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ONSOZ

Gegmigte dedisik kemoterap6tik ajanlarin  farkli malignitelere kargt klinik
etkinligini saptamak igin ilag duyarhlik testi ge'istirmeye yonelik pek ok girigim
olmustur. Test edilen ilaglann kiguk bir bélumunden klinik olarak fayda
saglanabildiginden, tedaviye cevabl 6nceden telirayebilecek in vitro sistemlerin
geligtiriimesine ihtiyag vardir. Bu projenin konusu olan tarama sistemni ile antikanser
ilaglan, urogehital sistemin sik gorulen bir neoplastik hastali§i olan mesane kanseri
 hucreleri ile laboratuvar sartiarinda kargilagtirarak etkinliklerini saptamak ve bodylece

her hasta igin en etkili ilaci bulmak amaglanmistir.
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6z

Gegmiste degigik kemoterapétik ajanlanin farkli malignitelere kargt  Klinik
etkinligini saptamak igin ilag duyarlilik testi g&ii,@,timeye yonelik pek ¢ok girigim
olmustur. Test edilen ilaglarin ancak ¢ok az sayida olarundan klinik olarak fayda
salanabildiginden, tedaviye cevabi énceden belirleyebilecek in vitro sistemlerin
- geligtiriimesine ihtiyag vardir. Bu projenin konusu olan tarama sisteminin amaci,
antikanser ilaglari, Grogenital sistemin sik gérulen bir neoplastik hastaligi olan mesane
kanseri hiicreleri ile laboratuvar sartlarinda kargilagtirarak etkinliklerini saptamak ve
béylece her hasta igin en etkili ilact bulmaktir. Bu ise kanser hastalarinin tedavisinde
oldukga Snemli geligmeler sadlayabilir. Bu proje kapsaminda gergeklestirilen Trypan
mavisi testi ile LDH testinin birbirleri ile olan uyumu aragtinldijinda hastalarda her iki
teste ait sonuglarin anlamii derecede korrelasyor gé~terdigi goéralmistir (p < 0.05).
Galigma grubunda toplam 9 hastada (%47 .4) 1“ veya daha fazla ilaca karg direng
saptanmigtir.  llaglar tek tek incelendiginde, Ciééblatin e kargi 3 hastada (%15.8),
Methotrexat a kargi 6 hastada (%31.6), Vinblastin e kargi 7 hastada (%36.8), Epirubicin
e kargi 2 hastada (%10.5) ve Adriamycin e kar$: 2 hastada (%10.5) diren¢ oldugu
gbrulmisttr. Hastalar ylzeyel ve ileri evre timdr varligina gére siniflandinididinda ilag
direncinde istatistiksel olarak anlamli fark bulunmustur (p < 0.005). Sonug olarak, her
iki yontem arasinda belirgin bir korrelasyon olmasi nedeniyle, bu testler antineoplastik
ilaglarin farkli timorier Gzerindeki etkilerini deéeﬁendimek amactyla kullanilabilirier.
Ayrica bu galigma ile Turkiye'de ilk defa duzenli olarak kisa dénem mesane tumord
kdltGrierinin basariht bir sekilde yapiimasi ger’c;%ii:!eastfrilmig ve buna ait yontem rutin

olarak kullanilabilir hale getirilmigtir.
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ABSTRACT

There has been an increased effort in order to develop an in vitro
chemosensitivity test to predict the clinical efficacy of antineoplastic agents on various
malignancies. Since, only a small number of drugs that are being tested will be
beneficial clinically, there is a need to develop an ‘in vitro system to predict the
response to treatment. The aim of the screening system which is the subject of this
study is to incubate the tumor cells from bladder cancer which is a very common
malignancy of the urinary tractus, in the laboraary setting and define the most effective
agent for each patient. This may provide a further step in the management of these
patients. The Trypan blue and LDH cytotoxicity tests which were performed in this
study showed a very good correlation (p < 0.005). There were 9 patients (47.4%) in the
study group who displayed drug resistance to at iéast' one agent. When the drugs are
examined individually, there was resistance to Cis-platinum in 3 patients (15.8%), in 6
patients to Methotrexate (31.6%), 7 patients to Vinblastin (36.8%), 2 patients to
Epirubicin and 2 patients to Adriamycin (10.5%). When the patients are stratified
according to the stage of the tumor, statistibaﬁy significant difference was found
between mé superficial and invasive tumors in drug resistance (p < 0.05).

In conclusion, due to the good correlation bet\)véé?’?thgtwo methods which were tested,
they can be used to evaluate the effects of different antineoplastic agents on individual
tumors. Also, a major contribution of this study is the development and establishment

of a successful short term culture system for bladder tumors for he first time in Turkiye.

DS
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GENEL BILGILER

Kemoterapi gunimuizde onkoloji biliminin kanser hastaliyina kargi en etkili
silahlarindan birisidir ve énemi gin gegtikce artmaktadir. Son yillarda bazi neoplastik
hastaliklarin tedavisinde basari ile uygulanan &amots-2i rejimleri gelistiriimigtir. Testis
kanseri, bazi I6semiler, malign lenfomalar ve gocukluk ¢agi timérieri bunlar arasinda
sayilabili. |

Her yil pek ¢ok yeni ilag kanser tedavisi konusundaki etkileri saptanmak Uzere
test edilmektedir. Omegin ABD’de Ulusal Kanser Enstitisi’'nde (NCI) her yil 10.000 e
yakin ilacin testleri yapiimaktadir (Bissery, 1993). Ancak bu ilaglarin sadece ufak bir
bélimu yapilan in vitro deneylerde etkili bulunmakta ve bunlarin da daha az bir bolimu
klinik uygulamalarda baganli sonuglar vermektedir. Bitin bu deneysel ¢aligmalar ve
testler oldukga uzun strmekte, bu nedenle haétaiar igin son derece degerli ve kisith
olan zaman kaybedilmekte ve ayrica ekonomik kayiplar ortaya ¢ikmaktadir.

