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C6 SICAN GLIOMA HUCRELERI UZERINE ALOE EMODIN VE
CISPLATININ ETKILERININ IKI VE UC BOYUTLU HUCRE KULTUR
MODELLERINDE INCELENMESI

THE EFFECTS OF ALOE EMODIN AND CISPLATIN ON RAT GLIOMA CELL LINE IN
TWO AND THREE-DIMENSIONAL CELL CULTURE MODELS

Cem GAZI, Leyla TAPUL*

OZET

Amac: Bu calismanin amaci, dogal bir antrakinon tiirevi olan aloe emodin ve organoplatinler grubundan kemote-
ropatik bir ila¢ olan cisplatinin ayr1 ayr1 ve birarada kullanildiklarinda C6 glioma hiicre soyu tizerine etkilerini iki
ve lic boyutlu tiimor hiicre kiiltiir modelleri kullamlarak incelemekti.

Gerec ve yontem: Iki boyutlu kiiltiirlerde iki ilacin ayr1 ayr1 ve birlikte kullanimlar1 12, 24, 48, 72. saatlerde hem
hiicre ¢ogalmast, hem de hiicre siklusu sentez faz1 agisindan incelendi. Ug boyutlu hiicre kiiltiirii modelinde ise her
iki ilacin ayr ayn ve kombine kullanimlari 72. saatte hiicre siklusu sentez fazi ve hiicre ince yapist acisindan de-
gerlendirildi.

Bulgular: Aloe emodin, iki boyutlu kiiltiirde hiicre cogalmasimi azaltici etki gosterdi ve hiicre siklusu sentez fazi
isaretlenmesinde azalma meydana getirdi (p<0,0125). Ug boyutlu kiiltiirde de sentez fazinda azalmaya yol agtig1
goriildii (p<0,0125). Sferoid morfolojisinde belirgin bir bozukluk tespit edilmedi. Cisplatin de iki boyutlu kiiltiirde
hiicre ¢ogalmasimi azaltti ve hiicre siklusu sentez fazi isaretlenmesinde daha belirgin azalma meydana getirdi
(p<0,0125). Uc boyutlu kiiltiirde de sentez fazinda daha etkin azalmaya yol actig1 goriildii (p<0,0125). Steroidlerin
genel morfolojileri kontrol ve aloe emodin grubuna gore bozuktu. Kombinasyon grubunda iki ve ii¢ boyutlu kiil-
tiirlerde elde edilen bulgular cisplatin grubunda elde edilen bulgularla benzerdi.

Sonugc: Aloe emodin ve cisplatin kombine uygulandiklarinda C6 glioma hiicreleri tizerine etkileri iki ve ii¢ boyut-
lu kiiltiir modellerinde incelendiginde hiicre siklusunda sentez fazindaki hiicrelerin sayisinda azalmaya yol acarak
hiicre proliferasyonunu azalttig1 ve hiicre yapisinda bozulmaya yol actig1 gozlendi. Ancak aloe emodinin cisplati-
nin etkisini arttirict ya da azaltict yonde bir etkisinin bulunmadigi da tespit edildi.

Anahtar kelimeler: Aloe emodin, cisplatin, C6 glioma, sferoid, hiicre kiiltiirii

ABSTRACT

Objective: The aim of this study was to examine the effects of aloe emodin, a natural anthraginone derivate, and
cisplatin, a chemotherapeutic drug from organoplatins group, on C6 glioma cell line with the use of two and three-
dimensional tumour cell culture models.

Materials and methods: For this purpose, the drugs were administered both alone and in combination for 12, 24,
48, 72 hours and the effects on cell proliferation and the S-phase fraction were determined in two-dimensional cell
culture. In three-dimensional cell culture, the effects of two drugs used alone and in combination were studied at 72
h by determining the S-phase fraction and evaluating the ultrastructure of the cells.

Results: Aloe emodin has reduced cell proliferation and S-phase fraction in two-dimensional cell culture
(p<0.0125). Aloe emodin has also reduced S-phase labeling in three-dimensional cell culture (p<0.0125). No sig-
nificant disruption has been detected in spheroid morphology. Cisplatin has reduced cell proliferation and S-phase
fraction in two-dimensional cell culture to a greater extent when compared to aloe emodin. Cisplatin also decreased
S-phase labeling index in three-dimensional cell culture significantly when compared to other groups. The overall
morphology of the spheroids was observed to be more strongly destroyed compared to aloe emodin and control
groups. The findings obtained by administrating the combination of both drugs in two and three-dimensional cul-
tures were similar to those of the cisplatin group.
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Conclusion: In conclusion, the combination of aloe emodin and cisplatin decreases cell proliferation and S-phase
fraction and causes disruption of the morphology of C6 glioma cells in two- and three-dimensional cell culture mo-
dels, but no aggravation or alleviation of the effects of cisplatin can be observed by aloe emodin treatment.

