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ORJINAL MAKALE

Aprepitantin Insan Glioblastoma

U87MG Hiicreleri iizerinde

Antiproliferatif ve Apoptotik Etkileri

Miris DIKMEN

0z

Glioblastoma multiforme, gliomalar arasinda en malign
ozellikte olup, gortilme siklig1 oldukga yiiksektir. Hizli ogalma,
beyin dokusuna invazyon ve migrasyon gibi agresif 6zelliklere
sahiptir. Bu nedenle son yillarda glioblastoma kemoterapisinde,
yeni tedavi hedeflerinin gelismesini f{izerine ¢aligmalar
yogunlasmustir. Substans P, norokinin-1 (SP/NK-1) reseptor
sistemi, kanser gelisimi ve kanser metastazinda 6nemli bir rol
oynamaktadir. Bu nedenle NK-1 reseptorleri, glioblastoma
tedavisinde ve NK-1 reseptor antagonistlerinin gelisiminde yeni
tedavi hedefleri arasinda yer almaktadir.

Bu c¢alismada, klinikte ~ozellikle kemoterapi sirasinda
antiemetik amagla kullanilan, bir NK-1 reseptor antagonisti
olan aprepitantin, insan malignant glioblastoma U87MG hiicre
hattinda antiproliferatif ve apoptotik etkileri arastirilmistir.
Calismada MTT yontemi ve gergek zamanli hiicre analiz sistemi
(RTCA DP) ile hiicre proliferasyon analizleri, anneksin V-PI
ve kaspaz 3 flow sitometri analizleri ile de apoptotik etkiler
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calistlmistir. MTT analizine gore aprepitantin konsantrasyon
ve zamana artismna bagli olarak U87MG hiicreleri tizerinde
sitotoksik etki yaptigi ve U87MG hiicre proliferasyonunu
azalttig1 gortulmistir. Gergek zamanli analiz sisteminden
elde edilen hiicre indeks degerlerine gore de, 50 uM ve tzeri
aprepitant konsantrasyonlarinda hiicre proliferasyonunun
azaldigi ve sirastyla IC, degerlerinin 24. saatte 76.9 uM, 48. saatte
62.5 UM ve 72. saatte de 59.2 uM olarak belirlenmistir. Flow
sitometri analiz sonuglarina gore aprepitantin 24. saatteki erken
ve ge¢ apoptotik etkisi konsantrasyon artisina bagl olarak artig
gostermistir. Ozellikle IC,, ve IC, aprepitant degerlerinde aktif
kaspaz-3 degeri kontrole gore, az da olsa artmistir. Sonug olarak
aprepitantin malignant glioblastoma U87MG hiicrelerinde
onemli antiproliferatif ve apoptotik etkileri belirlenmis olup,
NK-1 reseptor antagonistlerinin yeni bir terapotik hedef
olabilecegi diisiiniilmektedir.

Anahtar kelimeler: NK-1, aprepitant, U87MG, apoptoz,
antiproliferatif

GIRIS
Gliomalar beyin dokusundan kaynaklanan timorlerdir
ve histopatolojik olarak malignite dereceleri farklilik
gostermektedir. Diinya Saglik Orgiitii siniflamasina gore
glioblastoma multiforme (evre IV), gliomalar arasinda en
malign olani ve en sik goriilenidir. Hizli ¢ogalma, beyin
dokusuna invazyon, nekroz, anjiyogenez, mikrovaskiiler
proliferasyon ve

migrasyon gibi agresif oOzelliklerie

sahiptir. ~ Glioblastoma kemoterapisinde yeni tedavi
hedefleri gelistirmek i¢in son yillarda yogun arastirmalar
yapilmaktadir (1, 2). Astrositlerden orjin alan malignant
glial hiicrelerin olusturdugu beyin timorlerinde, hiicre
NK(Norokinin) reseptorleri, tasikininler (Substans P (SP)
ve norokinin A (NKA) gibi) tarafindan uyarilir. Hiicre ici
uyar1 mekanizmalar tetiklenir ve hiicrede bagta sitokinler
olmak {izere gesitli araci molekiller salgilanarak, hiicre

proliferasyonu gerceklesir. Bircok in vivo ve in vitro
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¢aligmada SP’nin insan gliomalarinda tetikleyici bir roli
oldugu ve dolayisiyla timér progresyonun devamliliginin
saglanmasinda etkili oldugu bildirilmistir (1, 3).