Tumor davranigini ve tedaviye cevab; fmceden belirleyebilmek ve igin
gergeklegtirilen ¢ok sayida aragtirma sonucunda malign transformasyon géstefen
hucrelerin tedaviye yamtim dnceden belirleyebilmek igin gesitli parametreler
belilenmigtir. Bunlardan énemli bazilan timéran morfometrik 6zellikleri (Wils J.,1988),
ploidi (Friedlander MI., 1988), DNA igeridi ve S fazi fraksiyonu (Erba E., 1989), mitotik
indeks (Haapasalo H., 1989), timidin igaretieme indeksi (thymidine incorporation index)
(Khoo SK., 1988), in vitro kemosensitivite(Volm M.,1985), onkogen UriinG ekspresyonu
(Kakizoe T., 1992 }, blyume faktdri yapimi ve reseptort ekspresyonudur (Nakopoulou
L..1992).  Son 20 yil igerisinde malign tumérlerin kemoterapiye olan duyarliliklaring
dogru olarak saptayabilecek bir in vitro test geligtiriimasj amaciyla pek ¢ok galigma
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yapiimigtir. Bu aragtirmalar sonucunda da bazi yintemler gelistiriimistir. S6z keausu
testler iki ana bashk altinda toplanabilir:

1. Non-klonojenik testier
a. Vital boya atilimi yada kolorimetrik testier
b. Floresans esasina dayanan testler
c. Eksplant (organoid) kulturler
d. Prekdlrsor inkorporasyonu e
e. Hucre igi ilag konsantrasyonlari
f. Ozel biyokimyasal ve molekuler belirleyicilerin saptanmas:

2. Klonojenik testler

Non kionojenik testler igerisinde en sik olarak kullanilaniar kolorimetrik testler,
vital boya atilim testleri ve prekUrsor inkorporasyon ( 4 Thymidine) testleridir. ABD'de
Ulusal Kanser Enstitisi (National Cancer Institute) anti-kanser ilaglar tarama programi
gercevesinde kolorimetrik bir test gelistirmistir (Alley MC., 1988). Bu testin temelini
canli hucrelerin tetrazolium bazli bilegikleri mavi formazan kristallerine donUgtirme
yetenedi bulunmaktadir. Son yillarda bu yéhiém kullanilarak yapimig duyarlilik
testlerine ait raporiar yogun olarak literalrde yer almaktadir. Bu yéhtem ie cok sayida
6mek kolayca ve slratle incelenebilmektedir.

NC! galigmalarinda kullanilan MTT testinin egdegeri olan, ayni ilkeye sahip
baska testler de gelistirilmistir. Kotoh ve arkadaglarinin in vitro cisplatin sensitivite testi
olarak kullandiklari siksinat dehidrogenaz inhibisyon (SDl) ve laktatdehidrogenaz
(LDH) sitotoksisite testi, NCI galigmalarinda kullanilan Nitrobluetetrazolium (MTT) testi
ile ayni prensiplere sahiptir (Kotoh S., 1994). SDI, MTT yada LDH sitotoksisite testleri,

basit, hizli ve pahali olmayan metodlar olup, yuksek uygulanabilirlige sahiptir. Ayrica
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dider in vitro ve in vivo duyarlilik testleri ile korrelasyon gosterdikleri de saptanmugtis (

Anai H., 1987, Carmichael J., 1987). Bizim projemizde kullanimis olan CytoTox 96 TM
(Promega Inc. Madison, WI, USA), *'Cr serbest kalim sitotoksisite testinin radyoaktif
olmayan egdegeridir. Kolorimetrik bir yéntem igeren bu testte, stabil bir sitozolik enzim
olan laktat dehidrogenaz (LDH) in hicre lizisi ile serbest kalan bolumuU kantitatif olarak
tayin edilmektedir. Serbest kalarak klitlir sGpernatanina gegen LDH, 30 dakikalk bir
enzimatik iglem sonucu tetrazolium tuzlarinin kirmuzi formazan Urindne gevrilmesi ile
Slguldr. Olugan rengin yodunlugu pargalanan hucre miktari ile dogru orantilidir.
Gorulebilen dalga boyunda plak-okuyucular ile absorbans verileri elde edilir ve buna
gére LDH miktar belirlenir. LDH testinin *'Cr sitotoksisite testi ile ayni prensibe sahip
olmasi ve ayn: derecede etkili bulunmasinin yaninda énemli bazi diger avantajlar da
vardir. Bunlar, 1. Hedef hicrelerin sitotoksisiste testinden 6nce radyoaktif izotop ile
igaretlenmesine gerek yoktur, 2. Radyoizotop masréﬂar: ve radyasyon guvenlidi iile
ilgili. problemlerin olmamas), 3. Verilerin standart bir ELISA okuyucusunda
degerlendirilebilir oimasidir.
Trypan mavisi atihm testi ise vital boya testlerine 6mek olarak verilebilir (Kao JW-
Y.,1989). o

Klonojenik testlerin temelini Ik kez Hamburger ve Salmon tarafindan
tammlanan ¢ift tabaka yumusak agar metodu olustdrmaktad:r (Hamburger AW., 1977).
Bu gln “klonojenik yontem” olarak adlandirilan bu test yodun olarak incelenmis ve
yapilan retrospektif ¢aligmalara gére in vivo ilag duyarhhgma %50-70 ve in vivo direnci
%85 in Uzerinde bir dogruluk orani ile éngérebilecegi belirtiimistir (Von Hoff DD., 1983).
Semisolid bir ortamda klonojenik blyUume kanser hucresinin malignitesine baglh bir

olaydir (Dittrich C., 1991). Bu nedenle in vitro olarak klonojenik buyumenin varhginin

incelenmesi tumor hacrelerinin davraniglarini saptamaya yénelik bir yontem olarak
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kullaniimaktadir. Butun bu sonuglara karsin hala yénteme iligkin suphe ve elestiriler
mevcuttur. S6z konusu elestirilere temel oiuﬁxgran mevcut problemler kGlturde dustk
codaima etkinligi, ilag ybgunluk!an ve kulturlere nguiamg bigimlerinin ve koloni say;m
sekillerinin standardize edilmemis olmas: olarak belirtimektedir (Bertelsen CA. 1984).