Key words: Aloe emodin, cisplatin, C6 glioma, spheroid, cell culture

GIRIS

Kanser, kalp hastaliklarindan sonra tiim 6liimlerin ikinci en
sik sebebidir (19). Kanser tipine ve gelisim evresine bagh ola-
rak cerrahi ¢ikarim, radyoterapi ve kemoterapi yontemlerinin
ya tek baslarma ya da kombine kullanimiyla tedavi edilmek-
tedir (17). Ancak hastalarmn bir kismi1 hastaliklarinin tedavisi
stiresince ¢esitli destekleyici ve alternatif tedavi yontemlerini
kullanmaktadirlar. Bunlar arasinda enerji tedavileri, bitkisel
tedaviler, akupunktur, meditasyon gibi degisik yontemler var-
dir. Bu yaklasimlardan bitkisel tedavilere gerek iilkemizde ge-
rekse diinyada oldukg¢a sik bagvurulmaktadir (1,13). Diger
yandan dogal yollarla elde edilen ilaclarin yan etkilerinin az
oldugu diisiiniilmekle birlikte bu ilaglarin klinik kullanima ge-
cirilmeden once yararlar1 oldugu kadar zararh etkileri buluna-
bilecegi gerceginden hareketle, etkilerinin ¢ok dikkatle arasti-
rilmasinin gerekliligi ortadadir. Tedavi segiminde yarart bili-
nen ve yan etkisi olmayan uygulamalarm tercih edilmesi ge-
rektigi de aciktir (14).

Malign beyin tiimorlerinin olusumunun ve gelismesinin anla-
stlmasinda ve buna dayali tedavilerin saptanmasinda, in vivo
calismalarda hayvan tiimor modelleri vazgecilmez kaynaklar-
dir. Hayvan beyin tiimorlerinin, insan beyin tiimor modelleri
ile olan benzerlikleri, klinikte parametrelerin tanimlanmasi ve
dogru tedavinin uygulanmasi agisindan oldukca yol gosterici-
dir (5). Primer beyin tiimorlerinin %60 kadarim gliomalar
olustururlar (4). Glioblastoma multiforme (GBM) neoplastik
hiicrelerin merkezi sinir sistemine infiltrasyonu sonucu noro-
lojik fonksiyon kaybma ve sonunda da 6liime yol acan bir
kanserdir. C6 glioma hiicreleri yiiksek mitotik aktivite, niikle-
er pleomorfizm, tiimor nekroz odaklari, tiimor ici kanama gi-
bi cesitli malign glioblastoma karakteristiklerine sahip hiicre-
ler olarak GBM arastirmalarinda kullanilmaktadir. Wistar-
Furth sicanlarin N-N’ nitrozometiliire uygulanmasiyla olustu-
rulan C6 glioma tiimor hatt1 ilag etkilesimi ¢aligmalari igin
tiim diinyada yaygin olarak kullanilmaktadir (5).

Bitkisel kaynakli antrakinon tiirevi olan aloe emodinin anti-
kanser etkinligi cesitli deneysel calismalarla aragtirilmustir
(9,10,11,16,18,21). Aloe emodinin bu etkisi gesitli timor hiic-
releri kullanilarak tek tabakali kiiltiir modellerinde arastirildi-
ginda antikanser 6zelligini degisik mekanizmalarla gercekles-
tirdigi bildirilmigtir. C6 glioma hiicreleri ile yapilan bir in vit-
ro calismada aloe emodinin apoptozis, otofaji ve astrositik
farklilagmaya yol acarak antitiimor etki gosterdigi belirtilmek-
tedir (11).

Kanser tedavisinde kombine ila¢ kullaniminda amag, tedavi-
nin basarisini artirmak ve olasi ilag¢ yan etkilerini azaltmaktir.
Bu ¢ercevede; aloe emodinin ¢esitli antikanser ilaglarla kom-
binasyon durumunda etkinliginin degisip degismeyecegi aras-
tirllmaktadir. Bu aragtirmalardan birinde aloe emodinin cisp-
latin ile birlikte kullamldiginda C6 glioma hiicrelerinde cisp-
latinin toksik etkisini azalttig1 ifade edilmistir (12). Diger bir

aragtirmada ise Merkel hiicreli kanser hiicre soylarinda aloe
emodin, doxorubicin ve 5-flourouracil gibi antikanser ilaglar-
la birlikte kullanildi§inda, aloe emodinin bu ilaclarmn dzellik-
le diisiik dozlarindaki antikanser etkinliklerini arttirdif1 goz-
lenmistir (3).

Cisplatin klinikte genellikle ovaryum, testis ve idrar kesesi
kaynakli kanserlerin tedavisinde kullamlmakta olan platinum
grubu bir ilactir. Cisplatin hiicre icersine girerek DNA ile zin-
cir i¢i ve zincirler arasi kopriiler kurarak kovalent baglar ya-
par. Cesitli deneysel calismalarda da cisplatinin C6 glioma
hiicrelerinde hiicre siklus duraklamasina ve apoptozise yol
actigr gosterilmistir (7,15).

