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OZET

Rasan EYUP, JAR ve JEG-3 Koryokarsinom Insan Hiicre Kiiltiiriinde
Topotekan ve Folik Asit Etkisinin incelenmesi, Biilent Ecevit Universitesi Tip
Fakiiltesi, Kadin Hastaliklar1 ve Dogum Anabilim Dal Tezi, Zonguldak 2016.
Amagc: Plasentanin trofoblast hiicrelerinden kdken alan gestasyonel trofoblastik
hastaliklar, trofoblastin anormal proliferasyonu ile karakteristik 6zellik gosteren bir
hastalik grubudur. Bu hastalik grubu, epidemiyolojisi, patolojik 6zellikleri ve genetik
bilesenleri ile genis spektrum gostermektedir. Koryokarsinoma ise gestasyonel
trofoblastik hastaliklarin en malign tiiridiir. Etyolojisinde genetik faktorlerden etnik
kokene hatta diyetsel faktorlere kadar bir¢ok sebep bulunmaktadir.

Dogal bir antioksidan olan ve viicuttaki tek karbon metabolizmasinda gorev yapan
folik asit, pirin sentezi ile fosfolipidler, proteinler, deoksiribonukleik asit ve
norotransmitterleri iceren 6dnemli biyolojik maddelerin metilasyonu icin gerekli tek
karbon metabolizmasimi olusturmaktadir. Ozellikle hiicre béliinmesinin hizla arttig
gebeligin ilk trimesterinde folik asit eksikliginin goriilmesi konjenital anomalilerin
aciklanmasina yardim eder. Topotekan ise over ve kiiciik hiicreli akciger kanserleri
tedavisinde kullanilan kemoterapOtik bir ilag olan topoizomerazin inhibitoridiir.
Topoizomeraz 1, deoksiribonikleik asitte revesible tek sarmal kirilimlarin
indikleyerek deoksiribonukleik asitin ekseni etrafindaki gerilimi ortadan kaldirir.

Bu caligmanin amaci, koryokarsinom tedavisine yeni bir bakis acis1 sunarak daha
efektif tedavi yontemleri gelistirebilmek amaciyla topotekan ve folik asitin, JAR ve
JEG-3 hiicre kiiltiirlinde gelistirilen koryokarsinom modelleri olusturulmus hiicre
kaltarleri Gzerindeki etkilerini ve tedavi etkinliklerini arastirmaktir.

Gereg ve Yontem: insan koryokarsinom benzeri JAR ve JEG-3 hiicrelerin Roswell
Park Memorial Institute -1640 ortaminda % 10 fetal dana serumu, penisilin-
steptomisin varliginda 37°C, % 95 hava, % 5 CO: igeren atmosferde ¢ogaltildi.
Topotekan ve folik asitin uygulama gruplar1 asagidaki gibi belirlendi;

Topotekan, Dimetil silfoksit (DMSO) igerisinde ¢ozulerek 1, 5, 10, ve 50 pg/ml’lik
dozlar halinde hazirlanmistir.

Folik asit, dimetil sulfoksit igerisinde ¢oziilerek 1, 5 ve 10 pg/ml’lik dozlar halinde

hazirlanmistir. Maddeler hiicrelere ayn1 anda verilmistir.


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

Bulgular: Yaptigimiz ¢alismada topotekanin tek basina artan dozlarda
kullani1ldiginda JAR hiicre serileri tizerindeki apopitotik etkilerinin istatistiksel olarak
arttig1 goriilmiistiir. Folik asitin tek basina artan dozda apoptozisi azalttigi, bu iki
ilacin kombine edilip artan dozlarda kullanildiklarinda JAR hiicre serisi (zerinde
apoptotik etkilerinin istatistiksel olarak daha da arttig1 goriilmistiir.

Sonug: insan Koryokarsinom hiicre hatti modellerinden biri olan JAR {izerinde
topotekanin folik asit ile tek ajan ve kombine kullanimlar1 ayrica immunoenzimatik
yontemle beta human koryonik gonadotropin ve hiperglikolize human koryonik
gonadotropin 6lgiimu, literatiirde ilk kez her iki hiicre hattinda birden yapilmistir.
Elde edilen sinerjistik apoptotik veriler topotekan ve folik asitin Koryokarsinom
tedavisinde Karsilasilan ¢oklu ilag direnciyle miicadelede kullanilabilecek
seceneklerden biri olabilecegini gostermektedir. Ancak ilaclarin etkileri ve
kombinasyonlarindaki etkilerin in vivo sistemlerde farkli olabileceginden, veriler ilk

olarak hayvan deneyleri ve sonra klinik arastirmalarla da desteklenmelidir.

Anahtar Kelimeler: Gestasyonel trofoblastik hastalik, folik asit, topotekan,

koryokarsinom.



ABSTRACT

Rasan EYUP, The examination of the effects of Topotecan and Folic Acid on
JAR and JEG-3 Choriocarcinoma Human Cell Culture, Thesis of the Bulent
Ecevit University Medical School, Gynecology and Obstetrics Department;
Zonguldak 2016.

Aim: Gestational trophoblastic diseases, which are of the trophoblastic origin of
placenta, are a group of disease which is characterized by the abnormal proliferation
of the trophoblasts. This group of disease has a wide spectrum in terms of their
epidemiology, pathologic features and genetic compounds. Choriocarcinoma is the
most malignant type of these diseases. The etiology of the disease have many factors
including genetic factors, ethnicity, even nutritional habits. Folic acid, which is a
natural antioxidant, constitutes the odd-carbon metabolism which required for the
methylation of the important biological substances such phospholipids, proteins,
deoxyribonucleic acid and neurotransmitters by the way of purine synthesis.
Existence of the folic acid deficiency in the first trimester, which is characterized by
the increased cytokinesis, aids to explain congenital abnormalities on first trimester.
Topotecan is an inhibitor of the topoisomerase, which is a chemotherapeutic agent
used in the treatment of ovarian cancer and small cell carcinoma of the lung.
Topoisomerase | induces the reversible breakdown of the single helices of
deoxyribonucleic acid and annihilates the tension covering the axis of the
deoxyribonucleic acid.

The purpose of this study is to search the effects and treatment efficacies of
topotecan and folic acid on the choriocarcinoma cultures generated in JAR and JEG-
3 cellular cultures.

Materials and Method: Human choriocarcinoma-like JAR and JEG-3 cells are
augmented in the 10% fetal bovis serum and Roswell Park Memorial Institute -1640
media, 95% air at 37°C with the existence of penicillin and streptomycin. Groups to
apply topotecan or folic acid are identified as below:

Topotecan dissolved in dimethyl sulphoxide (DMSO) and prepared as separate doses

of 1, 5, 10 and 50 pg/ml. Substances are given to cells simultaneously.

Vi



Conclusion: In this study, the apoptotic effect of the use of topotecan only, in
residual doses on JAR cell series is statistically significant. The use of folic acid only,
in residual doses has found to decrease the apoptosis. In the combination of these two
drugs in residual doses, the apoptotic effect of this drug is even more increased, and
statistically significant.

Results: This is the first study which use the topotecan and folic acid separately and
combined on JAR, a human choriocarcinoma cell line model, and evaluation of beta
human chorionic gonadotropin and hyperglycholysis human chorionic gonadotropin
by the means of immunoenzymatic method on the both two cell lines. Synergistic
and apoptotic data gathered indicates that topotecan and folic acid can be one of the
treatment options in order to struggle multi-drug resistance which is an enormous
obstacle on treatment. However, the efficacy of drugs and effects of combination
therapies might be disparate in vivo; therefore data must be supported by animal
experiments and after that by clinical evaluations.

Key words: Gestational trophoblastic disease, folic acid, topotecan,

choriocarcinoma.
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1. GIRIS

Kanser, hiicrelerin kontrolsiiz bir sekilde ¢ogalmasi ile kendini gosteren, once
viicudun belli bir organini daha sonra ise viicudun tamamini etkilemeye baslayan
kompleks bir hastaliktir.

Epidemiyolojisi ve patolojik ozellikleri ile heterojen bir hastalik grubunu
olusturan Gestasyonel Trofoblastik Hastalik (GTH) ise, plasentanin trofoblast
hlcrelerinden kdken alan trofoblastin anormal proliferasyonu ile karakterizedir (1).
GTH; genis bir spektrum gostermesine karsin tedavi olasiligi oldukga yiiksek benign
mol hidatidiformdan (HM), dliimciil risk tasiyan koryokarsinoma kadar ¢ok degisik
formlarda kendini gosteren timorlerden olusmaktadir. Esasinda plasentadan koken
alan GTH’ler, gestasyonel trofoblastik neoplazi (GTN) ve gestasyonel trofoblastik
timor (GTT) olarak da tanimlanmaktadirlar (2). GTH’nin temelinde anormal
gametogenezis, fertilizasyon ve trofoblastik dokunun malign transformasyonunun
etkili oldugu ifade edilmis olsa da etyolojisi kesin olarak bilinmemektedir (1,2).

GTH, histopatolojik olarak; hidadiform (komplet ve parsiyel), invaziv mol,
koryokarsinom ve plasental yerlesim bolgesinden koken alan trofoblastik tiimorler
(PYBGTT) olmak ftizere dort gruba ayrilirlar (PYBGTT ler son yillarda bu gruba
dahil edilmistir.) (3). GTH’lerin % 90’1n1 olusturan komplet mol ve parsiyel mol
invazyon gostermeyip premalign 0zellik tasiyan anormal plasental histolojisi
gostermektedirler. Geriye kalan % 10’luk boélimi ise invaziv mol, koryokarsinom,
plasental bolge trofoblastik tiimorler olusturup bu hastaliklar  6nceden
belirlenemeyen malign potansiyele sahiptirler (4). Ozellikle metastatik GTN’ler
icerisinde yiksek metastaz potansiyeline koryokarsinomalar sahiptir. Mesela molar
gebeligi olan kadinlar Kkoryokarsinom riskinin en fazla oldugu hastalardir. Bu
hastalarda plasental dokunun transformasyona ugramis olmasi koryokarsinom riskini
artirmaktadir (2). Fakat erken ve kesin tani ile uygun tedaviyi yerinde alan bireylerin
tamaminda iyilesme miimkiin olabilmektedir. GTN’ler, HM sonrasi, terap6tik veya
spontan abortus, ektopik ya da term gebeligin ardindan gelisebilmektedirler (5).

Plasentadan g¢esitli hormonlar salgilanmaktadir. Bu hormonlardan biri olan
human koryonik gonadotropin (hCQ), fertilizasyon ile birlikte salgilanmaya baslar ve

gebelikte oldukca yuksek olarak seyreder (6). Beta () hCG sublnitinin hassas olarak



olgllebilmesi ve timor belirteci olarak kullanilmasindan dolayt GTN'lerin hastaligin
ilerleyen asamalarinda tedavi edilebilmesinin nedenini olusturmaktadir ve bundan
dolay1 da kemoterapi de etkili olmaktadir (7).

