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OZET

Seyit Ahmet Erol, JAR ve JEG-3 Koryokarsinom Insan Hiicre Kiiltiiriinde
Lipozomal Doksorubisin ve Karoten Etkisinin incelenmesi, Biilent Ecevit
Universitesi Tip Fakiiltesi, Kadin Hastaliklar1 ve Dogum Anabilim Dah Tezi,
Zonguldak 2016.

Amag: Gestasyonel Trofoblastik Hastaliklar, insanda plasentadan gelisen bir grup
hastaliktir ve koryokarsinom bunlarin malign formudur. Etyolojisinde, retinoik asit
eksikligi ve A vitamini aliminin azh@inin, hastalik riskini arttirdiglr gesitli
calismalarda saptanmistir. Medikal tedavide, hastaligin evresine gore, tek bagina veya
kombine kemoterapotik ajanlarla uygulanan pek ¢ok tedavi rejimi bulunmaktadir.
Dogal bir antioksidan olan Karoten’in peroksit radikallerinin yakalanmasi ve
detoksifikasyonunda rol alarak 6zellikle kimyasal karsinogenezde koruyucu rol aldig1
bilinmektedir. Karoten’ in hiicre ¢ogalmasini azaltici, apopitozu uyarici, invazyonu
inhibe edici etkileri bildirilmistir. Lipozomal doksorubisin antrasiklin tiirevi
kemoterapotiktir, hidrokloridin  pegile lipozomlar igerisine  gomiilmesiyle
olusturulmus uzun salinimhi bir formiilasyondur. DNA i¢ine enterkalasyon yapar,
transkripsiyon esnasinda DNA’nin agilmasini saglayan Topoizomeraz II enziminin
ilerlemesini ve DNA ikili sarmalinin tekrar birlesmesini engeller. Bu formiil artmis
kardiyak riskli metastatik meme kanseri hastalarinda, platinum bazli kemoterapinin
basarisiz oldugu ileri evre over kanseri olgularinda ve kaposi sarkomu ile iligkili
kazanilmis immun yetmezlik sendromlarinda kullanilir. Ayrica multipl myelom, mide,
akciger, tiroid, mesane kanserikemoterapi rejimleri igersinde yer almaktadir.
Calismamizin amaci, farkli hiicre kiiltiirii modelleri (JAR, JEG) kullanilarak
Lipozomal Doksorubisin ve Karoten’in tek basina veya kombine kullanildiginda,
koryokarsinom tedavisindeki etkinliginin arastirilmasidir.

Gere¢ ve Yontem: Insan koryokarsinom benzeri JAR ve JEG-3 hiicrelerin RPMI-
1640 ortaminda %10 fetal dana serumu, penisilin-steptomisin varliginda 37°C, %95
hava, %5 CO. igeren atmosferde ¢ogaltildi. Lipozomal Doksorubisin (LD) ve
Karoten’in uygulama gruplar1 asagidaki gibi belirlendi;

Tek ilag uygulamasi igin LD’nin 1 pg/ml, 2 pg/ml, 5 pg/ml; Karoten’in 1 pg/ml’lik, 5
pg/ml’lik ve 10 pg/ml’lik dozlar1 kullanilmstir.


https://tr.wikipedia.org/wiki/Antioksidan

LD ve Karoten kombinasyonunda; LD’nin 1 pg/ml’lik, 2 pg/ml’lik ve 5 pg/ml’lik,
dozlari ile Karoten’in 5ug/ml’lik dozu kullanilmistir.

Maddeler hiicrelere ayn1 anda verilmistir. ila¢ uygulamasini izleyen 72. saatte
hiicreler Tripsin-Etilen Diamin Tetraasetik Asit (EDTA) soliisyonu ile kaldirilip,
apopitoz ¢aligmasina alinmistir. Bu ¢aligmada JAR ve JEG-3 hiicrelerinde apoptozun
derecesi Flowsitometri (FCM) ile belirlenmis, Sadece bir set igin tripsin Oncesi
stipernatan toplanip, B-hCG ve h-hCG 6l¢iimii i¢in derin dondurucuda saklanmustir.
Immiinoenzimatik yoéntemle B-hCG ve h-hCG ol¢iimii literatiirde ilk kez birlikte
yapilmistir. SPSS 19.0 ve Minitab 17 istatistik programlari1 kullanilarak istatistiksel
analiz yapilmistir.

Bulgular: Yaptigimiz ¢alismada Karoten’in tek basina artan dozlarda kullanildiginda
JAR hiicre serileri tizerinde ki apopitotik etkilerinin istatistiksel olarak arttigi ancak
JEG-3 hiicre serileri tizerinde ki apopitotik etkilerinin istatistiksel olarak artmadigi
goriilmistiir. LD’nin tek basina artan dozda ve bu iki ilacin kombine edilip Karoten
dozu sabit tutulurken LD’nin dozu arttirilarak kullanildiklarinda JAR ve JEG-3 hiicre
serisi tizerinde apoptotik etkilerinin istatistiksel olarak arttigi goriilmiistiir.

Sonug: Insan Koryokarsinom hiicre hatt1 modelleri olan JAR ve JEG-3 iizerinde LD
ve Karoten’in tek ajan ve kombine kullanimlari ayrica immiinoenzimatik yontemle
B-hCG ve h-hCG o6lgiimii, her iki hiicre hattinda birden literatiirde ilk kez yapilmustir.
Elde edilen sinerjistik apoptotik veriler LD ve Karoten’in Koryokarsinom
tedavisinde karsilasilan c¢oklu ilag direnciyle miicadelede kullanilabilecek
seceneklerden biri olabilecegini gostermektedir. Ancak ilaglarin etkileri ve
kombinasyonlarindaki etkilerin in vivo sistemlerde farkli olabileceginden, veriler ilk

olarak hayvan deneyleri ve sonra klinik aragtirmalarla da desteklenmelidir.

Anahtar Kelimeler: Lipozomal doksorubisin, karoten, koryokarsinom, kemoterapi,

hiicre kiiltiirti, apopitoz



ABSTRACT

Seyit Ahmet Erol, The examination of the effect of Liposomal Doxorubicin and
Carotene on JAR and JEG-3 choriocarcinoma human cell culture models,
Biilent Ecevit University Faculty of Medicine Obstetrics and Gynecology
Department of the Thesis. Zonguldak 2016.

Aim: Gestational trophoblastic diseases are the group of diseases that originates from
human placenta and choriocarcinoma which is the malignant form. In several studies it
is showed that retionic acid and vitamin A deficiency increase the risk of this disease
at the etiology of these diseases. There are many medical treatment methods with
single or combined chemotherapotic agents, depend on stage of the disase. Taking part in
the capture and detoxification of peroxide radicals, carotene is a natural antioxidant
known to particularly protective role in chemical carcinogenesis. Carotene in reducing
cell proliferation, stimulating apoptosis, invasion inhibitory effects has been reported.
Liposomal Doxorubicin is an anthracycline derivated chemotherapeutic that
hydrochloride pegylated liposomes formed by buried in extended-release formulation. It
makes intercalation into DNA, blocks the progression of the enzyme topoisomerase Il
and providing the opening of the DNA during transcription rejoining of DNA double
helix. This formula is an increased cardiac risk in patients with metastatic breast cancer,
who have failed platinum-based chemotherapy in advanced stage ovarian cancer and is
used in cases of Kaposi's sarcoma associated with acquired immune deficiency
syndrome. In addition, multiple myeloma, stomach, lung, thyroid, bladder cancer is
located within the chemotherapy regimens.

The aim of our study is research the effectiveness of single agent use and combined
chemotherapy with Liposomal Doxorubicin and Carotene on JAR and JEG-3, human

choriocarcinoma cell line models for treatment of choriocarcinoma.

Materials and Methods: Human choriocarcinoma like JAR and JEG-3 cells were
cultured at conditions 37°C, Oz 95%, CO2 5% in RPMI-1640 environment that
include 10% fetal bovine serum, penicillin-streptomycin. Liposomal Doxorubicin
(LD) and Carotene trial groups are determined as shown below;

For single drug trial; LD 1 pg/ml, 2 pg/ml, 5 pg/ml; Carotene 1 pg/ml, 5 pg/ml, 10

pg/ml dosages were maintained.
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For the combination of LD and Carotene; LD 1 pg/ml, 2 ug/ml, 5 ng/ml dosages
were maintained with Carotene 5 ug/ml dosage.

Drugs were given to the cells at the same time. Following drug administration at the
72nd hour the cells were detached by the Trypsine- Ethylene Diamine Tetraacetic
Acid (EDTA) solution. The degree of apoptosis was obtained by flow cytometry
(FCM). Supernatant was collected before trypsine application for only one set, and
stored in deep-freeze to investigate B-hCG and h-hCG levels. B-hCG and h-hCG
levels were investigated by immunoenzymatic method. SPSS 19.0 and Minitab 17
programmes were used to make statistical analysis.

Findings: We observed that in our study Caroten’s single application with increasing
dosages cause to statistically significant increase of apoptosis ratios on the JAR cell lines
but statistically significant increase of apoptosis ratios on the JEG-3 cell lines hasn’t
shown. We showed that there’s been increase of apoptosis ratios on the both of JAR and
JEG-3 cell lines when we apply the fixed dose of Carotene with the increasing dosages
of LD.

Result: The single or combined application of LD and Carotene on the JAR and JEG-
3 human choriocarcinoma cell line models, also B-hCG and h-hCG with
immunoenzymatic methodmeasured, is made in both cell lines for the first time in
the literature. The obtained synergistic apoptotic data indicated that; the combination of
LD and Carotene could be used as one of the options in the struggle against multi-drug
resistance encountered in the treatment of choriocarcinoma. However, the effect of the
drugs with single application and with combination methods may be different in vivo
systems, therefore the data should be supported initially by animal experiments and then

clinical trials.

Key words: Liposomal doxorubicin, carotene, choriocarcinoma, chemotherapy, cell

culture, apoptosis
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1. GIRIS

Gestasyonel trofoblastik hastaliklar (GTH) tanim olarak fetal koryondan
kaynaklanan birbiri ile iliskili hastaliklar1 ifade etmekteolup genellikle hastaligin
spontan gerilemesi ile sonuglanan, benign mol hidatidiformdan (HM), hayati1 tehdit
eden koryokarsinoma kadar degiskenlik gosteren genis bir spektruma sahiptirler (1).

Histopatolojik olarak komplet ve parsiyel HM, invaziv mol, koryokarsinom,
plasental yerlesim bolgesinden koken alan trofoblastik tiimorler (PYBGTT) olarak
smiflandirirlar. Gestasyonel trofoblastik neoplaziler (GTN) genellikle HM sonrast
gelisebildikleri gibi terapotik veya spontan abortus, ektopik ya da term gebeligi de
takiben gelisebilmektedirler. Bir GTN olan koryokarsinom, yliksek metastatik
potansiyeli olan neoplastik bir durum iken HM, malign déniisiim ihtimali bulunan
anormal plasenta yapisina sahiptir (3; 4). Gebeligi takiben gelisen koryokarsinom ve
PYBGTT'ler gercek neoplazmlardir.

Kemoterapinin (KT) etkin olmasi, human koryonik gonadotropinin (hCG)
beta (P) subiinitinin hassas olarak Ol¢iilebilmesi ve tiimor belirteci olarak
kullanilmast sayesinde giinlimiizde GTN'ler hastaligin yaygin oldugu durumlarda
dahi tedavi edilebilmektedir. Koryokarsinomada {iretilen hCG normal gebelikte
sentezlenen hCG’den daha biiyiik oligosakkarid yan zincirine sahip oldugundan
hiperglikozile hCG olarak adlandirilir. Hiperglikozile hCG gelecekteki ¢alismalarda
kullanilabilecek bir belirteg olabilecegini diisiindiirmektedir (2)

Kimyasal olarak Karoten, A vitamininin dogal bir derivesi olup, hayvansal
(retinoidler) ve bitkisel (karotenoid provitamin) gidalarla viicuda alinir. Yaygin form
olan beta (B) karoten ince bagirsak mukozasinda yikima ugrayip bir tiir A vitamini
olan retinole doniisiir A vitamininin antineoplastik etkinlik  gdsterdigi
diistinilmektedir. Epitelyum hiicreleri yaninda diger hiicrelerin de normal
biiylimesinde ve farklilasmasinda rol oynadiklar1 ve kimyasal etkenlere, radyasyona
ve viriislere bagl kanser olusmasini antioksidan etkileri ile onledikleri gosterilmistir
(4; 5).

B-karoten’in retinol tiirevi olan Retinoik asitin; All-trans retinoik asit (ATRA)
ve 9-cis retinoik asit (9-cis RA) olmak iizere iki formu vardir (6). Retinoik asit

tirevleri olan ATRA ve 9-cis RA gen transkripsiyonunun regiilatorleri olup hiicre



proliferasyonunda ve farklilasmasinda onemli roller oynamaktadirlar. Retinoik asitin
anjiogenezde de hiicre proliferasyonunu ve gen ekspresyonunu diizenleyerek
apopitozu indiiklemek ve anjiogenezisi inhibe etmek seklinde etkileri vardir (7; 8).

Dogal bir antioksidan olan B-karoten’in peroksit radikallerinin yakalanmasi
ve detoksifikasyonunda rol alarak ozellikle kimyasal karsinogenezde koruyucu rol
aldig1 bilinmektedir. Bu aktivitesi sayesinde serbest radikalleri tutan bir ajan olarak
hareket eder, hiicre ve degisik dokulardaki doymamis yag asitlerinin oksidasyonunu
onler. ilag veya gida takviyesi olarak kullanilmasinin kanser onleyici etkisi hala
tartismalidir (9). Sentetik B-karoten kullaniminda akciger ve prostat kanseri oraninin
arttig1 ve bu artisin sigara i¢cenlerde 6liim oranini artirdigi gosterilmistir. Bu sonuglar
dogal olarak B-karoten bulunduran besinlerin tiiketiminde ise goriilmemistir (9).

