 pm

Resim14. Hoechst 33342/vPI boyasi ile boyanan Caki-1 hiicreleri Kontrol, 0. 5 uM, 1 uM
Sunitinibin 24. saatteki goriintiileri. Normal hiicreler (mavi), 6li hiicreler (kirmizi) ve merge

(pembe ok isaretleri) gosterilmektedir. Olgek ¢ubugu 60 um’ dir (Orijinal biiyiitme 20 x).



Hoechst 33342 PI Merge

Resim15. Hoechst 33342/ PI boyast ile boyanan Caki- 1 hiicreleri 2. 5, 5 ve 10 uM
Sunitinibin 24 saatte meydana gelen goriintiileri. Normal hiicreler(mavi), 6lii hiicreler
(kirmizi1) ve merge (pembe ok isaretleri) gdsterilmektedir. Olgek cubugu 60 pm’ dir (Orijinal
bliylitme 20 x).
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4.5. Sunitinibin VEGF’ iin Salgilanmasim1 Inhibe Etmesinin ELISA Yéntemi ile

Degerlendirilmesine iliskin Bulgular

Tablo 23. ELISA deney 1 sonuglart

Deney 1 Ik okuma | Tekrar Ortalama Ortalama- Sonug¢ (ng/L)
Blank

Kontrol 0,112 0,108 0,1100 0,0840 74,58333333

0,5 pm 0,108 0,107 0,1075 0,0815 72,5

I pm 0,102 0,099 0,1005 0,0745 66,66666667

2,5 um 0,102 0,095 0,0985 0,0725 65

5 pm 0,085 0,088 0,0865 0,0605 55

10 pum 0,052 0,059 0,0555 0,0295 29,16666667

Blank 0,027 0,025 0,0260

Tablo 24. ELISA deney 2 sonuglar

Deney 2 Ik okuma | Tekrar Ortalama Ortalama- Sonug (ng/L)
Blank

Kontrol 0,119 0,113 0,116 0,08815 78,04166667

0,5 pm 0,112 0,108 0,11 0,08215 73,04166667

I pm 0,105 0,11 0,1075 0,07965 70,95833333

2,5 um 0,099 0,092 0,0955 0,06765 60,95833333

5 um 0,082 0,078 0,08 0,05215 48,04166667

10 pum 0,064 0,072 0,068 0,04015 38,04166667

Blank 0,0283 0,0274 0,02785
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Tablo 25. ELISA standart OD sonuglari

X ekseni Y ekseni
Konsantrasyon Standard OD

Standart OD Standart OD (ng/L) Ortalama
1,94000 2,01100 1600,00 1,9519
0,95500 1,03300 800,00 0,9704
0,47200 0,55600 400,00 0,5140
0,23700 0,28700 200,00 0,2384
0,11400 0,15100 100,00 0,1089
0,06320 0,08700 50,00 0,0515
0,03280 0,05200 25,00 0,0188
0,02230 0,02500 0,0237

Tablo 29 ‘da gosterildigi gibi dikey (Y) eksendeki her standart i¢in ortalama OD, yatay (X)

eksendeki konsantrasyona karsi ¢izerek bir standart egri olusturuldu ve grafikteki noktalar

lizerinden en uygun egri ¢izildi.

Tablo 26. ELISA standart OD ortalama grafigi

Absorbans

10,0000

1,0000

0,1000

0,0100

Standard OD Ortalama

y =0,0012x - 0,0055
R?=0,9997
00 10,00 100,00 000,00 10000,00
@ Standard OD Ortalama
—— Dogrusal (Standard OD
Ortalama)
L 4

Konsantrasyon (ng/L)
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5. TARTISMA

Bobrek kanseri, Bat1 toplumlarinda en sik goriilen 10 kanser arasindadir. Diinyada her
yil yaklagik 270.000 bobrek kanseri vakasi teshis edilmekte ve 116.000 kisi bu hastaliktan
O0lmektedir. Tiim bdbrek kanserlerinin yaklasik %90’ 1 bobrek hiicreli karsinomlardir
(Ljungberg ve digerleri, 2011). Anjiyogenez, bobrek hiicreli karsinom veya onun histotipi
olan berrak hiicreli bobrek hiicreli karsinom gelisiminde hayati bir rol oynar. Vaskiiler
endotelyal biiylime faktorii (VEGF) hedefli tedaviler bu nedenle anti-anjiyogenik etkileri
nedeniyle RCC ve ¢cRCC’ nin yonetiminde yer almistir. Bu tedavilerin ayrica ilerlemis
bobrek kanserli hastalarin sag kalimini iyilestirdigi de gosterilmistir (Kim HL ve digerleri,
2005).