Bu projenin aragtirma konusu olan meéane kanseri, goriime VStkth ég::sm'dan
drogenital sistemde prostat kanserinden sonra 2. sirada yer almaktadir. Bu tramérirerin
yaklasik olarak % 30 u ilk tani konuldugunda ileri evre tamdrierdir. (Cétaiona WJ.,
1992). Radikal sistektomi ve bilateral pelvik lenfadenektomi yada ,yuksék doz
radyoterapiye ragmen, lokal olarak ilerlemis, non-metastatik mesane kanserinde gensi
yagam orani %20-50 duzeyinde kalmaktadir' (Frout GR. 1977). Bu hastalarin gzﬁéu
sonugta uzak metastazlar nedeniyle dimektedirler. Bu olay agik olarak hastal;@m ilK
tanisi konuldugunda henlz tesbit edilememis mikrometastatik odakiérm _meveut
oldufunu géstermektedir. Metastatik transizyonel hicreli karsinoman%n tedavisinde
Cisplatin igeren kemoterapi, 6zellikle M-VAC kemoterapisi (Meihotreaxéte, \(inbiastmeg
Adriamycin, Cisplatin) ile elde edilen umut verici sonuglar, necadjuvan kemoterapinin
kullanildigt  Klinik galigmalari ortaya g¢ikarmigtir (Sternberg CN.,, 1990). 'ABD’de
Memorial Sloan Kettering kanser Merkezinde kas invazyonu gosteren mesanerrka:n‘s'eri
olan 87 hastaya M-VAC ile neoadjuvan tedavi verilmis ve bunlardan 60 tanesine i'adikai
sistektomi ameliyati yapimigtir. Hastalann %64 u ameliyat Oncesi yapilan
deferlendirmede “evre duglsl (down-staging)"v gostermisler ve ameliyat ediien 60
hastanin %23 Gnde hi¢ timoére rastlaniimamistir (Scher HI., 1989). Benzer §ekiide,
CUETO grubu ¢aligmasinda hastalarin %44 unde, Mayo Klinik galismasinda da %72
sinde evre disUsi olmusg, %25 hastada tumér tamamen kaybolmustur (Zincke H '

1988, Fair WR., 1991).
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Butun bu bulgular, bir kisim timdrlerin uygulanan antineopiast%k ilaglara duyarl
oldugunu, diger béliminin ise direng gosterdigini ortéya koymaktadir.

Gegmiste dedisik kemoterapotik ajamiafm, farkll malignitelere kargi Kklinik
etkinligini saptamak igin ilag duyarhlik testi'\;ge!@tirmeyé yéheiik pek ¢ok girisim
o'mustur. Test edilen ilaglarin ancak ok ufak bir bélﬁm&rkiinik uygulamada faydali
bulundugundan ve in vivo duyarliik testleri uyguiamas; guc ve zaman gérektiren
islemler oldugundan, yeni ilaglardan etkili olanlarin saptanmasinda kullanilacak in vitro
sistemlerin geligtiriimesi konusunda yodun bir iigi ve aragtirma vardir (Kao JW-
Y.,1989). EJer bu testler ile kemoterapiye cevap onceden guvenilir bir bicimde
saptanabilirse, hastalar hem kullanilacak ilaglardan en Ust duizeyde fayda saglar, hem
de gereksiz ilaglarin kullanimina bagl toksisiteden kurtulmus olurlar (Schadendorf D.,
1994).

Bu projenin konusu olan tarama sisteminin amaci, antikanser ilaclarin hastalara
ait tumér hicreleri ile laboratuvar sartlarinda kargilastinlarak etkinliklerini saptamak ve
boylece her hasta igin en etkili ilact bulmaktir. Bu ise kanser hastalarinin tedavisinde

oldukga 6nemli geligmeler sadlayabilir.
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MATERYAL VE METOD

HASTALAR
Bu aragtirmaya Ekim 1992- Mayis 1995 tarinleri zrasinda, Marmara Universitesi Tip
Fakultesi Uroloji Anabilim Dali'nda mesane tuméru tanisi ile tedavi edilen 30 hasta
dahil edilmigtir. Bu hastalardan 11 tanesi, hucre kuiturlerinde yeterli ¢ogalma olmadigi
icin degerlendirme disi birakilmistir. Hastalara cerrahi girisim oncesinde rutin klinik
tanisal iglemler (kan ve idrar tetkikleri, akciger grafisi, bobrek-mesane ultrasonografisi
velveya intraven6z  piyelografi, per-operatuvar transUretral  ultrasonografi)
uygulanmistir. Patolojik inceleme sonucunda ileri evre mesane kanseri (= pT2) tanisi
alan hastalarda klinik evreyi tamamlamak Uzere kompUterize tomografi ve gereken
durumlarda kemik sintigrafisi ile metastaz olup olmadid: arastiriimistir. Daha sonra
hastéiara, hastaligin evresine goére, gegerlilikleri bilimsel olarak ispat edilmis klinik
tedavi protokolleri uygulanmis (ylzeyel tumc;rief igin intrakaviter  tedavi, invazif
timorler igin radikal cerrahi ve /veya kemoterapi yada radyoterapi), tedaviyi takiben
hastalar dlzenli olarak izlenmistir. .

Bu galigma kapsaminda kullanilan ilaglar, klinik ¢alismalarda mesane kanseri

tedavisinde kullanilmig olan ve halen kullaniimakta olan ilaglar arasindan segcilmistir.