SP/NK-1
metastazinda 6nemli bir role sahiptir. Bazi ¢alismalarda,
NK-1

etkilerinin olabilecegi rapor edilmistir (4). SP, hem santral

reseptor sistemi kanser gelisimi ve kanser

reseptor  antagonistlerinin,  antikanserojenik
hem de periferal sinir sisteminde dagilim gosterir ve
(NK-1)

islevlerini baglatmaktadir (5). Ozellikle tiimér hiicrelerinde

norokinin-1 reseptoriine baglanarak hiicresel
SP ve NK-1 reseptorleri fazla eksprese olmaktadir. Normal
hiicrelerde eksprese edilen NK-1 reseptér sayisi, tiimor
hticreleri tarafindan eksprese edilenden daha duastiktir (6).
SP, spesifik norokinin-1 (NK-1) reseptoriine baglaninca,
timor hiicrelerinin proliferasyonu, anjiyogenezi, invazyonu
ve metastazi gibi kanserle iligkili hiicre i¢i bir¢ok biyolojik
olaylar1 tetiklenmektedir (7-9). Buna kargsilik, NK-1 reseptor
antogonistlerinin, spesifik  reseptorlerine  baglanmasi
sonucunda da, timor hiicre proliferasyonu ve hiicre
migrasyonu inhibe ettigi bilinmektedir. Bu nedenle NK-1
reseptorleri kanser hiicrelerinin tedavisinde ve kullanilacak
yeni NK-1 reseptor antagonistlerinin gelisiminde yeni bir
hedef olarak goriilmektedir (7) .

Aprepitant olarak da bilinen ve bir NK-1 antagonisti olan
MK-869, klinikte antiemetik bir ilag olarak kullanilmaktadir
(10). Aprepitant, selektif ve yiiksek afiniteli NK-1 reseptor
antagonistidir (11). Aprepitant FDA tarafindan, yiiksek
doz sisplatin dahil yiiksek diizeyde emetojenik (kusmaya
neden olan) kanser kemoterapisi uygulanan hastalarda,
kemoterapiye bagli akut ve ge¢ kusma durumlar1 igin,
bir kortikosteroid ve bir 5-HT3 antagonisti ile kombine
kullanilmaktadir. Aprepitant kan-beyin engelini asarak,
beyin dokusundaki NK-1 reseptorlerine sellektif olarak
baglanir (12).

NK-1 reseptor antagonisti L-733,060 (piperidin tiirevi)nin
SP yi inhibe ederek, kanser hiicrelerinden yiiksek oranda
eksprese edilen NK-1 reseptoriniin metastatik etkilerini
inhibe ettigi bildirilmistir (13). Son zamanlarda SP/NK-1
reseptoriiniin meme kanserinin niiks etmesiyle iligkili
olabilecegi de a¢iklanmustir (6). L-733,060" ve L-732,138
gibi NK-1 reseptor antagonistlerinin, insan melonoma,
noroblastoma, glioma, retinoblastoma, pankreas, larinks,
mide ve kolon gibi kanser hiicre hatlarinda antitimor aktivite
gosterdigi de rapor edilmistir (10).

Kanser tedavisinde NK-1 reseptoriiniin patofizyolojik

onemini daha iyi anlamak igin, NK-1 reseptorlerine
son derece secici agonist ve antagonistlerinin gelisimi
Onem tasimaktadir. Biz de bu ¢aligmada, klinikte kanser
kemoterapisinde goriilen bulant1 ve kusmalarin 6nlenmesi
amactyla kullanilan bir NK-1 reseptor antogonisti olan
aprepitantin, insan glioma U87MG hiicreleri {izerinde
antiproliferatif ve apoptotik etkilerini aragtirmayr amagladik.

YONTEMLER
Hiicrelerinin Kiiltiir Ortaminda Cogaltilmasi

U87MG (glioblastoma; astrocytoma) hiicre hatti, HTB-14"
kodu ile ATCC (AmericanType Cell Culture) Amerika Hiicre
Bankasr'ndan temin edilmistir. Insan U87MG hiicre hatt,
astrositoma hiicre kaynakly, epitel kokenli bir glioblastomadir,
IV evre ozelliginde olup malignant karakterdedir. US7MG
hiicreleri, % 10 fotal sigir serumu, % 1 penisilin-streptomisin,
% 1 L-glutamin, Eagle’s Minimum Essential Medium iceren
ozel besiyerinde % 5 CO,’li etiivde 37°Cde kiiltiir ortaminda
¢ogaltilmistir. Cogaltilan hiicrelerin bir kismi, stoklanarak
proje ¢aligmasinin sonraki deneylerinde kullanilmistir.

MTT Yontemi ile Sitotoksisitenin Belirlenmesi

Bu yontem in vitro kosullarda hiicre metabolizmasini,

canliligi  ve sitotoksisiteyi Ol¢mek i¢in  uygulanan
kantitatif kolorimetrik bir yontemdir. Bu yontem, canli
hiicrelerdeki mitokondriyal dehidrogenaz enzim aktivitesine
dayanmaktadir. Hiicrelerin MTT (3-(4,5-dimetiltiyazol-2-
il)-2,5-difenil tetrazolyum bromiir) indirgeme 6zelligi, hiicre
canliliginin olgiiti olarak alinir ve MTT analizi sonucunda
elde edilen boya yogunlugu, canli hiicre sayisiyla korelasyon

gosterir (14-16).