Sunitinib, VEGFR1, VEGFR2, VEGFR3, PDGFR a, PDGFR B, KIT, FIT3, RET ve
CSF1’ in segici inhibisyonu yoluyla elde edilen giiglii anti- anjiyojenik ve antitimor
aktivitelere sahip ¢ok hedefli bir tirozin kinaz inhibitoriidiir. Sunitinib tek bir ajan olarak ve
diger ajanlarla kombinasyon halinde, farkli tiimor tiplerinde genis bir klinik gelistirme
programinda degerlendirilmektedir. Sunitinib, yonetilebilir ve geri dondiiriilebilir advers
olaylarla kabul edilebilir bir tolerans profiline sahiptir (Faivre, Demetri, Sargent ve Raymond,
2007). Su anda anjiyogenez belirteclerinin ekspresyonunu tedavinin basarisi ile iliskilendiren
evrensel olarak kabul edilmis bir model bulunmamaktadir (Stubbs ve digerleri, 2017).

Bu calismada son mevcut tedavide kullanilan Sunitinibin in vitro ¢alismada farkli
dozlar1 ortaya konmustur. Sunitinibin in vitro ¢aligmalarinda kullanilan doz araliklarina ait az
sayida calisma mevcuttur. Frees ve arkadaglarinin ¢alismasinda, Sunitinib doz ayar1 1-20 uM
olarak belirlenmistir (Frees ve digerleri, 2018). Brodaczewska ve arkadaslarinin ¢alismasinda
ise Sunitinib, PBS igerisinde 10 puM seklinde hazirlanmis ve doz ayar1 0.01-50 uM olarak
uygulanmistir (Brodaczewska ve digerleri, 2019). Calismamizda doz araliklar1 tekrar
caligilmis ve bu dozlar 0. 5, 1, 2. 5, 5, 10 uM olacak sekilde belirlenmistir.

Kamli ve arkadaslarinin c¢alismasinda MTT yonteminde Caki-1 hiicrelerinde
Sunitinibin 10 uM dozunda tiim hiicrelerin %98'inden fazlasinin 72 saatte oldugi
gozlemlenmistir (Kamli, ve digerleri, 2018). Calismamizda da Sunitinibin Caki-1 hiicrelerine
uygulanan doz ayarlar1 arasinda 10 uM dozun biliylime hizim1 inhibe ettigi ve toksik doz
oldugu MTT yontemiyle gosterilmistir. Bu da bize 10 uM dozun etkili ve toksik doz sinir1

oldugunu diisiindiirmektedir.
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Chen ve arkadaslar1 ginsenosidlerin aktif bir metaboliti olan ginsenosid bilesiginin
(CK) 0, 10, 20 ve 40 uM dozlarda ve 24, 48 ve 72 saatlerde Caki-1 hiicreleri ile muamelesi
sonucunda hiicre canliligini nasil etkiledigini MTT yontemiyle gostermislerdir. Doza ve
zamana bagli olarak Caki-1 hiicrelerinin canliligini inhibe ettigini gézlemlemislerdir (Chen ve
digerleri, 2021).