B grubu vitaminlerinden biri olan folik asit, suda erime 6zelligine sahip olup,
ilk olarak 1943 yilinda dogal gidalardan ayristirilarak literatiire girmistir. PUrin
sentezi ile fosfolipidler, proteinler, DNA ve ndrotransmitterleri iceren folik asit,
onemli biyolojik maddelerin metilasyonu i¢in gerekli tek karbon metabolizmasini
olusturmaktadir. Folik asit yardime1 enzimi niikleik asit yapimai ile ilgili tepkimelere
girdiginde hiicre ¢ogalmasi ve kan hiicrelerinin yapimi i¢in gereklidir (8). Sonug
olarak, niikleik asitlerin olusum metabolizmasinda aminoasitlerin doniisiimiine kadar
bircok biyokimyasal olayin olusmasi saglanmaktadir (9). Emilim aktif tasima ile
gerceklesir fakat yiiksek diizeyde alindiginda pasif tasimayla da emilimi saglanir
(10). Folik asit, viicut homeostazisinin korunmasinda 6nemli bir yere sahip olup,
homosisteinin metiyonine doniisiminde vitamin B12 ile birlikte remetilasyon
basamaginda goérev almaktadir. Folik asit ve vitamin B12 eksikliginde ise
homosistein diizeylerinin yiikselmesi neticesinde vaskiiler patolojiler ve son yillarda
onemle {iizerinde durulan dogumsal norolojik bozukluklar (noéral tiip defekti)
meydana gelmektedir. Ozellikle hiicre boliinmesinin hizla arttign gebeligin ilk
trimesterinde folik asit eksikliginin goriilmesi konjenital anomalilerin agiklanmasina
yardim eder. Gebelikte kirmizi kan hiicrelerinin tam olgunlasamadigi megaloblastik
(makrositik) anemi, kolon, mide, uterus kanserleri, kalp-damar hastaliklarina da
neden olmaktadir (11).

Besinlerde ¢ogunlukla monoglutamat formda bulunan folat 5-
metiltetrahidrofolik asit, 5-formiltetrahidrofolik asit yani folik asitin monoglutamat
formunda emilmektedir (8,11). Gebelikte serum ve eritrositlerdeki folat
konsantrasyonu azalir. Baz1 gebe kadinlarda hamileligin son evrelerinde kismi
megaloblastik degisiklikler meydana gelir.

Normal gebelikte ikinci trimesterdan sonra folik asit diizeyinde diisme
gortliir. Bu diisme lohusalikta normale doner. Folik asit eksikligi pek ¢ok gebelikte
birinci trimesterda bulunur. Folat konsantrasyonlarinin diisiik olmas1 gebelik
prognozunu olumsuz yonde etkilemektedir (8). Bebeklerdeki diisiik dogum agirligi,

premature riski, 6lii dogumlarin nedeninin diisiik folat alimi1 oldugu belirtilirken ayni



zamanda gebelerde preeklampsi, hipertansiyon ve plasenta ayrilmasi ile iligkili
olarak da maternal 6liimlere neden oldugu bilinmektedir (12).

Topotekan, over ve kiiciik hiicreli akciger kanserleri tedavisinde kullanilan
kemoterapOtik bir ila¢ olan topoizomeraz I’in inhibitéridir. Topotekan hidroklorlr
kamptotesinin semisentetik bir tlrevidir ve topoizomeraz | inhibitor aktivitesi olan
antitmor bir ilagtir. Topoizomeraz I, DNA’da revesible tek sarmal kirilimlarini
indiikleyerek DNA’nin ekseni etrafindaki gerilimi ortadan kaldirarak DNA
kompleksine baglanir ve tek sarmal kirilimlarini1 engeller (13).

Bu calismanin amaci, koryokarsinom tedavisinde yeni bakis a¢is1 sunarak
daha efektif tedavi yontemleri gelistirebilmek amaciyla topotekan ve folik asitin JAR
ve JEG 3 hiicre kiiltiirtinde gelistirilen koryokarsinom modelleri olusturulmus hiicre

kaltarleri Gzerindeki etkilerini ve tedavi etkinliklerini aragtirmaktir,



2.GENEL BIiLGIiLER

2.1. Plasenta Gelisimi

Plasenta, fetiisun metabolik ve enerji ihtiyacin1 karsilayarak anne ile fetiis arasindaki
fizyolojik ihtiyaglar1 karsilayan aktif bir organdir. Plasentanin olusum ve geligimi
anneye ve fetusa ait pek ¢ok multifaktoriyel olaylarin bilesimi ile olusur. Ozellikle
nitrik oksit, anjiyojenik buytme faktorleri (fibroblast blyime faktori (FGF), hepatosit
biylme faktori (HGF), plasental biylime faktori (PGF), vaskiler endotelyal biyime
faktoric (VEGF) gibi) gibi hormonlarin yanisira sitokinler, ekstraselliiler matriks
metalloproteinazlari, hormonlar, adhezyon molekiilleri ve transkripsiyon faktorlerinin
bir araya gelmesiyle plasenta gelisimi tamamlanmis olur (14).

Blastokist, morulanin konsepsiyon sonrasi 4. gilinde uterin kaviteye
ulagmasiyla meydana gelir. Blastokist; embriyoblast olarak adlandirilan i¢ hiicre
kiitlesi ve trofoblast adi verilen dis hiicre tabakasi olmak iizere iki tabakadan
meydana gelir. Konsepsiyonun 7. giiniine gelindiginde trofoblastlar blastokisti
cevreleyerek sitotrofoblasta doniisiir. Bu cekirdekli sitotrofoblastlarin bir tabakasi
sinsityotrofoblasta cevrilerek, mitoz ve hiicre duvariin kaybi ile gebelik boyunca
cekirdeksiz sinsityotrofoblastlara doniisiirler. Sinsityotrofoblastlar protein ve steroid
hormonlarin1 iretirler. Konsepsiyonun 13. giiniine ulasildiginda  sitotrofoblast
tabakas1 invazif ve noninvazif sitotrofoblastlara farklilasir. Invazif sitotrofoblastlar
(ekstravilloz trofoblast) hiicre kiimeleri olusturarak uterus epiteline invaze olur ve
plasenta ile fetiis arasinda kan akimini saglar.

Invazif trofoblastlar sinsityotrofoblastlarin igerisinden gegerken lakiiner
bosluklar1 olustururlar. Bu lakiiner bosluklar bir araya gelerek trabekdlleri
olustururlar. Trabekiillerin dallanmasi ile ortalama 13. giinde plasental villus yapisi
olusumunu baslatarak primer (kok), sekonder veya tersiyer villuslar olmak Uzere
yapilarindaki vaskiilarizasyon seviyelerine gore {i¢ gruba ayrilmis olurlar. (15).

Plasenta (zerinde yapilan son arastirmalarda, sisnsityotrofoblastlarin serbest
yiizeylerinde anne ve fetusun damarlar1 arasindaki besin ve gaz degisim yiizeyini
artirabilmek icin her bir plasenta cm?’de 1 milyardan fazla mikrovillus oldugu ifade
edilmistir (16).



Gebeligin ikinci trimesterinin sonlarina kadar plasental bariyer c¢esitli
tabakalardan olusur. Bunlar sirasi ile; sinsityotrofoblast tabaka, sitotrofoblastlar,
koryon villuslarin bag dokusu ve fetal kapiller damar endoteli olmak {izere dort
tabakadan meydana gelir.

Son trimestere gelindiginde ise villuslarda hacimli histolojik degisiklikler
meydana gelirken villuslarin biiylik boliimiindeki sitotrofoblastlar incelir, bir stre
sonra tamamen ortadan kalkar ve en son sadece ince sinsityotrofoblast tabakasi
kalmis olur (17).

Plasentanin agirlik ve kalinligr gibi morfolojik 6zellikler gebelik haftasinin
evrelerine gore farkliliklar gosterir. Nihai biiyiikliigiine 36. haftada ulasarak 10- 38
kadar kotiledona sahip olmus olur (18). Kotiledonlarin sayis1 gebelik boyunca sabit

kalirken her bir kotiledon umblikal ven ve arterin bir dali tarafindan beslenir.

2.2. Gestasyonel Trofoblastik Hastahklar

Gestasyonel trofoblastik hastaliklar (GTH); klinik, patolojik ve genetik olarak ¢ok
cesitlilik ve genis bir dagilim gostermesine ragmen tedavi edilebilen nadir
hastaliklardan biridir (4). Hipokrat; MO. 400 yilinda bu hastaligi ‘uterus’un
damlamsi yapisi seklinde tarif ederken 1700’li yillarda Smelllie ilk defa ‘mol” ve
‘hidatiform’ kelimelerini kullanmistir (1). Son yiizyilda ise bir grup bilim insani
tarafinda hastaligin histopatolojisi arastirilmis ve bunun sonucunda pato-klinik
siniflamalar yapilabilmigtir (19).

Bu hastalifin teshis ve takibinde en yaygm kullanilan klinik deger
biyokimyasal parametre olan serum B-hCG’dir. Hastaligin seyri ve davranisi
acisindan tedavi siiresi ve sonrasinda seri halde duzenli olarak - hCG takibi
yapilmalidir. Cilinkii; GTH’ nin 6zgiin histolojik 6zellikleri ve genetik yapisi nedeni
ile yapilan yeni histolojik ¢aligmalar, dogru teshis ve tedavi modalitesinin se¢iminde

yol gosterici olabilmektedir (20).



Diinya Saglik Orgiitii (WHO) ve Uluslararas: Jinekoloji ve Obstretriks Federasyonu
(FIGO) gestasyonel trofoblastik hastaliklar1 (21);

1- Hidatiform mol

2- Invazif mol

3- Koryokarsinoma

4- Plasental bolge timori

olmak tizere dort gruba ayirmistir.

Hidatiform Mol: Mol hidatiform risk faktorleri tam olarak tespit
edilebilmistir. Epidemiyolojik ve genetik Ozellikler mol hidatiform Gzerine etki
etmektedir ve birincil risk faktorleri; Asya kokenli olmak, ileri maternal yas, diisiik
sosyoekonomik kosullar (demografik ozellikler) ve 6nceki molar gebelik 6ykiisidir
(22). Histolojik ve morfolojik olarak mol hidatiform; komplet ve parsiyel olmak
Uzere iki grupta incelenir (18).

Komplet mol hidatiform: Komplet mol hidatiformda embriyogenezis stz
konusu olmadigr icin fetusa ait parcalar bulunmaz. Genetik yap1 sadece paternal
orjinlidir ve diploid yapidadir. Koryonik villuslar, ikinci ve Gglincu trimesterde,
vezikiillere doniisiir (23). Makroskopik olarak ise normalden biiyiik uterus ile uterus
icerisinde iizlim salkimi goriintiisii olusur ve bu moliin en karakteristik 6zelligi doku
ile iligkili fetiis izlenmemesidir. Koryonik villuslar, yaygin hidropik dejenerasyon ve
diffuz trofoblastik hiperplazi gosterir. Hidropik villuslar avaskilerdir ve degisen
derecelerde proliferasyon gosterirler. Koryon epitelinde, hem sinsityotrofoblast hem
de sitotrofoblastlarda proliferasyon her zaman vardir (18).

Biyokimyasal olarak komplet molde maternal hCG seviyesi ylksektir ve fetal
kalp sesleri duyulmaz. Komplet mollerin % 10’u invazif mole, % 2-3’0 ise
koryokarsinoma dontisiir (20, 24).

Klinik olarak ise; hastalarin % 84’linde goriilen yogun vajinal kanamadan
dolay1r bu hastalarin yaklagik % 25’inde anemi goruldr. Yine bu hastalarda
endometrial kavite hem koryonik dokularla hem de retansiyona ugramis kanla
doldugu icin anormal sekilde uterus biyiikliigi goriilir. hCG seviyeleri yiksektir
(18, 24). Aneminin yani sira hastalarin % 27’sinde preeklampsi de gozlenebilir. Eger

gebeligin erken donemlerinde preeklampsi gelisirse mol hidatiform akla gelmelidir.