Lipozomal doksorubisin antrasiklin tiirevi kemoterapotik ajandir. Lipozom
icine kapsiillenmis bir doksorubisin bi¢imidir. Daha az kardiyotoksiktir. DNA igine
enterkalasyon yapar, transkripsiyon esnasinda DNA’nin agilmasini  saglayan
Topoizomeraz Il enziminin ilerlemesini engeller. DNA replikasyonu sirasinda
topoizomerazin DNA’y1 kesmesinin ardindan meydana gelen topoizomeraz-DNA
kompleksini stabilize ederek DNA replikasyonunu durdurur (10; 11). Doksorubisinle
karsilastirildiginda, aktif neoanjiogenez gosteren tiimor dokularinda daha fazla ve
uzun siireli birikim gostermesi, kardiyak ve miyelostipresif yan etkilerin ise nadir
izlenmesi nedeniyle, baslica agresif seyirli non-Hodgkin lenfoma, direngli over ve
meme kanserleri ve AIDS ile iliskili Kaposi sarkomunun tedavisinde kullanimi
giderek yaygmlasmaktadir (12). Ote yandan, LD tedavisine bagli akral
eritrodisestezi, intertrigo-benzeri eriipsiyon, yaygin follikiiler eriipsiyon, stomatit ve
yeni melanotik makiillerin olusumu gibi sik rastlanan ve doza bagimli olarak gelisen
mukokiitan6z yan etkiler bildirilmektedir (13). Doksorubisinin lipozomal formunun
mukokiitandz yan etkilerinin ¢oziinebilir forma gore daha fazla cesitlilik gosterdigi
goriilmektedir. Bu durum, LD’nin uzun yar1 6mrii nedeniyle deride daha fazla
birikim gdstermesine baglanabilir (14).

Bu c¢alismanin amaci, koryokarsinom tedavisinde yeni bir protokol
gelistirmek amaciyla Karoten, Lipozomal Doksorubisin ve kombine KT'lerinin hiicre
kiltiriinde gelistirilen koryokarsinom modelleri olusturulmus hiicre kiiltiirleri

tizerindeki etkileri ve tedavi etkinliklerini arastirmaktir.


https://tr.wikipedia.org/wiki/Antioksidan
https://tr.wikipedia.org/wiki/Akci%C4%9Fer_kanseri
https://tr.wikipedia.org/wiki/Prostat_kanseri
https://tr.wikipedia.org/wiki/%C3%96l%C3%BCm

2.GENEL BIiLGILER

2.1. GTH’larda Epidemiyoloji

GTH insidanstyla ilgili veriler diinyanin degisik bolgelerinde farkliliklar gostermektedir.
Ornek olarak Japonya’da molar gebelik insidans1 bin gebelikte 2, Avrupa ve Kuzey
Amerika’da ise bin gebelikte 0.6 ile 1.1 arasinda degismektedir (17; 18). Etnik, ¢evresel
ve kiiltlirel faktorlerin insidans lizerine olan etkileri arastirilmis ve ¢evresel ve kiiltiirel
faktorlerin, irksal faktorler kadar 6nemli olabilecegi gosterilmistir (18). Tirkiye'de
yapilan calismalar hastane verilerine dayali oldugu icin gercek insidans hakkinda bilgi
sahibi olmak giigtiir. Ozalp ve ark.larmmn c¢alismasma gore Tiirkiye’de HM insidansi
1000 dogum i¢in 1.1 ile 12.1, 1000 gebelik icin ise 0.3 ile 18 arasindadir (15).
Tiirkiye’de toplumsal kaynakli bagka bir ¢alismaya gore ise; insidans 1000 canli dogum
icin 0.8, 1000 gebelik i¢in ise 0.6 olarak saptanmistir (16). Bagka bir ¢alisma ise
bolgesel farklihiga dikkat ¢ekmektedir. Ulkemizde GTH giineydogu anadoluda bulunan
Sanlurfa ilinde 1000 dogumda 12.1 oraniyla insidansin en fazla oldugu ildir (19).

Molar gebelik gelismesi icin HM Oykiisii risk faktoriidiir. Bir kez HM gegirmis
bir kadinda hastaligin niiks etme sikliginin yaklasik 10 kat arttigi saptanmistir (22).
Molar gebelik gecirenlerde bir sonraki gebeliginde mol gelisme olasiligr %]1.1 olarak
saptanmigtir (23). Ayrica gegirilen molar gebelik sayisi arttik¢a risk de orantili olarak
artmaktadir. Tirkiye’de yapilan bir calismada yedi kere tekrar eden HM olgusu
yaymlanmustir (24).

Molar gebelik gelisiminde rol oynayan en 6nemli risk faktorlerinden biri anne
yasidir. Yirmi yas alti gebeliklerde goriilen minimal insidans artist 35 yas iizerindeki
gebeliklerde belirgin hale gelmektedir. Dogurganligin erken ve gec yaslarinda goriilen
HM’de malignite riski artmaktadir. Ulkemizde yapilan calismalarda da dogurganhign
erken ve gec yaslarinda hastaligin insidansinda belirgin farklar oldugu saptanmistir (20).
HM olgularinin %0.3-1.6, 21 yasin altinda ve %1.7-23.1°1, 39 yasin iizerinde olarak
saptanmigtir (20). Nadiren HM postmenapozal dénemde de karsimiza ¢ikmaktadir (21).

Koryokarsinomda 1rk, yas, gecirilmis HM, oral kontraseptifler, gebelik sayisi,
Ostrojen, kan grubu antijenleri gibi risk faktorleri tanimlanmistir. Koryokarsinomda en

onemli risk faktorl gegirilmis molar gebelik oykiisiidiir (25). Koryokarsinom olgularimin



%29-83"linlin dykiisiinde HM oldugu saptanmustir (26). Olgularin 6nemli bir boliimiiniin
Oykiisiinde de normal gebelik ya da spontan abortus vardir ve koryokarsinomun %9-42
arasinda degisen oranlarda spontan abortuslardan sonra gelistigi saptanmustir (27).
Tiirkiye'de 6 merkezde 10 yilda 351650 dogum incelenerek yapilan ¢alismaya gore
tekrar eden mol oran1 %1.1 olarak saptanmistir (23).

Literatiirde hastaliga beslenme ve diyetin olan etkileri incelendiginde, HM tanis1
almig olan hastalarin serumunda vitamin BI12 seviyesi kontrol grubuyla yapilan
karsilagtirmalarda 247.21'e 180.32 pg/mL olmak iizere belirgin olarak yiiksek, folat
seviyesi 7.91'e 10.72 ng/mL olmak iizere diisiik, homosistein seviyesi ise 10.58'e 8.79
nmol/mL olmak tizere yiikksek bulunmustur (28). Bir baska ¢alismada serum ¢inko
seviyesi 86.3'e 68.7 ng/l olmak tizere yiiksek, serum bakir seviyesi ise 123.8'e 147.8 pg/l
olmak iizere diisiik bulunmustur (29). Italya ve Amerika’daki vaka kontrollii
caligmalarda ise karoten eksikliginin molar gebelik insidansi artirabilecegi
ongorillmistiir (30; 31). Ayrica molar gebelik insidansinin yiiksek oldugu bélgelerde, A
vitamini eksikliginin insidansinin da arttifi saptanmistir. Diyetsel faktorler de GTH

insidansindaki bolgesel farkliliklar1 kismen agiklayabilmektedir.

2.2. GTH'larda Genetik Ozellikler

Yapilan sitogenetik ¢alismalar sonucunda Komplet moliin diploid karyotipik
yapidaoldugu ortaya konulmustur. Yaklasik %75-85'I 46XX, geriye kalan kismi 46XY
yapisindadir. Diandrik diploidinin olusumunda pek ¢ok mekanizma one siiriilmektedir.
Genel kabul géren iki mekanizmadan biri niikleussuz ya da bos bir ovumun iki haploid
sperm ile fekundasyonu ile 46 XX ya da 46 XY seklinde bir heterozigot moliin ortaya
¢ikmasidir. Diger bir mekanizma niikleussuz veya bos bir ovumun bir tek haploid sperm
ile birlesmesi, takiben bu kromozomlarin duplike olmasidir. Bunun neticesindebiitiiniiyle
homozigot 46 XX bir yapi olusur.

Parsiyel molde genoma, iki paternal bir maternal yapinin katildigr gosterilmistir.
Bu durum diandrik triploidi olarak adlandirilir ve fazla haploid komponent paternal
kaynaklidir (32). Parsiyel moller genellikle 69 XXX, 69 XXY veya 69 XYY karyotip
yapiya sahip olan triploiddirler.



2.3. GTH'larda Patolojik Bulgular ve Etiyopatogenez

Makroskopik olarak bakildiginda komplet mol iiziim salkimma benzemektedir. Fetus
veya embriyo goriilmez. Capt 1 mm'den 2 cm'ye kadar degisen avaskiiler yapida, diiz,
seffaf, gri ya da pembe hidropik vezikiiller karakteristiktir. Bu vezikiiller ince bag
dokusundan olusan yapilarla biribiriyle iliskilidirler. Mikroskobik degerlendirme
asamasinda ii¢ Onemli Olgiit vardir. Bunlar: trofoblastik proliferasyon, villuslarda
hidropik sisme ve avaskiilarizasyondur. Bunlarin yaninda komplet ve parsiyel mol
ayriminda, parsiyel moliin immiinohistokimyasal olarak p57 ile boyanmas1 da ayirt edici
yardimet tekniklerdendir (34). Plasenta, amniotik kese ve amniotik sivi tanimlanamaz ve
intervilloz saha tipik olarak anormaldir. Ancak bazi olgularda amnion izlenmistir (35;
36).

Parsiyel molde fetiis veya embriyo ve embriyonik membranlar vardir. Histolojik
yap1 genellikle mozaiktir, yani hidropik villuslarla birlikte hidropik olmayan villuslar da
gozlenir. Parsiyel molde ayrica fetal damarlar, bazen de fetal eritrositlerin
gozlenebilmektedir (33).

Invaziv mol myometriuma invaze olan komplet moldiir. Molar hiicreler siitunlar
ya da plaklar seklinde myometriuma ilerler ve kan damarlarin1 invaze ederek o bolgede
kanamaya neden olur. Bazi olgularda ise molar doku viicudun baska bdlgelerine
metastaz yapabilir. Invaziv moliin histolojik kriterleri komplet mol ile aynidir (33).

Koryokarsinomun histolojisinin tipik goriiniimii trofoblastik hiicrelerin kolonlar
halinde myometriuma dogru ilerlemesidir. Villoz yap:1 yoktur ve hiicrelerde 6nemli
diizeyde sitolojik atipi bulunur. Nekroz ve hemoraji tiimdriin belirgin 6zellikleridir (36).

PYBGTT ler siklikla uterusta siirhdirlar ve hastaligin ileri evrelerinde metastaz
yaparlar. Vakalarin biiyiik gogunlugunda tiimor term gebeligi takiben gelisir. Intermediet
yapida ki trofoblastlardan koken alirlar. Diger GTH'lara oranla daha az hCG salgilarlar
ve gorece olarak human plasental lactogen (hPL) salinimi artmistir. Bu tiimorler KT'ye
direnglidirler ve olgularin diger GTH'lardan ayr olarak rapor edilmesi kabul gérmektedir
(37; 38; 39). PYBGTT’ler gestasyonel trofoblastik tiimdorler arasinda en nadir olanlaridir

Endotelyal nitrik oksid sentaz  ekpresyonun trofoblastik hiicrelerin
proliferasyonunda 6neme sahip oldugu bilinmektedir (43). Serum nitrik oksid seviyesi

ve plazma arjinaz seviyesi HM'da yiiksek bulunmustur (44; 45). Ayrica oksidatif stresin



de HM etiyopatogenezinde onemli bir rola sahip oldugu yapilan c¢alismalarla da
desteklenmektedir (40; 41; 42). Oksidatif stresle beraber artmig Deoksiriboniikleik asit
(DNA) hasar1 da HM'da izlenmektedir (46). Bu ¢alismalar da GTH etiyopatogenezinde

oksidatif stresin 6nemli bir yere sahiptir.

2.4. GTH'larda Hormonal Aktivite

HCG seviyeleri GTH'larin takibinde en uygun belirtectir (53). Serum veya idrardaki -
hCG miktar1 canli timdr hiicrelerinin sayisi ile paralellik gostermektedir. Bu sayede
GTH’larn izleminde hCG etkin tiimor belirteci olarak rol almaktadir. Hastaligin tedavisi
ile B-hCG miktar1 azalmakta, rekiirrenslerde ise degeri artmaktadir (54; 55).

HCG Gebelikte ve GTH’larda peptid varyantlari serumda ve idrarda
saptanabilen, heterojen yapida bir molekiildiir (47). Koryokarsinomada iiretilen hCG
normal gebelikte sentezlenen hCG’den daha biiyiik oligosakkarid yan zincirine sahip
oldugundan hiperglikozile hCG olarak adlandirilir, hiperglikozile hCG gelecekteki
caligmalarda kullanilabilecek bir belirte¢ olabilecegini  diistindiirmektedir  (2).
Koryokarsinomda iiretilen hCG molekiilii gebelikte iiretilen hCG molekiiliinden daha
biiyik yapidadir (48; 49). HCG’nin biyokimyasal yapisina bakildiginda
koryokarsinomada tretilen hCG’nin daha biiyiikk oligosakkarid yan zincirine sahip
oldugunu gostermektedir (50; 51; 52).

PYBGTT'lerde hiicrelerin biiyiik kisminin hPL igerdigi tespit edilmis, buradan
hareketle bu tiimorlerin belirlenmesinde hPL'nin yararli olabilecegi bildirilmistir. Tan1
aninda komplet mol olgularinin %2-7'sinde belirgin hipertiroidizm saptanmistir. Molar
doku tirotropin benzeri bir madde sentezlemekte bunun sonucu olarakta hipertiroidizm
olusmaktadir. (56; 57).

