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OZET

Ozgiir Ozer, Metotreksat ve Paklitaksel Kemoterapilerinin Farkh
Koryokarsinom  Hiicre  Kiiltir Modelleri  Uzerindeki  Etkilerinin
KarGlaGirilmasi, Biilent Ecevit Universitesi Tip Fakiiltesi, Kadin Hastahklar
ve Dogum Anabilim Dah Tezi, Zonguldak 2014.

Amac: Gestasyonel Trofoblastik Hastaliklar, insanda plasentadan gelisen bir grup
hastaliktir ve koryokarsinom bunlarin malign formudur. Hastaligin medikal
tedavisinde, hastaligin evresine gore, tek baslarma veya kombine kemoterapotik
ajanlarla uygulanan pek c¢ok tedavi rejimi bulunmaktadir.

Calismamizin amaci, farkli hiicre kiiltiiri modelleri (JAR, JEG) kullamilarak
Paklitaksel ve MTX’in tek basina veya kombine kullamildiginda, koryokarsinom
tedavisindeki etkinliginin arastirilmasidir.

Gere¢ ve Yontem: Insan koryokarsinom benzeri JAR ve JEG-3 hiicrelerin RPMI-
1640 ortaminda %10 fetal dana serumu, penisilin-steptomisin varhiginda k 37°C,
%95 hava, %5 CO, iceren atmosferde ¢ogaltildi. Metotreksat (MTX) ve
Paklitaksel’in uygulama gruplar1 asagidaki gibi belirlendi;

Tek ilag uygulamasi icin MTX’in 2 pg/ml, 4 pg/ml, 8 pg/ml; PTX’in 10mg/ml’lik,
S0Ong/ml’lik, 100ng/ml’lik, 200mg/ml’lik, 400nmg/ml’lik, 800mg/ml’lik ve
1600mg/ml’lik dozlar1 kullanilmastir.

PTX ve MTX kombinasyonunda; PTX’in 10ng/ml’lik, 50ng/ml’lik, 100ng/ml’lik,
200ng/ml’lik, 400mg/ml’lik, 800ng/ml’lik ve 1600nmg/ml’lik dozlar1 ile MTX’in 4
pug/ml’lik dozu kullanilmastir.

Maddeler hiicrelere aym anda verilmistir. ila¢ uygulamasini izleyen 72. saatte
hiicreler Tripsin-Etilen Diamin Tetraasetik Asit (EDTA) soliisyonu ile kaldirilip,
apopitoz ¢alismasia almmuistir. Bu ¢alismada JAR ve JEG-3 hiicrelerinde apoptozun
derecesi Flowsitometri (FCM) ile belirlendi. Sadece bir set icin tripsin Oncesi
slipernatan toplanip, h-hCG Olglimii icin derin dondurucuda saklanmistir.
Immiinoenzimatik ydntemle h-hCG 6lgiimii yapilmistir. SPSS 19.0 ve Minitab 17
istatistik programlar1 kullanilarak istatistiksel analiz yapilmustir.

Bulgular: Yaptigimiz caliymada MTX ve PTX’in tek baslarna artan dozlarla
kullanildiklarinda hem JAR hem JEG-3 hiicre serileri {iizerinde ki apoptotik
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etkilerinin de arttigini istatistiksel olarak gozlemledik. Bu iki ila¢ kombine edilip
MTX dozu sabit tutulurken PTX’in dozu arttirildiginda JAR hiicre serisinde
apoptotik etki artarken JEG-3 hiicre serisi iizerinde bu etki 400 ng/ml’a kadar artmis
bu doz ve iizerinde ise apoptotik etkinin istatistiksel olarak artmadig1 goriilmiistiir.

Sonuc: insan Koryokarsinom hiicre hattr modelleri olan JAR ve JEG-3 iizerinde
PTX ve MTX’in kombine kullanimlarina iligkin her iki hiicre hattinda birden
literatlirde ¢ok az sayida galigma yapilmistir. Elde edilen bu sinerjistik apoptotik
veriler PTX ve MTX kombinasyonunun Koryokarsinom tedavisinde karsilasilan
coklu ilag direnciyle miicadelede kullanilabilecek segeneklerden biri olabilecegini
gostermektedir. Ancak ilaglarin etkileri ve kombinasyonlarindaki etkilerin in vivo
sistemlerde farkli olabileceginden, veriler ilk olarak hayvan deneyleri ve sonra klinik

arastirmalarla da desteklenmelidir.

Anahtar Kelimeler: Metotreksat, paklitaksel, koryokarsinom, kemoterapi, hiicre

kiiltiirti, apopitoz



ABSTRACT

Ozgiir Ozer, The comparison of Methotrexate and paclitaxel chemotherapy effects
on the different choriocarcinoma cell culture models, Biilent Ecevit University
Faculty of Medicine Obstetrics and Gynecology Department of the Thesis.
Zonguldak 2014.

Aim: Gestational trophoblastic diseases are the group of diseases that originates from
human placenta and choriocarcinoma which is the malignant form. There are many
medical treatment methods with single or combined chemotherapotic agents, depend on
stage of the disase.

The aim of our study is research the effectiveness of single agent use and combined
chemotherapy with paclitaxel and MTX 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, O, 95%, CO; 5% in RPMI-1640 environment that
include 10% fetal bovine serum, penicillin-streptomycin. MTX and PTX trial groups

are determined as shown below;
For single drug trial; MTX 2 pg/ml, 4 ng/ml, 8 ug/ml; dosages were maintained.

For the combination of PTX and MTX; PTX 10ng/ml, 50ng/ml, 100ng/ml,
200ng/ml, 400ng/ml, 800ng/ml and 1600ng/ml dosages were maintained with MTX
4 ng/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 h-hCG levels. 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 MTX and PTX’s single or combined
application with the increasing dosages cause to statistically significant increase of
apoptosis ratios on the JAR and JEG-3 cell lines. 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
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of MTX with the increasing dosages of PTX. But this effect hasn’t found statistically
significant on JEG-3 cell lines with 400ng/ml PTX and upper dosages.

Result: There are very slightly number of resarches has been made in the literature about
the application of PTX and MTX on the both of JAR and JEG-3, human
choriocarcinoma cell line models. The obtained synergistic apoptotic data indicated that;
the combination of PTX and MTX 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: Methotrexate, paclitaxel, choriocarcinoma, chemotherapy, cell culture,

apoptosis
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1. GRE

Tanim olarak gestasyonel trofoblastik hastaliklar (GTH) fetal koryondan
kaynaklanan birbiri ile iligkili hastaliklar1 ifade etmekte olup genellikle hastaligin
spontan gerilemesi ile sonuglanan, benign mol hidatidiformdan (HM), hayati tehdit
eden koryokarsinoma kadar degiskenlik gosteren genis bir spektruma sahiptirler (1).

Komplet ve parsiyel HM, invaziv mol, koryokarsinom, histopatolojik olarak
plasental yerlesim bolgesinden kdken alan trofoblastik tiimorler (PYBGTT) olarak
smiflandirirlar.

Bu hastaliklarda kemoterapinin (KT) etkin olmasi, human koryonik
gonadotropinin (hCG) beta () subiinitinin hassas olarak Olciilebilmesi ve tiimor
belirteci olarak kullanilmas1 sayesinde giiniimiizde GTN'ler hastaligin yaygin oldugu
durumlarda dahi tedavi edilebilmektedir. Koryokarsinomada {iretilen hCG normal
gebelikte sentezlenen hCG’den daha biyiik oligosakkarid yan zincirine sahip
oldugundan hiperglikozile hCG olarak adlandirilir. Hiperglikozile hCG gelecekteki
calismalarda kullanilabilecek bir belirteg olabilecegini diisiindiirmektedir (2) Bir
GTN olan koryokarsinom, yliksek metastatik potansiyeli olan neoplastik bir durum
iken HM, malign doniistim ihtimali bulunan anormal plasenta yapisina sahiptir (3;
4). Gestasyonel trofoblastik neoplaziler (GTN) genellikle HM sonrasi gelisebildikleri
gibi terapdtik veya spontan abortus, ektopik ya da term gebeligi de takiben
gelisebilmektedirler. Gebeligi takiben gelisen koryokarsinom ve PYBGTT'ler gercek
neoplazmlardir. Cocukluk ¢ag1 akut losemilerinde bir antimetabolit olan Metotreksat
(MTX), 1948'den giiniimiize klinik kullanimda olan bir ajandir. MTX, aktif olarak
boliinen hiicrelerde dihidrofalat rediiktaz (DHFR) enzimini inhibe ederek folik asitin,
folinik asite doniisiimiinii engelleyen sitotoksik kemoterapotik ajandir (5; 6). MTX
basta cocukluk cagi l6semi-lenfomalar1 olmak iizere akciger kanseri, meme kanseri,
bas ve boyun kanserleri, osteosarkom, iiroepitelyal kanserler gibi solid organ
tiimorlerinin tedavisinde kullanilir (7). Yakin zamanlarda, MTX’1n ayni1 zamanda
antienflamatuar, antiproliferatif, immunosupresif, antipsoriatik etkinlikleri de oldugu
bulunmustur (8; 9). Bu etkileri sayesinde MTX, kanser tedavisi yaninda romatizmal
hastaliklar, psoriazis gibi enflamatuar hastaliklar, sarkoidoz, dermatomyozit,