MESANE TUMORU HUCRE KULTURLERI

Mesane tumérl nedeniyle Marmara Universitesi Tip Fakultesi Uroloji Anabilim
Dali'nda opere edilen hastalardan alinan tumér érekleri steril sartlarda +4°C da
Ringer laktat/gentamisin solUsyonu igerisinde 2boratuvara ulastinimis ve hucre

kllturleri yapilana kadar materyal +4°C da saklanmigtir. Tumér dokulari operasyondan

sonraki 3 saat igerisinde kultur iglemine tabii tutulmustur. Projenin ilk safhasinda tek
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hucre sUspansiyonlari elde edilmig ve bunlarin kaltirleri yapilmistir. Bu amagla tumér
dokusu gok ince pargalar halinde kesildikten sonra bir gelik mesh ile ezilip %0.5 trypsin
sollsyonu iginde 1 saat 37°C da inkube edilmistir. Olusan hicre suspansiyonu 2 kez
PBS ile yikandiktan sonra hucreler 2mM L-glutamin, %10 fetal kalf serumu ve
penisilin/streptomisin iceren RPMI 1640 (kultur solisyonu) iginde suspansiyon haline
getirildikten sonra 12 hazneli doku Kkultur plaklarina her bir haznede 2 milyon hucre
olacak sekilde yerlestiriimigir. Hucreler 37°C da nemli ve %5 CO? iceren bir ortamda
inklbe edilmiglerdir.Ancak bu iglem sonrasi yeterli sayida canli hicre elde edilmesi
konusunda belirgin gugluk olmustur. Bu islem ile elde edilen hicrelerin trypan mavisi
testi sonucunda blyUk bélumunin canh olmadidi saptanmis, bu nedenle ilaglar ile
yapilacak testler igin yeterince hlcre olmadi§i saptanmistir. Bunun Gzerine kltur
protokollnde degisiklige gidilmistir. Yapilan literatir arastirmasi sonucu tek hdcre
sUspansldyonu hazirlanmasi yerine mikroorgan kulturi hazirlanmasinin daha Iy
sonuglar verdidini gdsteren ¢aligmalar (Rustum YM., 1987) dogrultusunda bu protokol
adapte edilmig ve hucre Kkulturlerindeki canliik oraninin belirgin derecede arttig
izlenmistir. Bu amagla, hastalardan alinan tumé: dokulari PBS iginde yikandiktan sonra
1 mm3 boyutlarinda ufak pargalara ayrildiktan sonra bunlar doku kaltar plaklarina
yerlestirilmis ve yaklagik 5 dakika sure ile doku parcalarinin tabana yapismasi
beklenmis ve ardindan 2.5 ml kGltar solisyonu arizina eklenmistir. Bu islemi takip eden
48 saat boyunca tumérin yerinden ayriimasini éngeliemek amaci ile kultur plaklarina
hi¢ dokunulmamis ve hareket ettirimemistir. Bu sire sonunda tumoér hdacrelerinin

eksplanttan disari dogru ilerledigi ve monolayer halini aldigi ve bunlarin gogunun canl

oldugu saptanmistir (Sekil 1).
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SITOTOKSISITE TESTLERI

Kultar plaklarinin tabaninda monolayer haline gelmis kulturlerde, kisa sUreli bir
tripsinizasyon ile (%0.5 Trypsin/EDTA, 60 saniye) hlcreler yerlerinden ayriimis ve
kultar solusyonu ile yikanarak toplanmig, dahz soina <a, 24 kuyucuklu kaltur plaklarina
ner bir kuyuda 1 milyon hucre/ml olacak sgekilde yerlestiriimiglerdir. Kultirlerin 24.
saatinde degigik antineoplastik ilaglardan hazirlanan ve -200C da saklanan stok
cozeltilerden 5 pl kaltir ortamina ilave edilmistir. llaglarin stok ¢ézeltileri, kultire 5 pl
eklendiginde nihai yogunluk 5 ng/mi olacak sekilde PBS ile hazirlanmis ve kullanilana
kadar -20°C da saklanmistir..

Inkibasyonun 48. saatinde hucreler kuyucuklardan kisa sureli tripsinizasyon ile

toplanip trypan mavisi ile sitotoksisite testi ve LDH sitotoksisite testleri yapilmistir.

LAKTIK DEHIDROGENAZ KOLORIMETRIK TESTI (CytoTox 96™)

Antineoplastik ilaglari ile inkUbe edilen hucréle‘:t?ZSVO g de 4 dakika santrifje edildikten
sonra, 50 pl sUpernatan 96 kuyucuklu plaklara aktarimistir. Her bir kaltirden 3 ayri
6mek alinnarak gahgilmistir. Substrat karigimi kit ile birlikte gelen tampon ¢ézelti ile
sulandiriidiktan sonra bu soltsyonun 50 ul si 6rnenklerinn Uzerine ilave edilmis ve I1sik
gegirmeyen bir ortamda 30 dakika sure ile inkube edilmistir. Daha sonra émeklere 50!
reaksiyonu durdurma ¢ozeltisi eklenmis ve plaklar 490nm dalga boyunda otomatik bir
ELISA plak okuyucusunda okunmustur.

LDH ( CytoTox 96™ ) testinin genel kimyasal reaksiyonu asagidaki gibidir:

NAD" + laktat ™", pyruvate+NADH

NADH + INT 2% NAD" + formazan (kirmizi)

WS e s

]

o

L

[

e

-




Eide edilen veriler kullanilarak asagidaki formue

saptanmugtir:

% Sitotoksisite :  Tedavi grubu - Kontrol grubu
Kontrol grubu

TRYPAN MAVISI TESTI

Antineoplastik ilaglara kargi duyarlii§i de§erlendirmede kullanilan ikinci yontem trypan
mavisi testidir. Bu yéntem de tripsinizasyon ile toplanan hicreler 1:1 (v/v) oraninda
%0.4 Trypan mavisi solUsyonu ile karigtinimig vé b dk. inkUbasyondan sonra mikroskop
altinda incelenerek, boya tutmayan canli hicreler ile mavi boyanmig olan 8lG hicreler

sayilmig (Sekil 1a), mm® de 61U hiicre sayisi saptandiktan sonra sitotoksisite orani (%):

Tedavi grubu - Kontrol grubu X 100

Kontrol grubu
formiUlUne gore saptanmigtir.

Trypan mavisi testinin bizim sistemimizdeki gec;erli!igini saptamak amaci ile, bu
testin diger testler ile uyumlu olup olmadid aragtinimigtir. Bu ¢aligma igin hormona
direngli prostat kanseri hicrelerinden olusan PC3 i{}ucre kaltarieri kullaniimigtir. Hucre
kaltarleri rutin olarak, %1C fotal kalf serumu, L-Gluiamin (son kaensantrasyon 2mM ) ve

ahﬁbiyotikier (penislin/streptomisin) ilave edilmis RPMI 1640 (Sebak) besi yerinde

yapiimigtir. Besi yerlerinde %60-80 konfllen hale gelen hicreler, 12 kuyucuklu kaltlr
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plaklarina, her bir kuyuda 10° hiicre/ml olacak sekilde ekilmis ve 24 saat stre ile 37°C
da ve %5 CO, li ortamda inkUbe edilmiglerdir. Daha sonra bu kulturlere vinblastin,
verapamil ve diltiazem her biri 5 ng/ml nihai konsantrasyonda olacak sekilde ilave
edilmig ve inkUbasyona 24 ve 36 saat daha devam edilmigtir.