Hiicreler cedex cihazinda sayilmis ve 96 kuyucuklu plakalara
her bir kuyucukta 5.000 hiicre olacak sekilde besiyeri ortamina
ekilmis, yapismalari i¢in inkiibasyona birakilmistir. DMSOda
¢oziilerek hazirlanmis olan aprepitant stok soliisyonundan,
hiicre kiltiir besiyeri i¢inde gerekli seyreltmeler yapilarak
aprepitantin ¢aliyjma konsansantrasyonlar1 (3.12, 6.25,
12.5, 25, 50, 100, 200 ve 300 uM) hazirlanmis ve hiicreler
tizerine uygulanmistir. Kontrol grubundaki hiicrelere de %
0.1 oraninda DMSO igeren besiyeri uygulanmistir. Daha
sonra plakalar 24 ve 48 saatlik inkiibasyonlara birakilmistir.
Her bir inkiibasyon siiresi sonunda, hazirlanan MTT
galisma soliisyonundan (0.5 mg/mL), plakalarin her bir
kuyucuguna 10 pl ilave edilmis ve plakalar 3-4 saat 37°C lik
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etiivde inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonunda her
kuyucuga ¢oziicti olarak 100 pL DMSO konulmustur ve 540
nm dalga boyunda ELIZA cihazinda absorbans degerleri, her
bir grupta 8 kuyucuk olacak sekilde okunmustur. Elde edilen
absorbans degerleri, hiicrelerin metabolik aktivitelerini verir
ve bu deger de yasayan hiicre sayisi ile iligkilendirilmistir.
Sonuglar asagidaki canlilik formiliine gore hesaplanip %
olarak belirlenmistir.

Ornegin absorbans degeri
94 Canlilik = — — x 100
Kontroliin absorbans degeri

Istatistiksel Analiz: Orneklere ait MTT absorbans degerleri
(n=8), % canlilik degerleri olarak hesaplanmistir. Orneklerin
% hiicre canlilik degerleri kullanilarak SPSS 15 (Statistic
Program for Social and Science) yazilim programinda,
kontroliin hiicre canliligi % 100 kabul edilerek gruplarin
% canlilik degerleri ‘ortalama + S.D (Standart Sapma)’
hesaplanmis ve sonuglar tek yonli ANOVA ve post hoc
olarak Tukey s’b testi ile analiz edilmistir. Anlamlilik
degerleri; p>0.05 fark yok, p<0.05* fark var, p<0.01** 6nemli
derecede fark var, p<0.001*** ¢ok 6nemli derecede fark var
olarak degerlendirilmistir.

Ger¢ek Zamanh Hiicre Analiz Sisteminde (RTCA DP)
Antiproliferatif Etkilerinin Arastirilmasi

Gergek Zamanl Hiicre Analiz Sistemi (RTCA DP, Roche),
elektriksel empedans olgerek hiicre canlhiligini tespit eder
ve giinlerce, istenilen araliklarla bu 6l¢timii devam ettirerek
gercek zamanli veriler olusturur. Ol¢iimiin gerceklesmesi igin,
hiicrelerin, altin elektrot kapli hiicre kiiltiirii kabinin (E-plaka)
tabanina tutunabilmesi gerekmektedir. E-plakadan sistem
tarafindan alian degerler, literatiirde kabul edilen birimsiz
‘hiicre indeks (cell index (CI))” degeri olarak hesaplanir. Bu
deger, hiicreler E-plakanin tabanini kaplayip c¢ogaldik¢a
verilen elektriksel yanitla paralel olarak artar (17, 18).

Ger¢ek zamanli hiicre analiz sisteminde (RTCA DP)
uygulanacak olan aprepitant konsantrasyonlari, 6n tarama
testimiz olan MTT yontemi ile belirlenmistir. Ger¢ek zamanh
hiticre analiz sisteminde aprepitantin 12.5, 25, 50, 75, 100, 200
uMkonsanrasyonlarinin U87MGhiicrelerindeantiproliferatif
etkileri ¢alisilmigtir. Proliferasyon ¢aligmasinda altin elektrot
kapli E-plakalar kullanilmistir. Sayimi yapilan U87MG
hiicreleri her bir E-plaka kuyucuguna 100 pL besiyeri
icinde 10.000 hiicre ekilmis ve plakalar daha sonra RTCA
DP cihazina yerlestirilmis ve saatte 1 6l¢iim alacak sekilde

cihaz programlandiktan sonra deney baglatilmistir. U87MG
hiicreleri belirli bir hiicre indeks degerine ulasinca hiicre-
besiyeri karigimindan 100 pL ¢ekilip atilmistir ve taze
hazirlanan aprepitant konsantrasyonlar: (12.5, 25, 50, 75,
100, 200 uM) E-plaka kuyucuklarina 100 uL medyum iginde
uygulanmustir. E-plakalar cihaza yerlestirilmis ve program
kaldig1 yerden devam ettirilmistir. 72 saat sonra RTCA DP
ile elde edilen hiicre indeks degerlerine gore, aprepitant icin
IC,, degerleri RTCA DP Software 1.2.1 programi kullanilarak

hesaplanmustir.