2.5. Tedavide Bosaltim Sonras: Profilaktik Kemoterapi

Giiniimiizde hastalarin hCG ile izlenebilmeleri nedeniyle profilaktik KT genellikle
uygulanmamaktadir. Profilaktik KT uygulamasi nonmetastatik hastalik olasiligim biiytik
oranda azalmakta ve metastatik hastalik riskini ortadan kalkmaktadir. Ayrica lokal

invazyon gosteren Vakalarda uygulanan ek KT kiiriinii takibenhastalarin tamaminda



remisyon izlenmistir. Bu veriler sayesinde, profilaktik KT'nin hem metastazi 6nledigi, hem
de lokal uterin invazyona bagl insidans ve morbiditeyi diisiirdiigli sonucu ¢ikarilmistir
(58).

Yapilan retrospektif bir ¢calismada; 1987-2006 yillar1 arasinda analiz edilen 265
hasta igerisinde profilaktik KT uygulanan yiiksek riskli hastalarda, KT almayanlara gore
anlamh bir sekilde daha diisiik oranda postmolar neoplazi gelisimi izlenmistir (59).
Bununla birlikte HM’de %80 spontan remisyon gerceklestigi igin profilaktik KT verilmesi
remisyonda ki olgulart da KT'nin yan etkilerine maruz birakmaktadir. Diger bir tedavi
rejimi, metastatik ve nonmetastatik hastalik gelisimi yoniinden yiiksek risk altinda olan
olgulara tedavi verilmesidir. Bu yaklagim 6zellikle hCG ile takibin miimkiin olmadig1 veya
giivenilir olmadig1 durumlarda gegerli olabilir. HM’de yiiksek risk kriterleri; yiiksek hCG
degerleri, yasin 18'in altinda veya 35'in {izerinde olmasi, teka lutein Kistleri bulunmasi,

asir1 biiyiik uterus ve tekrarlayan HM varligidir (55; 60).

2.6. Bosaltim Sonrasi izlem

Molar gebelik tahliye edildikten sonra genel kabul goren izlem siiresi 12 aydir (55).
Bosaltim sonrasinda ilk olarak haftada bir hCG tayini yapilarak tist tiste ti¢ kez negatif
deger eclde edilmeye calisilir. Bu agsamadan sonra ayda bir bakilmalidir. Uterin
subinvolusyonuna bagli anormal uterin kanama persiste eden hastalik agisindan uyarict
olmalidir. Klinik ve fizik muayene bulgulari akciger tutulumunu yoniinden siiphe
uyandirict ise akciger grafisi veya tomografi ile degerlendirme yapilidir (61; 62; 63).

2.7.GTH'larda Smiflama ve Evrelendirme

Giinlimiizde trofoblastik hastaliklarda histolojik kriterlerin  prognozu tayin edip
edemeyecegi tartigmast devam etmektedir. Genel olarak kabul géren goriis histolojik
kriterlerin prognoz tayininde yetersiz kaldig1 seklindedir. Ayrica her olguda histolojik
tanmin mevcut olmamasi tedaviyi histolojik olglitlere gore planlamay1 engellemektedir.
Bunlarla beraber FIGO ve DSO’niin evreleme sistemleri ile birlikte degisik merkezler

arasinda verilerin nesnel olarak karsilastirilmasini saglayabilecegi iimit edilmektedir (64).



Tablo 1. DSO Histolojik Simiflama Sistemi

1.HM

Komplet

Parsiyel
2. invaziv HM

3. Koryokarsinom
4. PYBGTT
5. Trofoblastik tiimor (diger)

Abartilmis plasental yerlesim bolgesi

Plasental yerlesim bolgesi nodiilii veya plagi

6. Simiflanamayan trofoblastik lezyonlar

Diinya Saglik Orgiitii (DSO) histolojik siniflamasi Tablo 1'de verilmistir (66).

Tablo 2. 2000 FIGO Evrelendirmesi

Evre 1 Hastahk uterusta sinirh

Evre Ia: Risk faktorii yok

Evre Ib: Bir risk faktori var

Evre Ic: Iki risk faktorii var

Evre II Tiimor uterus disinda ancak genital organlarda sinirh (adneks, vajen, genis bag)

Evre Ila: Risk faktorii yok

Evre IIb: Bir risk faktoru var

Evre Ilc: Iki risk faktorii var

Evre III Tiimor akcigerlerde; genital organ metastazi var veya yok

Evre Illa: Risk faktorii yok

Evre IIIb: Bir risk faktorii var

Evre Illc: Iki risk faktorii var

Evre IV Tiimér diger tiim metastaz sahalarinda

Evre IVa: Risk faktorii yok

Evre IVb: Bir risk faktorii var

Evre IVc: Iki risk faktorii var

Risk faktorleri:

1. Idrar hCG > 100.000 miU/ml veya kanda hCG >40.000 miU/ml

2.0nceki gebeligin terminasyonundan itibaren gegen siire >6 ay. Ayrica asagidaki risk faktdrlerinin
varlig1 da aragtirilmali ve bildirilmelidir.

a. GTH i¢in daha 6nceden uygulanmis KT

b. PYBGTT (ayr1 olarak bildirilmelidir)

c. Hastaligin histolojik verifikasyonu gerekli degildir.




GTH'lar i¢in Uluslararasi Jinekoloji ve Obstetrik Federasyonu’nun (FIGO)
onerdigi evreleme sisteminde hastaligin anatomik lokalizasyonu esas alinmis, ayrica
iki risk faktorii degerlendirmeye eklenmistir (Tablo 2) (65).

FIGO'nun o6nerdigi bu sistem, degerlendirmeye risk faktorlerinin eklenmesi
ile daha yaygin kullanim alani bulmustur. Giinlimiizde genel olarak kabul

edilebilecek degerlendirme ve evreleme sistemi arayislart devam etmektedir.

Tablo 3. GTH icin DSO/FIGO prognostik skorlama sistemi

0 1 2 4
'Yas <40 >40
Onceki gebelik Mol Abort Term
Onceki gebelik ile KT’ye <4 4-6 7-12 >12
baslanmasi arasi gecen siire (ay)
Tedavi éncesi serum hCG IU/1 <10° 103-10* 10%-10° >10°
En biiyiik tiimor capi (cm) <3 3-5 >5
Metastaz yeri Akciger | Dalak, bobrek | Gastrointestinal | Beyin, karaciger
Metastaz sayisi 1-4 5-8 >8
Onceki KT 1 ajan >1 ajan

Diinya Saglik Orgiitii (DSO) tarafindan GTN i¢in anatomik smiflamanin disinda
hazirlanmis olan prognostik skorlama sistemi demevcuttur. Bu siniflandirmada KT'ye
karst muhtemel bir direncin 6ngoriilebilirligi hedeflenmistir (Tablo 3) (65).

Koryokarsinomun histolojik tanisi tedaviyi kesinlestirse de, ilk tedavi secenegini
degistirmez. Histolojik inceleme ile koryokarsinom tanisi konuduktan sonra hastada
klinik veya radyolojik olarak ekstrauterin metastaz bulgusu mevcutsa, hasta metastatik
GTN kategorisine dahil edilir. Prognostik skor 0-6 ise diistik risk, >7 ise yiiksek risk
kabul edilir. Evre I hastalar genellikle diisiik risk skoruna sahip iken, Evre IV hastalar
genellikle yiiksek risk skoruna sahiptir. DSO, Evre II ve Evre III hastalarin ydnetiminin
belirlenebilmesi, tek ajan veya multiple ajan ile KT protokollerinden hangisinin

uygulanabilir oldugunun 6ngoriilebilmesi amaci ile bu sistemi tiretmistir (65).



2.8. Gestasyonel Trofoblastik Neoplazilerde Tedavi

GTN’lerin tedavileri planlanirken en 6nemli parametre hCG diizeyinin takip edilmesidir.
GTN’ler term gebelik, diisiik, HM ya da ektopik gebelik sonrasi gelisebilirler. HM
sonrast KT baglama kriterlerinden birisi histolojik olarak koryokarsinom tanisinin
konulmasidir. Diger KT'ye baglama kriterleri ise hCG takip sonuglarina gore
belirlenmektedir. Birinci kriter hCG degerinin yiikselmesi, ikinci kriter bir ile dort hafta
dilimi boyunca hCG degerlerinde ki degisimlerin %10 oraninin altinda kalarak plato
cizmesi, tglincii kriter belli bir slire gegmesine ragmen hCG degerinin hala pozitif
olmasidir ancak bu siire baz1 merkezlerde 6-8 hafta olarak kabul edilirken bazi1 merkezler
tarafindan 6 ay olarak belirlenmistir. Dordiincti kriter ise belli bir zaman dilimi
sonrasinda hCG diizeyinin yiiksek olarak saptanmasidir. Bazi merkezler 6-8 hafta
sonunda bu yiiksek degeri 20.000 miU/ml, bazi merkezler ise 200.000 miU/ml olarak
belirlemislerdir (61).

Molar olmayan gebeliklerde ise spontan diisiik, elektif gebelik terminasyonu
veya term gebelik sonrasi 3 ile 6 hafta gegmesine karsin hCG diizeyi hala yiiksek
seyrediyorsayine koryokarsinom siiphesis6z konusudur. Hastaligin yayginliginin,
miimkiinse histopatolojisinin tespit edilebilmesi i¢in tam bir sistemik degerlendirme
yapilmalidir. Detayli fizik muayene yapilmasi, karaciger, bobrek, tiroid fonksiyonlarmin
ve kan tablosunun tespit edilmesi gerekir. Uterin trofoblastik hastaligin varligi pelvik
muayene, pelvik ultrason, kiiretaj ve pelvik Manyetik Rezonans Goriintilleme (MRG) ile
ortaya konulmalidir. Akciger grafisi, karaciger fonksiyon testleri, karaciger sintigrafisi,
batin ultrasonografisi, beyin BT, beyin omurilik sivisinda hCG tayini ve bazi olgularda
abdominal ve pelvik organlarmn selektif anjiografisi ile metastaz varlig1 ortaya konabilir.
Yapilan ¢alismalarda BT'nin, karaciger ve akciger metastazlarinin erken tanisinda 6nemli
bir yeri oldugu ortaya konulmustur (33; 63).

FIGO'ya gore Evre 1 ve diisiik riskli Evre 1I-III olgularinda ve DSO skorlama
sistemine gore diisiik risk grubuna tedavi; tek ajan KT, KT ile birlikte histerektomi ve
bazi se¢ilmis vakalarda KT'nin intraarterial infiizyon yolla verilmesi olarak ii¢ grupta
toplanir. Tedavi rejimi olarak ilk ve mutlak uygulanmasi gereken KT'dir. Bir diger tedavi
sekli KT'ye ek olarak histerektomi yapilmasidir. Fertilite istegi olmayan hastalarda

histerektomi uygulandiginda hastalik sadece uterusta sinirliysa %2100 remisyon
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saglanmaktadir. KT ve histerektominin birlikte uygulanmasi hastanede kalig siiresini
kisaltmakta ve verilen KT kiir sayisii da diisiirmektedir. KT'ye cevap vermeyen
olgularda uterus disinda ki hastaligin kontrol altina alindigi olgularda histerektomi
uygulanabilir. Bu tiir uygulamaya ge¢ histerektomi uygulamasi adi verilmektedir. Gerek
KT ile birlikte gerekse ge¢ donemde yapilan histerektomi KT baskisi altinda
yapilmaktadir. Bu uygulama sayesinde herhangi bir morbidite artisina neden olmaksizin
timor embolizasyonu 6nlenebilmektedir (57; 67; 68; 69).

KT'ye ek karaciger ve beyin metastazlarinin tedavisinde radyoterapi (RT)
yardimci tedavi yontemi olarak kullanilmaktadir. Karaciger metastazi olan olgularda da,
KT ile kombine 10 giinde verilmek suretiyle total 2000 rad RT uygulanabilmektedir. Bu
doz tiimorii 6ldiirticti dozun altindadir. Karaciger toleransinin olmamasi dolayisiyla daha
yiiksek dozlara ¢ikilamamaktadir. Beyin metastazlarinda RT, KT ile baslamak iizere 10
giinde total 2000-3000 rad verilerek uygulanmaktadir. Beyin metastazi olan olgularda
One c¢ikan amag¢ beyin 6deminin Onlenmesi ve hastanin hayati tehlikesinin ortadan
kaldirilmasidir. Bu nedenle kraniyotomi ve yiiksek doz kortikosteroid uygulanan
yontemlerdir. (70).

GTN’lerde tedavi planlamasi Slgiilen hCG diizeylerine gore yapilir. Remisyon
tanisi, hCG diizeyi normal degerlere diistiiglinde birer hafta aralarla bakilan doért hCG
diizeyi normal sinirlarda bulunmasiyla konur. Bu tani1 konulduktan sonra 1 veya 2 kiir
daha ilave KT uygulanir. Remisyon saglandiktan sonraki takiplerde ise 12 ay siire ile
ayda bir hCG diizeyine bakilir. Bir yillik takip doneminde tiger aylik araliklarla fizik
muayene ve pelvik muayene yapilir, akciger grafisi ¢ekilir ve hematopoetik degerler
kontrol edilir. KT uygulanmasini takiben remisyon saglanan olgularda bir yil siireyle
etkin kontrasepsiyon saglanmalidir. Bu amagla oral kontraseptiflerin kullanilmasi

onerilir(71; 72).