Wegener graniilomatozisi, insan bagisiklik yetmezlik virtisi (HIV) ile iliskili



bakteriyel, parazitik enfeksiyonlar ve ektopik gebelik, ilk trimesterde gebelik
terminasyonlar1 ve gestasyonel trofoblastik hastaliklar (GTH) gibi jinekolojik ve
obstetrik durumlarda da tercih edilen bir ajan haline gelmistir (10; 11). MTX
sitotoksik etkisi, kanser hiicreleri i¢in secici degildir. Bu sebeple kemik iligindeki
hematopoetik hiicreler ve barsak mukozasindaki aktif boliinen hiicreler gibi
proliferasyon hiz1 yiiksek dokular1 da etkilemektedir (12). Siddetli enterokolit ya da
intestinal hasar gibi toksik etkileri nedeniyle MTX’m etkinligi, siklikla
smirlanmaktadir. Agir yan etkilerin varliginda doz azaltimma gidilmekte ya da tedavi
yarida kesilebilmektedir. Yiiksek doz MTX’1n akut 16semi tedavisinde aralikli olarak
kullanim1 ile psoriasis tedavisinde uzun siire diisik doz kullanimmin progresif
hepatik fibrozis ve siroza kadar ilerleyen hepatotokisiteye neden olabilmektedir (13).

Paklitaksel tubulini hedef alan birkag sitoskeletal ilagtan birisidir. Paklitaksel
antitimor etkisini hiicrede beta-tubilin subunitine baglanarak mikrotubullerin
toplanmasin1 arttirmak ve depolimerizasyonunu Onleyerek stabil mikrotubul
topluluklar1 olusturmak suretiyle gostermektedir (14).

Sonucgta paklitakselin etki ettigi hiicrelerde mitotik 1g iplik¢iklerinin
olugmasi, kromozom ayrigsmasi ve hiicre boliinmesi engellenmektedir. Sitoskeletal
yapiy1 etkileyen ve mikrotiibiillerin birlesmesini engelleyen kolsisin gibi ilaglarin
aksine paklitaksel mikrotiibiil polimerlerini stabilize eder ve onlar1 ayrismadan korur.
Bunun sonucunda kromozomlar metafazda ig iplik¢iklerini olusturamazlar veya
olusan ig iplik¢ikleri sentromerlerden ayrilamazlar. Bu noktada hiicre apoptoza veya

boliinme Oncesi G fazina donerek mitozu sonlandirir.



2. GENEL BALGAER

2.1. GTH’larda Epidemiyoloji

GTH insidans: diinyanin degisik bolgelerinde farklihklar gdstermektedir. Ornek
olarak Japonya’da molar gebelik insidansi bin gebelikte 2, Avrupa ve Kuzey
Amerika’da ise bin gebelikte 0.6 ile 1.1 arasinda degismektedir (15; 16). Etnik,
cevresel ve kiiltiirel faktorlerin insidans iizerine olan etkileri arastirilmis ve ¢evresel
ve kiiltiirel faktorlerin, irksal faktorler kadar 6nemli olabilecegi gosterilmistir (16).
Tirkiye'de yapilan ¢alismalar hastane verilerine dayali oldugu icin gercek insidans
hakkinda bilgi sahibi olmak giictiir. Ozalp ve ark.larinin ¢aligmasima gore Tiirkiye’de
HM insidans1 1000 dogum icin 1.1 ile 12.1, 1000 gebelik i¢in ise 0.3 ile 18
arasindadir (17). Tirkiye’de toplumsal kaynakli baska bir calismaya gore ise;
insidans 1000 canli dogum i¢in 0.8, 1000 gebelik icin ise 0.6 olarak saptanmistir
(18). Baska bir ¢alisma ise bdlgesel farkliliga dikkat cekmektedir. Ulkemizde GTH
giineydogu anadoluda bulunan Sanlwurfa ilinde 1000 dogumda 12.1 oranmyla
insidansin en fazla oldugu ildir (19).

Molar gebelik gelisiminde rol oynayan en 6nemli risk faktorlerinden biri anne
yasidir. Yirmi yas alt1 gebeliklerde goriilen minimal insidans artis1 35 yas iizerindeki
gebeliklerde belirgin hale gelmektedir. Dogurganlhigin erken ve ge¢ yaslarinda
gorillen HM’de malignite riski artmaktadir. Ulkemizde yapilan calismalarda da
dogurganhigin erken ve ge¢ yaslarinda hastaligin insidansinda belirgin farklar oldugu
saptanmistir (20). HM olgularinin %0.3-1.6, 21 yasmn altinda ve %1.7-23.1°1, 39
yasin lizerinde olarak saptanmistir (20). Nadiren HM postmenapozal donemde de
karsimiza ¢ikmaktadir (21).

Molar gebelik gelismesi i¢in HM Oykiisti risk faktoriidiir. Bir kez HM
gecirmis bir kadinda hastaligin nilks etme sikliginin yaklasik 10 kat arttig
saptanmistir (22). Molar gebelik gecirenlerde bir sonraki gebeliginde mol gelisme
olasilig1 %1.1 olarak saptanmustir (23). Ayrica gegirilen molar gebelik sayis1 arttikca
risk de orantili olarak artmaktadir. Tiirkiye’de yapilan bir caligmada yedi kere tekrar
eden HM olgusu yaymlanmistir (24).



Koryokarsinomda 1rk, yas, gecirilmis HM, oral kontraseptifler, gebelik sayisi,
Ostrojen, kan grubu antijenleri gibi risk faktorleri tanimlanmistir. Koryokarsinomda en
onemli risk faktorii gecirilmis molar gebelik Oykiisidiir (25). Koryokarsinom
olgularmin %29-83"iniin dykiisinde HM oldugu saptanmistir (26). Olgularin 6nemli
bir bolimiiniin dykiisiinde 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 orani1 %1.1 olarak saptanmistir (23).

Literatiirde hastaliga beslenme ve diyetin olan etkileri incelendiginde, HM
tanis1 almig olan hastalarin serumunda vitamin B12 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 iizere yiiksek bulunmustur (28). Bir baska ¢alismada serum
cinko seviyesi 86.3'e 68.7 pg/l olmak tizere yiiksek, serum bakir seviyesi ise 123.8'e
147.8 pg/l olmak iizere diisik bulunmustur (29). italya ve Amerika’daki vaka
kontrollii caligmalarda ise karoten eksikliginin molar gebelik insidansini
artrrabilecegi ongoriilmiistiir (30; 31). Ayrica molar gebelik insidansinin yiliksek
oldugu boélgelerde, A vitamini eksikliginin insidansmin da artti§i1 saptanmistir.
Diyetsel faktorler de GTH insidansindaki bolgesel farkliliklar1  kismen
aciklayabilmektedir.

2.2. GTH'larda Genetik Ozellikler

Yapilan sitogenetik c¢alismalar sonucunda komplet moliin diploid karyotipik yapida
oldugu ortaya konulmustur. Yaklasik %75-85'1 46 XX, geriye kalan kismu 46 XY
yapisindadrr. Diandrik diploidinin  olusumunda pek c¢ok mekanizma One
stiriilmektedir. Genel kabul gdren 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 neticesinde biitiiniiyle homozigot 46 XX bir yap1 olusur.



Parsiyel molde genoma, iki paternal bir maternal yapmm katildig:
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

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).

Makroskopik olarak bakildiginda komplet mol iiziim salkimina benzemektedir.
Fetus veya embriyo goriilmez. Cap1 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 iligkilidirler. Mikroskobik degerlendirme
asamasinda ii¢ 6nemli Olciit vardir. Bunlar: trofoblastik proliferasyon, villuslarda hidropik
sisme ve avaskiilarizasyondur. Bunlarim yaninda komplet ve parsiyel mol ayrmminda,
parsiyel moliin immiinohistokimyasal olarak p57 ile boyanmasi da ayirt edici yardimc1
tekniklerdendir (34). Plasenta, amniotik kese ve amniotik sivi tanimlanamaz ve intervilloz
saha tipik olarak anormaldir. Ancak bazi olgularda amnion izlenmistir (35; 36).

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

Koryokarsinomun histolojisinin tipik goriiniimii trofoblastik hiicrelerin kolonlar
halinde myometriuma dogru ilerlemesidir. Villéz yap1 yoktur ve hiicrelerde 6nemli
diizeyde sitolojik atipi bulunur. Nekroz ve hemoraji tiimoriin belirgin 6zellikleridir (36).

PYBGTT ler siklikla uterusta sinirhdirlar ve hastaligin ileri evrelerinde metastaz
yaparlar. Vakalarin biiyiik ¢ogunlugunda tiimdr 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 artmustir. Bu tiimorler KT'ye



direnglidirler ve olgularin diger GTH'lardan ayr1 olarak rapor edilmesi kabul gérmektedir
(37; 38;39) PYBGTT ler gestasyonel trofoblastik tiimdrler arasinda en nadir olanlaridir.