Antikanser etki mekanizmasi aragtirilan aloe emodinin C6 gli-
oma hiicreleri veya diger hiicre soylar1 ile yapilan ¢calismalar-
da genellikle iki boyutlu kiiltiir modelleri kullamlmgtir. Aloe
emodinin ti¢ boyutlu tiimor sferoidlerinde etkisinin arastirildi-
&1 caligmalara rastlamadik. Oysa ki; gerek aloe emodinin tek
bagina kullaniminda gerekse cisplatin ile kombine edildiginde
olusturacag antitiimor etkiyi, in vivo modellere yakin olan tii-
mor sferoidlerinde degerlendirmek klinik kullanima gecisi
kolaylastiracaktir.

Calismada, dogal bir antrakinon tiirevi olan aloe emodin ile
cisplatinin ayr ayrt ve birlikte kullanildiklarinda C6 tiimor
hiicreleri iizerine etkilerinin, hem iki boyutlu hem de {i¢ bo-
yutlu kiiltiirlerde incelenmesi amagclandi.

GEREC ve YONTEM

Hiicre kiiltiirii kogullar ve kullamlan ilaclar

Bu arastirmada Amerikan Hayvan Hiicre Kiiltiir Koleksiyonu
(ATCC) hiicre bankasindan saglanan sican C6 glioma
(ECACC n0:558807) hiicre soyu kullanildi. C6 hiicreleri i¢in
besi ortami, inaktive edilmis %10 FCS, 0,2mM glutamin, 100
IU/ml penisilin ve 100 _g/ml streptomisin iceren DMEM-F12
medyumu (Dulbecco’nun Modifiye Edilmis Eagle Medyu-
mu, besleyici karigim F12 Ham Medyumu) dur. Hiicreler bu
besi ortamini igeren 25cm_ ve 75cm_’lik flasklarda, i¢ ortami
%5 CO2, %95 nem iceren ve 37°C olan inkiibator (Sanyo)
icinde tutularak ve haftada 2 kez rutin pasaj yapilarak iiretildi.
Aloe emodin (A 7687 25 mg, Sigma) saf Dimethilsulfoxide
(DMSO, D2650, Sigma,) igerisinde hazirlandi. Cisplatin (
Ebewe 10mg ) ise steril serum fizyolojik ile diliie edildi.

Deney protokolleri

Calismanin ilk asamasinda, 6 kuyucuklu kiiltiir kaplarmimn her
bir kuyucuguna %100 canli 500 000 C6 hiicresi 5 ml
DMEM-F12 medyumu i¢inde ekildi. Aloe emodinin 10, 20 ve
40 pM dozlarda, cisplatin ise 0.1, 1 ve 10 pg/ml dozlarda uy-
gulandi. Kontrol gruplarma ise herhangi bir ila¢ uygulamasi
yapilmadi. Aloe emodin ve cisplatinin etkin dozlarimn belir-
lenmesi igin 12, 24, 48 ve 72. saatler sonunda zamana ve do-
za bagl proliferasyon degerleri belirlendi.

Istanbul Tip Fakiiltesi Dergisi Cilt / Volume: 69 « Sayt /| Number: 4 « Yil/Year: 2006

-111 -



Glioma hiicrelerine aloe emodin ve cisplatin etkileri

Caligmanin ikinci agamasinda kontrol, aloe emodin, cisp-
latin ve kombinasyon grubu (Aloe emodin + cisplatin )
olmak tizere 4 grup olusturuldu. Aloe emodinin etkin do-
zu olarak 20 pM/ml , cisplatinin etkin dozu olarak ise 1
pg/ml kullanildi. Tiim gruplarda 12, 24, 48 ve 72. saatler
sonunda zamana ve doza bagli hiicre proliferasyon oran-
lar1 tespit edildi.

Immunohistokimyasal Y ontemler

Kontrol ve deney gruplarina ait hiicrelerin BrdU ile isaretlen-
me indekslerinin tespiti amaciyla, her bir grup i¢in 24 kuyu-
cuklu kiiltiir kaplarma kuyucuk bagma 40 000 canli C6 hiicre-
si lamel iizerine ekildi. Aloe emodin, cisplatinin ve kombinas-
yon gruplarma ilaglarn etkin dozlar1 uygulanirken kontrol
grubuna herhangi bir uygulama yapilmadi. 24, 48 ve 72. saat-
lerin sonunda, tiim gruplardaki hiicreler 1 saat siireyle BrdU
ile muamele edildi. Daha sonra hiicreler %70 etanolde O
0oC’de 30 dk da tespit edilerek immiinohistokimyasal prosediir
icin hazirlandi.