Trypan mavisi testi
Bu strenin sonunda htcreler kUltur ortamindan alinarak trypan mavisi testi ile canli ve

Olt hicre oranlari saptanmig, cytospin yontemi iie hazirlanan preparatiar hematoksilen

eosin boyasi ile boyanarak morfolojik yénden ortaya gikan degisiklikler apoptozis
agisindan degerlendirilmigtir. Ayrica akim sitometrisi ile hacreler incelenmistir.

Apoptozis

Apoptozis varligi daha onceden literatiirde bildirilen sekilde saptanmistir(Oberhammer
F., 1993). Kisaca su kriterlerin varli§i arastirlimigtir: 1) Hucre gekirdegi ve sitoplazmik
kondensasyon 2) Membranda duzensizlik 3) Apoptotik cisimcikler (hiicre membrani ile
saniimig cekirdek pargalari). Her bir grup igin ortalama olarak 400 hucre sayilmis ve
apoptotik indeks asagidaki formule gére hesaplanmistir.
Apoptotik indeks (%): 100 X (Toplam apoptotik niisio sayist ) / (Toplam hiicre sayis|)

AKim sitometrisi

Akim sitometrisi i¢in hlcreler fosfatla tampone edilmig izotonik bir soliisyon icinde
(PBS) yikandiktan sonra sirasiyla 14, 17, 22 numafa ignelerden gegirilerek mekanik

olarak pargalanmig, ardindan 30 um naylon suzgeclerden gecirilerek filtre edilerek

hicre gekirdekleri ayinimistir. Daha sonra % 0.5 pepsin ile inkibe edilen htcre

gekirdekleri PBS ile 2 kez yikanip oda isisinda 20 dakika sire ile % 0.1 lik RNAaz ile

inkiibe edilmiglerdir. ki kez daha PBS ile yikanan gekirdekler hipotonik Propidium lodid

ile 30 dakika sureyle inklbe edilmisierdir.
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Akim- sitometrisi Becton-Dickinson marka FACscan flow cytometer de 480 nm lazer
eksitasyonu ile gergeklesgtiriimistir. Sonuglarin degerlendiriimesi Cell F it 2.0 software
(Becton-Dickinson) ile yapimigtir,

Hlcrelerin proliferatif indeksi (Pl) asagidaki formile gére hesaplanmisgtir.

PI: 100 (S + Gz + M)/ (Go.s + S + G, +M)
Istatistiksel Degerlendirme

Verilerin istatistiksel olarak degerlendiriimesi Ki-kare , ANOVA, Oranlarin

Kargilatirimasi ve lineer regresyon testleri ile yapiimigtir.
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BULGULAR

Hastalardan kiltir sonuglari basarih bulunarak testleri yapilaniara ait
demografik ¢zellikler tablo 1 de, girisim sonucu elde edilen tumér materyallerine ait
patolojik bulgular tablo 2 de verilmistir. Hasta gmbmda ortalama izlem suresi 6.4 ay

olup en kisa izlem 1 ay, en uzun izlem sUresi ise 18 aydir.

Trypan mavisi testinin gegerliliginin saptanmas; A 7 7
PC3 hcre kulturlerinde Vinblastin tedavisini taksbers hucre erin proi feratf indeksinde
24. belirgin bir artig saptanmig (kontrol grubu %'43;1‘\;&3 grubu %79.1) ancak bunur 3B
saatte dramatik bir azalma izlemistir (kontrol grubu %54.9, vib grubu %17.8). KKB lerin
ortama eklenmesi ile 24 saat sonunda P| %60.8 (verapamil +vib) "v'er %686 (diltiazem
+vib) olarak saptanmistir. GO/G1 fazindaki hﬁéréwin bram 24 saatte kcmtroi grubu igin '
%56.9, vib grubu igin %20.9 ve kais:yum kanal Dblokeri eklenen kuiturier icin de %39 8
(verapamil) ve %31.4 (diltiazem) olarak buiunmus;tur, Vinbiastinh kultarlere KKB ierm'
eklenmesi ile 36. saatte Pl verapamil ile %17.8 den %97.2 e ve diltiazem ile %93.1 e
yukselmigtir (Tablo 3, Sekil 2,). G0/G1 fazinda bulunan hucre oranlan bu dénemde
kontrol grubu igin %45.1, vib grubu igin %82.1 ve kalsiyum kanal blokerleri igin %2.9
(verapamil) ve %7 (diltiazem) olarak saptanmistir. Hﬁcreierin histomorfalojik olarak
degerlendirilmesi sonucu bu dénemde vib ile karsilasan hiicrelerin %44.4 nin apoptotik
oldugu ve trypan mavisi ile bu grupta 610 hiicre oraninin %26.1 oldugu saptanm:stir
(kontrol grubu %12.1 apoptozis ve %8.7 trypan mavisi ). Ayni dénemde apoptonk
indeks verapamil ve diltiazem ilave edilen kunurierde sirasiyla 2 %18.3 ve %17.8 olarak
bulunmustur (vib grubu ile kargiastiriidiinda p < 0.001 ). Ayni grugiafda ?rypan mavisi