HM etiyopatogenezinde oksidatif stresin 6nemli bir role sahip oldugu yapilan
klinik caligmalarla gosterilmistir (40; 41; 42). Yine buna bagl olarak trofoblastik
hiicrelerin proliferasyonunda endotelyal nitrik oksid sentaz ekpresyonun da ciddi 6neme
sahip oldugu bilinmektedir (43). HM'da serum nitrik oksid seviyesi ve plazma arjinaz
seviyesi ylksek bulunmustur (44; 45). Sonugta HM'da Oksidatif strese bagh
Deoksiriboniikleik asit (DNA) hasar1 olusumu izlenmektedir (46). Bu c¢alismalar da

gostermektedir ki GTH etiyopatogenezinde oksidatif stress 6nemli bir yere sahiptir.

2.4. GTH'larda Hormonal aktivite

hCG Gebelikte ve GTH’larda peptid varyantlar1 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 ¢aligmalarda
kullanilabilecek bir belirtec olabilecegini diisiindiirmektedir (2). Koryokarsinomda
iiretilen hCG molekiilii gebelikte iiretilen hCG molekiiliinden daha biiyiik yapidadir (48;
49). hCG’nin biyokimyasal yapisma bakildiginda koryokarsinomada iiretilen hCG’nin
daha biiyiik oligosakkarid yan zincirine sahip oldugunu gostermektedir (50; 51; 52).

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

Molar doku tirotropin benzeri bir madde sentezlemekte bunun sonucu olarakta
hipertiroidizm olugmaktadir. Tan1 aninda komplet mol olgularmin %?2-7'sinde asikar
hipertiroidizm saptanmisti. PYBGTT'lerde hiicrelerin biiylik kismmimn hPL igerdigi
tespit edilmis, buradan hareketle bu tiimdrlerin belirlenmesinde hPL'nin yararl

olabilecegi bildirilmistir (56; 57).



2.5. Tedavide BoGiltim Sonrasi Profilaktik Kemoterapi

Hastalarm hCG ile izlenebilmeleri nedeniyle profilaktik KT genellikle giiniimiizde
uygulanmamaktadir. Profilaktik KT uygulamasi nonmetastatik hastalik olasiligini biiyiik
oranda azalmakta ve metastatik hastalik riskini ortadan kalkmaktadir. Ayrica lokal
invazyon gosteren vakalarda uygulanan ek KT kiirlinii takiben hastalarin tamaminda
remisyon izlenmistir. Bu veriler sayesinde, profilaktik KT'nin hem metastaz1 dnledigi,
hem de lokal uterin invazyona bagl insidans ve morbiditeyi diisilirdiigli sonucu
cikarilmgtir (58).

Retrospektif bir ¢alismada; 1987-2006 yillar1 arasinda analiz edilen 265 hasta
icerisinde profilaktik KT uygulanan yiiksek riskli hastalarda, KT almayanlara gore
anlaml bir sekilde daha diisiik oranda postmolar neoplazi gelisimi izlenmistir (59).
Ancak %80 spontan remisyonun gerceklestigi bir hastalik olan HM’de profilaktik KT
verilmesi remisyonda ki olgular1 da KT'nin yan etkilerine maruz birakmaktadir. Bir diger
tedavi rejimi, metastatik ve nonmetastatik hastalik gelisimi yoniinden yiiksek risk altinda
olan olgulara tedavi verilmesidir. Bu yaklasim 6zellikle hCG ile takibin miimkiin
olmadig1 veya giivenilir olmadigi durumlarda kullanilabilir. HM’de yiiksek risk
kriterleri; yasm 18'in altinda veya 35'in {izerinde olmasi, teka lutein kistleri bulunmasi,

yiiksek hCG degerleri, asir1 biiyiik uterus ve tekrarlayan HM varligidir (55; 60).

2.6. BoGiltim Sonrasi Glem

Bosaltim sonrasinda ilk olarak haftada bir hCG tayini yapilarak iist liste iic kez negatif
deger elde edilmeye c¢alisilir. Bu asamadan sonra ayda bir bakilmalidir. Molar gebelik
tahliye edildikten sonra genel kabul gbren izlem araligi 12 aydwr (55). Uterusta
subinvolusyona bagli anormal uterin kanama persiste eden hastalik agisindan uyarici
olmalidir. Klinik ve fizik muayene bulgular1 akciger tutulumu yoOniinden siiphe
uyandirici ise akciger grafisi veya tomografi ile degerlendirme yapilmasi gerekir. (61;

62; 63).



2.7. GTH'larda Siniflama ve Evrelendirme

Gliniimiiz itibariyle genel kabul goren goriis histolojik kriterlerin prognoz tayininde
yetersiz kaldig1 seklinde olmakla birlikte trofoblastik hastaliklarda histolojik
kriterlerin prognozu tayin edip edemeyecegi tartigmasit halen devam etmektedir. Ek
olarak her olguda histolojik taninin konulmamis olmasi tedaviyi histolojik olgiitlere
gore planlamay1 engellemektedir. Farklt merkezler arasinda veriler karsilastirilirken
FIGO ve DSO’niin evreleme sistemleri kullanilarak bir standardizasyon saglanmasi

miimkiin olabilecektir (64).

Tablo 1. 2000 FIGO Evrelendirmesi

Evre 1 Hastalik uterusta simirh

Evre la: Risk faktorii yok

Evre Ib: Bir risk faktorii var

Evre Ic: iki risk faktorii var

Evre II Tiimor uterus diGnda ancak genital organlarda sinirh (adneks, vajen, geniGbag)
Evre Ila: Risk faktorii yok

Evre IIb: Bir risk faktorii var

Evre Ilc: iki risk faktorii var

Evre III Tiimor akcigerlerde; genital organ metastazi var veya yok
Evre Il1a: Risk faktorii yok
Evre I11b: Bir risk faktorii var

Evre IIc: iki risk faktorii var

Evre IV Tiimér diger tiim metastaz sahalarinda

Evre I'Va: 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. Onceki gebeligin terminasyonundan itibaren gecen siire >6 ay. Ayrica asagidaki risk faktérlerinin
varligi da arastirilmali ve bildirilmelidir.

a. GTH i¢in daha 6nceden uygulanmis KT

b. PYBGTT (ayr1 olarak bildirilmelidir)

¢. 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 1) (65).

FIGO'nun 6nerdigi bu sistem, degerlendirmeye risk faktorlerinin eklenmesi
ile daha yaygin kullanim alan1 bulmustur. Gliniimiizde genel olarak kabul

edilebilecek degerlendirme ve evreleme sistem arayisi devam etmektedir.

Tablo 2. DSO Histolojik Simiflama Sistemi
1. HM

Komplet

Parsiyel

. Givaziv HM

. Koryokarsinom
. PYBGTT
. Trofoblastik tiimor (diger)

DNl K| W N

Abartilmis plasental yerlesim bolgesi

Plasental yerlesim bdlgesi nodiilii veya plagi

6. Siniflanamayan trofoblastik lezyonlar

Diinya Saglik Orgiitii (DSO) histolojik smiflamas1 Tablo 2'de verilmistir (66).

Tablo 3. GTH icin DSO/FIGO prognostik skorlama sistemi

0 1 2 4
YaG <40 >40
Onceki gebelik Mol Abort Term
Onceki gebelik ile KT ye <4 4-6 7-12 >12
baCanmasi arasi gecen siire (ay)
Tedavi dncesi serum hCG 1U/1 <10° 10°*-10° 10*-10° >10°
[En biiyiik tiimoér 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 hazirlanmis olan bir prognostik
skorlama sistemide mevcuttur. Bu smiflandirmada KT'ye karsi muhtemel bir direncin
ongoriilebilmesi hedeflenmistir (Tablo 3) (65).

Bir baska deyisle bu smiflandirmada amag, tek ajan veya multiple ajan ile KT
protokollerinden hangisinin uygulanabilir oldugunun 06ngoriilebilmesidir  (65).
Prognostik skor 06 ise diisiik risk, >7 ise yliksek risk kabul edilir. Evre I hastalar
genellikle diisiik risk skoruna sahip iken, Evre IV hastalar genellikle yiiksek risk skoruna
sahiptir. DSO, esas Evre II ve Evre III hastalarin yonetiminin belirlenebilmesi amaci ile
bu sistemi tiretmistir (65). Koryokarsinomun histolojik tanisi tedaviyi kesinlestirse de, ilk
tedavi segcenegini degistirmez. Histolojik inceleme ile koryokarsinom tanis1 konuduktan
sonra Hastada klinik veya radyolojik olarak ekstrauterin metastaz bulgusu mevcutsa,

hasta metastatik GTN kategorisine dahil edilir.