Akim Sitometride Annexin V-PI Yontemi ile Apoptotik
Etkinin Belirlenmesi

Bu yontem, saglikl hiicre zarlarinin i¢ kisminda bulunan

fosfatidilserinin, —apoptotik hiicrelerde hiicre zarinda
meydana gelen degisiklikler ile birlikte hiicrenin dig kismina
¢tkmasi temeline dayanir. Bu yer degistirme hiicre membran
biitiinliigiiniin bozulmadig: apoptotik hiicre 6liimiiniin erken
doneml restispanse edilerek tizerine 10 uL antikor (PE Rabbit
Antikaspaz- erinde meydana gelir. Annexin V, hiicrenin dis
yiizeyine yerlesen fosfatidilserine baglanabilen bir protein
oldugu icin, floresan bir madde (FITC gibi) ile isaretlenerek
getirilebilir (19- 22).

Propidyum iyodiir (PI) ise, DNA ya da ¢ift sarmalli RNA’ ya

apoptotik hiicre goriintir hale
baglandigindan, membran yapis1 bozulmus ge¢ apoptotik ve
nekrotik hiicrelerin tespitinde kullanilmaktadir (23). Annexin
V-FITC (green fluorescence) ve non-vital boya olan propidium
iodide (red fluorescence) ile ayni zamanda boyanan hiicreler,
canl hiicreler ([Annexin V - /PI -]), erken apoptotik hiicreler
([Annexin V+/ PI -]), ge¢ apoptotik hiicreler ([Annexin V+ /
PI +]) ve nekrotik hiicrelerin ([Annexin V- /PI +]) birbirinden

ayirt edilmesine izin verir (21).

Apoptotik etki, Annexin V-FITC Apoptosis Detection Kit
(Katolog no: 556547, BD) ve protokoliine gore calistimistir.
U87MG hiicreleri besiyeri ortaminda, 37°Cde %5 CO,
inkiibatoriinde kiiltiire edilmistir. Hiicrelerin yeterince
gogalmasi beklendikten sonra hiicre sayimi yapilarak
hiicreler, 6 kuyucuklu plakalara her bir kuyucukta 1x10° hiicre
olacak sekilde besiyeri ortaminda ekilmistir ve yapigmalari
icin 24 saat inkiibasyona birakilmistir. Gergek Zamanli
Hiicre Analiz Sistemi (RTCA DP) testinin sonuglarina gore
secilen aprepitant konsantrasyonlar1 (IC,.:38.5 uM, IC,:77
uM ve IC: 115.5 uM) hazirlanmis ve hiicreler iizerine
uygulanmistir. Kontrol grubundaki hiicrelere de % 0.1

oraninda DMSO igeren besiyeri uygulanmistir. Daha sonra
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plakalar 24 saatlik inkiibasyonlara birakilmustir. Inkiibasyon
sonunda her bir 6’lik kuyucuktaki hiicreler kaldirilarak
1200 rpmde 5 dakika santrifiij edilmis ve supernatant
uzaklastirilmistir. Hiicre peleti 2 ml soguk PBS ile 2 kez
ytkanmustir. Son yikamadan sonra kalan pellet 100 uL PBS
ile resuspanse edilerek flow tiipiine aktarilmig, iizerine 5
uL Annexin V ve 3 uL PI ilave edilmistir. Oda sicakliginda
ve karanlikta 20 dakika inkiibasyona birakilan tiplerin
inkiibasyon sonunda 250 pL “Annexin V baglama tamponu”
eklenerek 30 dakika i¢inde akim sitometri cihazinda (FACS
Aria FACS Aria flow cytometer, BD) okumasi yapilmistir ve
analizi icin FACSDiva Versiyon 6.1.1. Software kullanilmigtir
(16,24).

Akim Sitometride Kaspaz-3 Aktivasyonu ile Apoptotik
Etkinin Belirlenmesi

Kaspazlar gerek 6liim reseptorleri yolu, gerekse mitokondriyal
apoptozda rol alan proteazlardir (25). Kaspaz-3, apoptoz
mekanizmasinin tamamlanma fazinda yer alan ve apoptozun
sonlandirilmasindan sorumlu (sonlandirict) kaspazlardan
biridir. Kaspaz-3 hem digsal apoptotik yolak iizerinden,
hem de i¢sel (mitokondriyal) apoptotik yolak {izerinden
aktiflesebilir. Kaspaz-3, kromatin kondensasyonundan, DNA
fragmentasyonundan ve hiicre iskeletine ait proteinlerin
yikimindan sorumludur Bu nedenle bir hiicrede kaspaz-3
enzim aktivitesinin belirlenmesi, o hiicrenin apoptoza
gittiginin en 6nemli kanitlarindan biridir (26).