Komplet molde embriyonik ve fetal dokular olmadigi igin klinikte uterus yumusak
olarak gorulebilir.

Yukarida belirtilen iki hastaligin disinda hiperemezis gravidarum (asir1
bulant1 ve kusma), hipertiroidizm (komplet molar gebelikli hastalarin % 7°sinde),
trofoblastik embolizasyon ve overin teka lutein kistleri gibi hastaliklar komplet mollu
hastalarin yaklasik % 50’sinde gelisebilme potansiyeline sahiptirler (24). Trofoblastik
embolizasyon; komplet moliin yaklasik % 2’sinde gorulirken overin teka lutein
kistleri; komplet mollii hastalarin yaklasik yarisinda (6 cm ¢apinda) gelisir (22). Teka
lutein  kistlerinin  bu kadar fazla oranda gorilmesinin  nedeni ovaryen
hiperstimulasyona neden olan ylksek hCG degerleridir (24) .

Parsiyel Mol Hidatiform: Komplet mol hidatiformdan farkli olarak parsiyel
molde fetusa ait yapilar bulunur. Genetik yap1 hem maternal hem de paternal orjinlidir.
Az da olsa normal koryon villusu icerir. Hidropik villuslar vaskdlerdir ve embriyonik
ve fetal dokular mevcuttur. Vaskiiler villuslar fetal plasental dolagimi saglar. Fetus canlt
ise villus damarlarinda kan elemanlar1 mevcuttur. Parsiyel mol hidatiform sonrasi
koryokarsinom riski azdir (25). Parsiyel molii olan hastalarda komplet molar gebeligin
belirgin bulgular1 goriilmez. Bu hastalar genellikle inkomplet veya missed abortus
bulgu ve semptomlari ile hastaneye bagvururlar (18, 21).

Klinik olarak; parsiyel molli hastalarda vajinal kanama, anormal uterus
blyiikligl, preeklampsi goriiliir. Bebege ait pargalar muayene sirasinda fark edilir.
Laboratuvar bulgusu olarak ise hCG seviyeleri yiksektir (20, 21).

Invazif Mol: Invazif mol, komplet ya da parsiyel molin myometriumu
invaze ettikleri tablodur. Molar doku, uzun siitunlar ve plaklar seklinde
myometriuma ilerler ve kan damarlarin1 invazyona ugratarak bolgesel kanamaya
neden olurlar. Myometrial damarlanmalara invazyon sonrasi, vajina, akciger ve
merkezi sinir sistemi gibi uzak organlara villus metastaz1 gerceklesebilir. Molar doku
bazen myometriumun tamamini i¢ine alacak sekilde ilerler ve uterusun seroza
tabakasini agarak uterusun riiptiire olmasina neden olur (1).

Invazif mol; akreata, inkreata ve perkreata olmak iizere iice ayrilir. Akreata
tipte myometrial invazyon ylzeyelken inkreata tipte derin myometrial invazyon s6z
konusudur. Inkreata tipte invazyon ¢ogunlukla dilate olmus vendz kanallar yoluyla

gergeklesirken direkt myometrial kas invazyonu kisitlidir. Perkreata tipte ise molar



villuslar uterusu bastan basa invaze eder ve perforasyona neden olarak cevre
dokulara yayilima neden olur (1).

Koryokarsinoma: Koryokarsinoma; makroskobik olarak sinirlar1 belirli, 0.5-
5 c¢m ¢apinda, kabarik goriiniim seklinde kendini gosteren GTH tlridir. Gebeligin
erken evrelerinde trofoblastik hiicrelerin siitunlar halinde miyometriuma dogru
ilerlemesi sonucu meydana gelen koryokarsinoma da villuslu yap1 gozlenmez ve
hicrelerde énemli diizeyde sitolojik atipi bulunur. Koryokarsinoma, yeni olusmus
lezyonlarda homojen koyu kirmizi, daha eski lezyonlar sari-kahverenkli, hemorajik
goriiniimlii ve piht1 kivaminda bir tiimordiir. Tiimor genellikle uterusun bir kisminda
primer nodul veya noduller endometrial kavitede izlenebilir ya da myometriuma
uzanim gosterebilir. Buradaki anahtar nokta koryokarsinoma tiimoriiniin genellikle
uterus duvarinda gelismesidir. Mikroskopik olarak, malign trofoblastlarin c¢ogu
primer nodiiliin periferinde yer alir ¢iinkii timor damar yapisina sahip olmadig1 i¢in
koryokarsinom dokusu normal plasenta gibi davranis gostermektedir (1).

Ozetle; Koryokarsinoma, ileri derecede saldirgan bir tiimér olup koryon
epitelinden kaynaklanan koryonik epitelin karsinomu olup trofoblastik timarlerin en
malign turiddr. Hemoraji ve nekroz tiimoriin belirgin 6zelligi olup hidatiform ve
invazif moliin tersine villiis gelisimi koryokarsinomada bulunmaz (26).

Plasental yerlesim bolgesinden gelisen trofoblastik tiimér (PYBGTT):
Plasentanin implantasyon bolgesinde yer alan intermediyer sitotrofoblastlarindan
koken alan ve invazyon paterni normal plasental infiltrasyonu taklit eden bir timaor
cesididir.

Mikroskopik incelemede ¢ogu hiicre tek g¢ekirdekli olup mitotik aktivitesi
oldukca yuksektir. Uterusun damarlanma egilimi disiik oldugu i¢in uzun siire
uterusa siirh kalir ve tiimor yayilim gosterdiginde, koryokarsinomdan farkli olarak
oncelikle cevre dokularin (parametrium, over, mesane, rektum ve bdlgesel lenf
nodlar1) tutulumu izlenir. PYBGTT nin bir gesidi olan epitelioid trofoblastik timaor
(ETT)’ler intermediyer trofoblastlardan degil, koryonik tip intermediyer
trofoblastlardan koken alir ve bu nedenle p63 ekspresyonu ile human plasental
laktojen (HPL) ekspresyon yoklugu gostererek diger PYBGTT lerden ayrilir (27).
Immunohistokimyasal ayracta PYBGTT de sitokeratin ve human plasental laktojen

boyamasi yaygin olarak diffuze olurken, hCG boyamasi fokal olarak goriiniir (28).



2.3. Gestasyonel Trofoblastik Hastahiklarda Epidemiyoloji

Demografik bolgeler baz alinarak yapilan arastirmalarda GTH’nin diinyanin degisik
bolgelerinde belirgin olarak farklilik gosterdigi, risk faktorlerinin genetik, beslenme
ve sosyoekonomik duruma goére degisebildigi goriilmistir (29). Irk ve sosyal
Ozelliklerin hastaliga yakalanma riski Uzerinde en az genetik faktorler kadar onemli
oldugu bilinmektedir (30). Ornegin Asya kokenli olmak, ileri maternal yas, diisiik
sosyoekonomik kosullar ve 6nceki molar gebelik yasantisi risk faktorleri arasinda yer
almaktadir. Ornegin molar gebelik insidans1 Japonya’da 1000 gebelikte 2, Avrupa ve
Kuzey Amerika’da ise 1000 gebelikte 0.6 ile 1.1 arasinda degismektedir (31).

Hidatiform mol’iin (HM) insidansi oldukca farklilik gostermektedir. Ornegin
Amerika Birlesik Devletleri’nde 1200 gebelikte 1’den 2500 gebelikte 1 gorulme
araligina kadar degisiklik gostermektedir. Ulkemizde ise HM insidanst 1000 dogumda
1’e, 1000 gebelik i¢in ise 0.3 ile 18 arasinda degiskenlik gostermektedir (32).

Komplet mol ile parsiyel molin risk faktorlerini belirlemede molar gebelik
insidans1 diyetsel ve sosyoekonomik faktorlere baglanmistir. Italya ve Amerika’daki
calismalarda beslenme ile alinan yetersiz karotenin komplet molar gebelik insidansi
ile iligkili olabildigi iddia edilmistir. Ciinkii molar gebelik insidansinin yiiksek
oldugu bolgelerde A vitamini yetersizliginin de yliksek oldugu goriilmiistiir (23).

2.4. Gestasyonel Trofoblastik Hastahklarin Genetik Ozelikleri

Komplet mol hidatiformda koryonik epitel hucreleri diploid olarak kendini gosterir.
% 85 oraninda 46 XX, % 10 kadar1 ise 46XY seklindedir (18, 33). Parsiyel molerin
% 90- 93 triploiddir (69 XXY). Parsiyel molde ise triploid karyotipe sahiplik s6z
konusu oldugu i¢in normal ovum iki spermatozoa tarafindan fertilize edilir (34).

B6IXXY, 69XYY, 69XXX gibi tipleri gorulebilir.



2.5. Gestasyonel Trofoblastik Hastahklarda Risk Faktorleri

Yas: Basvuru esnasinda yirmi yag altinda minimal insidans riski goriiliirken, 35 yas
Uzeri gebeliklerde bu artis belirgin hale gelmektedir (35). 40 yasindan daha yukarida
ise GTH’ye yakalanma riski 7,5 kat artmaktadir (36).

Molar Gebelik Oykiisii: Molar gebelik 6ykiisii olan kadinlarin bir sonraki
gebeliginde mol gelisme olasilig1 % 1 olarak saptanmistir. Bu kadinlarda hastaligin
tekrarlama riski yaklasik olarak 10 kat artmistir (1).

Spontan Abortus Oykiisii: Oykisii olmayan kadinlara gére risk 2-3 kat daha
fazladir (36).

Genetik: Kromozom 19q13.4 ilgili NLRP7 geninde mutasyonun ailesel hidatidiform
mole neden oldugu tespit edilmistir (37).

Etnik Koken: Daha cok Asya ve Afrika kokenli kadmlarda goriilmektedir. Ozellikle
koryokarsinoma riski daha fazladir. (38).

Diyet: Molar gebelik ve A vitamini iliskisi ile folik asit, Beta karotenroten ve hayvansal
gidalar arasinda ters iliski vardir.

Diger sebepler: Kiirtaj, kan grubu, paternal yas, sigara ve alkol tiiketimi.

2.6. Gestasyonel Trofoblastik Hastaliklarda Molekiiler Patogenez ve Patoloji

Trofoblast gelisimini kontrol eden genlerin lokalizasyonu tam olarak bilinmese de
sebep olan genlerin 7, 11 ve 19’uncu kromozomlar {izerinde oldugu diisiiniilmektedir
(39, 40). 19913.4 1.1Mb zonundaki mutasyonun ailesel olarak komplet mol ve bu
moliin persistan mole progresyon gostermesi ile iligskili oldugu ifade edilmistir
(40,41). NALP7 proteini 19913.4 1.1Mb bolgesinden kodlanmakta olup patojen
kaynakl1 inflamasyon ve apoptozdan sorumludur. Bu durum, mutasyonun goriildigi
hasta grubunda hastaligin persistan klinigi ile uyum gostermektedir Ayrica tam mol
vakalarinda maternal kromozomal DNA yapisi da izlenebilmektedir (42). Aslinda
komplet mol patogenezi genelde heterojendir ve nadiren de olsa maternal DNA
kaybolmasa bile tam mol olusabilecegini gostermektedir.  “Imprinting”

mekanizmasinin bu duruma sebep oldugu bildirilmektedir (43).
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Parsiyel mollerin biyik c¢ogunlugunu triploid nadiren de tetraploiddir.
Parsiyel mollerde anaploid populasyonlar da bulunmaktadir (44).