2.8. Gestasyonel Trofoblastik Neoplazilerde Tedavi

GTN’ler term gebelik, diisilk, HM ya da ektopik gebelik sonrasi gelisebilirler. GTN’lerin
tedavileri planlanirken en 6nemli parametre hCG diizeyinin takip edilmesidir.

HM sonras1 KT baglama kriterlerinden birisi histolojik olarak koryokarsinom
tanisinin konulmasidir. Diger KT'ye baslama kriterleri ise hCG takip sonuglarma gore
belirlenmektedir. Birinci kriter hCG degerinin yiikselmesi, ikinci kriter bir ile dort hafta
dilimi boyunca hCG degerlerinde ki degisimlerin %10 oranmin altinda kalarak plato
cizmesi, tciincii kriter belli bir siire gegmesine ragmen hCG degerinin hala pozitif
olmasidir ancak bu siire baz1 merkezlerde 6-8 hafta olarak kabul edilirken baz1 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).

Term gebeligi, Spontan diisiigli ya da elektif gebelik terminasyonunu takiben 3
ile 6 hafta gegmesine karsin hCG diizeyi hala yiiksek seyrediyorsa yine koryokarsinom
stiiphesi s6z konusudur. Hastaligm yaygmliginin, miimkiinse histopatolojisinin tespit
edilebilmesi i¢in tam bir degerlendirme yapilmasmna ihtiya¢ vardir. Bu degerlendirme

kapsamimnda fizik muayene yapilmasi, karaciger, bobrek, tiroid fonksiyonlarnin ve kan
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tablosunun tespit edilmesi gerekir. Uterin trofoblastik hastaligmn mevcudiyeti pelvik
muayene, pelvik ultrason, kiiretaj ve pelvik Manyetik Rezonans Goriintiileme (MRG) ile
ortaya konulmalidir. Metastaz alanlartysa akciger grafisi, karaciger fonksiyon testleri,
karaciger sintigrafisi, batin ultrasonografisi, beyin BT, beyin omurilik sivisinda hCG
tayini ve bazi olgularda abdominal ve pelvik organlarin selektif anjiografisi ile ortaya
konabilir. Yapilan son ¢aligmalarda BT'nin, karaciger ve akciger metastazlarmm erken
tanisinda 6nemli bir yeri oldugu ortaya konulmustur (33; 63).

FIGO'ya gore Evre 1 ve diisiik riskli Evre II-III olgularinda ve DSO skorlama
sistemine gore diisiik risk grubuna tedavi; tek ajan KT, KT ile birlikte histerektomi ve
baz1 secilmis vakalarda KT'nin intraarterial inflizyon yolla verilmesi olarak ii¢ grupta
toplanabilir.

Bu tedavilerden ilki ve mutlaka uygulanmas1 gerekeni KT'dir. Bir diger tedavi
sekli KT'ye ek olarak histerektomi yapilmasidir. Cocuk istegi olmayan hastalarda
histerektomi uygulandiginda hastalik sadece uterusta smirliysa %100 remisyon
saglanmaktadir. KT ve histerektominin birlikte uygulanmasi ayn1 zamanda hastanede
kalig siiresini kisaltmakta ve verilen KT kiir sayisin1 da diistirmektedir. KT'ye cevap
vermeyen olgularda uterus digsinda ki hastalik kontrol altina alinmissa yine histerektomi
uygulanabilir. Bu tiir uygulamaya gec histerektomi uygulamasi adi verilmektedir. Gerek
KT ile birlikte gerekse gec donemde yapilan histerektomi KT baskis1 altinda
yapilmaktadir. Bu uygulama sayesinde herhangi bir morbidite artisma neden olmaksizin
tiimor embolizasyonu dnlenebilmektedir (57; 67; 68; 69).

KT'ye ek yardimci tedavi yontemi olarak karaciger ve beyin metastazlarinin
tedavisinde radyoterapi (RT) kullanilmaktadir. Beyin metastazlarmda RT, KT ile
baslamak tiizere 10 gilinde total 2000-3000 rad verilerek uygulanmaktadir. Beyin
metastazi olan olgularda 6ne ¢ikan amag beyin 6deminin 6nlenmesi ve hastanin hayati
tehlikesinin ortadan kaldirilmasidir. Bu nedenle kraniyotomi ve yiiksek doz
kortikosteroid uygulanan yontemlerdir. Karaciger metastazi olan olgularda da, KT ile
kombine 10 gilinde verilmek suretiyle total 2000 rad RT uygulanabilmektedir. Bu doz
timorii oldiirticii dozun altindadir. karaciger toleransmin olmamast dolayisiyla daha
yiiksek dozlara ¢ikilamamaktadir (70).

GTN’lerde tedavi planlamasi dlciilen hCG diizeylerine gore yapilir. Remisyon

tanisi, hCG diizeyi normal degerlere diistiiglinde birer hafta aralarla bakilan dort hCG
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diizeyi normal sinirlarda bulunmasiyla konur. Bu tan1 konulduktan sonra 1 veya 2 kiir
daha ilave KT uygulanir. Remisyon saglanmasini takiben ise 12 ay siire ile ayda bir hCG
diizeyine bakilir. Yine bir yillik takip doneminde tiger aylik aralarla 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 saglanmasi gereklidir. Bu amagla oral kontraseptiflerin kullanilmast

onerilir (71; 72).

2.8.1. Kemoterapi ve Radyoterapi

Gilintimiizde uygulanan KT, tek ajan ile ya da kombine tedavi olarak iki grupta
toplanmaktadir. Tek ajan kemoterapisinde yaygin kullanim alani bulan iki ilag
metotraksat ve aktinomisin D'dir. Bu iki ajanin tedavi etkinligi birbirine yakin
bulunmustur. Tek ajan KT'si ile hem metastatik olmayan hem de diisiik riskli
metastatik GTH’da %100'e yaklasan oranlarda remisyon elde edilmektedir. Tekli ajan
seciminde farkl protokoller mevcuttur (73; 74; 75).

MTX da 5 giinliik protokol ile veya haftada bir pulsatil olarak verilebilir.
Tekrarlayan dozlarda kullanildiginda MTX’in sistemik toksisitesini istenilen
seviyede tutabilmek i¢in beraberinde Folinik asit (FA) de verilmelidir (76; 77).
MTX-FA tedavisi ile trombositopeni, graniilositopeni, mukozit ve hepatotoksisite
gelisebilir, yapilan ¢alismalarda bu oranlar yaklasik olarak, swrasiyla %2.9, %5.8,
%6.4 ve %10.2 bulunmustur (78; 79). Ilk tedaviden sonra, B-hCG seviyesi siirekli bir
disiis gosterdigi slirece ek KT uygulanmaz ve standart aralikli ek tek ajan KT
protokolii yoktur. Tedaviden sonraki 18 giin icerisinde B-hCG’deki 1 log (%10) diisiis
basarili tedaviyi gostermektedir. f-hCG 3 hafta ardarda plato ¢izerse ya da yiikselme
egilimine girerse veya ilk tedavinin tamamlanmasindan sonraki 18 giin icerisinde 1
log azalma gostermezse ikinci bir KT kiiri 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 segenek kemoterapiye de direng gelistiginde

tedavi ¢oklu ajanlarla siirdiiriiliir.
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Direncli vakalarda en sik kullanilan kemoterapi protokolii Etoposid, MTX,
Act-D, siklofosfamid ve vinkristinden (EMA-CO) olugsmaktadir ve yapilan
calismalarda bu rejimin, yliksek riskli GTN grubunda %76-94 arasinda degisen
oranlarda remisyon sagladigi gosterilmistir (80; 81). Bu nedenle 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 §.
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 olusmadigi siirece, ardisik 3 6lgiimde normal serum B-hCG goriilene
kadar devam edilmesi gerekir,. Normal degerlere ulagilmasini takiben niiks ihtimalini

azaltmak amaciyla iki ek KT kiirii daha uygulanmalidir (80).

Kemoterapi ye direnci etkileyen nedenler (86):
* Metastatik hastalik olmasi1 durumunda
+  Onceki gebelikte molar gebelik dykiisiiniin olmasi
* Patolojik olarak Koryokarsinom tanisi almast
* Artan yas
* Yiiksek ol¢iilen hCG seviyelerinin varligi

* Yiksek FIGO skoru

Kombine KT rejimleri uygulanmasima bagli olarak néropati, myelosupresyon,
enfeksiyon, bulanti, kusma, karaciger, bobrek disfonksiyonu, alopesi, mukozit,
l6semi, meme, kolon gibi ikincil kanser gelisim riskleri, overlerde meydana
gelebilecek disfonksiyon durumlar1 tek ajan tedavilerine goére 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 agtig1 durumlarda Paklitaksel
yalniz bagma ya da ifosfamid, carboplatin ya da cisplatin + etoposid ile kombine

kullanilabilir (89; 90).
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2.9. Tedavi Sonrasi

Molar gebeligi takiben sonraki gebeliklerinde bu hastaligin tekrarlama riski %1 dir
(91) Hastalar HM’u takiben tekrardan fertilitelerine kavusabilirler, bu hastalarda
infertilite riskinin artmadigi tespit edilmistir (92; 93). KT sonras: kiir saglanmis
GTN’li hastalarda normal fertilitelerine kavusabilirler (92; 93). Kullanilan
kemoterapotik ilaglarin teratojenik ve mutajenik etkileri olmasma karsin major ve

mindr malformasyonlarin orani %2.5 ile normal sinirlarda tespit edilmistir (94; 95).