Kit igeriginde kullanilan soliisyonlar ile (Cytofix/Cytoperm)
hiicreler dnce gegirgen hale getirilmis ve daha sonra PE
Rabbit Anti-Aktif kaspaz-3 ile boyanarak akim sitometri
cihazinda FACSDiva Versiyon 6.1.1. Software kullanilarak
analizi yapilmis ve aktif kaspaz-3 yiizdeleri belirlenmistir.

Kaspaz-3 aktivasyonun belirlenmesinde PE Active Caspase-3
Apoptosis Kiti (Katalog No: 550914, BD) kullanilmigtir.
U87MG hiicreleri 1 x10° hiicre/mL yogunlugunda olacak
sekilde 6 kuyucuklu plakalara ekilmistir. ~ Hiicreler
aprepitant konsantrasyonlar1 (IC,.:38.5 uM, IC,:77 uM
ve IC: 115.5 uM) ile 24 saat inkiibasyona birakilmustir.
Inkiibasyon siiresi sonunda her bir 6’lik kuyucuktaki
hiicreler kaldirilarak 1200 rpmde 5 dakika satrifiij edilmis
ve siipernatant uzaklagtirilmistir. Hiicre peleti soguk PBS ile
2 kez yikanmustir. Son yikamadan sonra tiiplerin tizerindeki
stipernatant dokiilmiis ve pelletin iizerine fiksasyon ve
hiicrelerin gegirgenligini saglamak igin, 500 pL cytofix/
cytoperm ¢ozeltisi ilave edilerek 20 dk buzun iginde
bekletilmistir. Bu siirenin sonunda 1200 rpm de 5 dk santrifiij

yapilmis ve pellet 2 kez 500 uL “perm wash” ile yikanmustir.
Son yikamadan sonra hiicre pelleti 50 pL perm wash ile
reslispanse edilerek iizerine 10 pL antibody (PE Rabbit Anti-
kaspaz-3) eklenmis ve 30 dk oda 1sisinda inkiibe edilmistir.
Inkiibasyon siiresi sonunda her bir tiipe 1000 uL perm wash
ilave edilerek santrifiij edilmistir. Santrifiij sonunda pellet
350 pL perm wash ile flow tiiptine aktarilarak akim sitometri
cihazinda analiz edilmistir (16, 24).

Akridin Turuncusu (Akridine Orange) Floresan Boya ile
Apoptotik Hiicrelerin Morfolojik Incelenmesi

NK-1 reseptér antagonisti olan aprepitantin apoptotik
etkisini mikroskobik diizeyde arastirmak icin akridin
turuncusu ile boyama yontemi kullanilmistir Bunun igin;
U87MG glioma hiicreleri kiiltiir ortaminda coverslipler
tizerine kiiltiire edilmistir. 24 saat sonra U87MG hiicrelerine
aprepitant konsantrasyonlar1 (38.5, 77 ve 115.5 uM) ile 24
saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonunda hiicreler PBS
ile ytkanmis ve %70’lik etanol ile 30 dakika fikse edilmistir.
PBS ile yikamay: takiben hiicreler, akridin turuncusu (AO)
(10mg/mL) (Sigma), boyasi ile 37 °Cde 10 dakika karanlikta
inkiibe edilmistir. Daha sonra boya uzaklastirilarak hiicreler
PBS ile yikanmis ve hiicrelerin floresan mikroskobunda
(Leica DM300) goriintiilenerek fotograflar1 ¢ekilmistir (27).

BULGULAR ve TARTISMA
MTT Yontemi ile Sitotoksisitenin Degerlendirilmesi

Sekil 1'de goriildugi gibi, insan glioblastoma U87MG hiicre
hatt1 tizerinde kontrole gore, aprepitantin konsantrasyon
ve zamana bagli olarak sitotoksik etki yaptigi, hiicre
proliferasyonunun azaldigi goriilmiistir. Kontrole gore %
hiicre canlik degerleri, aprepitant konsantrasyon artis sirasina
gore 24. saatte 85.02,%77.71,%76.18,%73.42,%63.79, %52.21,
%42.64, %42.57; 48. saatte de %71.36 %69.48 %71.16 %56.91,
%49.39, %40.68, %32.71, %32.85 olarak belirlenmistir.
Munoz ve arkadaglar1 farkli hiicrelerin kullanildig: bir
¢alismada, aprepitantin (5-80 pM konsantrasyon araliginda)
MG-63 (insan osteosarkoma), HEK293 (insan ebriyonik
bobrek), GAMPK (insan glioblastonma) ve MRC-5 (insan
akciger fibroblast) hiicrelerinde proliferasyonu azaltici etkisi
MTS sitotoksisite yontemi ile belirlenmistir (28). Munoz ve
arkadaslar1 H-69 kii¢iik hiicreli akciger kanseri ve COR-123
kiigiik hiicreli olmayan akciger kanseri hiicrelerinde
de, norokinin-1 reseptdr antagonistlerinden aprepitant,
L-733,06 ve L-732,138’in antiproliferatif ve apoptotik etkileri
oldugunu agiklamiglardir (29).
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hiicrelerinde MTT absorbans sonuglarina gére 24 ve 48. saat %
hiicre canlilik grafigi ve istatistiksel olarak degerlendirilmesi
(Kontrol: medyum i¢inde % 0.1 DMSO, n:8, ortalama * S.D,
P<0,001%%).