2.8.1. Kemoterapi ve Radyoterapi

GTN’de KT, tek ajan veya kombine tedavi olarak uygulanir. Tek ajan kemoterapisinde
Aktinomisin-D (Act-D) ve metotraksat (MTX) ile, hem metastatik olmayan hem de

diistik riskli metastatik GTH’da %100'e yaklasan oranlarda remisyon elde edilmektedir.
Tekli ajan se¢iminde farkli protokoller mevcuttur (73; 74; 75).
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MTX da 5 giinliik protokol ile veya haftada bir pulsatil olarak verilebilir. Act-
D iki haftada bir 5 giin veya pulsatil olarak verilebilir. Tekrarlayan dozlarda
kullanildiginda MTX’in sistemik toksisitesini istenilen seviyede tutabilmek igin
beraberinde Folinik asit (FA) de verilmelidir (76; 77). MTX-FA tedavisi ile
trombositopeni, graniilositopeni, mukozit ve hepatotoksisite gelisebilir, yapilan
calismalarda bu oranlar yaklasik olarak, sirasiyla %2.9, %5.8, %6.4 ve %10.2
bulunmustur (78; 79). ilk tedaviden sonra, B-hCG seviyesi siirekli bir diisiis
gosterdigi slirece ek KT uygulanmaz ve standart aralikli ek tek ajan KT protokolii
yoktur. Tedaviden sonraki 18 giin igerisinde B-hCG’deki 1 log (%10) diisiis basaril
tedaviyi gostermektedir. f-hCG 3 hafta ardarda plato ¢izerse ya da yiikselme
egilimine girerse veya ilk tedavinin tamamlanmasindan sonraki 18 giin igerisinde 1
log azalma gostermezse ikinci bir KT kiirli daha uygulanir (79). Tek ajana direng
gelistiginde ikinci yaklagim diger tek ajan kemoterapisi ile tedavinin yiiriitiilmesidir.
Yani daha once MTX kullanilmigsa aktinomisin-D, daha once aktinomisin-D
kullanilmigsa MTX kullanilir. ikinci secenek kemoterapiye de direng gelistiginde
tedavi ¢oklu ajanlarla siirdiiriiliir.

Direngli vakalarda en sik kullanilan kemoterapi protokolii Etoposid, MTX,
Act-D, siklofosfamid ve vinkristinden (EMA-CO) olusmaktadi. Yapilan ¢alismalarda
bu rejimin, yiiksek riskli GTN grubunda %76-94 arasinda degisen oranlarda
remisyon sagladigi gosterilmistir (80; 81). Bu nedenle ki EMA-CO rejimi, metastazi
olan ve prognostik skoru yiiksek riskli olan hastalarda oncelikli tedavi secenegidir
(82; 83). EMA-CO KT'sine direng gelisirse Etoposid ve Cisplatin 8. giinde yer
degistirilir (EMA-EP). EMA-CO’ya direngli olgularin %76’sinda tek basina ya da
cerrahi ile beraber remisyon saglanmaktadir (84; 85). Kombine KT'ye, ciddi yan
etkiler olusmadig siirece, ardisik 3 6lgiimde normal serum B-hCG degeri goriilene
kadar devam edilmelidir. Normal degerlere ulagilmasini takiben relaps olasiligini

azaltmak amaciyla iki ek KT kiirii daha uygulanmalidir (80).
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Kemoterapi ye direng ile iligkili nedenler (86):
» Koryokarsinom patolojik tanisi almasi
*  Metastatik hastalik varligi
+  Onceki gebelikte molar gebelik dykiisiiniin olmamasi
* Yiiksek hCG seviyelerinin varligi
* Yiiksek FIGO skoru
* Artan yas

Kombine KT rejimleri uygulanimina bagl olarakbulanti, kusma, alopesi,
mukozit, néropati, myelosupresyon, enfeksiyon, karaciger, bobrek, over fonksiyon
kaybi, 16semi, meme, kolon gibi ikincil kanser gelisim riski, tek ajan tedavilerine
gore daha da artar(87).

Beyin metastazi olan hastalarda 10 giin boyunca 3000 cGY tiim beyin RT,
karaciger metastazlarinda da 10 giin siiresince 2000 cGY tiim karaciger RT uygulanir
(88).Refrakter hastalikta, KT nin ciddi yan etkilere yol agtigi durumlarda Paklitaksel
yalniz basina ya da ifosfamid, carboplatin, cisplatin veya etoposid ile kombine
kullanilabilir (89; 90).

2.9. Tedavi Sonrasi

Molar gebeligi takiben sonraki gebeliklerde hastaligin tekrarlama riski %1°dir (91).
KT sonrasi kiir saglanmis GTN’li hastalar normal fertilitesine kavusabilirler (92; 93).
Bu hastalarda infertilite riskinin artmadigi tespit edilmistir (92; 93). Kullanilan
kemoterapotik ilaglarin teratojenik ve mutajenik etkileri olmasina karsin major ve

mindr malformasyonlarin oran1 %2,5 ile normal sinirlarda tespit edilmistir (94; 95).
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2.10. Lipozomal Doksorubisin

Sekil 1. Lipozomal Doksorubisin'in formiilii

« HCI

Doksorubisin ya da hidroksidaunorubisin (ticari adiyla Adriamisin) kanser
kemoterapisinde kullanilan antrasiklin tiirevi antibiyotiktir. Dogal bir iiriin olan
daunomisin ile yakindan iligkilidir. 1950’lerde Farmitalia adli bir Italyan arastirma
sirketinin toprak numunesinde yeni bir Streptomyces peucetius susundan izole
edilmistir. 1960’larda akut I6semi ve lenfoma tedavisinde basarili olmustur. 1967’de
oliimciil kardiyak toksisiteye neden oldugu bulunmustur (96; 97).

Doksorubisin’in etki mekanizmast karmagik ve tam anlasilamamis olmakla
beraber enterkalasyon yoluyla DNA ile etkilestigi diisliniilmektedir (98).
Transkripsiyon sirasinda DNA’'nin agilmasin1 saglayan Topoizomeraz Il enziminin
ilerlemesi engellenir. Doksorubisin DNA ikilesmesi sirasinda topoizomerazin
DNA’y1 kesmesinin ardindan meydana gelen topoizomeraz-DNA kompleksini
stabilize ederek DNA ikili sarmalinin tekrar birlesmesini engeller ve boylece DNA
ikilesmesini durdurur (99).

Doksurobisin; hodgkin lenfoma, yumusak doku sarkomasi, multipl miyelom,
l6semi ayrica mesane, meme, mide, akciger, over, tiroid kanseri tedavi rejimlerinde

yer almaktadir (100).
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Lipozomal doksorubisin, peglenmis (polietilen glikol kapli) lipozom igine
kapsiillenmis bir doksorubisin bi¢imidir. AIDS’le iliskili Kaposi sarkomu tedavisi
icin gelistirilmistir. Polietilen glikol kaplama deride konsantre olmay1 saglar. Ancak
yan etki olarak el-ayak sendromu (palmar plantar eritrodistezi) sik goriiliir. Klinik
calismalarda 4 hafta boyunca 50 mg/m2 dozunda verildiginde hastalarin yaklasik
%50’sinde el-ayak sendromu olugmustur. Lipozomal doksorubisin daha az
kardiyotoksiktir. Over kanseri ve multipl miyelom tedavisi i¢in ABD’de FDA
tarafindan onaylidir. Over kanseri i¢in Onerilen konvansiyel doz 4 haftada bir
50mg/m2°dir (101).

Lipozomal doksorubisin platin esasli kemoterapirejimlerinden cevap
almamayan  kadinlarda, ilerlemis over kanseri tedavisinde endikedir.
AIDS'e baghh Kaposi Sarkomunda (KS) diisik CD4 saymi (<200 CD4
lenfositi/mm3) ve yaygin mukokiitandz veya viseral tutulumu olan hastalarda da
endikedir. Sistemik kemoterapide ilk ila¢ olarak veya vinka alkaloidi, bleomisin ve
konvansiyonel doksorubisinden (veya diger antrasiklinlerden) en az ikisini iceren bir
kombinasyon ile tedavi edilmesine ragmen hastalig1 ilerlemis veya ilaglar1 tolere
edememis AIDS-KS hastalarinda ikinci tercih olarak kullanilir (102).

Akut yan etkileri arasinda bulanti, kusma, kardiyak aritmiler, notropeni,
alopesi yer almaktadir. Kiimiilatif olarak doksorubisin dozu 550mg/m2’ye ulasinca
kardiyak yan etkiler (kalp yetmezligi, kardiyomiyopati ve 0liim) dramatik olarak
artar. Doksorubisin kardiyotoksisitesi mitokondriyal oksidatif fosforilasyonda dozla
orantilt bir azalma ile karakterizedir. Olusan reaktif oksijen radikalleri miyofibriler
kayba, sitoplazmada vakuol olugsmasina ve miyosit hasarina neden olmaktadir. Diger
DNA hasar1 olusturan antineoplastik ajanlarda oldugu gibi, doksorubisin ile
kombinasyon tedavisi goren hastalarda sekonder akut miyeloid losemiler ve

miyelodisplaziler bildirilmistir (101).
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2.11. Karoten

Sekil 2. Karoten’in kimyasal yapisi

Karoten, CsoHse formiillii birbirleriyle iligkili birkag¢ bilesik i¢in kullanilan bir
terimdir. Karoten, fotosentez i¢in dnemli bir fotosentetik pigmenttir. Sogurdugu 15181
Klorofile aktararak fotosenteze katkida bulunur (103). Kimyasal olarak karoten bir
terpendir, sekiz izopren birimden biyokimyasal olarak sentezlenir. Baglica iki tiirii
vardir, bunlar Yunan harfleri ile belirtilir: Alfa-karoten (o-Karoten)ve beta-karoten
(B-karoten). Gama, delta ve epsilon (y, 6 ve &-) karotenler de vardir. B-karoten iki
retinil gruptan olusur ve ince bagirsak mukozasinda beta-karoten dioksijenaz
tarafindan yikima ugrayip bir tlir A vitamini olan retinole doniiglir. Karoten
karacigerde depolanip gerekli oldugu zaman A vitaminine doniisebildiginden
birprovitamin sayilir (103).

Karotenin iki baslica izomeri, a-karoten ve B-karoten arasindaki fark, uctaki
halkali gruptaki ¢ift bagin konumundadir. f-karoten daha yaygin olan bigimdir. Sari,
turuncu ve yesil yaprakli meyve ve sebzelerde bulunur. Bir antioksidan olan f-
karoten yagda ¢oziiniir, peroksit radikallerinin yakalanmasi ve detoksifikasyonunda
rol alarak oOzellikle kimyasal karsinogenezde koruyucu rol aldigi bilinmektedir.
Ancak gida veya ilag takviyesi olarak alinmasinin kanser onleyici etkisi tartismalidir
(104).Yapilan ¢alismalarda sentetik beta karoten kullaniminda, akciger ve prostat
kanseri oraninin arttifi ve bu artisin sigara igenlerde Oliim oranini arttirdig
gosterilmistir. Bu sonuglar beta karoten takviyeleri i¢in goriilmiis, icinde dogal olarak
beta karoten bulunduran yiyeceklerde goriillmemistir (103). Britanya kanser orgiiti,

beta-karoten takviye ambalajlarinda sigara igenlere bu takviyelerin akciger kanser
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riskini artiracagina dair ikaz etiketleri konmasi gerektigini one siirmiistiir (105).
Giinliik E vitamini (alfa tokoferol) ve B-karoten aliminin akciger kanseri iizerine olan
etkilerinin arastirildig1 bir caligmada karotenoidli meyve ve sebzelerin tiikketimi ile
akciger kanseri oranlarinin azalmasi arasinda bir baglant1 oldugu saptanmis fakat -
karoten takviyesi alanlarda akciger kanseri oraninda azalma bulunamamuistir (106).

ABD Milli Kanser Dernegi dergisinde (NCI) 1996'da yayimnlanan bir
calismada, A vitamini (retinil palmitat olarak) ve beta-karotenin kanser koruyucu
etkisi arastirilmig, B-karotenin gida takviyesi olarak kullamiminda akciger kanseri
riskinde artis bulunmustur (107). Antioksidan destegin mortalite {izerine etkilerinin
degerlendirildigi bir meta analizde B-karotenin mortaliteyi %35 oraninda artirdigi
bulunmustur (108).

Diger bir c¢alismada, meme kanseri hastalarmin serum beta-karoten
diizeylerinin kanser olmayan kadinlara gore daha diisiik oldugu saptanmistir. Serum
beta-karoten serum diizeyleri en diisiik dortte birlik dilimin i¢inde yer alan kadinlarda
meme kanseri riskinin en yiiksek dortte birlik dilimdeki kadinlara gore %221 daha
fazla oldugunu bildirmistir (109).

B-karoten yikim iriinleri ve A vitamininin karboksilik asit formlar1 olan
ATRA ve 9 cis-retinoikasit (9 cis-RA) niikleer retinoid reseptorlerine baglanarak gen
ekspresyonunu diizenleyen aktif metabolitlerdir (110). Giinliik diyetle direk olarak
alimamayan ATRA, ozellikle embriyonik donemde hiicre biiylimesi ve gelisimi
tizerine etkilidir. Laboratuvarlarda sentetik olarak da sentezlenen ATRA, akne gibi
cilt hastaliklarinin tedavisinde ve bazi kanser tiplerinde hem tedavi hemde kanserden
korunma amagli kullanilmaktadir. Ayrica PB-karoten giiglii bir antioksidandir ve
stiperoksit dismutazin etkisini arttirarak serbest oksijen radikallerinin aciga ¢ikmasini
engeller ve boylece oksidatif stresi azaltmis olur (111). Retinoid ailesine mensup olan
B-karoten ve ATRA bu nedenle ayni zamanda anti-kanser ilaglar1 arasinda yer
almaktadir.