2.10. Paklitaksel

gekil 1. Paklitaksel 'in formiilii

Paklitaksel, yeni dogal antikanser bilesikler bulmak tizere NCI tarafindan
degisik bir¢ok bitkinin tarandigi bir program kapsaminda, ABD'de yetisen Taxus
brevifolia'nin kabugundan 1971 yilinda izole edilmistir (96).

Paklitaksel tubulini hedef alan birka¢ sitoskeletal ilagtan birisidir. Paklitaksel
antitimor  etkisini, hiicrede = mikrotubullerin ~ toplanmasin1  arttrmak  ve
depolimerizasyonunu Onleyerek stabil mikrotubul topluluklar1 olusturmak suretiyle
gostermektedir (97; 98). Sonucta paklitakselin etki ettigi hiicrelerde mitotik ig
iplik¢iklerinin olugmasi, kromozom ayrigmasi ve hiicre bdliinmesi engellenmektedir.

Sitoskeletal yapiyr etkileyen ve mikrotiibiillerin birlsmesini engelleyen kolsisin gibi
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ilaglarmn aksine paklitaksel mikrotiibiil polimerlerini stabilize eder ve onlari
ayrismadan korur. Bunun sonucunda kromozomlar metafazda ig iplik¢iklerini
olusturamazlar veya olusan ig iplik¢ikleri sentromerlerden ayrilamazlar . Bu noktada
hiicre apoptoza veya boliinme dncesi G fazina donerek mitozu sonlandirir.

Faz 1 deneylerinde kemik iligi baskilanmasi ve notropeni doz siirlayici
olarak belirlenmistir. Kas, eklem agrisi1 ve noropati ise daha kisa siire uygulanan
inflizyonlarda doza bagimli olarak ortaya c¢ikmisti. Mukozitis ise uzun
uygulamalarda daha sik ve daha siddetli olarak ortaya ¢ikmistir. Bu bulgular 1s13inda
faz 11 ¢aligmalari ile ilacin uygun premedikasyondan sonra 135-250 mg/m2 dozda 24
saatlik infiizyon veya ii¢ saatlik inflizyon halinde verilmesi ve her iki tedavi
formunun da ii¢ haftada bir tekrarlanmasi seklinde planlanmasi uygun goriilmustiir
(99; 100; 101).

Atilimi karaciger ve safra yoluyla olmaktadir. Karacigerde sitokrom P450
enzim sistemi ile metabolize olmaktadir. Metabolitleri esas bilesiklerine gore inaktif
veya daha az sitotoksik Ozelliktedir. Karacigeri bozuk olan hastalarda degisen
metabolizma ve atilimina bagh olarak toksisite olasiligi artmaktadir (102; 103).

Ilag degisik kanser tiplerinde (meme, akciger, ovaryum ve diger kanserler)
denenmis ve belirgin aktivitesinin bulundugu tespit edilmistir. Daha sonra diger
antikanser maddelerle beraber tedavide uygulanmaya baslanmistir (99). iiroteliyal
karsinomalar, germ hiicreli tiimorler (O6zellikle testis kanseri) ve endometriyal
kanserlerde ¢ok kuvvetli antitiimdr aktivite gdstermistir. Onceden tedavi edilmemis
tekrarlayan iiroteliyal kanserlerde (baslica mesane) % 46 ve % 56 oraninda cevap
vermistir (100; 104). Ayrica paklitaksel non-Hodgkin lenfomali hastalarda da

denenmis ve % 17 ile % 23 oraninda degisen cevap alinmistir (99).
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2.11. MTX
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gekil 2. MTX"in kimyasal yapisi

Metotreksat gestasyonel trofoblastik hastaliklarin tek ajanla tedavisinde en sik
kullanilan ila¢ olup ayn1 zamanda kombinasyon kemoterapilerinde de yer alan bir
ajandir. MTX bir folik asit antagonistidir, kimyasal olarakta folik asidin 4- amino-
Njo-metil analogudur (105). Metotreksat maksimal sitotoksik etkisini hiicre
siklusunun S fazinda gosterir. MTX dihidrofolat rediiktaz (DHFR) enzim inhibisyonu
yapar (106). Bu enzimin inhibisyonu, 5-10 metilen tetrahidrofolik asit ve N-10 formil
tetrahidrofolik asit gibi tetrahidrofolat kofaktorlerinin kismi azalmasiyla sonuglanir
(107). Bu ko-faktdrler, timidilat ve piirin niikleotidleriyle serin ve metionin gibi
aminoasitlerin sentezi i¢in gereklidir. Sonugta DNA, Riboniikleik asit (RNA) ve
protein yapimi bozulur.

Antifolat tedavi, ilk olarak 1948 yilinda aminopterinlerin tedavide yer
almalarindan bu zamana, c¢ocukluk cagi1 kanserlerinin tedavisinde etkin olarak
kullanilmaktadir. Aminopterine oranla toksisitesi daha belirlenebilir olan MTX,
1960’ tan sonra cocukluk cagi Akut lenfoblastik l6semi ve non-Hodgkin lenfoma
tedavisinde kullanilmistr (108). MTX ayrica Burkitt ve diger non-Hodgkin
lenfomalarin kombinasyon tedavisinde, gogiis, bas- boyun, over ve mesane
kanserinde kullanilan bir ajandir. Toksisitesini smirlayabilmek amaciyla l6koverin ile
birlikte uygulanan yiiksek doz MTX, osteosarkomlarda adjuvan tedavide rutin olarak
kullanilan protokolde de yer almaktadir (109). Diisik doz MTX tedavisinin

koryokarsinomada ya da iligkili trofoblastik tiimdrlerde, mitokondriyal membran
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potansiyelinde azalma yaparak, kaspaz-9 enzimini aktive ederek, Bax/Bcl-2 gen
ekspresyonunda yukar1 regiilasyon yaparak hiicrelerde apoptozu indiikledigi
gosterilmigtir (110).

Antineoplastik 6zelligini folat metabolizmasini antagonize ederek gosteren
MTX, kanser hiicreleri ile birlikte hizli boliinen hiicrelerde de niikleik asitlerin
yapimini engeller (111). Buna bagh olarak, antifolat tedavinin primer toksisitesi ve
yaygm etkileri, kemik iligi, cilt ve intestinal epitelyum hiicreleri iizerinedir. Sonucta
alopesi,  dermatit, interstisyel pnomoni, nefrotoksisite,  hepatotoksisite,
oogenez/spermatogenezde defektler, abort ve teratojenite gibi yan etkiler de
izlenebilir (112). Intestinal epitel hiicreleri de, hizli ¢ogalan hiicreler oldugundan
MTX ile kolaylikla inhibe olurlar. MTX, siklikla oral ve intestinal mukozada
inflamasyona neden olur. Bu hasara, hiicre ¢ogalmasinin inhibe olmasmin sonucu
olarak ortaya ¢ikan intestinal bariyer fonksiyonlarinda azalma ve ksenobiyotik ve
endotoksinlerin invazyonu eslik eder. Dolayisiyla makrofaj ve nétrofiller gibi
fagositer hiicreler, inflamasyon alanina infiltre olur ve reaktif oksijen radikalleri
iiretilir (111). Normal hiicreler iizerindeki bu toksik etkileri 6nlemek i¢in, MTX ile
birlikte bagka bir folat analogu olan 5-formil-tetrahidrofolat kullanim1 yaygin olarak
uygulanan bir protokoldiir (113). MTX kullanimina baglh olusan yan etkiler siklikla
iki hafta icinde geri doner, ancak eger hastada renal fonksiyonu bozulmus ise, ilag
atillmindaki azalmaya bagli olarak myelosupresyon uzayabilir. Yiiksek doz MTX
uygulamasi, 1000 mg/m” ve iizerinde MTX’m l6koverin eklenerek verilmesi olarak
tanimlanir. Lokoverin eklenerek verilen yiiksek doz MTX, hastalarin ¢ogu tarafindan
iyl tolere ediliyor olsada, MTX ve metabolitlerinin renal tiibiillerde toplanmas1
sonucu hayat1 tehdit edebilecek diizeyde nefrotoksisite gelisebilir. Asidik idrarda
presipite olan MTX, obstriiktif {iropati nedeniyle oligo-aniirik bdbrek hasar1
olusturabilir. 1970’11 yillarda ilaca bagli morbidite ve mortalitenin primer nedeni

yiikksek doz MTX’a bagh gelisen nefrotoksisiteydi (114).