Gergek Zamanli Hiicre Analiz Sisteminde (RTCA DP)
Antiproliferatif Etkinin Degerlendirilmesi

Gergek zamanl olarak (RTCA-DP, Roche) sisteminde, MTT
yontemine gore belirledigimiz aprepitant konsantrasyonlar:
(12.5, 25, 50, 75, 100, 200 pM), U87MG hiicrelerine
indeks
degerlerine gore, bilgisayar baglantili sistemle es zamanh
olarak izlenmistir (Sekil 2). Aprepitantin U87MG hiicreleri
uizerindeki IC,, degerleri zamana bagli olarak (24, 48

uygulanmis ve hiicre proliferasyonlar:, hiicre

ve 72. saatlerde) hiicre indeks grafigi analiz sistemi ile
hesaplanmustir (Sekil 3).

=250

=125 M

' Kontrol
s DM SO-KONETOI
™= 50 yM

Coll index

R T

1 00UM
2000
Mmedyum

] 100 n n L) ] 0 m 0o

Time (in Hou)

Sekil2.RTCA-DPsistemindeaprepitantkonsantrasyonlarinin
U87MG hiicre etkileri. (RTCA-DP
sisteminde proliferasyon egrileri saatte bir alman hiicre

proliferasyonuna

indeks degerlerine gore monitorize edilmistir).

izerine 24, 48 ve 72. saatlerdeki hiicre indeks degerlerine
gore IC, ~degerlerinin hesaplandigi konsantrasyon-cevap
egrileri (IC,, degerleri RTCA-DP sisteminde variable slope
degerine gore analiz edilmistir).

RTCA DP ile elde edilen hiicre indeks degerlerine gore 12.5
ve 25 uM disiik aprepitant konsantrasyonlarinda, kontrole
gore hiicre proliferasyonlarinda bir miktar artis oldugu,
ancak 50 pM ve tlizeri aprepitant konsantrasyonlarinda ise
zamana bagli olarak hiicre proliferasyonlarmin azaldig
gortlmektedir. Sekil 3’te U87MG hiicreleri iizerinde 24,
48 ve 72. Saatlerdeki aprepitant IC  degerleri analizleri
verilmigtir. Aprepitantin U87MG hiicreleri tizerinde 24.
saatteki IC, degeri: 76.9 uM, 48. saatteki IC_ degeri: 62.5 uM
ve 72. saatteki IC,, degeri ise; 59.2 uM olarak hiicre indeks
grafigine gore cihazin analiz sistemi ile hesaplanmigtir.
Bizim calismamizda aprepitantin glioma U87MG hiicreleri
tizerinde antiproliferatif etkilerinin ger¢ek zamanli analiz
sisteminde degerlendirildigi ilk ¢caligmadir.

Son yillarda yapilan bir ¢aliimada GAMG glioma hiicre
dizisi tuzerinde, aprepitantin sitotoksik etkisi tek bagina
%7, antiviral ila¢ olan ritonavir ve temozolamit ile
kombine uygulanmasi sonrasinda sirasi ile %34 ve %19,
temozolamit+ritonavir+aprepitant uygulamasindan sonra da
%?78 sitotoksik etki yaptig1 belirlenmistir. Ozellikle bu sonucun
ritonavir ve aprepitant arasindaki sinerjik etkiden oldugu
rapor edilmistir (30). Ayrica beyin tiimoérii in vivo modelinde
de, 3 mg/kg/giin dozundaki aprepitantin beyin tiiméri
cevresindeki 6demi iyilestirdigi a¢iklanmistir (31). Meme
kanser hiicreleri ile yapilan bagka bir ¢calismada da aprepitantin
farkli meme kanser hiicreleri olan BT-474, MCF-7 and MDA-
MB-468 ve MT-3 iizerinde IC,  konsantrasyonunun 10-60
uM arasinda degistigi ve kanser hiicreleri {izerinde 6nemli
sitotoksik etki yaptig1 agiklanmustir (32).
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Akim Sitometride Annexin V-PI Yontemi ile Apoptotik
Etkinin Degerlendirilmesi