Xiao ve arkadaslar1 ¢aligmalarinda 0, 12, 24 ve 48 saatte ve 3 uM, 6 uM ve 12 uM
dozlarda Sunitinibin HK-2 hiicrelerindeki apoptoz oraninit DAPI boyama ile analiz etmigler ve
HK- 2 hiicrelerinde doza ve zamana bagl olarak apoptozda artig oldugunu gézlemlemislerdir
(Xiao ve digerleri. 2019). Pasha ve arkadaslari c¢aligmalarinda Caki-1 hiicrelerinde
Metforminin canliligi inhibe edip edemeyecegini Alamar Blue yontemi ile arastirmislardir.
Hem Caki-1 hem de Caki-2 hiicre hatlar1 48 saatlik bir siire boyunca Metformin (1-50 uM)
varliginda inkiibe etmis ve 10 mM konsantrasyona kadar Metformin ile tedavi edilen Caki-1
hiicrelerinde hiicre canliliginda 6nemli bir degisiklik olmadigini bununla birlikte, daha ytiksek
konsantrasyonlarda (20 mM ve 50 mM) hiicre canlilifinda doza bagli 6nemli bir azalma
olmadigimmi goézlemlemislerdir (Pasha ve digerleri, 2019). Yapmis oldugumuz calismada,
Sunitinibin Caki-1 hiicre hattindaki apoptotik hiicre oranindaki artist Hoechst/ PI boyasi
kulanilarak go6zlemlenmistir. Bu da bize Sunitinibin, Metformin ilacina goére Caki- 1
hiicrelerinde daha yiiksek apoptotik etki gosterdigini diistindliirmektedir.

Frees ve arkadaslarinin yapmis oldugu calismada, Caki -1 ve WT hiicreleri ile bir ortak
kiiltiir sisteminde endotel hiicreleri lizerindeki go¢ii Sunitinib ile degerlendirilmis ve Caki- 1
hiicrelerinin Sunitinib ile dnemli Ol¢iide daha hizli gé¢ ettigini gosterilmistir (Frees ve
digerleri, 2018). Pasha ve arkadaslarinin ¢aligmasinda Migrasyon yontemiyle Metforminin (5,
10, 20 ve 50 uM) 0, 6 ve 24 saat sonra in vitro olarak hem Caki-1 hem de Caki-2 hiicrelerinde
hiicre gociinii ve istilasini inhibe ettigi gdzlemlenmistir (Pasha ve digerleri, 2019). Chen ve
arkadaglar1 Migrasyon yontemi kullanarak CK ‘nin Caki- 1 hiicreleri ile 48 saate muamelesi
sonucunda hiicrelerin goclinii ve istilasin1 engelledigini ve hiicre dongiisii durmasini
indiikledigi bulmuslardir (Chen ve digerleri, 2021). Yapmis oldugumuz ¢alismada Sunitinibin
etki mekanizmasinin tirozin kinazlar1 inhibe ederek dogrudan endotel hiicreleri {izerinde
oldugu gercegi gdz Oniine alindiginda Sunitinibin doza (0.5uM, 1uM, 2.5uM, S5uM, 10uM) ve
saate (0, 24 ve 48) bagli olarak Caki- 1 hiicrelerinde kanser hiicresi go¢iinii ve istilasini inhibe

ettigi gozlemlenmistir.
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Juengel ve aradaslarinin caligmalarinda Caki-1 hiicreleri 24 saat ile 2 hafta arasi
Amigdalin ile (10 mg/ml) muamele edilmis, Annexin V/propidium iyodiir (PI) kullanilarak
akim sitometriyle yontemiyle incelenmis ve Onemli erken ya da ge¢ apoptoz- nekroz
indiiksiyonu tespit edilmedigi goriilmistiir (Juengel ve digerleri, 2016).

Xiao ve arkadaslar1 ¢aligmalarinda 0, 12, 24 ve 48 saatte ve 3 uM, 6 uM ve 12 uM
dozlarda Annexin V/propidium iyodiir (PI) Flow Sitometri yontemiyle Sunitinibin HK-2
hiicrelerindeki apoptoz oranini incelemislerdir. Zamana ve doza bagh olarak apoptozun
arttigin1 gozlemlemislerdir. En ¢ok apoptoz orani 12 uM doz ve 48. saattir (Xiao ve digerleri,
2019). Calismamizda ise Sunitinibin Caki- 1 hiicreleindeki apoptotik etkisi incelenmek
amaciyla Caspase3/7 low sitometri yontemi kullanilmis ve doza bagl olarak apoptotik etkinin
arttig1 gézlemlenmistir.