Yapilan ¢alismalar sonucu ATRA’nin Akut Promiyelosit 16semi (APL)
tedavisinde basarili sonug verdigi saptanmustir. In vitro ve in vivoolarak yapilan
caligmalarda retinoidlerin, kemoterapotik ajanlarla kombinasyon uygulamalarinda
sinerjik etkiye sahip oldugu bildirilmistir. ATRA ayrica Kaposi sarkoma, bas boyun

skuamoz hiicreli karsinomasi, over kanseri, mesane kanseri ve noroblastoma gibi
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gesitli timoral hastaliklarin tedavisinde kullanilan KT semalarina eklenmesi klinik
caligmalarda arastirllmaktadir. Ayrica kiiglik hiicreli olmayan akciger kanseri
tedavisinde de standart kemoterapétikler ile kombine edilerek kullanildiginda olumlu
sonuglar vermektedir (112).

ATRA ve retinoik asit izoformlar1 néronal farklilasmay: indiiklediklerinden,
in vitro noroblastom farklilagma modellerinde siklikla kullanilmaktadirlar. Fizyolojik
konsantrasyonlarda ATRA ile tatbik edilen hiicrelerde apopitotik silirece giren hiicre
sayisinda artma meydana geldigi ve hiicrelerde genel olarak biliyiimenin durdugu
belirgin bir bigimde gorilmektedir. ATRA, c-Jun N-terminal kinaz ve
fosfatidilinositol 3-kinaz gibi protein kinazlari hizlica aktive etmektedir. Protein
kinaz aktivasyonu sinir hiicrelerinde hizlica degisime neden olmaktadir. Ayrica
retinoik asit, fosfotaz-1, protein fosfotaz 2A ve protein fosfotaz 2B gibi mitozu aktive
edici protein fosfotazlar1 da aktive etmektedir (113).

Vitamin A ve retinoidler servikal hiicre biiyiimesinde de etkindirler. Yapilan
klinik ¢alismalar, ¢esitli retinoidlerin serviks kanser hiicrelerinde biiylimeyi
engelledigini gostermektedir. Human Papilloma Viriisiiniin neden oldugu serviks
kanserinde serumda bulunan ATRA seviyesinde azalma oldugu rapor edilmistir
(112). Ayrica B-karotenin, meme kanseri hiicrelerinin gelisimini apopitotik yolaklar

tizerinden engelleyebilecegi gosterilmistir (114).

2.12. Hiicre Kiiltiirii

Hiicre Kkiiltiirti, hiicrelerin laboratuar kosulunda kontrol altinda tiretilmesi siirecidir.
Hiicre kiltiiri tanim pratikte okaryot hayvan hiicrelerinden elde edilen hiicrelerin
kiiltiirleri igin kullanilmaktadir. Hiicre kiiltiirleriyle yapilan c¢alismalar giiniimiizde
poptler arastirmalarin 6nemli bir kismini olusturmaktadir. Hiicre kiiltiiriinde,
hiicrelerin  gelismesi ve biiylimesi i¢in gerekli teknikler 20. yiizyil boyunca
gelistirilmigtir. 1885'te bir tavuk embriyosunun néral plagininbir kismini ayiran ve 1lik
bir tuzlu su ¢ozeltisinde dokuyu birka¢ giin yasatan Wilhelm Roux doku kiiltiiriiniin
temellerini de atan kisidir (115). 1952'de George Gey ve arkadaslari tarafindan ilk insan
kanser hiicre hatt1 olan HeLa' nin ekilmesinin ardindan binlerce yeni hiicre kanser hattt

gelistirilmistir (116).
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Molekiiler biyolojik ¢aligmalarda, kanser arastirmalari, doku ve deri
mithendisliginde, biyokimyasal calismalarada, as1 lretiminde, sitogenetik alaninda,
hastaliklarin tan1 ve arastirilmasinda, kok hiicre ¢alismalarinda, farmasotik proteinlerin
tiretiminde, hormon tiretiminde, bitki ve hayvan 1slah1 ve gelistirilmesi galismalarinda,
tiip bebek ve kisirlik tedavilerinde, hiicre kiiltiirii ¢alismalari kullanilmaktadir (116; 117).

Giliniimiizde hayvan haklar1 savunucularinin kamuoyunda olusturduklari baski
nedeniyle hayvan haklarina gegmise nazaran ¢ok daha fazla 6nem verilmektedir. Hayvan
haklar1 savunuculari, birgok hayvan deneyininbos yere yapildigi yoniindeki iddialarin,
bu deneylerden ¢ikan sonuglarin, giivenilemeyecek oranlarda degisken ve hayvanlara aci
cektirilmesine, Oldiiriilmelerine degmeyecek kadar Onemsizolmalari sdylemine
dayandirmaktadirlar. Hiicre kiiltiirii caligmalari bircok hayvan caligmasinin yerini

alabilecek bir arastirma tiirtidiir (116).

2.12.1. Bashca Hiicre Kiiltiir Tipleri

2.12.1.1. Primer Kiiltiirler

Primer hiicre kiiltiirleri, ait olduklar orijinal dokudan alinarak kiiltiir sartlarina konulan
hiicreleri igerir. Dogrudan dokudan elde edilir ve ayri bir ortamda ek hiicre
stispansiyonunda ayrisana kadar enzimatik prosediire tabi tutulurlar. Bu hiicreler,
genotipik ve fenotipik yonden orijinal doku hiicresi ile ayni ozellikleleri igerir ve
dokunun fizyolojik durumunun ifadesidir. Bu tarz kiiltiirler heterojen yapidadirlar ve
fibroblastlar tarafindan etkinlestirilirler. Bu kiiltiirlerin olusturulmasi emek gerektirir
ve kisitli zaman ic¢inde sadece in vitro kosullarda saklanabilirler. Bu elde edilen
hiicreler, in vivo ortamdaki hiicrelerden farkli karakteristikler gostermektedir. Primer
hiicre kiiltiirleri, tiretim asamasindaki zorluklar, hassas hiicreler olmalar1 nedeniyle
calisma esnasinda ortaya ¢ikabilecek problemler ve bunlarin kontroliiniin son derece
giic olmasina karsin, orijinal fizyolojik durumun ifadesi olmalar1 nedeniyle pek ¢ok

calismada Ornek sistem olusturmaktadirlar (118).
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2.12.1.2. Surekli Kiiltiirler

Stirekli kiiltiirler, bir seri hiicrenin hedef kiiltiire doniistiiriilmesiyle ya da kisitli béliinme
sayisina izin verilen, tek hiicre tipinden olusmaktadir. Kisith 6miirlii hiicre topluluklar
diploiddir ve kismen farklilagmay1 da barindirabilirler. Eger 30 ya da daha fazla
bolinme tekrari olacaksa, bu tip hiicre topluluklart farkli ve uzun siire saklanma
yontemlerini igeren bir sistem ile saklanmalidir (119).

Siirekli kiiltiirlerde ki hiicreler kendiliginden cogalabilirler ancak kontamine
hiicre olusturma olasiliklar1 da vardir. Siirsiz boliinebilirlige sahip olan bu degistirilmis

hiicreler in vivo karakteristiklerinin ¢ok azini1 géstermektedirler (119).

2.13. Sitotoksisite

Piyasaya siiriilen ilaglarin %90 1nin satistan geri ¢ekilmesinin ve gelistirilen ilaglarin 3’te
birinin klinik faz denemelerde basarisizli§a ugramasinin altinda yatan neden toksisitedir.
Onerilen ¢oziimlerden birisi klinik denemelere gecmeden once ilaglarin toksik
olmadiginin kesinlestirilmesidir. Hiicre hatt1 kullanilarak yapilan in vitro sitotoksisite
caligmalari, test maddelerinin sitotoksik etkilerinin en 1y1 tanimlanmasina paralel olacak
sekilde yapilmaktadir (120).

Hiicre hatlar1 kullanilarak yapilan sitotoksisite caligmalarinda ilag bilesenlerinin
hiicre icerisine ne kadarinin hangi kosullarda alinacagiin ve de hiicresel ¢evrede nasil
hareket edeceklerinin taramasi yapilabilmektedir. Boylece bilesenin hedef proteine
baglanmasini tetikleyen ya da engelleyen mekanizmalar gbzlemlenebilmekte ve buna
alternatif seceneklerle calismaya yon verilebilmektedir. Hiicre kiiltiiriiniin yiiksek
duyarlilik gosterilen bir sitotoksik ajanin ortaya ¢ikarabilecegi maksimum ve minimum
zararlar bu ¢aligmalar sayesinde onceden tespit edilebilmektedir (122).

Kanser tedavisinde yeni ajanlarin gelistirilmesinde kullanilan yontemler bazen
zaman ve malzeme sarfindan daha ileriye gitmemistir. Literatiir incelemelerine
dayanarak hiicre Kkiiltiirlerinde daha Once denenmemis ajanlarin in vitro olarak
denenmeye baslanmasi klinik denemelere gecildiginde c¢alismalarin basarisizlikla
sonuclanmalarma neden olmustur. Tiimor biyolojisi ve molekiiller mekanizmalar

hakkinda ki bilgimiz arttik¢a daha yeni 6lgiitler géz dniine alinmaya baslanmustir (121).
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Farkli tiirlere ait hiicre kiiltiirleri iizerinde ya da ayni tiire ait farkli hiicre
kiiltiirleri kullanilarak sitotoksisite taramalar1 yapilabilmektedir. Boylece temel hedefe
kadar birgok sonug¢ in vitro olarak toksisite bakimindan karsilastirilarak incelenmis
olmaktadir (120). Hiicrelerin canliligi ve proliferasyonun saptanmasinda birkag¢ yontem
vardir. Bu yontemlerin uygulanabilmeleri igin tasarlanmis 96 kuyucuklu plakalar birgok
ornegin birlikte hizl bir sekilde analiz edilebilmeleri agisindan ¢ok kullanighdir. ELISA
plate okuyucu ya da mikrotiterplate kullanilarak 6rneklerin kolorimetrik ya da 1sima
tayinleri yapilabilmektedir. Sitotoksisitenin tespiti, hiicrelerin 6liimii ya da ¢ogalmalari

gibi farkli verilerle 6lglim yapilarak saptanabilmektedir (123).

2.14. Apopitoz

Terim olarak apopitoz ilk kez 1972 de J. F. K. Kerr tarafindan nekrozdan farkli
olarak gerceklesen diger bir 6liim sekli i¢in tanimlanmistir ve hiicre Sliimiini ifade
eder (124; 125). Hiicrenin intihar olarak da adlandirilan apopitoz, teorik olarak hiicrenin
disardan maruz kaldig: gesitli travmalara bagl ya da birtakim genetik faktorlerle aktive
edilen ve hiicrenin kendisi tarafindan programlanmig bir mekanizma yoluyla hiicre
Olimiini kontrol eden aktif islemler dizisi olarak tanimlanabilir. Béylece hormonal
olarak aktif ¢esitli maddeler, KT ve iyonize radyasyonu igeren travmatik ajanlarin
etkisiyle gerceklesen hiicresel hasarlarin ya da genetik faktorlerin etkisiyle aktive edilen
hiicresel intihar programiin apoptozayol agtig1 sdylenebilir (125).

Apopitoz sinyali bir hiicreye ulastiktan sonra o hiicrenin kromatini ve
sitoplazmasi yogunlagsmaya baslar, hiicre kiigiiliir. Daha sonra hiicre apoptotik cisimcik
ad1 verilen kiigiik pargaciklara boliiniir. Apoptotik cisimciklerin yiizeyinde sinyal veren
yapilar ortaya ¢ikar ve bu reseptorlere baglanan histiyositler tarafindan fagosite edilerek
ortadan kaldirtlirlar (124).

2.15. Flowsitometri (Akan Hiicre Olger)
Kantitatif bir apopitoz belirleme yontemi olan Flowsitometri (FCM) ilk kez 1960

yilinda patolog Herbert Derman ve bilgisayar uzmani olan John Hoffer tarafindan

sitoflorografi cihazi olarak tasarlandi ve Caspersson ve arkadaslarmin esaslarini
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belirledigi hiicre niikleusunun floresan boyanma ozellikleri g6z Oniine alinarak
gelistirildi(126). Kamenstsky 1963 yilinda sistemi modifiye ederek, hareketsiz
hiicrelerin analizi yerine hareketli ortamda hiicre analizi yapabilirliginimiimkiin
kilarak FCM'yi icat etmis oldu (127; 128). Lam iizerindeki hiicrelerin optik
Ozelliklerini tarayan sitofotometri ve imaj sitometrinin tersine, ¢ok hizli ve birden
fazla degiskenin analizini yapma olanagi vermesi FCM’nin avantajlarindan birisidir.
Bu nedenleyaklasik 100 kat kadar fazla sayida hiicrenin incelenmesi de FCM ile
miimkiin olabilmektedir. FCM’nin temel ¢alisma prensibi floresansi 6l¢iip kaydetme
esasina dayanir. Uygun birflorokomla boyandiktan sonra eksitasyon kaynagina dogru
hareket eden hiicrelerin floresans dereceleri Ol¢iilir ve elektronik uyarima
dontstiriliir. Eksitasyon kaynagi genellikle 450-514 nm dalga boyunda monokrom
151k veren Xenon-civa ya da argon laserdir. Bu 1s1k sayesinde hiicresel elemanlarin
floresan boyalarini maksimum emebilmeleri saglanir. Inceleme genelde saniyede
100-200 hiicre hiziyla yapilir. Floresan 6l¢timler sonucu elde edilen veriler bilgisayar
ortamimnda saklanabilirler. Floresans yontemi sayesinde hiicrelerin biiytiklikleri de
olgitilebilir (129; 130).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Kullanilan Kimyasal Malzemeler

Roswell Park Memorial Institute (RPMI) 1640 ile 2.0 g/l NaHCO3, 500 ml)
(Interlab), FCS 1s1 ile inaktif 100 ml (Dateks), L-Glutamine (200 mM) 100 ml (BRK
Kimya), Penisilin-streptomisin karistm 100 ml (BRK Kimya), Tripsin-EDTA
karistm1 100ml (Interlab), DMSO 50 ml (Dateks), B-Carotene Type | synthetic>%93
UV powder 5g (Sigma), Pegile Lipozomal Doksorubisin (Caelyx®, Schering-Plough
Corporation, Kenilworth, NJ, USA)

3.2. Kullanilan Sarf Malzemeler

24 kuyucuklu hiicre kiiltir plagi 20 adet (TC-Plate 24 well sterile with Lid Ind.
Packed) (Interlab), 12 kuyucuklu hiicre kiiltiir plag: 20 adet (TC-Plate 24 well sterile
with Lid Ind. Packed) (interlab), Apoptoz kiti (200 test) (BRK Kimya, Beckman
Coulter). DXI 600 cihazi (Beckman Coulter, CA, USA), Flowsitometri (Beckman
Coulter FC 500). 25 cm?lik ve 75 cm?’lik flasklar, 12 ve 24 kuyucuklu plaklar, steril
polipropilen santrifiij tlipleri (15 ve 50 ml hacimlerinde), steril tek kullanimlik

filtreler (0,2 mikron ¢apinda), Neubauer lami, Thoma lami, ependorf tiip.
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Sekil 3. JAR ve JEG-3 hiicre kiiltiirlerini iceren flasklar ve hiicre kiiltiir plaklari

Sekil 4. 24 kuyucuklu hiicre Kkiiltiir plag:

Sekil 5. Flowsitometri

@—e:mnm
COULTER
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3.3. Kullanilan Aletler
Sogutmali santrifiij (Juan marka), Derin dondurucu (Juan marka -86), buzdolabi,
manyetik karistirici, CO? inkiibatorii (Niive EC 160), Steril kabin (Niive), otomatik

pipetler, inverted Mikroskop (Leica).