Flow sitometride apoptoz ¢aligmalarinda da aprepitantin 24.
Saatte ki IC | konsantrasyonuna gore aligilmis ve 24. saatte
ki IC,  degeri olan 76.9 uM (yaklasik hesaplanan 77 pM)
kullamilmugtir. Bu degere gore de IC ; 38.5 uM ve IC_; 115.5
uM olarak hesaplanmustir. U87-MG hiicrelerinde aprepitantin
385 (IC,), 77 (IC,), 115.5 (IC.,) uM konsantrasyonlarmnin 24.
saatteki, akim sitometri analiz sonuglar1 Sekil 4 ve Tablo 1de
verilmigtir. Sekil 4 ve Tablo 1de goriildigli {izere, kontrole
gore aprepitantin 24. saatteki erken ve ge¢ apoptotik etkisi
konsantrasyon artigina bagli olarak artig gostermistir. 38.5, 77
ve 115.5 UM aprepitant konsantrasyonlarinda erken apoptotik
hiicre degerleri, kontrole gore sirasiyla; %6.7, 11.9, 13.6 ve geg
apoptotik degerleri ise %7.2, 15.5 ve 36.3 olarak analiz edilmistir.

APREPITANT UB7MG-DMSO Ki APREPITANT UB7MG-DMSO Ki APREPITANT US7MG-KONTRO

(< 1.000)

SSC-A
9

50 100 150 200 250 w0’ w10 0 w0t w0

FSC-A & 1.000) FITC-A FITC-A

APREPITANT US7MG-38,5 uM APREPITANT US7MG-77 uM APREPITANT US7MG- 115.5 pM

Sekil 4. Aprepitant konsantrasyonlarinin (38.5, 77 ve 115.5
uM) U87MG hiicrelerinde, 24. saatteki apoptotik etkilerin
Annexin V-PI yontemi ile belirlenmesi.

Tablo 1. U87MG hiicrelerinde aprepitantin Annexin V-PI
analiz sonuglari.

24. Saat

Canli  Nekrotik Erken. Geg .
GRUPLAR  piicre hiicre% Apoptotik  Apoptotik

%(Q3) Q1) hiicre % hiicre %

0

(Q9) (Q2)

Kontrol 90.5 2.8 2.9 3.8
(medyum)
Kontrol
(%0.1 91.5 2.2 2.4 3.9
DMSO)
38.5uM 82.3 3.8 6.7 7.2
Aprepitant
77 wM
Aprepitant > 9.3 11.9 15.5
115.5 uM 413 8.8 13.6 36.3
Aprepitant

Akim Sitometride Kaspaz-3 Aktivasyonu ile Apoptotik
Etkinin Degerlendirilmesi

U87-MG hiicreleri uizerinde, aprepitantin 38.5, 77 ve 115.5
UM konsantrasyonlarmin 24. saatteki, akim sitometride
kaspaz-3 aktivasyonu analiz sonuglar1 Sekil 5 ve Tablo 2’de
verilmistir. Kaspaz-3 pozitif degeri, kontrole gore aprepitant
konsantrasyonlarinda (6zellikle 38.5 ve 77 uM da) artig
gostermistir.

APREPITANT US7MG-DMSO K APREPITANT UB7MG-DMSO Ki

(x 1.000)
(x 1.000)
(x 1.000)

SSC-A

S PP P Y PP

SSC-A
SSC-A
9

50 100 150 200 260 o w0' w0t o own' et 0t
FSC-A (x 1.000) CASPASE 3 PE-A CASPASE 3 PE-A

>

PREPITANT UB7MG-38,5 uM APREPITANT UB7MG-77 uM

g g _ APREPITANT USTMG- 115.5 uM
ERE g g%
3 ® =g
8] < <2
RNE 2 o7 o Q2
@ 3 @ b
@ g @ 8a] 5

] Q3 EE Q4

FE RN
T Ty
10? 107 10* 10° 102 10° 10* 10° w0’ 10*
CASPASE 3 PE-A CASPASE 3 PE-A CASPASE 3 PE-A

Sekil 5. Aprepitant konsantrasyonlarinin (38.5, 77 ve 115.5
uM) U87MG hiicrelerinde 24. saatte kaspaz-3 aktivasyonuna
etkileri.

Tablo 2. U87MG hiicrelerinde aprepitant
konsantrasyonlarinin 24 saatlik inkiibasyonunun kaspaz- 3

aktivasyonu analiz sonuglari

24. Saat
GRUPLAR Kaspaz-3 Kaspaz-3 pozitif

negatif % (Q4)

(Q3)
Kontrol 96.3 0.6
Kontrol (%0.1 DMSO) 93.5 1.7
38.5 uM Aprepitant 86.4 8.3
77 uM Aprepitant 89.1 7.7
115.5 uM Aprepitant 93.6 4.4

Calisma sonucunda U87MG hiicreleri iizerinde, aprepitantin
apoptotik etkisinin oldugu ancak bu etkide kaspaz-3
aktivasyonundan baska, kaspaz-3 yolu disinda diger hiicresel
apoptotik mekanizmalarin (kaspaz-3 bagimsiz mekanizma)
etkili olabilecegini soyleyebiliriz.
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Akridin Turuncusu Floresan Boya ile Apoptotik

Hiicrelerin Mikroskobik Incelenmesi

NK-1 reseptor antagonisti olan aprepitantin apoptotik etkisini
mikroskobik diizeyde arastirmak icin akridin turuncusu ile

Aprepitant (IC25:38.5 uM)

3 \ Ve

Kontrol (%0.1 DMSO)

boyama yontemi kullanimistir. Aprepitant konsantrasyonlari
(38.5, 77 ve 1155 pM) ile 24 saat inkiibe edilen U87MG
hiicrelerinin 151k ve floresan mikroskobunda (Leica DM300
floresan mikroskobu) fotograflar ¢ekilmistir (Sekil 6).