2.12. Hiicre Kiiltiiri

Hiicre Kkiiltiirli, hiicrelerin laboratuarda kontrol altinda tutulan kosullarda iiretilmesi

stirecidir. Hiicre kiiltiirii tanim1 daha ziyade dkaryot hayvan hiicrelerinden elde edilen
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hiicrelerin kiiltiirleri i¢in kullanilmaktadir. Hiicre kiiltiirleriyle yapilan arastirmalar
glinlimiizde oldukca popiiler ¢alismalardir. Hiicre kiiltiiriinde, hiicrelerin gelismesi ve
biiylimesi i¢in gerekli teknikler 20. yiizyil boyunca gelistirilmistir. 1885'te bir tavuk
embriyosunun ndral plaginin bir kismini aywran ve 1lik bir tuzlu su ¢ozeltisinde dokuyu
birka¢ giin yagatan Wilhelm Roux doku kiiltlirliniin temellerini de atan kisidir (115).
1952'de George Gey ve arkadaslari tarafindan ilk insan kanser hiicre hatt1 olan HeLa' nin
ekilmesinin ardindan binlerce yeni kanser hiicre kiiltiirii gelistirilmistir (106).

Kanser arastirmalari, molekiiler biyolojik ¢alismalarda, doku ve deri
miihendisliginde, as1 iiretiminde, sitogenetik alaninda, biyokimyasal ¢aligmalarada,
cesitli hastaliklarin tan1 ve arastirilmasinda, kok hiicre calismalarinda, farmasétik
proteinlerin iiretiminde, hormon {iretiminde, bitki ve hayvan 1slah1 ve gelistirilmesi
caligmalarinda, tiip bebek ve kisrrlik tedavilerinde, hiicre kiiltlirii c¢aligmalar1
kullanilmaktadir (116; 117).

Hiicre kiiltiirii ¢alismalar1 bircok hayvan c¢alismasmin yerini alabilecek bir
aragtrma  tliriidiir.  Glinlimiizde hayvan haklar1 savunucularmin  kamuoyunda
olusturduklar1 baski nedeniyle hayvan haklarina gegmise nazaran ¢ok daha fazla 6nem
verilmektedir. Hayvan haklar1 savunuculari, birgok hayvan deneyinin bos yere yapildigi
yoniinde ki iddialarini, bu deneylerden ¢ikan sonuglarin, giivenilemeyecek oranlarda
degisken ve hayvanlara ac1 ¢ektirilmesine, 6ldiiriilmelerine degmeyecek kadar 6nemsiz

olmalar1 sdylemine dayandirmaktadirlar (116).

2.12.1 Ba(lca Hiicre Kiiltiir Tipleri

2.12.1.1 Primer Kiiltiirler

Primer hiicre kiiltiirleri, ait olduklar1 orijinal dokudan alinarak kiiltiir sartlarina konulan
hiicreleri icerir. Bu hiicreler, genotipik ve fenotipik yonden orijinal doku hiicresi ile ayni
ozellikleleri igerir ve dokunun fizyolojik durumunun ifadesidir. Dogrudan dokudan elde
edilir ve ayr1 bir ortamda ek hiicre siispansiyonunda ayrigana kadar enzimatik prosediire
tabi tutulurlar. Bu tarz kiiltiirler heterojen yapidadirlar ve fibroblastlar tarafindan
etkinlestirilirler. Bu kiiltiirlerin elde edilmesi ciddi bir ¢aba gerektirir ve in vitro

kosullarda saklanma siireleri oldukca kisithdir. in vitro ortamda ki bu hiicreler, in vivo
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ortamda ki hiicrelerden farkli karakteristikler gostermektedir. Primer hiicre kiiltiirleri,
orijinal fizyolojik durumun ifadesi olmalar1 nedeniyle pek cok ¢alismada 6rnek sistem
olusturmaktadirlar ancak hassas hiicreler olmalar1 ve iiretim asamasinda ki zorluklar,
hiicre kiiltiirlerinin kontroliinii son derece zor hale getirmekte ve caligma esnasinda

problemlere yol agmaktadir (118).

2.12.1.2 Siirekli Kiiltiirler

Stirekli kiiltiirler, bir seri hiicrenin hedef kiiltiire dontistiiriilmesiyle ya da kisitli boliinme
sayisina izin verilmis, tek hiicre tipinden olugmaktadir. Kismen farklilasmay1 da
barmdirabilen, kisitli bir 6miire sahip diploid hiicrelerdir. Eger 30 ya da daha fazla
boliinme tekrar1 olacaksa, bu tip hiicre topluluklar1 farkli ve uzun siire saklanma
yontemlerini igceren bir sistem ile saklanmalidir (119).

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

hiicreler in vivo karakteristiklerinin ¢ok azin1 gostermektedirler (119).

2.13. Sitotoksisite

Piyasaya siiriilen ilaglarin %90’ min satistan geri ¢cekilmesinin ve gelistirilen ilaglarm 3’te
birinin klinik faz denemelerde basarisizliga ugramasmin altinda yatan neden toksisitedir.
Onerilen ¢oziimlerden birisi klinik denemelere gegmeden once ilaglarm toksik
olmadiginin kesinlestirilmesidir. Hiicre hatt1 kullanilarak yapilan in vitro sitotoksisite
caligmalari, test maddelerinin sitotoksik etkilerinin en iyi tanimlanmasina paralel olacak
sekilde yapilmaktadir (120).

Kanser tedavisinde yeni ajanlarin gelistirilmesinde kullanilan yontemler bazen
zaman ve malzeme sarfindan daha ileriye gitmemistir. Literatlir incelemelerine
dayanarak hiicre kiiltiirlerinde daha Once denenmemis ajanlarin in vitro olarak
denenmeye baslanmasi klinik denemelere gegildiginde calismalarin basarisizlikla
sonuglanmalarma neden olmustur. Tiimdr biyolojisi ve molekiiler mekanizmalar

hakkinda ki bilgimiz arttik¢a daha yeni 6lgiitler goz Oniine almmaya baslanmistir (121).
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Hiicre kiiltiirleriyle yapilan sitotoksisite ¢aligmalarinda ilag icerisinde ki etken
maddelerin ne kadarinin hangi kosullarda hiicre igerisine alinacagmm ve de hiicre
ortaminda yapacaklar1 etkilesim ve hareketlerin taramasi yapilabilmektedir. Etken
maddenin hedef proteine baglanmasini saglayan veyahutta engelleyen mekanizmalar
tespit edilebilmekte bu dogrultuda diger segeneklerle caligmaya imkan verilebilmektedir.
Hiicre kiiltiiriiniin yiiksek duyarlilik gosterdigi bir sitotoksik ajanin ortaya ¢ikarabilecegi
zararlar bu ¢aligmalar sayesinde dnceden tespit edilebilmektedir (122).

Farkli tiirlere ait hiicre kiiltiirleri {izerinde ya da aym tiire ait farkli hiicre
kiilttirleri kullanilarak sitotoksisite taramalar1 yapilabilmektedir. Boylece temel hedefe
kadar birgok sonu¢ in vitro olarak toksisite bakimindan karsilastirilarak incelenmis
olmaktadir (120). Hiicrelerin viabilitelerinin ve proliferasyon yeteneklerinin tespit
edilmesinde birka¢ yontem vardir. Bu yontemlerin uygulanabilmeleri i¢in tasarlanmis 96
kuyucuklu plakalar bircok Ornegin birlikte hizli bir sekilde analiz edilebilmeleri
acisindan ¢ok kullamshdir. Orneklerin kolorimetrik ya da 1s1ma tayinleri ELISA plate
okuyucu ya da mikrotiterplate kullanilarak yapilabilmektedir. Sitotoksisitenin tespiti,
hiicrelerin 6limii ya da c¢ogalmalar1 gibi farkh verilerle Olglim yapilarak

saptanabilmektedir (123).

2.14. Apopitoz

1972 de J.F.K.Kerr nekrozdan farkli olarak gerceklesen diger bir 6lim sekli igin
Apopitoz terimini kullanmistir (124; 125). Hiicrenin intihar1 olarak da adlandirilan
apopitoz, hiicrenin maruz kaldigi cesitli travmalara bagli ya da genetik birtakim
faktorlerle aktive edilen ve yine hiicrenin kendisi tarafindan programlanmis bir
mekanizma yoluyla hiicre Oliimiinii kontrol eden aktif bir islemler dizisi olarak
tanimlanabilir. Boylece hormonal olarak aktif ¢esitli maddeler, iyonize radyasyon ve
KT'yi iceren travmatik ajanlarin etkisiyle ger¢eklesen hiicresel hasarlarin ya da genetik
faktorlerin etkisiyle aktive edilen hiicresel imha siirecinin apoptoza yol agtig1
sOylenebilir (125).

Apopitoz sinyali bir hiicreye ulastiktan sonra o hiicrenin kromatini ve
sitoplazmas1 yogunlagmaya baslar, hiicre kiigiiliir. Daha sonra hiicre apoptotik cisimecik

ad1 verilen kiiglik pargaciklara boliiniir. Apoptotik cisimeiklerin ylizeyinde sinyal veren
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yapilar ortaya ¢ikar ve bu reseptorlere baglanan histiyositler tarafindan fagosite edilerek

ortadan kaldirilirlar (124).