Sekil 6. Niive CO? inkiibatorii

3.4. JAR ve JEG-3 Hiicre Kiiltiirleri

JAR ve JEG-3 hiicreleri Biilent Ecevit Universitesi’nin Bilimsel Arastirma Projesi
destegi ile Amerikan Type Culture Collection’dan satin alinmistir. JAR ve JEG-3
hiicreleri, 1s1 ile inaktiflestirilmis %10’luk Fetal Bovine Serum, RMPI-1640
(Interlab), Penicilin-Streptomycin ve L-glutamin iceren besiyerinin bulundugu 75
cm?lik flasklarda %95°lik hava, %5°lik CO? ortami ve %98 nem ortaminda,
37°C’deki Niive CO? inkiibatoriinde kiiltiire edilmistir. Hiicrelerin flask tabanini
doldurmasindan sonra, tripsin EDTA soliisyonu ile hiicreler kaldirilmis ve yikama
santrifiij islemlerinden geg¢irilmistir. Yikamalarda RPMI 1640 kullanilmis, santrifiij
islemi 16 cm rotor ¢apinda ag¢ilir rotor kullanilarak +4°C’de 2400 rpm (rapid per
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minute)’de gergeklestirilmistir. Hiicreler Neubauer laminda sayilip, kuyucuk basina
1x10° hiicre diisecek sekilde 12 ve 24 kuyucuklu plaklara aktarilmisti. 2 giin
inkiibasyondan sonra besi ortami tazelenerek ila¢ dozlar1 hiicrelerin {izerine

eklenmistir.

Sekil 7. JAR hiicre kiiltiirii mikroskopik goriiniimii

Sekil 8. JEG-3 hiicre kiiltiirii mikroskopik goriiniimii
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3.5. Test Maddelerinin Dozlarinin Hazirlanmasi

3.5.1. Lipozomal Doksorubisin dozunun hazirlanmasi

Pegile Lipozomal Doksorubisin (PLD), Dimetil siilfoksit (DMSO) igerisinde ¢oziilerek
1, 2 ve 5 pg/ml’lik dozlar halinde hazirlanmistir. En yiiksek konsantrasyonda DMSO
oran1 %1’den ¢ok daha az olacak sekilde RPMI 1640 ile diliisyon yapilmustir.

3.5.2. Karoten dozunun hazirlanmasi

B-Carotene Type | synthetic >%93 UV powder 5g (Sigma), DMSO igerisinde
coziilerek 1, 5 ve 10 pg/ml’lik dozlar halinde hazirlanmistir. En yiiksek konsantrasyonda
DMSO orant %]1°den ¢ok daha az olacak sekilde RPMI 1640 ile diliisyon yapilmustir.

3.6. Yontem

3.6.1. Hiicre hatlarimin kiiltiire edilmesi

JAR ve JEG-3 hiicreleri 75 cm?lik flasklarda, yetistirilmis ve %95 hava ve %5 CO?li
gaz ortaminda ve 37° C’deki CO? inkiibatoriinde kiiltiire edilmistir.

3.6.2. Kemoterapotiklerin testler icin hazirlanmasi, p-HCG ve h-HCG ol¢iimii

B-karoten belirlenen dozlart hazirlanmustir, ¢oziicli olarak Dimetil siilfoksit (DMSO)
Kullanilmigtir. DMSO oran1 %1°1 gegmeyecek sekilde ve son konsantrasyonlart; 1pg/ml,
5ug/ml, 10pg/ml, olmasi saglanarak hazirlanmustir.

Pegile Lipozomal Doksorubisin (PLD), DMSO igerisinde 1pg/ml, Sug/ml,
10pg/ml’lik dozlar halinde hazirlanmistir. En yiliksek konsantrasyonda DMSO orani
%1’den ¢ok daha az olacak sekilde RPMI 1640 ile diliisyon yapilmustir.
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Pegile Lipozomal Doksorubisin (PLD) ve p-Karoten kombinasyonunda;
LD’inlpg/ml, Spg/ml, 10pug/ml’lik dozlarn ile p-Karoten’in Spug/ml’lik dozu
kullanilmistir. Maddeler hiicrelere ayn1 anda verilmistir.

flag uygulamalarmi izleyen 72. saatte hiicreler tripsin-EDTA soliisyonu ile
kaldirilip, apopitoz galismasina alinmistir. Sadece bir set igin tripsin Oncesi siipernatan
toplanip, B-hCG ve h-hCG (human hyperglycosylated chorionic gonadotropin) 6lgtimii
icin derin dondurucuda saklanmustir. Immiinoenzimatik yéntemle B-hCG ve h-hCG
diizeyleri (Sunred Elisa Kit) DXI 600 cihazinda (Beckman Coulter, CA, USA)

caligilmistir.

3.6.3. Annexin V yontemi ile apopitoz tespiti ve istatistiksel analiz

Fosfatidilserin (PS) hiicre membraninin i¢ kismina asimetrik olarak yayilmis halde
bulunmaktadir. Normalde hiicrelerde hiicre zarmin sitoplazmik yiiziinde membran
lipitlerinden biri olan PS bulunmaktadir. Hiicre apopitoza gidecek olursa normalde i¢
kisimda yerlesmis olan PS molekiilleri hiicre zarmin dis yiiziine transloke olurlar. Bu yer
degistirme hiicre membran biitiinliigiiniin bozulmadig apoptotik hiicre 6liimiiniin erken
donemlerinde meydana gelir. Apopitoz indiiksiyonunu takiben PS’nin aciga ¢ikisi, Ca®*
bagiml olarak PS’ye yiiksek bir affiniteyle baglanan bir protein olan rekombinant
Aneksin V kullanilarak kolaylikla belirlenebilir (131).

Aneksin V, hiicrenin di yiizeyine dogru yer degistiren PS’ye baglanabilen bir
protein oldugundan, floresan bir madde (6rn. FITC) ile isaretleyrek apoptotik hiicreyi
goriinlir hale getirilebiliriz (132). FITC-Aneksin-V kompleksinin hiicre yilizeyindeki
fosfatidilserine baglanma oran1 flow sitometri ile Olciilebilmektedir. Nekrotik
hiicrelerin yiizeylerinde de Aneksin-V baglanmasi goriilebildigi i¢in ikinci boya
olarak propidium iyodiir eklenmektedir. Aneksin V-FITC (yesil floresan) ve non-vital
boya olan propidium iyodiir (PI) (kirmizi floresan) ile ayn1 zamanda boyanan
hiicreler, canli hiicreler (Annexin V ve PI negatif) erken apopitotik hiicreler (sadece
Annexin V pozitif) (FITC+PI-) ve geg¢ apopitotik veya nekrotik hiicrelerin (Annexin
V ve Pl pozitif) (FITC+PI+) birbirinden ayirt edilmesine izin verir (133).
Calismamizda erken apoptotik hiicreler ile gec¢ apoptotik veya nekrotik hiicrelerin

toplamu tizerinden apoptoz oranlar1 hesaplanmustir.
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Hiicrelerin, deney setlerinde her test maddesi dozu i¢in ekildigi deneyler,
birbirinden bagimsiz olarak 7 kez tekrarlanmistir. Apopitoz sonuglarinin istatistiksel
analizleri SPSS 19.0 (Statistical Package for the Social Sciences) paket programinda
yapilmustir. Calismada yer alan siirekli degiskenlere ait tanimlayici istatistikler medyan,
minimum ve maksimum degerleriyle verilmisti. Degiskenlerin normal dagilima
uygunlugu Shapiro Wilk testi ile incelenmistir. Dozlarin 4’li grup karsilastirmalarinda
Kruskal Wallis test, dozlar aras1 2’li alt grup karsilastirmalarda Mann Whitney U testi ve
Bonferonni diizeltmeli Mann Whitney U testleri kullanmilmistir. Calismadaki tiim
istatistiksel analizlerde p degeri 0,05’in altindaki karsilastirmalar istatistiksel olarak

anlaml kabul edilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. Karoten’in JEG-3 Hiicre Hatt1 Uzerine Apopitotik Etkileri

Sekil 9. Karoten’in JEG-3 hiicreleri iizerindeki etkisinin Annexin testi ile

degerlendirilmesi
124
104 *®
8
x %

Apopitoz %
(o))
1

l?l

Kontrol JEGBKaroten_1pg/ml JEGBKaroten_5ug/ml JEGBKaroten_10ug/ml

Tablo 4. Karoten’in artan dozlarda JEG-3 hiicreleri iizerinde olusturdugu

apoptoz oranlarinin dagilim

Median (Min-Max)
JEG-3 Kontrol 3,7(2,9-7)
JEG-3 p-Karoten_1 pg/ml 3,7 (1-10,1)
JEG-3 p-Karoten_5 pg/ml 2,5(1-12)
JEG-3 p-Karoten_10 pg/ml 2,9 (1-7,3)

24 saat muamele sonunda B-Karoten’in 1 pug/ml’lik doz uygulamasi sonucu
JEG-3 hiicrelerindeki apopitoz oran1 % 3,7°dir. 5 pg/ml’lik muamele sonucu apopitoz
orant % 2,5, 10 pg/ml’lik muamelesi sonucu ise %2,9’dur.Anlamlilik degeri p<0,05

alindiginda; apopitotik etki agisindan istattistiksel olarak anlamli fark gézlenmedi
(p=0,454).
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Sekil 10. Karoten verildiginde JEG-3 hiicre hattinda B-hCG ve h-hCG diizeyleri

140
120

100

80
60
40
20

m B-hCG
m h-hCG

Tablo 5. Karoten verildiginde JEG-3 hiicre hattinda §-hCG ve h-hCG diizeyleri

B-hCG h-hCG
JEG-3 Kontrol 118 66
JEG-3 p-Karoten 1 pg/ml 116 63
JEG-3 B-Karoten 5 pg/ml 121 63
JEG-3 B-Karoten 10 pg/ml 115 64

B-hCG ve h-hCG diizeylerinde B-Karoten'in dozu ile orantili bir degisiklik

izlenmemistir.
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4.2. Karoten’in JAR Hiicre Hatt1 Uzerine Apopitotik Etkileri

Sekil 11. Karoten’in JAR hiicreleri iizerindeki etkisinin Annexin testi ile

degerlendirilmesi

0,9 ®

0,8 -

0,7 1 *®

0,6 1

0,5

Apopitoz %

0,4- ‘

0,3-

0,2-

Kontrol JARBKaroten_1pg/ml JARBKaroten_5ug/ml  JARBKaroten_10ug/ml

Tablo 6. Karoten’in artan dozlarda JAR hiicreleri iizerinde olusturdugu

apoptoz oranlariin dagilim

Median (Min-Max)
JAR Kontrol 0,3 (0,2-0,6)
JAR p-Karoten_1 pg/ml 0,35 (0,2-0,8)
JAR p-Karoten_5 pg/ml 0,6 (0,4-0,9)
JAR g-Karoten_10 pg/ml 0,8 (0,7-0,9)

24 saat muamele sonunda B-Karoten’in 1 pg/ml’lik doz uygulamasi sonucu
JAR hiicrelerindeki apopitoz oran1 %0,35°dir. 5 pg/ml’lik muamele sonucu apopitoz
oran1 %0,6, 10 pg/ml’lik muamelesi sonucu ise %0,8dir. Istatistiksel olarak apopitoz
oranlarindaki artiglar anlamhidir (p=0,001).
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Anlamlilik degeri p<0,05 alindiginda;

B-Karoten_5 pg/ml ile kontrol arasinda apopitotik etki acisindan istatistiksel
olarak anlamli farklilik var (p=0,004).

B-Karoten_10 ug/ml ile kontrol arasinda apopitotik etki agisindan istatistiksel
olarak anlamli farklilik var (p=0,001).

B-Karoten_1 pg/ml ile B-Karoten_10 pg/mlarasinda apopitotik etki agisindan
istatistiksel olarak anlamli farklilik var (p=0,014).