Invazif moliin patogenezi tam olarak bilinmemektedir. Sadece uterus icinde
kalma siiresi ile metastaz olusumu arasinda iligki olabilecegi ifade edilmektedir (45).

Koryokarsinoma’nin goriilme siklig1 diger GTH’lere kiyasla az oldugu igin
sitogenetik calismalar da oldukga kisithidir. Son yillarda koryokarsinom olgularinda
farkli ploidiler ve kromozomal bozukluklar tespit edilmistir (46). Ayrica onkogen ve
biylime faktorleri koryokarsinomda digerlerine oranla daha siklikla tespit
edilmektedir. Ozellikle c-fms, c-fos, cmyc ve c-ras onkogen ve protoonkogenlerinin
dokuda eksprese oldugu tespit edilmistir (47).

Hidatiform mol, plasental torofoblastlardan kaynaklanmaktadir. Komplet
molde koryonik villuslar vesikiiller seklindedir. Villus 6demi diffiiz olup damar
yoklugu ve proliferasyon ile bu villuslar tespit edilir. Koryon epitelinde, hem
sinsityotrofoblast hem de sitotrofoblastlarda proliferasyon her zaman vardir. Ancak
hiperplazi ¢ok ¢arpicidir. Maternal hCG seviyesi yiiksektir (23). Parsiyel molde ¢cok
az dokuda trofoblast fazlalig1 oldugu i¢in patolojik olarak tan1 koymak zordur. Bu
molde fetus ile embriyonik membranlar bulunur ve mozaik seklinde bir gériinim
mevcuttur. Parsiyel mollin en karakteristik 6zelligi fetal damarlarin, bazen de fetal
eritrositlerin bulunabilmesidir (26).

Invaziv mol histolojik olarak komplet mol ile aynidir tek farki myometriuma
invaze olmasidir. Molar doku kolonlar veya plaklar seklinde myometriuma ilerler ve
kan damarlarim1 invazyona ugratarak lokal kanamaya neden olur (48).
Koryokarsinom ise trofoblastik hiicreler kolonlar halinde kas tabakasina dogru
ilerlemesiyle histolojik olarak ayirt edilir. Villoz yapr gbézlenmez ve hiicrelerde
onemli diizeyde sitolojik atipi bulunur. Koryokarsinom’un en karakteristik 6zelligi

ise tumorde hemoraji ve nekroz alanlarinin olmasidir (26).
2.7. Gestasyonel Trafablastik Hastahklarda Sentez Aktivitesi
GTH takibinde en uygun belirte¢ hCG seviyesidir. hCG degerinin serumda 100000

miU/ml iizerine ¢ikmasi trofoblastik hastaligin erken déneminde beklenen bir

sonuctur. B-hCG miktarinin serum veya idrardaki degeri ise canli tiimor hiicrelerinin

11



sayist ile paralellik gostermektedir. Bu sayede GTH’lerin takip ve tedavisinde hCG
onemli bir timor belirteci olarak rol almaktadir. Hastaligin tedavisi ile f-hCG miktar
azalmakta, rekiirrenslerde ise degeri artmaktadir (49).

hCG’nin protein yapisi 6zellikle koryokarsinomada farklilik gostermektedir (50,
51). Cunku koryokarsinomada dretilen hCG normal gebelikte sentezlenen hCG’ye gore
daha buytk oligosakkarid yan zincirine sahiptir. Bundan dolayr da hiperglikolize hCG
(h-hCG) olarak adlandirilir (52, 53).

2.8. Klinik Ozellikler

Vajinal kanama: Ozellikle komplet mollii hastalarda goriiliir. Bu hastalarin yaklasik %
84’(inde vajinal kanama ve kanamaya bagli olarak da % 5’inde anemi mevcuttur (4).
Anormal vajen biiyiikliigii: Endometrial kavite; hem koryonik dokularla hem de
retansiyona ugramis kanla genisledigi i¢in hastalarin yaklasik % 50°sinde gebelik
yasina oranla asir1 uterus biytkligi gorilir (4, 54).

Gebelik Toksemisi: Genellikle preeklampsi seklinde kendini gosterir. Hastalarin
yaklasik % 27'sinde goriilen bir semptomdur. Gebeligin erken doneminde toksemi
bulgularinin saptanmasi durumunda komplet mol diisiiniilmelidir (4,55).
Hipertiroidi: Komplet HM gebeliklerinin % 2-7’sinde hipertiroidi belirtileri goralir.
Bu hastalarda serbest tiroksin (T4) ve triiodotiroksin (T3) duzeyleri ylksektir (56).
Teka Lutein Over Kistleri: Olgularin yaklasik yarisinda 5 cm biiyiikliigiin tizerinde
teka lutein kistleri saptanmaktadir (55, 56).

Diger Ozellikler: Hiperemezis gravidarum HM'de normal gebeliklerden daha sik
goralur ve daha siddetlidir. Olgularin yaklasik % 2’sinde trofoblastik embolizasyona

bagl respiratuar distres gelisebilir (4, 55, 56).
2.9. Gestasyonel Trofoblastik Hastaliklarda Tedavi
Mol Hidatiform tedavi
Vakum kuretaj: Bu yontem, uterusun biiyiikligiinden bagimsiz olarak tercih

edilen molar gebelik sonlandirilmasi yontemidir.

Histerektomi: Fertilizasyon istegi olmayan hastalarda, uterus ileri derecede
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blyuk ise fazla kanamaya yol agmadan kisa siirede bosaltilmak isteniyor ise bu yol
tercih edilebilir.

Hasta molar kiretajdan sonra, B-hCG normal seviyeye gelene kadar (-hCG
takibine alinmalidir. Sonrasinda 6 ay boyunca rutin kontrol yapilmalidir. Genellikle
ilk normal R-hCG degerinin goriildiigii zaman, kiiretajdan sonraki 9. haftadir. B-hCG
takibi esnasinda hasta gebe kalmamalidir. Bu nedenle hastaya bir dogum kontrol
yontemi onerilmeli ve oncelikli Oneri, oral kontraseptifler veya bariyer yontemleri
olmalidir. Uterin perforasyon riskinden dolay1r B-hCG degeri normale dénmeden

rahim i¢i arag¢ takilmamalidir (47).

Gestasyonel Trofoblastik Neoplazi (GTN)

GTN’lerin tedavileri planlanirken en onemli parametre hCG diizeyinin takip
edilmesidir. GTN’ler term gebelik, disik, HM ya da ektopik gebelik sonrasi
gelisebilirler. HM sonrast KT baglama kriterlerinden birisi histolojik olarak
koryokarsinom tanisinin konulmasidir. Tedavi temel olarak FIGO evrelemesi (Tablo 1)
ve WHO prognostik skorlama sistemine gore yapilir (Tablo 2).

Koryokarsinomun histolojik tanisi tedaviyi kesinlestirse de ilk tedavide yapilmasi
gerekenleri degistirmez. Hasta histolojik bulgular sonucu koryokarsinom tanisi aldi ise
ve klinik ya da radyolojik olarak ekstrauterin metastaz bulgusuda goriliyor ise hasta
metastatik GTN kategorisine dahil edilir.

Diisiik Riskli GTN: Disiik riskli GTN’ler; FIGO’nun 1, 2,ve 3. evreleri ile
WHO’nun 0 — 6 olan skorlarini igermektedir. Hastalik takibinde; seviye normale
gelene kadar haftalik B-hCG takibi sonrasinda, bir yil boyunca her ay normal
degerlerde izlenen B-hCG takibi yapilmahidir. Bitlin bu takip suresince hasta etkin
bir sekilde gebelikten korunmalidir (47). Disiik  riskli hastalara tek ajan
kemoterapisi uygulanmalidir (57).

YUuksek Riskli GTN: Bu vaka grubu; FIGO Evre 4 ve WHO’ya goére skoru >
7 olan grubu kapsamaktadir (58). Yuksek riskli hastalara ilk olarak kombine
kemoterapi uygulamasi yapilir (57). Eger metastaz var ise ancak o zaman cerrahi
miidahale distinilmelidir (4). Fakat metastaz vajinal bdlgede ve bununla birlikte
kanama goruluyor ise, vajinal tampon ya da genis lokal eksizyon uygulanmasi soz

konusu olabilir. Takipte, ardi ardina 3 hafta boyunca normal deger goriilene kadar
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haftalik 3-hCG takibi sonrasinda, bir y1l boyunca her ay normal degerlerde izlenen R-
hCG ile takip edilmelidir. Daha sonrasinda ise, geg rekiirrens riskinden dolayi hasta 6

ayda bir serum RB-hCG ile takibe devam etmelidir (47).

Tablo 1. 2000 FIGO Evrelendirmesi

Evre 1 Hastalik uterusta simirh
Evre la: Risk faktorl yok

Evre Ib: Bir risk faktor( var
Evre Ic: Iki risk faktorii var

Evre II Tiimor uterus disinda ancak genital organlarda simirh (adneks, vajen, genis bag)
Evre lla: Risk faktori yok

Evre l1b: Bir risk faktoru var

Evre Ilc: iki risk faktorii var

Evre III Tiimor akcigerlerde; genital organ metastaz: var veya yok
Evre Illa: Risk faktori yok

Evre I11b: Bir risk faktorl var

Evre Illc: Iki risk faktorii var

Evre IV Tiimor diger tilm metastaz sahalarinda

Evre 1Va: Risk faktori yok

Evre IVb: Bir risk faktoru 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 gecen siire >6 ay. Ayrica asagidaki risk faktorlerinin
varlig1 da arastirilmali ve bildirilmelidir.

a. GTH icin daha 6nceden uygulanmig KT

b. PYBGTT (ayr1 olarak bildirilmelidir)

c. Hastaligin histolojik verifikasyonu gerekli degildir.

Tablo 2. GTH i¢gin WHO/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 6ncesi serum hCG 1U/1 <103 103-10* 10%-10° >10°
[En biiyiik tiimor ¢cap1 (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
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2.9.1. Tedavide bosaltim sonrasi profilaktik kemoterapi

GTH’nin izleminde hCG ile takip edilebildikleri icin profilaktik kemoterapi (KT)
genellikle uygulanmamaktadir. Profilaktik KT ile metastatik hastalik riski ortadan
kalkmakta ve nonmetastatik hastalik riskini de 6nemli oranda azalmaktadir. Lokal
invazyon gosteren tiim vakalarda uygulanan ek KT kiirli sonrasinda, vakalarin
tiimlinde remisyon izlenmistir. Bundan dolayi, profilaktik KT'nin hem metastazi
onledigi, hem de lokal uterin invazyona bagl insidans ve morbiditeyi diislirdiigii
sonucuna varilmstir (59).

1987-2006 yillar1 arasinda 265 hasta ile yapilan retrospektif bir ¢alismada,
profilaktik KT uygulanan yiiksek riskli hastalarda, KT almayanlara gore anlamli bir
sekilde daha diisiik oranda postmolar neoplazi gelisimi izlenmistir (3). HM
olgularinin % 80’inde spontan remisyon gergeklestigi i¢in profilaktik KT verilmesi
ile olgularin % 80’1 KT'nin yan etkilerine maruz birakilmistir. Bir diger tedavi rejimi
de nonmetastatik ve metastatik hastalik gelisimi yoniinden yiiksek risk altinda olan
olgulara tedavi verilmesidir. Bu tedavi rejimi 6zellikle hCG ile izlemin mimkin
olmadig1 ve yahut giivenilir olmadigi durumlarda gecerli olabilir. Yiiksek risk
kriterleri, yliksek hCG degerleri, asir1 uterin biiyiikliik, teka lutein kistlerinin olmasi,

reklirrent HM ve yasin 18’in altinda veya 35’in tizerinde olmasidir (53).