2.15. Flowsitometri (Akan Hiicre Olger)

Kantitatif bir apopitoz belirleme ydntemi olan Flowsitometri (FCM) Ilk kez 1960
yilinda patolog Herbert Derman ve bilgisayar uzmani olan John Hoffer tarafindan
sitoflorografi cihazi olarak tasarlandi. Gelistirilmesinde Caspersson ve arkadaslarinin
esaslarmi belirledigi hiicre niikleusunun floresan boyanma ilkeleri temel alind1 (126).
Kamenstsky 1963 yilinda sistemi modifiye etti ve hareketsiz hiicrelerin analizi yerine
hareketli ortamda hiicre analizi yapabilmeyi miimkiin kilarak FCM'y1 icat etmis oldu
(127; 128). FCM’nin avantaj1 lam tizerinde ki hiicrelerin optik 6zelliklerini tarayan
sitofotometri ve imaj sitometrinin tersine, ¢ok hizli ve birden fazla degiskenin
analizini yapma olanagi vermesidir. Bu sayede yaklasik 100 kat kadar fazla sayida
hiicrenin incelenmesi de FCM ile miimkiin olabilmektedir. FCM’nin temel ¢alisma
prensibi floresanst 6l¢iip kaydetme esasina dayanir. Florokomla boyandiktan sonra
eksitasyon kaynagina dogru hareket eden hiicrelerin floresans dereceleri Olgiiliir ve
elektronik uyarima doniistiiriiliir. Eksitasyon kaynagi genellikle 450-514 nm dalga
boyunda monokrom 1s1k veren Xenon-civa ya da argon laserdir. Bu 151k sayesinde
hiicresel elemanlarin floresan boyalarini maksimum emebilmeleri saglanir. Inceleme
genelde saniyede 100-200 hiicre hiziyla yapilir. Floresan 6l¢timler sonucu elde edilen
veriler sanal ortamda saklanabilirler. Floresans yOntem sayesinde hiicrelerin

biiyiikliikleri de lgiilebilir (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) (Sigma),
FCS 1s1 ile inaktif 100ml (Biochrom), L-Glutamine (200 mM) 100 ml (Biochrom),
Penisilin-streptomisin karigtm 100 ml (Biochrom), Tripsin-EDTA karigimi 100ml
(Sigma), DMSO 50 ml (Sigma), MTX (Sigma), Paclitaxel (Sigma).

3.2. Kullanilan Sarf Malzemeler

24 kuyucuklu hiicre kiiltlir plag1 20 adet (Costar), 12 kuyucuklu hiicre kiiltiir plagi 20
adet (Costar), Apoptoz kiti (200 test) (Trevigen). DXI 600 cihaz1 (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 tiipleri (15 ve 50 ml hacimlerinde), steril tek kullanimlik

filtreler (0,2 mikron ¢apinda), Neubauer lami, ependorf tiip.
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gekil 4. 24 kuyucuklu hiicre kiiltiir plag:

1~>—8!Ekm~
COQULTER

gekil 5. Flowsitometri
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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).

gekil 6. Niive CO? inkiibatorii

3.4. JAR ve JEG-3 Hiicre Kiiltiirleri

JAR ve JEG-3 hiicreleri Biilent Ecevit Universitesinin Bilimsel Arastrma Projesi
destegi ile Amerikan Type Culture Collection’dan satin almmistir JAR ve JEG-3
hiicreleri, 1s1 ile inaktiflestirilmis %10’luk Fetal Bovine Serum, RMPI-1640
(Interlab), Penicilin-Streptomycin ve L-glutamin i¢eren besiyerinin bulundugu 75
cm®lik flasklarda %95°lik hava, %5’lik CO’? ortami ve %98 nem ortaminda,
37°C°deki Niive CO” inkiibatériinde kiiltiire edilmistir. Hiicrelerin flask tabanmi
doldurmasindan sonra, tripsin EDTA soliisyonu ile hiicreler kaldirilmis ve yikama
santriflij iglemlerinden gegirilmistir. Yikamalarda RPMI 1640 kullanilmis, santrifiij
islemi 16 cm rotor ¢apinda acilir rotor kullanilarak +4C’de 2400 rpm (rapid per

minute)’de gerceklestirilmistir. Hiicreler Neubauer laminda sayilip, kuyucuk basina
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1x10° hiicre diisecek sekilde 12 ve 24 kuyucuklu plaklara aktarilmustir. 2 giin
inkiibasyondan sonra besi ortami tazelenerek ila¢ dozlar1 hiicrelerin {izerine

eklenmistir.

gekil 7. JAR hiicre kiiltiirii mikroskopik goriiniimii

gekil 8. JEG-3 hiicre kiiltiirii mikroskopik goriiniimii
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3.5. Test Maddelerinin Dozlariin Hazirlanmasi

3.5.1. Paclitaxel dozunun hazirlanmasi

Paklitaksel, Dimetil siilfoksit (DMSO) icerisinde ¢oziilerek 10, 50, 100, 200, 400, 800,
1600 ng/ml’lik dozlar halinde hazirlanmistir. En yiiksek konsantrasyonda DMSO orani
%1’den ¢ok daha az olacak sekilde RPMI 1640 ile diliisyon yapilmustir.

3.5.2. MTX dozunun hazirlanmasi

MTX (Sigma), DMSO igerisinde ¢oziilerek 2, 4 ve 8 pg/ml’lik dozlar halinde
hazirlanmistir. En yiiksek konsantrasyonda DMSO orani %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. Kemoterapdotiklerin testler icin hazirlanmasi ve h-HCG o6l¢iimii

MTX belirlenen dozlar1 hazirlanmistir, ¢oziicii olarak DMSO kullanilmisti. DMSO
orani %1’1 gegcmeyecek sekilde ve son konsantrasyonlary; 2 pg/ml, 4 pg/ml, 8 pg/ml,
olmasi saglanarak hazirlanmustir.

Paklitaksel, Dimetil siilfoksit (DMSO) igerisinde ¢oziilerek 10, 50, 100, 200,
400, 800, 1600 ng/ml’lik dozlar halinde hazirlanmistir. En yiiksek konsantrasyonda
DMSO oranit %1°den ¢ok daha az olacak sekilde RPMI 1640 ile diliisyon yapilmustir.
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Paklitaksel ve MTX kombinasyonunda; Paklitaksel’in 10, 50, 100, 200, 400,
800, 1600 ng/ml’lik dozlart ile MTX’in 4 pg/ml’lik dozu kullanilmistir. Maddeler
hiicrelere ayn1 anda verilmistir.

Ilag uygulamalarmni izleyen 72. saatte hiicreler tripsin-EDTA soliisyonu ile
kaldirilip, apopitoz ¢aligmasma alinmustir. Sadece bir set i¢in tripsin dncesi siipernatan
toplanip, h-hCG (human hyperglycosylated chorionic gonadotropin) 6l¢limii i¢in derin
dondurucuda saklanmustir. Immiinoenzimatik yéntemle Total h-HCG diizeyleri DXI 600
cihazinda (Beckman Coulter, CA, USA) calisilmistir.

3.6.3. Annexin V yontemi ile apopitoz tespiti ve istatistiksel analiz

Fosfatidilserin (PS) hiicre membranmin i¢ kismina asimetrik olarak yayilmis halde
bulunmaktadir. Normalde hiicrelerde hiicre zarmm sitoplazmik yliziinde 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 biitiinligiiniin bozulmadig1 apoptotik hiicre ¢limiiniin erken
dénemlerinde meydana gelir. Apopitoz indiiksiyonunu takiben PS’nin a¢iga ¢ikisy, Ca>"
bagimh olarak PS’ye yiiksek bir affiniteyle baglanan bir protein olan rekombinant
Aneksin V kullanilarak kolaylikla belirlenebilir (131).