Sekil 12. Karoten verildiginde JAR hiicre hattinda B-hCG ve h-hCG diizeyleri

140
120 -
100
80
® B-hCG
60 = h-hCG

40

20

JAR Kontrol JARBKarotenlug JARBKaroten5ug JARBKaroten1lOug

Tablo 7. Karoten verildiginde JAR hiicre hattinda §-hCG ve h-hCG diizeyleri

B-hCG h-hCG
JAR Kontrol 126 63
JAR p-Karoten 1 pg/ml 107 64
JAR p-Karoten 5 pg/ml 115 68
JAR B-Karoten 10 pg/ml 111 56

B-hCG ve h-hCG diizeylerinde B-Karoten'in dozu ile orantili bir degisiklik

izlenmemistir.
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4.3. LD’nin JEG-3 Hiicre Hatt1 Uzerine Apopitotik Etkileri

Sekil 13. LD’nin JEG-3 hiicreleri iizerindeki etkisinin Annexin testi ile

degerlendirilmesi
35 A
30
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S « |
N 20
=
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104
*®
5
$
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Kontrol JEGPLD_1ug/ml JEGPLD_2ug/ml JEGPLD_5ug/ml

Tablo 8. LD’nin artan dozlarda JEG-3 hiicreleri iizerinde olusturdugu apoptoz

oranlarinin dagilim

Median (Min-Max)
JEG-3 Kontrol 3,7(2,9-7)
JEG-3PLD_1 pg/ml 16,1 (14,7-20,5)
JEG-3PLD_2 pg/ml 31,4 (21,6-35,1)
JEG-3PLD_5 pg/ml 27,5 (21,8-35)

24 saat muamele sonunda Pegile Lipozomal Doksorubisin (PLD)’nin 1
pg/ml’lik doz uygulamast sonucu JEG-3 hiicrelerindeki apopitoz orant %16,1°dir. 2
pg/ml’lik muamele sonucu apopitoz orani %31,4, Sug/ml’lik muamelesi sonucu ise

%27,5 dir. Istatistiksel olarak apopitoz oranlarindaki artislar anlamlidir (p=0,000).
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Tablo 9. LD’nin artan dozlar arasindaki etkinliginin JEG-3 hiicreleri iizerinde

Annexin testi ile degerlendirilmesi, Anlamhhk degeri p<0,05

JEG-3 PLD1/ PLD2/ PLD5/ PLD1/ PLD1/ PLD2/
Kontrol Kontrol Kontrol PLD2 PLD5 PLD5
p ,001 ,000 ,001 ,001 ,001 ,094

Anlamlilik degeri p<0,05 alindiginda;
Sadece PLD_2 pg/ml ile PLD_5 pg/ml arasinda apopitotik etki agisindan
istatistiksel olarak anlamli farklilik yok (p=0,094). Diger gruplar arasinda apopitotik

etki acisindan istatistiksel olarak anlamli farklilik var.

Sekil 14. LD verildiginde JEG-3 hiicre hattinda §-hCG ve h-hCG diizeyleri

140

120

100 -

80 -

m B-hCG
® h-hCG

60 -

40 -

JEG3Kontrol ~ JEG3PLD_1pg JEG3PLD_2ug JEG3PLD 5ug

Tablo 10. LD verildiginde JEG-3 hiicre hattinda p-hCG ve h-hCG diizeyleri

B-hCG h-hCG
JEG-3 Kontrol 118 66
JEG-3PLD 1 pg/ml 127 63
JEG-3 PLD 2 pg/ml 114 61
JEG-3 PLD 5 pg/ml 118 59

B-hCG ve h-hCG diizeylerinde PLD'nin dozu ile orantili bir degisiklik

izlenmemistir.
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4.4. LD’nin JAR Hiicre Hatt1 Uzerine Apopitotik Etkileri

Sekil 15. LD’nin JAR  hiicreleri iizerindeki etkisinin Annexin testi ile

degerlendirilmesi

2,5

2,0

\

Apopitoz %

1,0

0,5 A

0,0 |

Kontrol JARPLD_1ug/ml JARPLD 2pg/ml JARPLD_5pg/ml

Tablo 11. LD’nin artan dozlarda JAR hiicreleri iizerinde olusturdugu apoptoz

oranlarmin dagilim

Median (Min-Max)
JAR Kontrol 0,3 (0,6-0,2)
JAR PLD_1 pg/ml 1,3 (0,6-1,7)
JAR PLD_2 pg/ml 1,4 (0,3-1,6)
JAR PLD_5 pg/ml 2(0,3-2.2)

24 saat muamele sonunda Pegile Lipozomal Doksorubisin (PLD)’in
1 pg/ml’lik doz uygulamasi sonucu JAR hiicrelerindeki apopitoz orant %1,3’diir.
2 pg/ml’lik muamele sonucu apopitoz oran1 %1,4, 5 ng/ml’lik muamelesi sonucu ise

%2’ dir. Istatistiksel olarak apopitoz oranlarindaki artislar anlamlidir (p=0,003).
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Tablo 12. LD’nin artan dozlar1 arasindaki etkinliginin JAR hiicreleri iizerinde

Annexin testi ile degerlendirilmesi, Anlamhhk degeri p<0,05

AR PLD1/ PLD2/ PLD5/ PLD1/ PLD1/ PLD2/
Kontrol Kontrol Kontrol PLD2 PLD5 PLD5
p ,001 ,007 ,004 ,805 ,165 ,128

Anlamlilik degeri p<0,05 alindiginda;
Kontrol grubu ile PLD_1 pg/ml, PLD_2 pug/ml ve PLD_5 pg/ml arasinda
apopitotik etki agisindan istatistiksel olarak anlamli farklilik var. Dozlar arasinda

apopitotik etki ac¢isindan istatistiksel olarak anlamli farklilik yok.

Sekil 16. LD verildiginde JAR hiicre hattinda -hCG ve h-hCG diizeyleri

140

120

100 -

80 -

m B-hCG
m h-hCG

40 -

20 -

JAR Kontrol ~ JARPLD_1ug JARPLD 2ug JARPLD 5pg

Tablo 1. LD verildiginde JAR hiicre hattinda B-hCG ve h-hCG diizeyleri

B-hCG h-hCG
JAR Kontrol 126 63
JAR PLD 1 pg/ml 115 64
JAR PLD 2 pg/ml 106 60
JAR PLD 5 pg/ml 117 64

B-hCG ve h-hCG diizeylerinde PLD'min dozu ile orantili bir degisiklik

izlenmemistir.
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4.5. Karoten ile Birlikte Kullamlan LD’nin JEG-3 Hiicre Hatt1 Uzerine Apopitotik
Etkileri

Sekil 17. Karoten ile birlikte kullanilan LD’nin JEG-3 hiicreleri iizerindeki

etkisinin Annexin testi ile degerlendirilmesi
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Tablo 2. Karoten ile birlikte kullanilan LD’nin JEG-3 hiicreleri itizerinde

olusturdugu apoptoz oranlarinin dagilimi

Median (Min-Max)
JEG-3 Kontrol 3,7 (2,9-7)
JEG-3 PLD_1 pg/ml + p-Karoten_5 pg/ml 6,1 (5,2-7,1)
JEG-3 PLD_2 pg/ml + B-Karoten_5 pg/ml 5,7 (4,4-9)
JEG-3 PLD_5 pg/ml + B-Karoten_5 pg/ml 15.5 (5.5-17)

24 saat muamele sonunda 5 pg/ml B-Karoten ile birlikte kullanilan PLD’nin

1 pg/ml’lik doz uygulamasi sonucu JEG-3 hiicrelerindeki apopitoz orani %6,1 dir.

2 ng/ml’lik PLD ile birlikte sonucu apopitoz oran1 %5,7, 5 ng/ml’lik PLD ile birlikte

sonucu apopitoz oran1 %15,5°dir. Istatistiksel olarak apopitoz oranlarndaki artiglar

anlamlidir (p=0,001).
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Tablo 3. Karoten ile birlikte kullamilan LD’nin artan dozlar1 arasindaki

etkinliginin JEG-3  hiicreleri iizerinde Annexin testi ile
degerlendirilmesi, Anlamhlik degeri p<0,05

+ + +p-

PLD1 + PLD2 + PLD5 + PLDI PLD1+ | PLDZ+p
-Ki 5/ -Ki 5/ | K 5/

JEG-3 B-Karoten5/ = p-Karoten5/ | B-Karoten5/ Pr-Karoten p-Karoten aroten
+ + +p-

Kontrol Kontrol Kontrol PLD2 PLDS PLDS +p

B-Karoten5 p-Karoten5 Karoten5

p ,017 ,011 ,001 ,902 ,011 ,011

Sekil 18. Karoten ile birlikte LD verildiginde JEG-3 hiicre hattinda §-hCG ve h-

hCG diizeyleri

140

120

100
80
60
40
20

® B-hCG
® h-hCG

Tablo 4. Karoten ile birlikte LD verildiginde JEG-3 hiicre hattinda §-hCG ve h-

hCG diizeyleri
B-hCG h-hCG
JEG-3 Kontrol 118 66
JEG-3 PLD 1 pg/ml + p-Karoten 5 pg/ml 109 63
JEG-3 PLD 2 pg/ml + p-Karoten 5 pg/ml 117 59
JEG-3 PLD 5 pg/ml + pB-Karoten 5 pg/ml 111 52

B-hCG ve h-hCG diizeylerinde de PLD’nin dozu ile orantili bir diisiis

izlenmektedir.

39




4.6. Karoten ile Birlikte Kullamilan LD’nin JAR Hiicre Hatti Uzerine Apopitotik
Etkileri

Sekil 19. Karoten ile birlikte kullanilan LD’nin JAR hiicreleri iizerindeki

etkisinin Annexin testi ile degerlendirilmesi
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Tablo 5. Karoten ile birlikte kullamilan LD’nin JAR hiicreleri itizerinde

olusturdugu apoptoz oranlarinin dagilimi

Median (Min-Max)
JAR Kontrol 0,3 (0,2-0,6)
JAR PLD_1 pg/ml+ B-Karoten 5 pg/ml 0,4 (0,3-0,8)
JAR PLD_2 pg/ml+ B-Karoten_5 pg/ml 1(0,3-1,6)
JAR PLD_5 pg/ml+ B-Karoten_5 pg/ml 1(0,4-1,1)

24 saat muamele sonunda 5 pg/ml B-Karoten ile birlikte kullanilan PLD’nin
1 pg/ml’lik doz uygulamasi sonucu JAR hiicrelerindeki apopitoz orani %0,4 dir.
2 ng/ml’lik PLD ile birlikte sonucu apopitoz oran1 %1, 5 pg/ml’lik PLD ile birlikte
sonucu apopitoz oran1 %1°dir. Istatistiksel olarak apopitoz oranlarindaki artiglar
anlamlidir (p=0,003).
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Tablo 6. Karoten ile birlikte kullamlan LD’nin artan dozlar1 arasindaki
etkinliginin JAR  hiicreleri iizerinde Annexin testi ile

degerlendirilmesi, Anlamhlik degeri p<0,05

PLD2
PLD1 + PLD1
PLD1 + PLD2 + PLDS+ | parotens | +p. B
Karoten5
JAR B-Karoten5/ | p-Karoten5/ | B-Karoten5/ /PLD2 Karotens /;t;ns
Kontrol Kontrol Kontrol +p- /PLD5 +
+B-
Karoten5 B-Karoten5 P
Karoten5
p ,165 ,011 ,001 ,053 ,007 ,710

Sekil 20. Karoten ile birlikte LD verildiginde JAR hiicre hattinda p-hCG ve h-hCG

diizeyleri

140
120
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80
60
40
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m B-hCG
m h-hCG
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Tablo 7. Karoten ile birlikte LD verildiginde JAR hiicre hattinda p-hCG ve

hCG diizeyleri
B-hCG h-hCG
JAR Kontrol 126 63
JAR PLD 1 pg/ml + p-Karoten 5 pg/ml 107 54
JAR PLD 2 pg/ml + p-Karoten 5 pg/ml 107 63
JAR PLD 5 pg/ml + p-Karoten 5 pg/ml 111 58

B-hCG ve h-hCG diizeylerinde de PLD’nin dozu ile orantili bir diisis

izlenmemistir.

4.7. Tek Basma ve Karoten ile Birlikte Kullanilan LD’nin JEG Hiicre Hatti
Uzerine Apopitotik Etkilerinin Karsilastiriimasi

Sekil 21. Tek basina ve Karoten ile birlikte kullanilan LD’in JEG-3 hiicre hatti

iizerine apopitotik etkilerinin grafiksel karsilastirilmasi
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Tablo 20. Tek basina ve Karoten ile birlikte kullanilan LD’nin artan dozlar

arasindaki etkinliginin JEG-3 hiicreleri iizerinde Annexin testi ile

degerlendirilmesi, Anlamhhk degeri p<0,05

EG PLD1/PLD1+ PLD2/PLD2 + PLD5/PLDS +
B-Karoten5 B-Karoten5 B-Karoten5
p ,002 ,535 ,128

4.8. Tek Basma ve Karoten ile Birlikte Kullanilan LD’nin JAR Hiicre Hatti

Uzerine Apopitotik Etkilerinin Karsilastiriimasi

Sekil 22. Tek basina ve Karoten ile birlikte kullanilan LD’nin JAR hiicre hatti

iizerine apopitotik etkilerinin grafiksel karsilastirilmasi
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Tablo 21. Tek basina ve Karoten ile birlikte kullanilan LD’nin artan dozlar:

arasindaki etkinliginin JAR hiicreleri iizerinde Annexin testi ile

degerlendirilmesi, Anlamhlk degeri p<0,05

JAR PLD1/PLD1 + PLD2/PLD2 + PLD5/PLD5 +
B-Karoten5 B-Karoten5 B-Karoten5
P ,001 <,001 ,001
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5. TARTISMA

Hiicre kiiltiiri  ¢alismalari, oOzellikle yeni ilag adaylarmin  etkilerinin
degerlendirilmesinde siklikla kullanilmaktadir. Bu sayede ilag adaylarinin bilinen ya
da etki etmesi disiiniilen molekiiler hedefler lizerinde yol agtiklari etkiler tespit
edilebilmekte; ilacin hedef dokuda yaratacagi etkiler Ongoriilebilmektedir.
Gelistirilmis kanser ilag bilesenlerinin hiicre fenotipinde meydana getirdigi
degisiklikler nedeni ile yenilenen tiimor biiylimesi, klinik uygulamalarda
beklenmeyen sonuglarin alinmasina neden olmaktadir. Klinikte goriilen bu sonuglarin
nedenlerinin tahmin edilebilmesi i¢in insan tek tabakali kanser hiicre hatlarinin
kullanimi oldukga yaygindir ve énemli bir belirleyicidir (134; 135). Calismalar farkli
hiicre hatlar1 {lizerinde yapilmaktadir. Bu durum primer tiimorlerde meydana gelen
genomik degisimler hakkinda genis veritabani olusumuna, hedeflenen inhibitore
yonelik tepkilerin belirlenmesine ve Klinik bulgularin agiklanabilmesine de olanak
saglamaktadir (136).