Tekisogullar1 ve arkadaglarinin yapmis oldugu calismada Hela hiicreleri 1, 5 ve 10 uM
Sunitinib ile 12, 24, 48 ve 72. saat muamele edilmis, apoptotik indeks 6l¢iilmiis ve apoptotik
indeks 72. saatte kontrolde %3, 1 uM dozda %34, 5 uM dozda %58 ve 10 uM dozda %67
bulunmustur (Tekisogullari ve Topcul, 2013). Yapmis oldugumuz calismada Sunitinibin
Caki- 1 hiicreleri iizerindeki apoptototik indeks ise 24. saatte kontrolde %38,8, 0,5 uM dozda
%18,7, 1 uM dozda %20, 2,5 uM dozda %23,6, SuM dozda %33 ve 10 uM dozda %77 olarak
kaydedilmistir.

Han ve arkadaslarinin yapmis olduklar ¢alismada ksenograftlar kullanarak Caki-1 WT
ve Caki- 1 HC hiicrelerini 5 giin boyunca Sunitinib (40 mg/kg) ile muamele etmislerdir ve
sonuglarinda Sunitinibin, Caki-1-WT ve Caki-1-HC tiimérlerinde timdr anjiyogenezini inhibe
ederek VEGF inhibisyonuna sebep oldugunu in vivo sekilde kanmitlamiglardir (Han ve
digerleri, 2015). Calismamizda Sunitinibin doza bagli olarak VEGF salinimini inhibe ettigi
ELISA yéntemi kullanilarak in vitro sekilde kanitlanmustir.
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6. SONUC VE ONERILER

Sonug¢ olarak, sunitinib Caki- 1 hiicre proliferasyonunu azaltmaktadir. Bu da
sitotoksisite testlerinden biri olan MTT ile kanitlanmistir. Doz araliklar1 daha net ve anlasilir
bir bicimde 0.5, 1, 2.5, 5, 10 pM olarak tarafimizca belirlenmistir. Yapilan diger
caligmalarimizla birlikte 10 uM’ 1 toksik doz oldugu ilk kez tarafimizca belirlenmistir.
Boylece sunitinibin hiicreler iizerindeki olusturdugu etkinin anlasilmasina yardimci
olunmustur. Bunun ortaya konulmasi tez caligmasinin basaris1 adina bir 6l¢ii olabilir.
Sunitinib Caki-1 hiicreleride anjiyogenezin olusmasi i¢in gerekli primer molekiil olan VEGF’
in salgilanmasini inhibe etmistir. Hazirladigimiz konsantrasyonlarda sunitinib ile muamele
edilmis Caki-1 hiicrelerinde ELISA yontemi ile VEGF konsantrasyonlar1 saptanmis ve
sunitinibin anjiyogenez olusumunu inhibe ettigi kanitlanmstir.

Calismamizin sunitinibin Caki-1 hiicreleri iizerindeki molekiiler mekanizmasinin in
vitro olarak aydinlatilmast i¢in temel olusturabilecegini, kanser tedavisi arastirmalarinda
kullanilabilecek potansiyel bir aday olabilecegini diisiindiirmekte ve daha farkli ¢aligsmalar

yapilmasinin gerekliligini ortaya koymaktadir.
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EKLER

SAGLIK BILIMLERI ENSTIiTUSU

BILIMSEL ETiK BEYANI

‘Sunitinib Uygulamasinin Caki-1 Renal Kanser Hiicreleri Uzerindeki Anti- Anjiyogenik ve
Apoptotik Etkilerinin Degerlendirilmesi’ baslikli Yiiksek Lisans tezimdeki biitiin bilgileri etik
davraniglar ve akademik kurallar c¢ercevesinde elde ettigimi, tez yazim kurallarina uygun
olarak hazirlanan bu c¢alismada, bana ait olmayan her tiirlii ifade ve bilginin kaynagina eksiz
atif yaptigimi bildiririm. ifade ettiklerimin aksi ortaya ¢iktiginda ise her tiirlii sonucu kabul
ettigimi beyan ederim.
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