Ug boyutlu kiiltiir modelinde ise, her bir grup icin agarla kap-
lanmus 6 kuyucuklu kiiltiir kaplarinin her bir kuyucuguna 5 ml
medyum igerisinde 1.000.000 canli C6 hiicresi ekildi. Hiicre-
ler rutin bakimlart yapilmak kaydiyla nemli %5 CO2 hava ka-
risimli ortamda 370C’de 7 giin siireyle sferoid olusumu igin
bekletildi. Deney grubu sferoidlerine etkin dozlarda ilaclar uy-
gulanirken kontrol grubu sferoidlerine ise herhangi bir ilag uy-
gulamas1 yapilmadi. 24, 48 ve 72. saatlerin sonunda tiim grup-
lardaki sferoidler 1 saat siireyle BrdU ile muamele edildikten
sonra %10 formaldehitte tespit edildi. Rutin takip islemlerin-
den sonra parafinde bloklandi.

Iki boyutlu ve ii¢ boyutlu kiiltiirlerde immiinohistokimyasal
boyamada primer antikor olarak, NCL-BrdU (mouse, monoc-
lonal), sekonder antikor olarak ise Biotinylated Goat Anti-
Mouse kullamildi. Preperatlar 151k mikroskopunda (Olympus
CX21) degerlendirilerek sentez fazindaki hiicrelerin BrdU ile
isaretlenme oranlar1 belirlendi.

Elektron mikroskopik yontem

Kontrol ve deney gruplarindaki sferoidler %1.5 gluteraldehit-
te 30 dk 40C de bekletilerek tespit edildi.Daha sonra OsO4
te 60 dk 40C postfiksasyon yapildi. %1 uranil asetatta 15 dk
tutulduktan sonra rutin takip yapilarak Epon 812 ile bloklan-
di. Ince kesitler kursun sitrat ve uranil asetatla kontrastlamasi
yapilarak transmisyon elektron mikroskobunda (JEOL 1011,
Japan) incelendi.

Istatiktiksel Analiz

Yapilan deneylerden elde edilen verileri degerlendirmede
SPSS 11.0 istatistik programi kullanildi. Olgiim degerleri
homojen dagilim gostermedigi i¢in non-parametrik test-
lerde calisildi. Gruplar arasi farkin anlamliligini deger-
lendirmede Kruskal-Wallis Varyans analizi testi kullanil-
di. Anlamlilik sinirt p< 0,05 olarak kabul edildi. Anlaml
bulunan varyans analizi sonuclar1 Post-hoc testlerden
Bonferroni ile sorgulandi. Bonferroni ¢aligsirken anlamli-
ik sinur1 (4 grup bulundugu icin) p< 0,0125 olarak hesap-
landu.

BULGULAR

Aloe emodinin 10uM dozu tiim saatlerde kontrol grubundaki
hiicre sayisina gore ¢ok az miktarda azalmaya yol agmasina
karsin, 20uM ve 40 pM dozlar tiim saatlerde kontrole gore
hiicre sayisinda anlamli bir azalma meydana getirdi
(p<0,0125). Ancak aloe emodinin 20 pM ile 40 pM dozlari
arasinda 48 ve 72. saatlerde anlamh bir fark gézlenmemesi
dolayisiyla etkin doz olarak 20uM dozu segildi.

Cisplatinin 0,1 pg/ml dozu kontrol grubu ile kiyaslandiginda
12. saatte bir degisme yaratmazken 24, 48 ve 72. saatlerde
hiicre say1sinin kontrole gére anlamli bir azalma gosterdigi, 1
pg/ml ve 10 pg/ml dozlarinin ise tiim saatlerde kontrol ve 0,1
pg/mL doz uygulanan gruba gore hiicre sayisinda anlaml bir
azalma yarattig1 belirlendi (p<0,0125). 1 pg/mL ve
10 pg/mL dozlar arasinda 48. ve 72. saatlerde anlamli bir fark
gozlenmediginden etkin doz olarak 1 pg/ml doz secildi.

Iki boyutlu hiicre kiiltiir modelinde yapilan kontrol, aloe emo-
din, cisplatin ve kombinasyon gruplarina ait hiicre proliferas-
yon degerlendirmeleri Sekil 1°de gosterilmektedir. Kontrol
grubuna gore aloe emodin (20 pM) ve cisplatinin (1 pg/mL)
birlikte kullanildigi kombinasyon grubunda tiim saatlerde
hiicre sayis1 anlamh bir sekilde azaldi (p<0,0125) (Resim 1a
ve b). Ancak bu grup ile tek baglarma uygulanan aloe emodin
ve cisplatin gruplar1 kiyaslandiginda ve tiim saatlerde hiicre
proliferasyonu degerlendirildiinde anlamli bir fark gozlen-
medi (p>0,0125). Aloe emodin ile kombinasyon grubu ara-
sinda fark sadece 24. saatte anlamliydi (p<0,0125).

Resim 1. Iki boyutlu kiiltiirde; a) Kontrol grubunda cok
sayida ve normal morfolojiye sahip C6 glioma hiicreleri. b)
Kombinasyon grubunda cok az sayida ve dejenerasyon
gosteren C6 glioma hiicreleri.