Gestasyonel trofoblastik hastalik (GTH)'lar fetal koryondan kaynaklanan ve
birbiri ile iligkili hastaliklar zincirini ifade etmekte olup genellikle spontan
rezollisyon ile sonuglanan benign HM’dan, hayati tehdit eden koryokarsinoma kadar
degiskenlik gosteren genis bir spektruma sahiptir (1).

B-karoten, tek degerlikli oksijen radikallerini baglayan serbest radikal
(peroksil radikal) tutucu bir antioksidan olmasinin yan1 sira, kimyasal karsinogenezi
de onler. Bu etkisini, diger antioksidanlardan farkli olarak karsinogen ajanlarla
capraz baglar kurup, DNA c¢ift zincirinin replikasyon sonrast tamir kapasitesini
arttirtpp, DNA hasarin1 baskilayarak gergeklestirir (137). Daha Onceki in vitro
caligmalarda B-karoten ve folik asitin degisik hiicre tiplerinde proapoptotik ajanlarin
uyardigi apoptozisin geri donlisimiinde ve kardes kromatid degisiminin
azaltilmasinda rol aldig1 gosterilmistir (138; 139). ATRA, 9-cis retinoik asit gibi p-
karoten yikim driinleri olan vitamin A analoglari, klinikte bircok dermotolojik,

hematopoietik ve kanser tedavilerinde kullanilmaktadirlar.
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Kemoterapdtik ajan olarak kullanilabilen ATRA nin;
e TGF-B gibi supresor biiyiime faktorlerini indiikleyerek,
e AP-1 (aktivasyon protein-1) aktivitesini represe edilerek,

e (1 fazina spesifik olan gen ekspresyon diizenlemelerini yaparak, etki ettigi
bilinmektedir (140).

Retinoik asitler epitelyal dokularda gelisim ve onarimdan sorumludur. Bazi
kanser hiicrelerinde de ¢ogalmay1 ve hiicre gelisimini engellemektedirler. Retinoik
asitler akciger, 16semi, cilt, gogiis, prostat, over kanseri gibi bir¢ok kanser tiirlinde
hem tedavi hem de koruma amagli kullanilmaktadir. Ancak retinoik asitlerin kanser
hiicre biiyiimesini nasil inhibe edebildigi tam olarak anlasilamamuistir. Anti timor
etkilerini  retinoik asitler timor hiicrelerinin  farklilagsmasin1  indiikleyerek
gostermektedirler. Retinoik asit reseptorleri ve retinoid X reseptorleri araciligi ile ya
da sitoplazmada bulunan hiicresel retinoik asit baglayici proteinler lizerindeki gen
ekspresyonlarina etki ederek niikleustaki farklilasmay1 gergeklestirmektedirler. Bu
sayede metabolizmalar1 ve hiicreye alinimlart degigsmektedir (141).

Retinoidlerin etkiledigi birgok reseptér ve gen ekspresyon yolaklari,
retinoidlerin birgok hiicresel siiregte etkin olarak rol aldiginin gostergesidir. MCF-7
(meme kanseri hiicre hattr) ve MGC80-3 (mide kanseri hiicre hatt1) hiicre hatlarinda
[-karoten’in hiicrelerin biiyiimesini inhibe ettigini Fields ve ark. saptamiglardir. Yine
ayni ¢alismada ATRA ile muamele edilen hiicrelerde apopitoz belirtileri olan,
niikleus kondensasyonunun ve kromatin fragmantasyonunun acgik olarak
goriildigiinii bildirmislerdir (142). RL92-2 (Endometriyum kanser hiicre hatt1) ile
yapilan ¢alismada retinoik asitlerin tirozin fosfatlayici proteinleri inhibe ettigini rapor
ettigi bulgularina dayanarak sinyal iletiminden sorumlu tirozin kinazlarin anti-kanser
ilag gelisiminde hedef olarak alinabilecegi rapor etmislerdir (143).

[B-karoten giiclii bir antioksidandir ve siiperoksit dismutazin etkisini arttirarak
serbest oksijen radikallerinin agiga ¢ikmasini engeller ve bdylece oksidatif stres
azaltilmis olur (99). Ayrica oksidatif stresin de HM etiyopatogenezinde dnemli bir
rola sahip oldugu cesitli ¢alismalarla saptanmistir (40; 41; 42). Bu calismalar GTH
etiyopatogenezinde oksidatif stresin onemini gostermektedir. Bu bilgiler 1s18inda

[B-karoten’in oksidatif stresi azaltarak GTH {izerinde etki edebilecegi diisiiniilebilir.
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Alija ve arkadaslarmin yaptigi yaptigi ¢alismada oksidatif stres altinda rat
hepatositlerinde beta-karotenin tek basma kullanildigi kardes kromatid degisimi
calismasinda sitotoksik ve genotoksik etki gozlenmezken, beta-karotenin pargalanma
tiriinlerinin ve apo-8-beta-karotenal’in kullanilmasi sonucunda genotoksik etkinin
olustugu gosterilmistir. Hipoksi reoksijenasyon tarafindan uyarilan oksidatif streste beta-
karoten eklenmesinin beta-karoten pargalanma iriinlerini olusturdugu ve bununla
birlikte genotoksisitenin arttig1 gézlenmistir. Bu bulgular, beta-karotenin klinik etkisi ve
kanserden korunma c¢alismalarinda ¢eliskili sonuglar vermesini agiklamaya yardimci
sonuglar sunmaktadir (144; 145).

Gloria ve arkadaglari MCF-7, MDA-231 ve MDA-235 (meme kanseri hiicre
hatt1) hiicre hatlarinda 0,5, 1, 2,5, 5, 10 uM dozlarinda [-karoten kullaniminin doz
bagimli olarak apoptozisi ve nekrozu arttici etkilerinin oldugunu saptamiglardir (146).

LD, doksorubisin hidrokloridin pegile lipozomlar igerisine gomiilmesiyle
olugturulmus uzun salimiml bir formillasyondur. Bu formiil artmig kardiyak riskli
metastatik meme kanseri hastalarinda, platinum bazli kemoterapinin basarisiz oldugu
ileri over kanseri olgularinda ve kaposi sarkomu ile iligkili kazanilmis immun yetmezlik
sendromlarinda kullanilir (147). Doksorubisinin lipozomlar igerisine gomiilmesi ilacin
farmokinetik ve biyodagiliminda degisiklige, toksik etkilerinazalmasina neden olur
(148).

Yang ve arkadaslarinin yaptigi bir ¢alismada MCF-7 meme adenokarsinoma
hiicrelerinde doksorubisin direnci hiicrelerde multip] nukleus olusumunun ve
sitoplazmik morfolojik degisikliklerin gosterilmesiyle saptamustir (149).

Wang S. ve arkadaslar1 doksorubisin’in 0,5 uM gibi diisiik dozlardan baslayarak
PA-1 ovaryen teratokarsinom hiicreleri ve MCF-7 hiicreleri {izerinde apopitozun
baslamasini indiikledigini gostermigslerdir (150).

Osman Abdel-M. ve arkadaslar1 MCF-7 hiicreleri tizerinde doksorubisin’in 0,25
pg/ml’de %78 erken apopitoza, resveratrol’tin 15 pg/ml’de %76 erken apopitoza,
kombine doz kullaniminda ise %90 erken apopitoza neden olduklarmi gostermistir
(151).

Saul ve arkadaglart KB, C6 glioma hiicreleri ve E9 korteks hiicrelerinde 10 uM
dozunda lipozomal doksorubisin kullanarak folik asit reseptorlerinin varligin

gostermislerdir (152). Benzer sekilde Lee ve arkadaslart HeLa ve WI38 epitelyal kanser
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hiicrelerinde 10 pM, 20 uM ve 50 uM dozunda LD ve 20 uM folik asit kullanarak folat
pegile lipozom komplekslerinin varligim gostermis ve bu komplekslerin kanser
hiicrelerini hedef alma yoniinden daha yiiksek afiniteye sahip olduklarin1 saptamiglardir
(153).

Cesitli ilaglarin hiicreler tizerindeki sitotoksik etkileri nekroz ve apopitoz olmak
tizere iki yol lizerinden gergeklesir. Kanser tedavisinde kullanilan veya kullanilacak
ilaglarin sitotoksik etkilerinin apopitotik yol iizerinden gergeklestiginin gosterilmesi
tercih edilen bir oOzelliktir. Ciinkii kanserin ortaya c¢ikisim1 tetikleyen oOnemli
mekanizmalardan biri kanserlesmeye dogru yol alan normal bir hiicrenin apopitotik
mekanizmalarinin bozulmasi ve hiicrenin anti-apopitotik sinyal yolaklarinin apopitotik
yolaklar iizerine hakim bir konuma ge¢mesidir.

EMA-CO protokoliine direng gelistiren hastalarda gelistirilmis bir baska standart
protokol bulunmamaktadir. Karoten’in ve LD’nin giiniimiizde koryokarsinom {izerinde
klinik kullammina yonelik literatiirde herhangi bir ¢alisma yapilmamustir. Bu nedenle,
Karoten ve LD’nin kombine kullanimina bagh olarak g6zlenen apoptotik etkinin varlig,
sinerjistik etkinin olup olmadiginin arastirilmasi son derece 6nemlidir. Bu ¢aligmada
JAR ve JEG-3 hiicrelerinde apopitozun derecesi FCM ile belirlendi.

Caligmamizda 1pg/ml B-Karoten JEG-3 hiicrelerinde tek basina kullanildiginda
apopitoz orant %3,7°dir. Sug/ml’de %2,5, 10ug/ml’de ise %2,9’dur. JAR hiicrelerinde
bu oranlar 1pg/ml B-Karoten i¢in %0,35, Spg/ml’de %0,6, 10pg/ml’de ise %0,8’dir.

PLD’nin 1 pg/ml’lik doz uygulamasi sonucu JEG-3 hiicrelerindeki apopitoz
oran1 %16,1°dir. 2 pg/ml’de %31,4, 5 pg/ml’de %27,5°dir. PLD’nin JAR hiicrelerindeki
apopitoz orant 1 pg/ml’lik doz uygulamasi sonucu JAR hiicrelerindeki apopitoz orani
%1,3°diir. 2 pg/ml’de %1,4, 5 pg/ml’de %2 dir.

Sug/ml B-Karoten ile birlikte kullanilan PLD’nin 1 pg/ml’lik doz uygulamasi
sonucu JEG-3 hiicrelerindeki apopitoz orani %6,1°dir. 2 ug/ml’de oran %5,7, 5 pg/ml’de
%15,5°dir. Yine 5 ug/ml B-Karoten ile birlikte kullanilan PLD’nin 1 ug/ml’lik doz
uygulamasi sonucu bu kez JAR hiicrelerindeki apopitoz oran1 %0,4°diir. 2 pg/ml’de %l,
5 pg/ml’de %1 dir.

Yaptigimiz ¢aligmada B-Karoten’in tek basina artan dozlarla kullanildiginda
JAR hiicre serileri tizerinde ki apopitotik etkilerinin istatistiksel olarak arttigin1 ancak

JEG-3 hiicre serileri iizerinde ki apopitotik etkilerinin istatistiksel olarak artmadigini
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gbzlemledik. PLD’nin tek baglarina artan dozlarla kullanildiklarinda hem JAR hem
JEG-3 hiicre serileri lizerinde ki apopitoik etkilerinin de arttigini istatistiksel olarak
gozlemledik.

Bu iki ila¢ kombine edilip p-Karoten dozu sabit tutulurken PLD’nin dozu
arttirilldiginda JAR ve JEG-3 hiicre serisinde apopitotik etkinin istatiskisel olarak
arttigr gorilmiistiir.

Insan Koryokarsinom hiicre hatti modelleri olan JAR ve JEG-3 iizerinde B-
Karoten ve PLD kombinasyon uygulamasi Ve immiinoenzimatik yontemle B-hCG ve
h-hCG ol¢timii her iki hiicre hattinda birden literatiirde ilk kez yapilmistir. Elde
edilen bu sinerjistik apopitotik veriler, pB-Karoten ve PLD kombinasyonunun
Koryokarsinom tedavisinde karsilasilan ¢oklu ilag direnciyle miicadelede

kullanilabilecek se¢ceneklerden biri olabilecegini gdstermektedir.
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6. SONUC

Yaptigimiz calismada vitamin A tiirevlerinden olan B-Karoten’in ve PLD’nin, tek
baglarma JAR ve JEG-3 hiicre hattinda doza bagli olarak etki gosterdikleri
saptanmistir. B-Karoten ve PLD’nin kombinasyonunda JAR ve JEG-3 hiicrelerinde
doza bagli olarak apopitoza neden olmustur.

Sonuglar PLD’in klasik kematerapotiklerin basarisiz oldugu kosullar i¢in tek
basina ve/veya B-Karoten ile olusturulacak ¢oklu ila¢ kombinasyon tedavisi i¢in iyi
bir secenek olabilecegini desteklemektedir. Ancak ilaglarin etkileri ve
kombinasyonlarindaki etkilerin in vivo sistemlerde farkli olabileceginden, veriler ilk

olarak hayvan deneyleri ve sonra klinik arastirmalarla da desteklenmelidir.
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