2.9.2. Kemoterapi ve radyoterapi

KT GTN’de tek ajan veya kombine olarak uygulanir. Tek ajan KT'sinde hem
metastatik olmayan hem de diisiik riskli metastatik GTH’da, Aktinomisin-D (Act-D)
ve metotreksat (MTX) ile yiiksek basar1 saglanmaktadir. Bu iki ajan igin de farkl
protokoller mevcuttur (60, 61, 62).

Act-D iki haftada bir 5 glin veya pulsatil olarak verilebilir. MTX da 5 glnlik
protokol ile veya haftada bir pulsatil olarak verilebilir. MTX’in sistemik toksisitesini
istenilen seviyenin altinda tutabilmek igin beraberinde Folinik asit (FA) de
verilmelidir (63, 64). MTX-FA tedavisi ile trombositopeni, grantlositopeni, mukozit
ve hepatotoksisite gelismekte ve bu oranlar yaklasik olarak sirasiyla % 2.9, % 5.8, %
6.4 ve % 10.2 bulunmustur (65, 66). Tedavinin basindan itibaren B-hCG seviyesi
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stirekli bir diislis gostermesi durumunda ek KT uygulanmaz ve standart aralikli ek
tek ajan KT protokoll yoktur. Tedaviden sonraki 18 giin icerisinde B-hCG’deki 1 log
(% 10) dustis tedavideki basariy1 gostermektedir. B-hCG 3 hafta art arda plato cizerse
ya da yiikselme egilimine girerse veya ilk tedavinin tamamlanmasindan sonraki 18
gun icerisinde 1 log azalma gostermezse ikinci bir KT kiirii daha uygulanir (66).

Gunumuzde kombine KT'de kabul géren kombinasyon; Etoposid, MTX, Act-
D, siklofosfamid ve vinkristinden (EMA-CO) olusmaktadir ve yapilan ¢alismalarda
bu rejimin, yuksek riskli GTN grubunda % 76-94 arasinda degisen oranlarda
remisyon sagladigi gosterilmistir (67, 68). Bu nedenle EMA-CO rejimi, prognostik
skoru yiiksek riskli olan hastalarda ve metastazi olan hastalarda oncelikli tedavi
secenegidir (69, 70). EMA-CO KT protokoliine direng gelisirse Etoposid ve
Cisplatin 8. glinde yer degistirilir (EMA-EP). EMA-CO’ya direngli olgularin %
76’sinda tek basina ya da cerrahi ile beraber remisyon saglanmaktadir (71, 72).
Kombine KT'ye, toksisite izin verdigi siirece, 3 kez art arda normal serum B-hCG
gorulene kadar devam edilmelidir. Normal degerlere ulasildiktan sonra, relaps riskini
azaltmak amaciyla iki ek KT kiiri uygulanmalidir (67).

Kemoterapi rezistansi ile iligkili faktorler(73):

» Koryokarsinom patolojik tanisi
»  Onceki gebeligin mol olmamasi
* Yiksek hCG seviyeleri

* Metastatik hastalik varligi

* Yiksek FIGO skoru

e Artan yas

Kombine KT protokolleri uygulanmasina bagli olarak; bulanti, kusma,
mukozit, alopesi, no6ropati, myelosupresyon, enfeksiyon, Kkaraciger, b0Obrek
disfonksiyonu, over fonksiyon kaybi, 16semi, meme, kolon gibi ikincil kanser gelisim
riski, tek ajan tedavilerine gore artmustir (74).

Beyin metastaz1 olan hastalara 10 giin boyunca 3000 c¢cGY tiim beyin,
Karaciger metastazlarinda ise 10 guin boyunca 2000 cGY tiim karaciger RT uygulanir
(75). Refrakter hastalikta, KT nin ciddi yan etkilere yol agtig1 durumlarda Paklitaksel
yalniz basma ya da ifosfamid, carboplatin, cisplatin veya etoposid ile kombine

kullanilabilir (76, 77).
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2.10. Gestasyonel Trofoblastik Hastahiklarda Tedavi Sonrasi

Gestasyonel Trofoblastik Hastaliklarin tekrarlama ihtimali molar gebelikten sonra
yaklagik % 1 civarindadir (78). KT sonrasi kiir saglanmis GTN’li hastalar normal
fertilitesine kavusabilirler (79). Bu hastalarda infertilite riskinin artmadigi tespit
edilmistir. Kullanilan kemoterapotik ilaglarin teratojenik ve mutajenik etkileri elbette
olacaktir fakat bu oran biiyiik ve kiigiik malformasyonlarin oran1 % 2.5 ile normal

siirlarda tespit edilmistir (80).

2.11. Gestasyonel Trofoblastik Hastaliklar ve Gebelikler

Yapilan arastirmalara gore GTH tedavi edildikten sonra infertilite insidansinda
degisiklik olmadigi belirtilmektedir. Bunun yani sira ayrica abortus insidanst,
prematiir dogum oranlari, sezaryen oranlari ve fetal anomali oraninin normal
popiilasyonla ayni oldugu saptanmistir. Kemoterapinin s6z konusu oldugu hastalarda
ise obstetrik komplikasyonlarin artmadigi ifade edilmis kemoterapétik ajanlarin
teratojenik ve mutajenik 6zellikleri bilinmesine ragmen GTN nedeniyle kemoterapi
uygulanan hastalarda daha sonra gebe kaldiklarinda fetal anomali riskinin artmadigi
rapor edilmistir (81, 82).

2.12. Folik Asit

Hamilelikte folik asit konsantrasyonu azaldigi i¢cin homosistein diizeyleri yilikselmis
olarak tespit edilen tromboz 6ykisu olmayan hastalara gebelik 6ncesinde uygun
dozlarda folik asit takviyesi yapilmalidir. Folik asit, homosisteinin metiyonine
dontisuminde B12 vitamini ile birlikte remetilasyon basamaginda gorev alan 5-
metiltetrahidrofolik asit seklinde iken hiicre igine tasindiginda bir¢cok enzimatik
reaksiyonda rolii bulunan aktif bir bilesiktir. Normal gebelikte ikinci trimesterdan
sonra folik asit diizeyinde diisme gorullr (83). Bu diisme lohusalikta normale doner.
Folik asit eksikligi pek ¢ok gebelikte birinci trimesterda bulunur. Maternal
eritropoez ve fetusun biyumesi nedeniyle normal gebelikte folik asit ihtiyact 100-

150 pg/giin’den, 200-450 pg/giin’e cikar. Ilk trimesterda embriyo bu miktar1 yeterli
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miktarda alamamas1 sonucu NTD meydana gelmektedir. Folik asit, aktif transport ile
plasentadan fetusa geger (83). Folik asit eksikliginde vicuttaki homosistein
seviyesinde artis meydana gelirse vaskiiler patolojiler ve dogumsal ndrolojik
bozukluklar (néral tip defekti) meydana gelmektedir (85). Folik asit, bircok besinde
Ozellikle yesil yaprakli sebzelerde bulunmaktadir. Jejunumun proksimalinden

emilirerek, aktif tasima ile hiicre i¢ine alinir ve enterohepatik sirkiilasyona katilir (8).

2.13. Topotekan

Topotekan, 1996 yilinda FDA tarafindan onaylanan kemoterapi ilaci olup ‘kanser
agaci’ndan elde edilir. Ozellikle over ve kiigiik hiicreli akciger kanserleri tedavisinde
kullanilan topotekan kemoterap6tik bir ilag olan topoizomerazin inhibitoriidiir.
Topotekan hidrokloriir kamptotesinin semisentetik tlrevi olup topoizomeraz |
inhibitor aktivitesi olan antitimér bir ilagtir. Topoizomeraz I, DNA’da revesible tek
sarmal kirilimlarint indiikleyerek DNA’nin ekseni etrafindaki gerilimi ortadan
kaldirir. Topotekan, Topoizomeraz I DNA kompleksine baglanir ve tek sarmal

kirilimlarini engeller (Sekil 1).

Sekil 1: Topoizomeraz’in formiilii (13)

Topotekan; DNA sentezi esnasinda, topoizomeraz I ve tersiyer kompleks ile replikasyon
enzimleri etkilestiginde topoizomeraz sitotoksitesi meydana gelmektedir. Bundan dolay1
memeliler, bu ¢ift sarmal kirillimlarini yeterli sekilde tamir edememektedirler. Topotekan

2-3 saat olan terminal yari-omri ile multieksponansiyel farmakokinetik gosterir (13).
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2.14. Hucre Kulturu

Hicre kaltiri okaryot hayvan hiicrelerinden elde edilen hicrelerin laboratuvar
kosulunda kontrol altinda tiretilmesi siirecidir.

20. yy’m baglarindan itibaren modern tibbin gelismesinde dnemli bir yap1 tast
olan hiicre kiiltiirti caligmalar1 1885'te Wilhelm Roux’un tavuk embriyosunun ndral
plagindan doku kiiltiire etmesiyle baslamistir (49). Hiicre kiiltiirii; molekdler biyolojik
calismalardan, kanser arastirmalarina, doku ve deri miihendisliginden biyokimyasal
caligmalara, hastaliklarin tan1 ve arastirilmasinda, kok hiicre ¢aligmalarinda, farmasotik
proteinlerin Gretimine kadar pek¢ok alanda kullanilmaktadir (85).

Primer Kdltirler: Primer hiicre kiiltiirleri esas dokudan alinarak laboratuvar
ortaminda kiiltiire edilen hiicre gruplaridir. Bu hiicreler, genotipik ve fenotipik agidan
koken aldiklar ile aym Ozellikleleri igerir. Primer hiicre kiiltiirleri belirlenen zaman
icinde sadece in vitro kosullarda saklanabilirler. (86).

Surekli Kulttrler: Sdrekli kdlturler, bir seri hicrenin hedef Kulttre
doniistiirilmesiyle ya da kisith bolinme sayisina izin verilen, tek hiicre tipinden
olusmaktadir. Kisith Omiirlii hiicre topluluklart diploiddir ve kismen farklilasmayr da
barindirabilirler. Eger 30 ya da daha fazla bolinme tekrar1 olacaksa, bu tip hicre
topluluklar farkli ve uzun siire saklanma yontemlerini iceren bir sistem ile saklanmalidir

87).

2.15. Sitotoksisite

Teknolojinin gelismesine paralel olarak eczacilik ve medikal sektér gelisiyor olsa bile
tiretilen ilaglarin % 90’1min piyasadan kaldirilmasinin ve gelistirilen ilaglarin 3’te birinin
klinik faz denemelerde basarisizliga ugramasinin altinda yatan neden toksisitedir. TOKSik
etkinin anlagilmasma kadar gegen siire hem insanin hayatini tehlikeye atmakta hemde
ciddi maddi kayiplar getirmektedir. Bunun 6niine gegilmesi icin yapilacak en iyi ¢6ziim
klinik denemelere gegmeden Once ilaglarin toksik olmadiginin kesinlestirilmesidir.

Hiicre kiiltiirii g¢alismalart ile yapilacak invitro arastirmalar, test edilecek
kimyasallarin sitotoksik etkilerinin anlagilmasina temel hazirlayacaktir (88). Soyle ki,

hiicre hatlar1 kullanilarak yapilan sitotoksisite ¢alismalarinda ilag bilesenlerinin hiicre
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icerisine hangi miktarda hangi kosullarda alinacagini hiicrenin diger elemanlari ile nasil
bir etkilesim gosterdiginin ayrintili analizi yapilabilmektedir. Boylece bilesenin hedef
proteine baglanmasin tetikleyen ya da engelleyen mekanizmalar gozlemlenebilmekte ve
buna alternatif seceneklerle ¢alismaya yon verilebilmektedir (89).