(Not: Bu calismadaki tiim resimler 72 saatlik kiiltiirlerden
cekilmigtir.)

Immunohistokimyasal Bulgular

Iki boyutlu kiiltiir modelinde BrdU ile isaretlenen hiicrelerde
yapilan degerlendirmede kontrol gurubuna ait ¢cok sayida sen-
tez fazinda hiicre izlenirken aloemodin, cisplatin ve kombi-
nasyon gruplarinda immun isaretlenme ¢ok azdi (Resim 2a, b,
¢ ve d). Buna gore, BrdU ile isaretlenme indeksi kontrol gru-
bunda 72. saatte %41 iken aloe emodin grubunda %5.9, cisp-
latin grubunda %4.,9, kombinasyon grubunda ise %1,2 olarak
belirlendi (Sekil 2). Kontrol grubunda isaretlenme orani 48.
saatte %57 ile en yiiksek deger olarak tespit edildi. Tiim de-
ney gruplarinda BrdU ile isaretlenmis preparatlar kontrol ile
kiyaslandiginda tiim saatlerde sentez fazi inhibisyonu goriil-
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Resim 2. iki boyutlu kiiltiirde; a) Kontrol grubu: BrdU ile isaretli cok sayida C6 glioma hiicresi. Bar
uzunlugu: 25 pm. b) Aloe emodin grubu: BrdU ile isaretli az sayidaki C6 glioma hiicreleri. Bar uzun-
Iugu: Kiiciik resim 12,5 pm, biiyiik resim 25 pm. ¢ ve d) Cisplatin ve Kombinasyon gruplari: Her iki
gruptada C6 glioma hiicrelerinin BrdU ile isaretlenmedigi gozlenmekte. Bar uzunlugu: 12,5 pm.

Ty

Resim 3. U¢ boyutlu kiiltiirlerde; a) Kontrol grubunda tiimor sferoidlerinin periferik kisimlarinda yer-
lesik cok sayida BrdU ile isaretli sentez fazindaki C6 glioma hiicreleri. Bar uzunlugu: 25 nm. b) Aloemo-
din grubunda sentez fazindaki isaretli C6 glioma hiicreleri oldukc¢a az sayida. Bar uzunlugu: Kiigiik re-
sim 12,5 pm, biiyiik resim 25 pm c¢) Cisplatin grubunda isaretli hiicre sayisi cok daha azalmus olarak iz-
lenmekte. Bar uzunlugu: 25 pm. d) Kombinasyon grubunda ise aloemodin ve cisplatinin tek basina kul-

lanildig1 gruplara benzer sekilde az sayida isaretli hiicre izlenmekte. Bar uzunlugu: 25 pm.

dii. Aloemodin ve cisplatin gruplarinda isaretlenme yiizdeleri
arasindaki fark 24. ve 48. saatlerde anlamliydi (p<0,0125) fa-
kat 72. saatte anlamli degildi (p>0,0125). Cisplatin grubun-
da, tiim saatlerde 6nemli lciide ve anlamli derecede S fazi in-
hibisyonu mevcuttu (p<0,0125). Kombinasyon grubunda isa-
retlenme orani kontrol ve aloe emodin grubuna gore tiim saat-
lerde anlamh bir sekilde azalmisti (p<0,0125). Kombinasyon

ALOE EMODIN + CISPLATIN DOZ DENEY!

3500000
3000000 3 —+—KONTROL

$ 2500000 -

& 2000000 —a— ALOE EMODIN 20
1500000 - Hm

231000000 | —a—CISPLATIN 1ug/m|

500000
0 —» — —%— ALOE EMODIN 20
12. 24, 48, 72. um+CISPLATIN

SAAT SAAT SAAT SAAT
ZAMAN

Sekil 1. Proliferasyon deneyi grafigi

grubu cisplatin grubu ile kiyaslandiginda ise anlamli bir fark-
lilik bulunmad: (p>0,0125).

Ug boyutlu hiicre kiiltiir modelinde BrdU ile isaretlenme so-
nuclart Sekil 3°de goriilmektedir. BrdU ile isaretlenme indek-
si %17,5 olarak bulunan kontrol grubuna ait sferoidlerde, sen-
tez fazindaki hiicreler cogunlukla sferoidin periferindeydi
(Resim 3a). Aloe emodin grubunda isaretlenme indeksi %9,2
olup kontrol grubuna gére daha azd1 (p<0,0125) (Resim 3b).
Cisplatin grubunda isaretlenme indeksi %35.8 olup hem kont-
rol hem de aloe emodin grubuna gore daha azalmistt (Resim
3c). Kombinasyon grubunda ise isaretlenme indeksi %35,4 idi
(Resim 3d). Kombinasyon grubu aloe emodin grubu ile kiyas-
landiginda fark anlamli bulundu (p<0,0125). Ancak cisplatin
grubu ile kiyaslandiginda minimal diizeyde daha az isaretlen-
meye yol act1 fakat fark anlamli degildi (p>0,0125).