Aprepitant (IC7: :114.5 pM)

Aprepitant (ICso : 77uM)
m

i B

..

Sekil 6. Aprepitant konsantrasyonlari ile 24 saat inkiibe olan U87MG hiicrelerinin morfolojik farkliliklar:.

(A) Isik mikriskobu goriintiileri (Mikroskop bitytitmesi X400) ve, (B) Akridin turuncu boyanmuis floresan mikroskop goriintiileri

(Mikroskop biiyiitmesi: X200 ). Sar1 ve siyah oklar apoptotik, kirmizi oklar nekrotik hiicreleri gostermektedir.

Morfolojik goriintiilerde, aprepitant konsantrasyonlarinin
uygulandigi gruplarda apoptotik hiicrelerin  oldugu
goriilmektedir. Ozellikle IC., konsantrasyonda daha gok
nekrotik hiicrelerin artmis oldugu goriilmekte olup, bu sonug
ge¢ apoptotik hiicre artisi ile paralellik gostermektedir.

NK-1 reseptorleri, hem plazma membraninda hem de
timor hiicrelerinin sitoplazmasinda, bazen de bu hiicrelerin
gekirdeklerinde yer alir. (28, 33). Bir noropeptid olan
substance P (SP), hem néronal hem de immiin hiicreler
tarafindan dretilir. SP, viicutta yaygin bir sekilde dagilmis
olan NK-1 reseptoriine yiiksek afinite gosterir. SP, normal
ve timor hiicrelerinde mitozu tetikler, hiicreleri apoptozdan
korur ve tiimor hiicrelerinin migrasyonunu indikler (34)
Palma Mou ve arkadaglarinin yaptiklar: bir ¢aligmada, insan
hemokinin-1(tagikinin) tarafindan NK1
aktive edildigi ve insan glioblastoma U251 ve U87 hiicre

reseptoriniin

migrasyonunu indiikledigi ac¢iklanmistir. Bu migrasyon

indiiklenmesin de, hemokinin-1’in NK1 reseptorii aracilig
ile AP-1 ve NF-kB aktivasyonuna neden oldugu ve bunu
takiben de ERK, JNK ve Akt aktivasyonu ile MMP-2"nin
upregiilasyonuna neden oldugu bildirilmistir (35). Bazi
NK-1 reseptér antagonistlerinin farki kanser hiicrelerinde
antikanser aktivitesi in vitro ve in vivo olarak gosterilmistir.
Klinik ¢aligmalarda da NK-1 reseptér antagonistlerinin
farkli timorlerde antitiimor etkinliginin degerlendirilmesi
6nem tagimaktadir. Ozellikle emezis tedavisinde kullanilan
ve minimal yan etkilere sahip bir ila¢ olan aprepitant gibi
NK-1 reseptor antagonistlerinin, antitiimor etkisi klinik
galigmalarla aragtirilmalidir.

Son vyillarda kanser oOliimlerin ¢ogunun malignant

timorlerde Ozellikle metastaz nedenli olmasi, tasikinin
reseptorlerinin kanser kemoterapisinde 6nemli olabilecegini
(28). sonucunda NKI1

distindiirmiistiir Calismamizin
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reseptor antogonisti olan aprepitantin, metastatik karakter
ozelligine sahip U87MG glioma hiicrelerinde 6nemli
sitotoksik, antiproliferatif ve apoptotik etkileri oldugunu
belirledik. Sonug olarak NK-1 reseptorlerinin bir terapotik

Antiproliferative and Apoptotic effects of Aprepitant on
Human Glioblastoma U87MG Cells

ABSTRACT

Glioblastoma multiforme, is the most malignant glioma among
other gliomas with high incidence. It has aggresive properties
such as high proliferation, invasion and migration rates.
Therefore, recently studies have focused on the development
of new therapeutic targets in glioblastoma chemotherapy.
Substance P, neurokinin-1 (SP/NK-1) receptor system has an
important role in cancer development and metastasis. Therefore,
NK-1 receptors are new therapeutic targets for glioblastoma
therapy and development of NK-1 receptor antagonists.

In this study, antiproliferative and apoptotic effects of aprepitant
which is an antiemetic drug commonly using in chemotherapy
on human U87MG glioblastoma cells were investigated.
Antiproliferative effects of aprepitant were evaluated by
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