Hcrelerin canlilig1 ve proliferasyonun saptanmasinda birkag yontem vardir. Bu
yontemlerin uygulanabilmeleri igin tasarlanmig 96 kuyucuklu plakalar birgok Srnegin
birlikte hizli bir sekilde analiz edilebilmeleri agisindan ¢ok kullamshdir. Elisa plate
okuyucu ya da mikrotiterplate kullanilarak 6rneklerin kolorimetrik ya da 1s1ma tayinleri
yapilabilmektedir. Sitotoksisitenin tespiti, hiicrelerin 6limu ya da ¢ogalmalart gibi farkli
verilerle dlgiim yapilarak saptanabilmektedir (46).

2.16. Apopitoz

Canli hiicreler iki temel mekanizma ile Oliller; bunlardan biri nekroz digeri
apopitozdur. Nekroz hiicrenin disindan gelen travmatik hiicre 6liimii iken; apopitoz
yaslanmis, genislemis, fonksiyonunu yitirmis ya da hasarl hiicrelerin genetik olarak
kontrol edilen programli hiicre 6liimiidiir (90). Hiicre 6liimii yiizyillardir bilinmesine
karsin ‘apopitoz’ kelimesi ilk defa 1972°de J. F. K. Kerr tarafindan kullanilmastr.
Apopitoz, rejenerasyon ve tamir olaylarinda hiicresel homeostazisin saglanmasinda ve
organ biiyiikliiglinlin korunmasinda c¢ok Onemlidir. Norodejeneratif hastaliklarda
apopitozis oranmnin arttigl, otoimmiin hastaliklarda ise apopitozis oraninin azaldigi

gorilmistiir (91).

2.17. Flowsitometri (Akan Hiicre Olger)

Kantitatif apopitoz belirleme yontemi olan Flow sitometri (FSM), akiskan iginde tek
sira halinde gegen hiicrelerin farkli fiziksel ozelliklerini yiiksek hizda Olgmeye
yarayan bir tekniktir. Onkolojinin vazgecilmez teknigi arasina giren FSM; prognozu
ve proliferasyon DNA indeksini belirlemenin yani sira immiin yetmezlik hastaliklari,
otoimmiin hastaliklar, solid organ ve kemik iligi transplantasyonu vakalarinda

Ozellikle de hematolojik malignitelerde diagnostik olarak kullanilmaktadir (92).

20



FSM’nin en 6nemli avantaji ¢ok hizli ve ¢oklu degiskenin analizini yapma
imkan1 sagladigi icin yaklasik 100 kat kadar fazla sayida hiicrenin incelenmesinin
yapilabilmesidir. FSM’nin temel ¢aligma prensibi floresansi 6l¢iip kaydetme esasina
dayanir. Uygun bir florokomla boyandiktan sonra eksitasyon kaynagina dogru
hareket eden hiicrelerin floresans dereceleri Olciiliir ve elektronik uyarima

doniistiiriiliir (96, 94).
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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
(etilendiamin tetraasetik asit) karisimi 100ml (interlab), DMSO 50 ml (Dateks),
Topotekan (topotecan hydrochloride Sigma 10 mg) (1, 5, 10, ve 50 pg/ml) ve
folik asit (folic acid sigma 10 g) (1, 5 ve 10 pg/ml).

3.2. Kullanilan Sarf Malzemeler

24 kuyucuklu hiicre kiltiir plagi 20 adet (TC-Plate 24 well sterile with Lid Ind.
Packed) (Interlab), 12 kuyucuklu hiicre kiiltiir plag1 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 santriflij tiipleri (15 ve 50 ml hacimlerinde), steril tek kullanimlik

filtreler (0,2 mikron ¢apinda), Neubauer lami, Thoma lami, ependorf tip.

Sekil 2. JAR ve JEG-3 hiicre kiiltiirlerini igeren flasklar ve hiicre kiiltiir plaklart
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G" COULTER

Sekil 3. Flowsitometri
3.3. Kullanilan Aletler
Sogutmali santrifiij (Juan marka), Derin dondurucu (Juan marka -86), buzdolab,

manyetik karistirici, CO? inkiibatorii (Niive EC 160), Steril kabin (Niive), otomatik
pipetler, inverted Mikroskop (Leica).

Sekil 4. Niive CO? inkiibatorii
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3.4. JAR ve JEG-3 Hiicre Kultirleri

JAR ve JEG-3 hiicreleri Biilent Ecevit Universitesinin Bilimsel Arastirma Projesi
destegi ile Amerikan Type Culture Collection’dan satin alinmistir. JAR ve JEG-3
hicreleri, 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? ortami1 ve % 98 nem ortaminda,
37°C’deki Niive CO? inkiibatoriinde kiiltiire edilmistir. Hiicrelerin flask tabanini
doldurmasindan sonra, tripsin EDTA solusyonu ile hiicreler kaldirilmis ve yikama
santrifiij islemlerinden gecirilmistir. Yikamalarda RPMI 1640 kullanilmis, santrifiij
islemi 16 cm rotor ¢apinda agilir rotor kullanilarak +4 C’de 2400 RPM (dakikadaki
devir sayisi)’de gergeklestirilmistir. Hiicreler Neubauer laminda sayilip, kuyucuk
basima 1x10° hiicre diisecek sekilde 12 ve 24 kuyucuklu plaklara aktarilmistir. 2 gin
inkiibasyondan sonra besi ortami tazelenerek topotekan ve folik asit hicrelerin

iizerine eklenmistir.

Sekil 5. JAR hucre kalttrt mikroskopik gorinimdi
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3.5. Topotekan ve Folik Asit Dozlarimn Hazirlanmasi

3.5.1. Topotekan dozunun hazirlanmasi

Topotekan Dimetil stlfoksit (DMSO) igerisinde ¢oziilerek 1, 5, 10, ve 50 pg/ml’lik
dozlar halinde hazirlanmistir. En yuksek konsantrasyonda DMSO oran1 % 1’den ¢ok

daha az olacak sekilde RPMI 1640 ile diliisyon yapilmustir.

3.5.2. Folik Asit dozunun hazirlanmasi

Folik asit, DMSO igerisinde ¢oziilerek 1, 5 ve 10 pg/ml’lik dozlar halinde hazirlanmustir.
En yiiksek konsantrasyonda DMSO orant % 1°den ¢ok daha az olacak sekilde RPMI
1640 ile diliisyon yapilmustir.

3.6. Yontem

3.6.1. Hiicre hatlarinin kiiltiire edilmesi

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

3.6.2. Kemoterapdtiklerin testler icin hazirlanmasi, f-HCG ve h-HCG 6l¢cimu

Topotekan belirlenen dozlar1 hazirlanmistir, ¢oziicii olarak Dimetil sulfoksit (DMSQO)
kullanilmigtir. DMSO oran1 % 1’1 gegmeyecek sekilde ve son konsantrasyonlart; 1pg/ml,
Spg/ml, 10pg/ml, 50pg/ml olmasi saglanarak hazirlanmugtir.

Folik asit, DMSO igerisinde Ipg/ml, Spug/ml, 10pg/ml’lik dozlar halinde
hazirlanmistir. En yiksek konsantrasyonda DMSO oranm1 % 1’den ¢ok daha az olacak
sekilde RPMI 1640 ile diliisyon yapilmustir.

Topotekan ve folik asit kombinasyonunda; topotekanin 1pg/ml, Spg/ml,
10pg/ml, 50pg/ml’lik dozlar ile folik asitin 10pg/ml’lik dozu kullanilmistir. Maddeler

hiicrelere ayn1 anda verilmistir.
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flag uygulamalarini izleyen 48. saatte hiicreler tripsin-EDTA soliisyonu ile
kaldirilip, apopitoz calismasina alinmustir. Alt1 set iginde tripsin 6ncesi supernatan
toplanip, B-hCG ve h-hCG (hiperglikolize human koryonik gonadotropin) 6l¢imi
icin derin dondurucuda saklanmustir. Immiinoenzimatik yontemle B-hCG ve h-hCG
dizeyleri (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 biitlinliigiiniin bozulmadig1 apoptotik hiicre dliimiiniin erken
donemlerinde meydana gelir. Apopitoz indiiksiyonunu takiben PS’nin agiga ¢ikisi, Ca®*
bagimh olarak PS’ye yiiksek bir affiniteyle baglanan bir protein olan rekombinant
Aneksin V kullanilarak kolaylikla belirlenebilir (21).

Aneksin V, hiicrenin dis yiizeyine dogru yer degistiren PS’ye baglanabilen bir
protein oldugundan, floresan bir madde (6. FITC) ile isaretleyrek apoptotik hiicreyi
goranur hale getirilebiliriz (22). FITC-Aneksin-V kompleksinin hiicre yuzeyindeki
fosfatidilserine baglanma oran1 flow sitometri ile o6l¢llebilmektedir. Nekrotik
hicrelerin ylzeylerinde de Aneksin-V baglanmasi1 goriilebildigi i¢in ikinci boya
olarak propidium iyodur eklenmektedir. Aneksin V-FITC (yesil floresan) ve non-vital
boya olan propidium iyodiir (PI) (kirmizi floresan) ile ayni zamanda boyanan
hiicreler, canli hiicreler (Annexin V ve PI negatif) erken apopitotik hiicreler (sadece
Annexin V pozitif) (FITC+PI-) ve ge¢ apopitotik veya nekrotik hticrelerin (Annexin
V ve PI pozitif) (FITC+PI+) birbirinden ayirt edilmesine izin verir (23).
Calismamizdaki apopitozis oranlarina erken apopitozis oranlari, ge¢ apopitozis
oranlar1 ve nekrotik hiicre oranlar1 dahil edilmistir.

Deney setleri, kontrol grubu da dahil olmak {izere her biri ilacin tiim dozlari
icin ayr ayr1 6 kez kiiltiire edilmistir. Caligmanin istatistiksel analizleri SPSS 19.0

(Statistical Package for the Social Sciences) paket programinda yapilmistir.
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Caligmada yer alan siirekli degiskenlere ait tanimlayici istatistikler medyan,
minimum ve maksimum degerleriyle verilmistir. Dozlarin 3 ve daha fazla grup
karsilagtirmalarinda Kruskal Wallis test, dozlar aras1 2’li alt grup karsilastirmalarda
Bonferonni diizeltmeli Mann Whitney U testleri kullanilmistir. Karsilastirma
sonuglarinin grafiksel gosteriminde kutu-cizgi grafigi kullanilmistir. Caligsmadaki
tiim istatistiksel analizlerde p degeri 0,05’in altindaki karsilastirmalar istatistiksel

olarak anlaml1 kabul edilmistir.

27



4. BULGULAR

JEG-3 hiicre kiiltiirtinde tiim kondiisyonlar saglandig1 halde liremeye rastlanilmadigi

i¢in calismaya JAG hiicre kiiltiiriinde devam edilmistir.