Elektron mikroskopik bulgular

Kontrol grubu sferoidlerde hiicreler birbirleriyle biitiinliik
icersindeydi (Resim 4a). Hiicreler diizgiin smirli ve 6kroma-
tik nukleusa, iyi gelismis nukleolusa sahipti. Sitoplazmalari
cok sayida serbest ribozom, graniillii endoplazma retikulumu
ve diizgiin kristalara sahip mitokondriyonlar iceriyordu. Ozel-
likle sferoidin periferinde bulunan hiicreler sitoplazmik orga-
neller acisindan zengindiler, sferoidin yiizeyine dogru uzanan
diizgiin sekilli sitoplazmik uzantilar sergiliyorlardi. Bu hiicre-
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Resim 4. Ug¢ boyutlu kiiltiirlerde tiimér sferoidlerinin elektron mikroskopik goriiniimleri. a) Normal
morfolojiye sahip C6 glioma hiicreleri. Sferoidin periferisinde yer alan hiicrelerde uzun sitoplazmik ci-
kintilar izlenmekte. Hiicreler arasi baglantilar normal goriiniimde. X 5000 b) Aloemodin grubu: Hiicre-
lerin morfolojilerinde major bir dejenerasyon izlenmiyor. Genel olarak kontrol grubuna benzer gorii-
niim hakim. X 5000 c¢) Cisplatin grubunda sferoid morfolojisi oldukc¢a bozulmus, hiicreler arasi baglan-
tilar yalnizca en periferik kisimlarda izlenirken hemen i¢ kisimlarda dejenere hiicreler mevcut. X 4000
d) Kombinasyon grubu: Sferodi olusturan C6 glioma hiicreleri cisplatin grubundakilere benzer olarak

izlenmekte. X 3000

ler igerisinde mitoz goreceli olarak daha sik izlenmekteydi.
Hiicre 6liimii ve apoptozis nadiren ve daha ¢ok sferoidin i¢
bolgelerine yakin olarak gozlendi.

Aloe emodin uygulanan gruptaki sferoidlerde sferoid biitiin-
liigiiniin genel olarak korundugu gériildii (Resim 4b). Sfero-
idlerde hiicreler arasi aciklik goreceli olarak normaldi. Sfero-
idlerin dig kismuindaki hiicrelerde sitoplazmik uzantilarm yer
yer azaldig: izlenirken merkezine yakin bolgelerde nekrotik
ve apoptotik hiicrelere daha sik rastlandi.

Cisplatin uygulanan grupta sferoid morfolojisi olduk¢a bo-
zuktu (Resim 4c). Sferoidi olusturan hiicreler arasindaki me-
safeler artmisti. Kontrol ve aloe emodin gruplarma kiyasla
nekroz ve apoptozisin daha sik oldugu ve sferoid periferinde-
ki hiicrelerin sitoplazmik uzantilarinin daha azaldig dikkati
cekti. Hiicrelerin sitoplazmik icerikleri daha fakirdi.
Kombinasyon grubunda genel sferoid morfolojisi cisplatin
grubuna benzer olarak bozuktu (Resim 4d). Sferoidi olusturan
hiicrelerde hiicreler arast mesafenin a¢ilmis oldugu ve ayni za-
manda apoptotik hiicrelerin arttig1 gozlemlendi. Sferoid peri-
ferindeki hiicrelerde sitoplazmik uzantilarin azaldign goriliir-
ken sferoidin i¢ kisimlarinda normalden daha uzun sitoplaz-
mik uzantilara sahip hiicreler mevcuttu. Bu uzantilar hiicre-
den hiicreye uzanmakta ve igersinde hiicre organelleri icer-
mekteydi. Mitoz yapan hiicre sayisi kontrol grubuna gore da-
ha azd.

TARTISMA

Aloe emodin 10, 20 ve 40pM dozlarda uygulanarak C6 gli-
oma hiicreleri iizerinde yapilan bir ¢calismada, aloe emodinin
apoptozis ve otofajiye yol acarak gliomalara kargs1 etkili oldu-
§u ifade edilmigtir (11). Calismamizda Mijatovic ve arkadag-
larinin bu bulgularma paralel olarak aloe emodinin hiicre 6lii-
miine sebep oldugunu iki boyutlu kiiltiirlerde sayisal olarak
belirledik. C6 hiicrelerine 20 ve 40 pM dozlarda aloe emodin
uygulandiginda 24, 48 ve 72. saatlerde kontrole gore hiicre sa-
yisinda anlamli bir azalma meydana geldi (p<0,0125). Aloe
emodinin 20 ve 40 pM dozlar1 arasinda 48 ve 72. saatlerde an-
laml bir fark gozlenmedi (p>0,0125). Bu nedenle 20 pM do-

zu istatistiksel olarak anlaml bir sekilde hiicre cogalmasini %
50 oraninda inhibe eden etkin doz olarak belirledik. iki boyut-
lu kiiltiirlerde 72. saatte kontrol grubunda BrdU ile isaretlen-
me orant % 41 iken, aloe emodin grubunda % 5.9 olarak bu-
lundu.