ile hiicre olum yuzdeleri sirasiyla % 9.6 ve 7 olarak saptanmigtir (Tablo 4, $ kil ;
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Kilttr ortamina hématepoieﬁk koloni stimié:an faktorlerin (Granulocyte Coleny
Stimulating Factor ve Granulocyte-Macrophage Colony Sﬁmuia.’:ing Factor) ek}enmesi
ile KKB ler ile elde edilenlere ¢ok yékm veriler side edilmistir (Tablo 3,4).'Bu calisma
sonuglarina gore, vinblastin tedavisi ile 24. sa@*ie ortaya ¢ikan ve metafaz dncesi bir
yidilmay: isaret eden S ve G2+M fazi hticre or’éhmdaki artis hucrelerin apoptozis ile 7
6lumd sonucu 36. saatte yerini bUylk oranda G1 safhasindaki duragan rha:}crexere
birakmakadir (kontrol grubu % 45.1, vib grubu % 82.1). Apoptotik indeks bu asamada
kontrol grubunun yaklasik 4 katina ¢ikmakta ve bu olay Pl de g;ok belirgin derecede
bir azalma ile birlikte gérﬁ!maktedir. Ayni korrelasyon trypan mavisi testi sonucunda
saptanan hicre 6lam ylzdeleri ile de gérﬂimektedir, Bu test sonucunda vib grub'unda
hicrelerde &lum yuzdesi kontrol grubunun 3 katmé ¢ikmaktadir (kontrol %8.7, vib
%26.1). PC3 hucre kulturlerine vinblastin ile biriikié verapamil yada'diitiazsm eklenmesi
Ozellikle 36. saatte hicrelerin prolriferatif indekslerini bayﬂk olgude artirmaktadir (
verapamil %97.2 ve diltiazem %93.1). Ayﬂca bu‘”aegi§ikli§eapopmtik indeks ve trypan
mavisi testinde hticre 6lUm yuzdelerinde be%irgin)derecede blr dusus eslik etmektedir
(Tablo 4) . Séz konusu bulgular, trypan maviéi ;éstinin, in vitro bir sistem icerisinde,

degisik tedavilere hucrelerin verdigi viabilite yanitini belirlemede diger téstierr ile

i

tamamen uyum igerisinde oldugunu géstermistir.

Trypan mavisi testi (Hasta grubu)
Elde edilen timér dokularindan hazirlanan kulturierin %63.3 G (19/30) basarihi ﬁffﬁiﬁ?

yeterli hiicre goJalmasi elde edilmistir. Basarisiz olan yada hucre ¢ogalmasi zg

s

dizeye ulagmayan 11 kultdr ilk yapzlah ve tsk hiicre suspansiychu teknig

gergeklestirilen kulturlerdir. Yéntemde sonradan'yapﬂan degigiklikler ile kisa su

14 gan) hacre kaltarleri basarili bir sekilde gerceklestiriimis ve sitotoksisite testlen
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yeterli hicre sayisina rahathkla ulagilmistir. Trypan mavisi testi ile yapilan sitotoksisite
testlerinin degigik ilaglar ve ilag gruplan ile elde edilen sonug,ian tablo 5 de
gosterilmistir. Antineoplastik ilaglarin kombinasyonu etkinligi belirgin sekilde arttirmis
ve en ylksek sitotcksisiie orani Cisplatin-Methotrexate-Vinblastin kombinasyonu ile
elde edilmigtir. Tek tek ilaglar géz énune alindiginda en yﬁksek etkinlik Cis-platin ve
Methtotrexate ile elde edilmis (sirasiyla %46 ve %57.7 sitotoksisite) ve bu iki ilag

etkinligi arasinda istatistiksel olarak bir fark bulunmam:gt:r (p = 0.79, ANOVA)

LDH testi (Hasta grubu) |

Bu test ile gergeklestirilen sitotoksiste gaisgrﬁfa'/iiérmm sonugiam tablo 6 da verilmistir.
Benzer gekilde en etkili sonug Cis-piatin-Methoirexaté-Viﬂbiastrih 'kcmb%nasyonﬁ ile
elde edilmis ( %55 sitotoksisite), bunu tek basina Cisr-p'{atin ve Methotrexate izlemistir
(% 29 ve %27, p = 0.85). Trypan mavisi testi iie; LDH iéstinin birbirleri iié olan uyurﬁu
arasgtinldidinda hastalarda her iki teste ait sonuclarin anlamls dereceder ruyumiureidugg

goralmustur (p < 0.05, Tablo 7, Sekil 4),

Galigma grubunda toplam 9 haSiéﬁé (%47.4) 1 veya daha fazla ilaca karsn direnc
saptanmigtir (hig sitotoksisite gérllimemesi). Bunlardan iki hastada kullanilan 5 ilaca
karg! direng gortimis, 3 hastada 2 ilaca karsi, émsxada isertek bir ilaca karsi direng
oldugu saptanmustir. llaglar tek tek incetendigihde, Cié-piaﬁn e kars,rS hastada (%15.8),
Methotrexat a kargi 6 hastada (%31.6), Vinblastin e karsi 7 hastada (%36.8), Epirubicin
e kargi 2 hastada (%10.5) ve Adriamycin é kar!;in hastada (%10.5) direng oldugdu
gorulmUgtlr. Hastalar yGzeyel ve ileri evre tumér varhigina gbre smiﬂandmld%gmda ileri

evre tUmord olan hastalarin timinde (%100) en az bir ilaca karsi direncin bulundudu,

18
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buna karsin yuzeyel tﬁmﬁri&hasta*arda ayni durl»inun 5 hastada (%33.3) géruldigu
saptanmigtir. Bu farklihik istatistiksel olarak aniémii'bqfunmu§tur {p < 0.005).

YGzeyel tUméru bulunan hasta Qrubun’da 1 has%ééa (%6.6) nuks gorulmus, ileri evre
tumora olan hastalardan bir tanesi (%25) tumor progresyonu ve metastazlar nedeniyle
4 aylik izlem sonucunda exitus olmustur. lleri evre timer grubunda diger 3 hastadan 2
tanesi (%50) halen hastalikhi olarak yagama&i&iifr{ar. Bur}iardan, bir tanesi radikal
radyoterapi dideri radikal sistektomi ile tedavi edilmigtir. S6z konusu bu 3 hastadan 2
tanesinde (%50) en az 1 illaca kars! klturlerde diren¢ oldugu gﬁzlenmig{in Yuzeyel
mesane tumorll 15 hastadan su ana kadar yanizca 1 tanesinde niks gorulmus, éncak

bu hastanin kilturierinde ilaglara karsi direng saptanmamistir,
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TARTISMA

Ayni histolojik 6zelliklere sahip olmalarina kargin, bu ¢alisma sonuglarinin da
gosterdigi gibi bireysel olarak tumérler antineoplastik ilaglara farkli yanitlar
vermektedirier.