4.1. Topotekan’in JAR Hiicre Hatt1 Uzerine Apopitotik Etkileri
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Sekil 6. Topotekan'n JAR hiicreleri tizerindeki etkisinin Annexin testi ile

degerlendirilmesi

Tablo 3. Topotekan’in artan dozlarda JAR hiicreleri tizerinde olusturdugu

apoptoz oranlari

Median (Min-Max)
JAR Kontrol 17,7 (17,5-18,2)
JAR Topotekan_1 pg/ml 26,4 (26,0-27,1)
JAR Topotekan _5 pg/ml 29,0 (27,6-31,0)
JAR Topotekan _10 pg/ml 38,7 (38,0-39,4)
JAR Topotekan _50 pg/ml 60,5 (58,6-65,0)

48 saatlik muamele sonunda topotekan 1 pg/ml’lik doz uygulamasi sonucu
JAR hiicrelerindeki apopitoz median oram1 26,4’tlir. 5 pg/ml’lik muamele sonucu
apopitoz median orani 29.0°dir. 10 pug/ml’lik muamelesi sonucu apopitoz median

oran1 38,7°dir. 50 pg/ml’lik muamelesi sonucu apopitoz median orani 60,5’tir.
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Istatistiksel olarak apopitoz oranlarindaki artiglar anlamlidir (p<0,001).

Anlamlilik degeri p<0,001alindiginda;

Topotekan_1 pg/ml ile kontrol arasinda apopitotik etki agisindan istatistiksel
olarak anlaml farklilik var (p=0,002).

Topotekan_5 pg/ml ile kontrol arasinda apopitotik etki agisindan istatistiksel
olarak anlamli farklilik var (p=0,002).

Topotekan_10 pg/ml ile kontrol arasinda apopitotik etki agisindan istatistiksel
olarak anlamli farklilik var (p=0,002).

Topotekan_50 pg/ml ile kontrol arasinda apopitotik etki agisindan istatistiksel
olarak anlamli farklilik var (p=0,002).

Topotekan_1 pg/ml ile Topotekan_5 pg/ml arasinda apopitotik etki agisindan
istatistiksel olarak anlamli farklililk var (p=0,002). Topotekan 1 pg/ml ile
Topotekan_10 pg/ml arasinda apopitotik etki agisindan istatistiksel olarak anlamli
farklilik var (p=0,002). Topotekan_1 pg/ml ile Topotekan_50 pg/ml arasinda
apopitotik etki acisindan istatistiksel olarak anlamli farklilik var (p=0,002).

Topotekan_5 pg/ml ile Topotekan 10 pg/ml arasinda apopitotik etki agisindan
istatistiksel olarak anlamli farklililk var (p=0,002). Topotekan 5 pg/ml ile
Topotekan_50 pg/ml arasinda apopitotik etki agisindan istatistiksel olarak anlamli
farklilik var (p=0,002). Topotekan_10 upg/ml ile Topotekan 10 pg/ml arasinda
apopitotik etki acisindan istatistiksel olarak anlamli farklilik var (p=0,002).

754
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Hhcg
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Sekil 7. Topotekan verildiginde JAR hiicre hattinda h-hCG dizeyleri
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Sekil 8. Topotekan verildiginde JAR hiicre hattinda § -hCG dlzeyleri

Tablo 4. Topotekan verildiginde JAR hiicre hattinda B-hCG ve h-hCG dizeyleri

h-hCG B -hCG
JAR Kontrol 70 128
JAR Topotekan_1 pg/ml 64 124
JAR Topotekan_5 pg/ml 58 120
JAR Topotekan_10 pg/ml 57 118
JAR Topotekan_50 pg/ml 54 98

Topotekan dozunun artirtlmasi ile B-hCG ve h-hCG diizeylerindeki azalma

istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0,001).
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4.2. Folik Asitin JAR Hiicre Hatt1 Uzerine Apopitotik Etkileri

18,54

18,04

17,04

Apopitoz

Kontrol FA_1pg/ml FA_5ug/ml FA_10pg/ml

Sekil 9. Folik Asit’in JAR hucreleri Uzerindeki etkisinin Annexin testi ile
degerlendirilmesi

Tablo 5. Folik Asit’in artan dozlarda JAR hicreleri (zerinde olusturdugu apoptoz

oranlar1
Median (Min-Max)
JAR Kontrol 17,7 (18,2-17,5)
JAR Folik Asit_1 pg/ml 16,2 (15,7-16,9)
JAR Folik Asit_5 pg/ml 17,5 (16,9-18,2)
JAR Folik Asit_10 pg/ml 17,9 (17,6-18,2)

48 saatlik muamele sonunda Folik Asit’in 1 ug/ml’lik doz uygulamasi sonucu
JAR hicrelerindeki apopitoz median orami 16,2°dir. 5 pug/ml’lik muamele sonucu
apopitoz median oran1 17,5°dir. 10 pg/ml’lik muamelesi sonucu apoptozis median

orant ise 17,9 olarak bulunmustur.
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Tablo 6. Folik Asit’in artan dozlar1 arasindaki etkinliginin JAR hiicreleri izerinde
Annexin testi ile degerlendirilmesi, Anlamlilik degeri p<0,05

Folik asit | Folik asit | Folik asit
Folik asit Folik asit = Folik asit Vel /| 1wt 715 werml /
pg/m pg/m pg/m
JAR lug/ml /| Supug/ml /| 10 pg/ml
He He He Folik asit | Folik asit | Folik asit
Kontrol Kontrol Kontrol
5 pg/ml 10 ug/ml | 10 pg/ml
P ,002 ,394 ,485 ,002 ,002 ,240

Anlamlilik degeri p<0,001 alindiginda;
Kontrol grubu ile Folik Asit_1 pg/ml, Folik Asit_1 pg/ml- Folik Asit_5 pg/ml,

Folik Asit_1 pg/ml- Folik Asit 10 ug/ml, arasinda apopitotik etki agisindan

istatistiksel olarak anlamli farklilik var.

Hhcg
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65
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63

T
Kontrol

FALpg/mi
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Sekil 10. Folik Asit verildiginde JAR hiicre hattinda h-hCG duzeyleri
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Sekil 11. Folik Asit verildiginde JAR hiicre hattinda B-hCG diizeyleri

Tablo 7. Folik Asit verildiginde JEG-3 hiicre hattinda B-hCG ve h-hCG diizeyleri

h-hCG B-hCG
JAR Kontrol 70 128
JAR Folik Asit_1 pg/ml 65 123
JAR Folik Asit_5 pg/ml 67 125
JAR Folik Asit_10 pg/ml 68 124

B-hCG ve h-hCG duzeylerinde Folik Asit'nin dozu ile orantili bir degisiklik

izlenmemistir.
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4.3. Topotekan ile Birlikte Kullamlan Folik Asit’in
Apopitotik Etkileri

JAR Hiicre Hatti Uzerine
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Sekil 12. Topotekan ile Birlikte Kullanilan Folik Asit’in JAR hcreleri tzerindeki

etkisinin Annexin testi ile degerlendirilmesi

Tablo 8. Topotekan

olusturdugu apoptoz oranlari

ile Birlikte Kullanilan Folik Asit’in JAR hucreleri Uzerinde

Median (Min-Max)

JAR Kontrol

17,7 (17,5-18,2)

JAR Topotekan_1 pg/ml+ Folik Asit_10 pg/ml

33,1 (30,3-35,0)

JAR Topotekan_5 pg/ml+ Folik Asit_10 pg/ml

33,8 (32,5-35,0)

JAR Topotekan_10 pg/ml+ Folik Asit_10 pg/ml

44,9 (42,0-46,1)

JAR Topotekan_50 pg/ml+ Folik Asit_10 pg/ml

72,4 (67,2-81,0)

48 saatlik muamele sonunda 1 pg/ml Topotekan ile birlikte kullanilan Folik

Asit’in

orani 33,1’dir. Spug/ml Topotekan ile birlikte kullanilan Folik Asit’in

doz uygulamasi sonucu apopitoz median oran1 33,8’dir. 10pg/ml Topotekan ile

birlikte kullanilan Folik Asit’in
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10ug/ml’lik doz uygulamasi sonucu JAR hiicrelerindeki apopitoz median
10pg/ml’lik

10pg/ml’lik doz uygulamasi sonucu apopitoz




median oram1 44,9’dur. 50pg/ml Topotekan ile birlikte kullanilan Folik Asit’in
10pg/ml’lik doz uygulamasi sonucu apopitoz median oram1 72,4’tiir. Istatistiksel

olarak apopitoz oranlarindaki artiglar anlamlidir (p=0,002).
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Sekil 13. Topotekan ile Birlikte Kullanilan Folik Asit’in JAR hiicre hattinda h-hCG

dizeyleri
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Sekil 14. Topotekan ile Birlikte Kullanilan Folik Asit’in JAR hiicre hattinda  -hCG

dizeyleri
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Tablo 9. Topotekan ile Birlikte Kullanilan Folik Asit’in JAR hiicre hattinda h-hCG ve

B -hCG dizeyleri

h-hCG B -hCG
JAR Kontrol 70 128
JAR Topotekan_1 pg/ml+ Folik Asit_10 pg/ml 60 123
JAR Topotekan_5 pg/ml+ Folik Asit_10 pg/ml 58 119
JAR Topotekan_10 pg/ml+ Folik Asit_10 pg/ml 54 111
JAR Topotekan_50 pg/ml+ Folik Asit_10 pg/ml 49 112

Folik Asit ile birlikte kullanilan Topotekan dozunun artirilmasiyla B-hCG ve

h-hCG diizeylerinde orantili bir diisiis izlenmemistir.

44. Topotekan ve Folik Asit’in Ayr1 Ayn1 ve

Birlikte

Kullanilan

Kombinasyonlarinin JAR Hiicre Hatti Uzerine Apopitotik Etkilerinin

Karsilastirilmasi
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Sekil 15. Topotekan ve Folik Asit’in Ayr1 Ayri ve

Birlikte Kullanilan

Kombinasyonlarinin JAR hiicre hatt1 {lizerine apopitotik grafiksel

etkilerinin karsilastirilmasi
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Sekil 16. Topotekan ve Folik Asit’in Ayr1 Ayr1 ve Birlikte Kullanilan
Kombinasyonlarinin JAR hiicre hattinda h-hCG duzeyleri
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Sekil 17. Topotekan ve Folik Asit’in Ayr1 Ayrt ve Birlikte Kullanilan

Kombinasyonlarinin JAR hiicre hattinda  -hCG diizeyleri
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5. TARTISMA

Gestasyonel trofoblastik hastaliklar (GTH); multifaktoriyel etyolojiye sahip,
patogenezi tam aydinlatilamamis, spontan rezoliisyon ile sonuglanan benign
hidatiformdan, Olimcll seyreden metastatik gestasyonel trofoblastik neoplaziye
kadar degisken spektrum gosteren trofoblastlarin anormal proliferasyonu ile
karakterize bir hastalik grubudur (95). Malign GTH molar gebelikten gelisebilecegi
gibi ektopik gebelik, abortus, preterm veya term gebelik sonrasinda da gelisebilir.
Trofoblastik dokunun malign transformasyonu kismen de olsa, onkojenlerin
aktivasyonu veya timor slpresOr genlerin inaktivasyonuyla iliskili olabilir. Biz
calismamizda JAR ve JEG-3 koryokarsinom insan hiicre kilturinde topotekan ve
folik asit etkisini arastirmay1 amagladik.