Cisplatin kuvvetli antitiimoral etkiye sahip bir ila¢ olarak be-
yin tiimorlerinde siklikla kullanmilir (15). Cisplatinin iki boyut-
Iu C6 hiicreleri iizerine etkilerinin bildirildigi farkli bir calis-
mada ise ilag 0,2-10 pg/ml dozda kullanilmig 24-72. saatler-
deki etkileri incelenmis, 10 pg/ml lik dozunun % 90 oranin-
da apoptozise yol actig1 belirtilmistir. 1,5 pg/ml dozda ise 72
saat sonra apoptozise yol actig1 bildirilmistir. Bizim yaptigi-
miz deneyde de cisplatin 72 saat sonunda tiim dozlarda hiicre
sayisint azaltt (p<0,05). Ancak 1 pg/ml ve 10 pg/ml lik doz-
larin 48. ve 72. saatlerde hiicrelerde meydana getirdigi hiicre
oOliimii arasinda anlamli fark bulunmadi. Bu nedenle cisplati-
nin etkin dozu olarak 1 pg/ml belirlendi. 1 pg/ml dozda uygu-
ladi8imaz ilag hiicre morfolojisini de belirgin bir sekilde degis-
tirerek hiicrelerde dejenerasyona yol acti, bu durum ozellikle
elektron mikroskobik olarak. belirgin olarak gozlendi (Resim
4c).
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Sekil 2. 1ki boyutlu hiicre kiiltiir modelinde C6 glioma
hiicrelerinin BrdU ile isaretlenme grafigi
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Klinik kullanimi yaygin antikanser ilaglarla aloe emodinin
etkilesimleri ve bunlarin kombinasyonlariin antitiimor et-
kinligi degistirip degistirmedigi cesitli deneysel calisma-
larla aragtirilmaktadir. Bu ¢alismalardan birinde aloe emo-
dinin cisplatin ile etkilesimi ve birlikte kullanimmin etki-
leri, sican C6 glioma hiicre soyunda arastirilmistir (12).
Aragtirmada C6 hiicrelerine aloe emodinin 20 ve 40 uM lik
dozlar1 uygulanmig ve 20 pM olan doz etkili bulunmustur.
Antikanser etkisi bilinen cisplatinin 1,25, 2,5, 5, 20 ve
40pM dozlarinin, hiicre sayisinda doza bagimli olarak azal-
maya neden oldugu bildirilmistir. Ayni calismada, iki ilacin
kombine uygulamalarinda, aloe emodinin cisplatinin yol
actig1 toksik etkiyi ilk 24 saatte azalttig1 belirtilmektedir.
Aloe emodinin yaptigi bu etki cisplatinin tiimor hiicrelerin-
de tetikledigi ERK _ (P44/P42 MAP kinaz) aktivasyonu
bagimli etkisini azaltmasindan oldugu iddia edilmektedir.
Ancak diger yandan aloe emodinin yol a¢tif1 bu etkinin ay-
n1 zamanda cisplatinin normal dokular iizerinde olugturabi-
lecegi istenmeyen toksik etkileri azaltabilecegi sonucuna
varilmistir. Bu caligmanin sonuglari ile bizim bulgularimiz
kargilastirnildiginda paralellik bulunmadi. Soyle ki, bizim
calismamizda hiicre proliferasyon deneyi sonuclarina gore
aloe emodin ve cisplatinin birlikte uygulanmasi ile tek uy-
gulanmalar1 arasinda anlaml fark gézlenmedi (p>0,0125).
Aloe emodin ile kombinasyon grubu arasinda fark sadece
24 saatte anlamliyd1 (p<0,0125). iki boyutlu hiicre kiiltii-
riinde BrdU-LI sonuglarimiza gore kontrol grubu 72. saat-
te % 41 iken aloe emodin % 5,9, cisplatin % 4,9, kombine
uygulamada ise % 1,2 olarak belirlendi (Sekil 2). Bu sonug-
lara gore her iki ilacin da sentez fazi igsaretlenme oranlarimn-
da azalma yaratti1 ve bu oranlarin kontrole gore anlamh
oldugu (p<0,0125) fakat cisplatinin aloe emodinden daha
yiiksek oranda sentez fazindaki hiicre sayisini azalttig1 be-
lirlendi. Kombinasyon grubu ile cisplatin grubu arasindaki
BrdU sonuglart bakimindan anlamli bir farklilik bulunma-
d1 (p>0,0125). Ug boyutlu kiiltiir modelinde ise kontrol
grubu BrdU ile isaretlenme oran1 % 17,5 olarak bulunurken
aloe emodin grubunda isaretlenme % 9,2, cisplatin grubun-
da isaretlenme % 5,8 ve kombinasyon grubunda ise isaret-
lenme % 5,4 olarak belirlendi (Sekil 3). Kombinasyon gru-
bu degerleri tiim saatlerde kontrole ve aloe emodin grubu-
na gore isaretlenme oraninda anlamlh bir azalma gosterdi
(p<0,0125), fakat cisplatin ile arasindaki fark ise burada da
anlaml degildi (p>0,0125).