Kullanilan deneysel yéntem ne olursa olsun in vitro sitotoksisite testlerinin bazi
dezavantajlari vardir. Bunlardan birincisi kullanilan ilag yogunluklarinin standardize
olmamasidir. Hangi dozun klinik durumu en ideal bigimde yansitti§i kesin degildir.
lkincisi bu testlerin timaér i¢i ve tumérler arasi heterojeniteyi de@erlendirmede sinirli bir
yetenege sahip olmalaridir. Ugtncusi deneysel kogullarin tumér hucrelerinin fizyolojik
mikro-ortamlarini degisiklige ugratrak bir ¢esit seleksiyona neden olmalaridir ve bu
durumu kontrol etmek son derece guetar.

Sitotoksisite testlerinde kullanilan ilaglarin dozlarina bakildiginda, literaturde
bu konuda genis bir spektrum igerisinde uygulama yapildig) goértlmektedir (Tablo 8). Bu
g¢aligmada, belirli bir standardizasyon saglamak amac: ile batin ilagar igin 5 11g/ml nihai
konsantrasyonda kullaniimistir, Trypan mavisi testi ile elde edilen sonuclar, LDH
sitotoksiste sonuglar ile anlamli derecede korrelasyon gostermektedir (sekil 4). LDH
testinin avantaji bu yéntemin otomatize olmasi ve nisbeten kisa bir sure igerisinde
birden fazla hastaya ait sonuglarin elde edilebimesidir. Buna karsilik Trypan mavisi ile
hicrelerin sayilmasi son derece emek yogun bir ¢aligmadir. Ayrica bu yoéntemde,
degerlendirmeye ait subjektivite, farkls gozleincier iic az da olsa birbirinden farkl
sonuglarin ortaya gikmasina neden olabilmektedir, Ancak bu test 6zellikle Ulkemiz
kosullarinda LDH tesine gére daha ucuzdur.,

In vitro testler sirasinda ortaya ¢ikan en 6nemli zorluklardan bir tanesi kiltarde

yeterince hlcre ¢oJalmasinin her zaman mumkan olmamasidir. Von Hoff ve
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arkadaglarinin yaptigi bir calismada 168 hastadan elde edilen tumér materyalinden
ancak 75 tanesinde klonojenik testte bUylme saptanabilmis (%44.6), 93 tumérde
kUltarler basarisiz kalmigtir (von Hoff DD., 1991). Schadendorf ve arkadaslari malign
melanom tumdr dokularindan elde ettikleri kulturlerde yaptiklar ¢alismada 26 tumdrden
24 tanesinde yeterli gogalma saptamislardir (%92) (Schadendorf D., 1994). Bertelsen
ve arkadaglari 30 hastane ve 50 hekim tarafindan refere edilen 1500den fazla tumor
dokusunda gergeklestirdikleri klonojenik testlerde, yeterli hlicre ¢ogalmasini kulturlerin
%59 unda saglayabilmiglerdir (Bertelsen CA, 1984} Bizim ¢alismamizda da modifiye
metodla bagari orani %63.3 olarak bulunmustur. Gérulmektedir ki, in vivo olarak
kontrolsuz bir baylme potansiyeline sahip neoplastik hucreler, in vitro kosullarda bu
Ozelliklerini degistirmekte, ve oldukga frajil hucre topluluklari ha\iine gelmektedirler.
Bunun en 6nemli nedeni, in vivo ortamda var olan tumér olusturan ve destekleyen
kosullarin in vitro ortamda ayni sekilde saglanamamasidir. Ayrica in vitro kUltar
ortaminda belirli bir seleksiyon olup olmadi§i ve sonugta gogalan hicrelerin timérlerde
sik olarak karsgilagilan intrariméral heterojeniteyi ne dlgude yansitti§i da tartismahdir.
Tetrazolium tuzlarinin formazan krista!leriné dénusturuimesi esasina dayanan in
vitro ilag duyarhhk testleri farkli tumér 6mekleri igin kullaniimistir. Ancak mesane
tdmorlerinde bu g¢alismalar son derece azdir. ‘J‘.l'-f-‘seters ve arkadaslari ¢ocukluk g¢agi
I6semilerinde MTT testi ile vital boya atiim testleri arasinda son derece anlamli bir
korrelasyon oldugunu bildirmiglerdir (Pieters R., 1989). Hongo ve arkadaslar
tetrazolium esasli MTT testi ile akut lenfositik 16semi ve akut nonlenfoblastik 1&semi
vakalarinda in vitro ve in vivo ilag duyarhligini aragtirdiklari galismalarinda olgularinin
%74.4 Gnde dogru olarak etkili ilaci saptayabildiklerini ancak teste ait gergek negatif ve
6zgulltk degerlerinin nisbeten dusUk olmasi sebebiyle (%57.1 ve %36.4) etkili olmayan

ilaglarin saptanmasinin problem yarattigini bi'dirmislerdir (Hongo T., 1990) Klonojenik
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bir yontemle Bertelsen ve arkadaslari 1500 den fazla solid timér Gzerinde %30-86
arasinda degigen dogruluk oranlari saptamislardir ( Bertelsen C.A., 1984).