Erken teshis ve tedavide uygun prosediirlerin uygulanmasi halinde hastalarin
tamaminda potansiyel olarak tam iyilesme miimkiin olmaktadir. Hastaligin gelisimi
ve progresyonu multifaktoriyel olup cesitli genetik ve ¢evresel faktorlerin rol
oynadig1 varsayilmaktadir. Yas (25-35), molar gebelik dykusiu, spontan abortus
Oykusu, genetik faktor, etnik koken, diyet gibi risk faktorlerinin yanisira hCG
seviyesi, timdriin ¢api, metastaz yeri ve sayisi, kemoterapi Oykiisii gibi sebepler
GTH’nin nedeni olabilmektedir. GTH’nin 0Ozellikle plasentanin trofoblastik
epitelinden kaynaklanan birbiriyle iliskili, heterojenik yapida olmasindan dolayi
GTH’nin tim formlar1 B-hCG artis1 ile karakterizedir ve patogenezinden gestasyonel
doku sorumludur. Bu sebeplerden dolay1 ¢aligmamiz folik asit ve topotekanin etkisi
B-hCG ve h-nCG parametreleri ile apopitoz uUzerinden yapilmaistir.

Son yillarda hastaliklarin tedavisinde ve yeni ilaglarin gelistirilmesinde
tekrardan dogal iirlinlere odaklanilmistir. Bu dogal iiriinlerin antikanser aktiviteleri,
kanser hucrelerinde apopitozisi tetiklemektedir. Artik ilaglarin yan etkilerinin doku
Uzerinde olusturdugu etki tespit edilmekte ve hedef doku da yaratacagi degisiklikler
ongoralmektedir. Klinikte meydana gelme ihtimali olan bu sonuglarin nedenlerinin
tahmin edilebilmesi icin insan tek tabakali kanser hiicre hatlarinin kullanimi oldukg¢a
yaygindir. Bizim ¢aligmamiz ise JAR ve JEG hatlarinda yapilmis olup JEG-3 hiicre
kiiltiirtinde tiim kondiisyonlar saglandig1 halde iiremeye rastlanmadigi i¢in ¢aligmaya

JAG hiicre kiiltiiriinde devam edilmistir.
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Topotekan; Kamptotesinden sonra klinik denemeler icin Amerika’da Food
and Drug Administration (FDA) tarafindan onaylanan ilk topoizomeraz I
inhibitoraddr (96). DNA hiicre i¢inde “supercoiled” olarak adlandirilan paket sekilde
bulunur. Supercoil yap1 agilarak DNA; transkripsiyon, replikasyoni mitoz gibi
aktiviteleri yerine getirir. Iste topoizomeraz enzimleri bu siiregten sorumlu
enzimlerdir. Topoizomeraz | DNA’nin relaksasyonunu saglar. Ozellikle refrakter
over kanseri ve refrakter kiiclik hiicreli akciger kanseri tedavisinde kullanilan
topotekan topoizomeraz 1 enzim blokeridir (97). Calismamizda topotekan,
apopitozda artis gosterirken h-hCG ve B-hCG arasinda ters oranti oldugu goriildi.
Kurtan ve ark. (2014)’nin rat overleri lizerinde yaptiklari ¢calismada 5 giin boyunca
I.p. 1,5-2 mg/kg doz topotekan uygulamasi ile sadece bir hiicre hattinda % 75’ten
fazla timor inhibisyonu goézlendigini ifade etmislerdir (98). Lorussa ve ark. (2010)
ise; topotekanin, Sisplatin ile birlikte serviks kanserinin tedavisinde ve diger tedavi
yontemlerine cevap vermeyen metastatik over kanserli hastalarin tedavisinde tek ajan
olarak kullanilabilecegini ifade etmislerdir (99). Biz ise topotekanin folik asit ile
birlikte kullanilmasi halinde kanser tedavisine yardimci olabilecegi sonucuna vardik.

Kanser tedavisinde tumore oOzgii spesifik bir ilag dagitim ajani olarak
kullanilan folik asit; tlimorlii hiicrelerin yiizeyindaki folat reseptoriine baglanir. Bu
kompleks endositoz yolu ile hiicre icine alinarak kanser ilaci gibi calismaktadir.
Eksojen bir antioksidan olan folik asit, metabolizmada oksidanlar1 tutarak Sserbest
radikallerin olusturdugu hasar1 onleyici rol oynamaktadir. Fizyolojik olarak
antioksidans sistem ile radikaller bir denge halindedir. Bu dengenin serbest radikaller
tarafina kaymasi sonucu organelleri ve membrandaki lipid ve protein yapisi bozulur,
hiicre i¢i enzimler inaktiflesir, DNA hasar1 olusur, mitokondrilerdeki aerobik
solunum bozulur, litik enzimler aktive olur, trombosit agregasyonu ve dokulara
fagositlerin gog¢l artar. Oksidatif stres olarak adlandirilan bu olay hipertansiyondan
osteoporoza kadar bircok hastaliga temel olusturmaktadir ve basta da kanser ve
ateroskleroz yer almaktadir. Ayrica son zamanlarda gebelik gibi fizyolojik
durumlarda da oksidatif stresin arttig1 bildirilmistir. Gebelik 6zellikle meme, uterus
ve over kanserlerine karsi koruyucu rol oynamaktadir. Bizim ¢alismamizda folik asit
tek basma apoptozu artirirken h-hCG ve B-hCG oranlar ile arasinda herhangi bir

iliski saptanmamustir. Disimone ve ark.(2004), insan plasentasinin homosistein i¢in
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bir hedef oldugunu ve trofoblaslarin apopitoza ugrayarak fonksiyonlarini inhibe
ettigini belirtmislerdir. Ayni arastirmacilarin folik asitin trofoblastlar Gzerindeki
etkilerini arastirdiklar1 baska bir ¢alismada DNA fragmantasyonunun dénemli 6lgiide
azaldigim1 ve h-hCG sekresyonunun azaldigin1 ifade etmislerdir (100). Folik asit
sitotrofoblast apopitozunu inhibe etmekte ve insan trofoblasti ile ilgili homosisteini
Onleyici etki gostermektedir. Yani folik asit homosistein mekanizmasini dengede
tutmaktadir. Yapilan bir ¢alismada folik asit ile f-hCG arasinda istatistiksel olarak
anlaml iliski oldugu (101) belirtilmis olmasina ragmen biz tek basina folik asit ile -
hCG arasinda herhangi bir istatistiksel anlam bulamadik.

Medikal ilaglar; hiicreler iizerinde iki sekilde sitotoksik olarak etki eder.
Bunlardan biri apopitoz, digeri nekroz seklindedir. Antikanser ilaci olarak
kulanilacak ilaglarin sitotoksik etkileri apopitotik yol iizerinden gergeklesir. Ciinkii
kanserin ortaya cikigini tetikleyen 6nemli mekanizmalardan biri kanserlesmeye dogru
yol alan normal bir hiicrenin apopitotik mekanizmalarinin bozulmasi ve hiicrenin anti-
apopitotik sinyal yolaklarinin apopitotik yolaklar tizerinde hakim bir konuma gecmesidir.
Folik asitin oksidatif stres tizerindeki etkileri ¢okga arastirilmis olsa bile GTH tizerinde
etkisinin olup olmadig1 bilinmemektedir. Topotekan ise literatiirde akciger tiimorlerinde
kullanilmis fakat koryokarsinoma {izerindeki etkisi bilinmemektedir. Bu ¢alismada JAR
ve JEG-3 hicrelerinde apopitozun derecesi FCM ile belirlenmistir.

Calismamizda topotekanin 1 pg/ml’lik doz wuygulamasi sonucu JAR
hiicrelerindeki apopitoz median oran1 26,4’tiir. 5 pug/ml’lik muamele sonucu apopitoz
median oran1 29.0°dir. 10 pg/ml’lik muamelesi sonucu apopitoz median orani
38,7°dir. 50 pg/ml’lik muamelesi sonucu apopitoz median oran1 60,5’dir. Istatistiksel
olarak apopitoz oranlarindaki artislar anlamlidir (p<0,001). Topotekan dozunun
artirtlmasiyla bakilan B-hCG ve h-hCG oranlarimin ilag dozunun artirilmasiyla
anlamli olarak azaldig: istatistiksel olarak goriilmiistiir.

Folik asitin 1 pg/ml’lik doz uygulamasi sonucu JAR hiicrelerindeki apopitoz
median oran1 16,2°dir. 5 ug/ml’lik muamele sonucu apopitoz median oran1 17,5 dir.
10 pg/ml’lik muamelesi sonucu apoptozis median orani ise 17,9 olarak bulunmustur.
Folik asitin doza bagl olarak kullandigimiz en diisiik doz olan 1 pg/ml’lik uygulama
sonrasi apopitozisi azalttigr istatistiksel olarak anlamli bulundugu halde, doz

miktarlart artirildigi zaman dozlar arasinda apopitozis oranlar1 agisindan istatistiksel
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olarak anlamlilik bulunmamistir. Folik asit dozunun artirilmasiyla bakilan -hCG ve
h-hCG oranlar arasinda anlamli bir fark saptanmamustir.

Topotekan ile birlikte kullanilan folik asitin 10pg/ml’lik doz uygulamasi
sonucu apopitoz median orani 44,9’dur. 50ug/ml Topotekan ile birlikte kullanilan
folik asitin 10pg/ml’lik doz uygulamasi sonucu apopitoz median orani 72,4’tiir.
Istatistiksel olarak apopitoz oranlarindaki artiglar anlamlidir (p=0,002). Topotekan ve
folik asit kombinasyonunun dozunun artirilmasiyla bakilan B-hCG ve h-hCG
oranlarinin ila¢ dozunun artirilmasiyla anlamli olarak azaldig: istatistiksel olarak
gorilmiistiir.

Yaptigimiz ¢alismada topotekanin tek basina artan dozlarla kullanildiginda
JAR hicre serileri (zerindeki apopitotik etkilerinin istatistiksel olarak arttig
goriilmiistiir. Folik asit sabit tutulup topotekan’in dozu arttirildiginda JAR hiicre
serisinde apopitotik etkinin istatiskisel olarak daha da arttig1 gorilmistiir.

Insan Koryokarsinom hiicre hattt modelleri olan JAR iizerinde topotekan ve
folik asit kombinasyon uygulamasi ve imminoenzimatik yontemle -hCG ve h-hCG
Olcimi her iki hiicre hattinda birden literatiirde ilk kez yapilmistir. Bu ¢alisma, her
ne kadar JEG hiicre serilerinde sonu¢ alinamamis olsa bile  koryokarsinom
tedavisinde dogal bir antioksidan olan folik asit ile topotekanin tiimor tedavisinde

kullanilabileceklerini gostermektedir.
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6. SONUC

Yaptigimiz bu c¢alismada topotekanin JAR hiicre hattinda doza bagli olarak
apopitozis oranlarmin arttigma dair istatistiksel olarak anlamli farkliliklar oldugu
gOriilmiistiir. Folik asit tek basmna verildigi zaman doza bagl olarak apopitozis
oranlarinda istatistiksel olarak anlamli bir azalma izlenmistir. Hem topotekan hem de
folik asitin birlikte verilmesi sonucunda da apopitozis oranlarinin daha da arttigi
gorulmustiir. JEG-3 hiicre kiiltiiriinde tiim kondiisyonlar saglandigi halde tiremeye
rastlanmadigi i¢in ¢calismaya JAG hiicre kiiltliriinde devam edilmistir.

Sonuglar; topotekanin tek basina kemoterapotik olarak kullanilabilecegi gibi
folik asit ile birlikte de ¢coklu kombinasyon tedavisi i¢in iyi bir segenek olabilecegini
desteklemektedir. Daha sonra yapilacak c¢alismalar i¢in gerek in vitro gerekse in vivo
olarak arastirmalar tekrarlanarak yeni tedavi yontemleri gelistirilecegini

diistinmekteyiz.
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