Bir bagka calismada da aloe emodininin 0,5, 5, 7,5, 10 pM lik
dozlan cis-platinol, doxorubicin, S5-flourourasil ile kombine
olarak Merkel hiicrleri iizerine in vitro ortamda 5 giin siireyle
uygulanmistir. Uygulama sonucu goriilmiistiir ki kombine uy-
gulanan ilaglarin antiproliferatif etkisi her birinin yalniz uygu-
lanmasmin gosterdigi antiproliferatif etkiden daha yiiksektir.
Bu etki ilaglarin 6zellikle diisiik konsantrasyonlarinda belir-
gindir (3).

Tiimor biiyiimesi iizerine gesitli faktorlerin etkisini degerlen-
dirmede iki boyutlu kiiltiirler yerine ii¢ boyutlu kiiltiirlerin
kullanilmasi son yillarda tercih edilmelidir. Viicut ici solid tii-
morleri daha yakindan taklit eden multiseliiler tlimor sferoid-
leri tiimor biyolojisinin bir¢ok yoniinii aragtirmak i¢in gercek-

The effects of aloe emodin and cisplatin on glioma cell line
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Sekil 3. Uc boyutlu hiicre kiiltiir modelinde C6 glioma
hiicrelerinin BrdU ile isaretlenme grafigi

ci deneysel bir modeldir (2,8). Bu model viicut i¢i timor mik-
rocevre kosullarina daha yakindir. Sferoidlerde hiicre-hiicre
temast sirasinda integrin olusumunun 6nemli oldugu ve sfero-
id mikrogevresinin bu integrin salinimim diizenledigi bilin-
mektedir (20). Sferoidlerin integrin diizeyi in vivo tiimérlere
daha yakindir. Bu nedenlerle ilaglarin etkinliklerinin daha
dogru belirlenmesini saglayabileceginden, in vivo deneylerde
multiselliiler tiimor sferoidleri kullanilmasi aymi zamanda kli-
nik kullamma gegisi de kolaylastiracaktir.

Aloe emodinin antikanser etkisi tek bagina ya da kombine te-
davilerde ii¢ boyutlu tiimor modelleri kullanarak daha once-
den arastirlmamisti. Bu nedenle ii¢ boyutlu modellerdeki
bulgularimizi karsilastirma olanagi bulamadik. Ancak; Cisp-
latinle tiimor sferoidlerinde yapilan bir calismada, ilacin hiic-
re ¢ogalmasim etkileyerek sferoid biiyiikliigiinii azaltig1 ve
sferoidde hiicreleraras: baglantilar1 bozarak dejenerasyona ve
apoptosise yol actig1 bildirilmigtir (6). Ayni calismada hiicre
proliferasyonunundaki azalmanmn daha cok sferoidin perife-
rinde belirgin oldugu, i¢ kisimlarmda bulunan sessiz hiicreler-
de ise etkisinin daha az goriildiigii belirtilmistir. Calismamz-
da cisplatin grubunda sferoidi olusturan hiicreler arasindaki
mesafeler artmistt ve morfolojisi bozulmustu (Resim 4 c).
Kontrol grubuna kiyasla hiicrelerin birbiri ile olan temaslari-
nin azaldig1 ve hiicre 6liimiiniin daha sik oldugu da bulgulari-
miz arasindaydi. Hiicrelerin sitoplazmik icerikleri daha fakir-
di ve uzantilar1 daha azalmigti. Bulgularimiz Hall ve ark.’min
bulgulari ile paraleldi. Diger yandan aym grubumuzda BrdU
ile isaretlenme kontrol ve aloe emodin grubuna gore anlaml
olarak azalmist1 (p<0,0125).

Sonug olarak, ¢alismamizda aloe emodin ve cisplatinin C6
glioma hiicrelerinde hiicre 6liimii ile tiimor hiicre ¢ogalmasi-
n1 azalttigl, ancak cisplatinin etkisinin aloe emodinden daha
kuvvetli oldugu goriildii. Kombinasyon grubunda ise cisplati-
nin tek basina kullamldig1 gruba gére anlamh bir fark bulun-
madu. fleriki ¢alismalarda iic boyutlu tiimdr modelleri de kul-
lanarak aloe emodinin tiimor invazyonu, damar olusumu et-
kisi ve radyoterapi ile kombine kullaniminin arastirilmasimn
kanser tedavisine katki saglayabilecegi diisiiniilmekte ve ye-
ni deneysel caligmalar planlanmaktadir.
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