Bizim galismamizda her iki yontem arasinda belirgin bir korrelasyon olmasi
nedeniyle, bu testler antineoplastik ilaglarin. farki: tumérler Uzerindeki etkilerini
degerlendirmek amaciyla kullanilabilirler. Ancak in vitro olarak elde edilen cevaplarin
klinik uygulama sonuglarini ongérmede ne kadar etkili olabilecegini anlamak igin
hastalarin daha uzun sireli izlenmesi gerekmektedir. Bizim hasta populasyonumuzda
ortalama izlem sUresi, henuz risk altindaki hasta grubunda sonuglari vermek igin
yeterince zaman gegmedigini gdstermektedir. Daha uzun izlem ile tedavi niks ve
progresyon gosteren hasta sayisinda teorik olarak bir artis olmasi beklenmektedir.. Bu
biigiler elde edildikten sonra bu arastirmanin konusu olan testlerin klinik sonuglart ne
dogrulukta tahmin ettigini saptamak mimkin olacaktir, Yine de bu ¢aligmanin
verilerinden ortaya ¢ikan énemli bazi ipuglar vardir, Caligma grubundaki mesane
timérlerinde ilaglara kargi direng, tumér evrééi";?:;z:;akm iligkili géranmektedir lleri evre
timarlerin hepsinde en az bir ilaca kargi in vitro direng varken, bu oran yuzeyel
tamérler igin %30 civarindadir (p < 0.005). Bu gézlem, ileri evre mesane timérlerinde
her tarlG tedaviye ragmen neden hastalarin yaklagik olarak %50 sinin hastalida yenik
duslp hayatini kaybettigini, buna kargin yGzeyel tamérlerin genellikle intravezikal
tedaviye iyi yanit verdigini ve hastalarin ancak ufak bir kisminin ileri evre tumér haline
geldigini agiklamaya yardimci olabilir. .

Bu ¢alismanin en énemli sonuglarindan birisi Tlrkiye'de ilk defa dUzenli olarak
kisa dénem mesane tuméri kaltarlerinin bélgérlllf bir sekilde yapiimis olmasidir.
Yénteme iligkin modifikasyonlar ile basari sansinin arttinimis olmasi, mesane kanseri
ile ilgili olarak bundan sonra yapilacak c;ahg»mélar igin etkinligi gésterimis bir model

saglamasi agisindan son derece énemlidir.
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GERGEKLESTIRILEMEYEN GALISMALAR

llk proje 6nerisinde yer alan $'Cr serbest kalim testi, radyoaktif maddenin temininde
kargilagilan guglUkler ve radyoaktif maddenin taginmasi ve saklanmasinda ortaya
¢ikmasi muhtemel fizik sinirlamalar nedeniyle yapilamamistir. Bunun yerine, *'Cr testi
gibi radyoaktif metodlar kadar bagarili sonug veren, temel olarak ayni mekanizma
Gzerine kurulmus non-radyoaktif bir yontem olan MTT testinin esdegeri LDH

sitotoksisite testi kullaniimistir (Kotoh S., 1994).
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Tablo 1: Hastalara (Doku kuilturi sonuglari bagarili olanlar) ait demografik ¢zellikler

Yag(yil)

ortalama: 69
sinir (26-90)

cinsiyet

erkek hasta: 13
kadin hasta: 6

Tablo 2: Tumérlere ait histopatolojk degerlendirme sonuglari

Hastalar Evre Grade
NS T1 — 3
NA T1 3
IA T1 2
SZ T1 3
KO T1 2
BA T1 3
DT T1 2
BE T1 1
Z0 T3NxM2 3
KA T1 3
FS T1 3
MO T1 2
HS T1 2
FT T1 2
IG T1 3
NY T1 2
NS T3N2MO 3
MA T2 3
YC T2 3
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Tablo 3: PC3 hucre kulturierinde farkls ilaglarla 24 ve 36. saatlerde elde edilen proelde

edil
Proliferatif Indeks Proliferatif Indeks

(24. saat) (36.saat)
Kontrol ' 43.1 54.9
Vinblastin (vib) 79.1 17.8*
Vib+Verapamil 60.3 97.2
Vib+Diltiazem 68.6 a3.1
Vib+G-CSF 69.4 88.3
Vib+GM-CSF 80.2 87.5

Tablo 4: Trypan mavisi testi ve apoptotik indeks sonuglart

Trypan mavisi Apoptotik Indeks
Hucre 6lumi (%)

Kontrol 8.7 121
Vinblastin (vib) 26.1 e 44.4
Vib+Verapamil 9.6 18.3
Vib+Diltiazem 7.0 17.8
Vib+G-CSF 13.7 24.5
Vib+GM-CSF 16.8 16

28




TAG-0913

Tablo 5: Trypan mavisi ile sitotoksisite test sonuglari

ilag Adi % sitotoksisite
Cisplatinum (C) 46 + 18
Methotrexate (M) 57.7 £ 42
Vinblastin (V) 24997
CM™ 39.1 £ 22
CMV 74.4 + 34
Epirubicin (E) 30.1 £ 23
Adriamycin (A) 122110
M-VEC 47126
M-VAC 14+6.5

Tablo 6: LDH ile sitotoksisite sonuglar

% sitotoksisite

ilag Adi

Cisplatinum (C) 29+15
Methotrexate (M) 27 £13
Vinblastin (V) 5+ 20
CM 35118
CMmvV 55 + 28
Epirubicin (E) 7.56+3.0
Adriamycin (A) 7.56+26
M-VEC 64+ 27
M-VAC 8+38
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Tablo 7: Trypan mavisi testi ile LDH sitotoksisite testleri arasindaki uyumu saptamak

i¢in yapilan lineer regresyon analizi sonuglar,

%95 Guvenilirlik arahg:

alt sinir; 0.059

ust sinir: 0.19
Korrelasyon katsayisi (r): 0.51
F:14.42
p <0.005
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Mesane tumoru doku kultart. Yaklagik 1 mm gapindaki tumor adacigindan

Sekil 1

disari dodru yayilmakta olan tumér hicreleri etrafta bir monolayer olusturmaktadiriar.
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Sekil 1a

olarak boyanmaktadiriar.
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Sekil 2: PC3 hucre kulturlerinde 24. ve 36. saatlerde farkh tedavi gruplarinda elde

edilen sonuglar

%
100 -
80 4
80 A
70 4
80 4 T kontrol
Ovib
%1 Dzibweup
40 4 u vib+diit
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20 -
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Sekil 3: PC3 hticre kulturlerinde degisik tedaviler ecnucunda Trypan mavisi testi

sonuglan ve apoptotik indeksleri

%
45 — Okontrol
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Sekil 4: Trypan mavisi ve LDH sitotoksisite testlerine ait korrelasyon grafigi

Trypsn Blue
———ewe LA NGAr rOgression

P 3% Confidence Interval
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