Aneksin V, hiicrenin dis ylizeyine dogru yer degistiren PS’ye baglanabilen bir
protein oldugundan, floresan bir madde (6. FITC) ile isaretleyrek apoptotik hiicreyi
goriiniir hale getirilebiliriz (132). FITC-Aneksin-V komplesinin hiicre yiizeyindeki
fosfatidilserine baglanma orami flow sitometri ile Olgiilebilmektedir. Nekrotik
hiicrelerin yiizeylerinde de Aneksin-V baglanmasi goriilebildigi icin ikinci boya
olarak propidium iyodiir eklenmektedir. Aneksin V-FITC (yesil floresan) ve non-vital
boya olan propidium iyodiir (kirmizi floresan) ile ayni zamanda boyanan hiicreler,
canli hiicreler (Annexin V ve PI negatif) erken apoptotik hiicreler (sadece Annexin V
pozitif)) ve ge¢ apoptotik veya nekrotik hiicrelerin (Annexin V ve PI pozitif)
birbirinden ayirt edilmesine izin verir (133). Calismamizda Erken apoptotik hiicreler
ile ge¢ apoptotik veya nekrotik hiicrelerin toplami ilizerinden apoptoz oranlari

hesaplanmuigtir.
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Hiicrelerin, deney setlerinde her test maddesi dozu i¢in ekildigi deneyler,
birbirinden bagimsiz olarak 6 kez tekrarlanmustir. Apopitoz sonuglarmm istatistiksel
analizleri SPSS 19.0 paket programinda yapilmisti. Cahsmada yer alan siirekli
degiskenlere ait tanimlayici istatistikler medyan, minimum ve maksimum degerleriyle
verilmistir. Degiskenlerin normal dagihma uygunlugu Shapiro Wilk testi ile incelenmistir.
Dozlar aras1 2’1i karsilastirmalarda Mann Whitney U testi ve Bonferonni diizeltmeli Mann
Whitney U testleri kullanilmustir. Caligmadaki tiim istatistiksel analizlerde p degeri 0,05’in
altindaki karsilastirmalar istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. MTX’mn JEG-3 Hiicre Hatt1 Uzerine Apopitotik Etkileri

70
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Apoptoz

30
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JEGMTXkontrol JEGMTX_2 JEGMTX_4 JEGMTX_8

gekil 9. MTX’im JEG-3  hiicreleri iizerindeki etkisinin Annexin testi ile

degerlendirilmesi

Tablo 4. MTX’1n artan dozlarda JEG-3 hiicreleri iizerinde oluGurdugu apoptoz

oranlarmin dagihimi

Median (Min-Max)
JEGMTXkontrol 6,7 (5-8)
JEGMTX 2 48 (45,7-50)
JEGMTX 4 54,1 (52,9-58)
JEGMTX 8 60 (57-65)

24 saat muamele sonunda MTX 1 2 pg/ml’lik doz uygulamasi sonucu JEG-3
hiicrelerindeki apopitoz orant %48’dir. 4 pg/ml’lik muamele sonucu apopitoz orant
%54,1, 8 pg/ml’lik muamelesi sonucu ise %60’°drwr. Istatistiksel olarak apopitoz

oranlarmdaki artiglar anlamlidir.
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Anlamlilik degeri p<0,05 alindiginda;

Mtx2 ile Mtx4 arasinda apopitotik etki agisindan istatistiksel olarak anlamli
farklilik var (p=0,002).

Mtx2 ile Mtx 8 arasinda apopitotik etki agisindan istatistiksel olarak anlaml1
farklilik var (p=0,002).

Mtx4 ile Mtx 8 arasinda apopitotik etki agisindan istatistiksel olarak anlamli

farklilik var (p=0,002).

60

50 -

40 -

30

JEG-3Kontrol  JEG-3 MTX 2 pug/ml JEG-3 MTX 4 pg/ml JEG-3 MTX 8 ug/ml

gekil 10. MTX verildiginde JEG-3 hiicre hattinda h-hCG diizeyleri

Tablo 5. MTX verildiginde JEG-3 hiicre hattinda h-hCG diizeyleri

h-hCG
JEG-3 Kontrol 56,8
JEG-3 MTX 2 pug/ml 30,7
JEG-3 MTX 4 ng/ml 27,8
JEG-3 MTX 8 ng/ml 22,6

h-hCG diizeylerinde MTX"in dozu ile orantili bir diisilis izlenmektedir.
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4.2. MTX’mn JAR Hiicre Hatt1 Uzerine Apopitotik Etkileri

20.0

17.5

15.0

12.5

Apoptoz

10.0

7.5

5.0

JARkontrol JARMTX2 JARMTX4 JARMTX8
gekil 11. MTX’in JAR hiicreleri iizerindeki etkisinin Annexin testi ile

degerlendirilmesi

Tablo 6. MTX’in artan dozlarda JAR hiicreleri iizerinde oluGurdugu apoptoz

oranlarmin dagihim

Median (Min-Max)
JARMTXKkontrol 6 (4,1-6,4)
JARMTX 2 10,5 (9,2-10,8)
JARMTX 4 14,7 (14,5-14,9)
JARMTX 8 16,2 (15,8-18,1)

24 saat muamele sonunda MTX’m 2 pg/ml’lik doz uygulamasi sonucu JAR
hiicrelerindeki apopitoz oran1 %10,5°dir. 4 pg/ml’lik muamele sonucu apopitoz orant
%14,7, 8 ug/ml’lik muamelesi sonucu ise %16,2°dir. Istatistiksel olarak apopitoz

oranlaridaki artiglar anlamlidir.
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Anlamlilik degeri p<0,05 alindiginda;

Mtx2 ile Mtx4 arasinda apopitotik etki agisindan istatistiksel olarak anlamli
farklilik var (p=0,002).

Mtx2 ile Mtx 8 arasinda apopitotik etki agisindan istatistiksel olarak anlamli
farklilik var (p=0,002).

Mtx4 ile Mtx 8 arasinda apopitotik etki agisindan istatistiksel olarak anlaml1
farklilik var (p=0,002).

gekil 12. MTX verildiginde JAR hiicre hattinda h-hCG diizeyleri
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JARkontrol JARMTX2pg JARMTX4pg JARMTXSpg

Tablo 7. MTX verildiginde JAR hiicre hattinda h-hCG diizeyleri

h-hCG
JAR Kontrol 58.5
JARMTX 2 pg/ml 57.4
JAR MTX 4 ng/ml 62.6
JAR MTX 8 nug/ml 46.4

h-hCG diizeylerinde de MTX'm dozu ile orantil1 bir diisiis izlenmektedir.
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4.3. PTX’in JEG-3 Hiicre Hatt1 Uzerine Apopitotik Etkileri

gekil 13. PTX’in JEG-3 hiicreleri iizerindeki etkisinin Annexin testi ile

degerlendirilmesi
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JEGkontrol JEGPTX10 JEGPTX50 JEGPTX100 JEGPTX200 JEGPTX400 JEGPTX800 JEGPTX1600

Tablo 8. PTX’in artan dozlarda JEG-3 hiicreleri iizerinde oluGurdugu apoptoz

oranlarmin dagihim

Median (Min-Max)
JEGPTXKkontrol 6,7 (5-8)
JEGPTX_10 46,9 (46,1-47,4)
JEGPTX_50 51 (50,2-54,5)
JEGPTX_100 53,4 (52,4-56,1)
JEGPTX_200 59 (57-62,2)
JEGPTX_400 64,8 (62,9-69,4)
JEGPTX_800 70,4 (64,6-71,4)
JEGPTX_1600 75,6 (74-77,2)

24 saat muamele sonunda PTX’in 10ng/ml’lik doz uygulamasi1 sonucu JEG-3
hiicrelerindeki apopitoz orant %46,9’dir. 50ng/ml’lik muamele sonucu apopitoz orani
%51, 100ng/mI’lik muamele sonucu apopitoz orani %53,4, 200ng/ml’lik muamele

sonucu apopitoz orant %59, 400ng/ml’lik muamele sonucu apopitoz orant %64,8,
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800ng/ml’lik muamele sonucu apopitoz oran1 %70,4, 1600ng/ml’lik muamele sonucu

apopitoz oran1 %75,6 dur. Istatistiksel olarak apopitoz oranlarindaki artislar anlamlidur.

Tablo 9. PTX’in artan dozlan arasindaki etkinliginin JEG-3 hiicreleri iizerinde

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

IEG.3 PTX10/ | PTX10/ | PTX50/ | PTX100/ | PTX200/ | PTX400/ | PTX800/
) Kontrol PTX50 | PTX100 | PTX200 | PTX400 | PTX800 | PTX1600
p ,002 ,002 ,026 ,002 ,002 ,026 ,002
90,0
80,0

70,0

60,0

50,0 -

40,0 -

30,0 -

20,0 -

10,0 - I I

00 - .:

Q & N &

gekil 14. PTX verildiginde JEG-3 hiicre hattinda h-hCG diizeyleri

Tablo 10. PTX verildiginde JEG-3 hiicre hattinda h-hCG diizeyleri

h-hCG
JEGkontrol 56.8
JEGPTX10ng/ml 42.3
JEGPTX50ng/ml 85.2
JEGPTX100ng/ml 38.2
JEGPTX200ng/ml 22.6
JEGPTX400ng/ml 54.5
JEGPTX800ng/ml 23.7
JEGPTX1600ng/ml 11.0

h-hCG diizeylerinde de PTX’in dozu ile orantil1 bir diisiis izlenmektedir.
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4.4. PTX’in JAR Hiicre Hatt1 Uzerine Apopitotik Etkileri

25
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JARkontrol JARPTX10 JARPTX50 JARPTX100 JARPTX200 JARPTX400 JARPTX800 JARPTX1600
gekil 15. PTX’in JAR  hiicreleri iizerindeki etkisinin Annexin testi ile

degerlendirilmesi

Tablo 11. PTX’in artan dozlarda JAR hiicreleri iizerinde oluGurdugu apoptoz

oranlarimin dagihm

Median (Min-Max)

JARPTXKkontrol 6 (4,1-6,4)
JARPTX 10 10,2 (9,5-11,1)
JARPTX 50 19,7 (18,2-20)
JARPTX_100 20,4 (18,1-24)
JARPTX_200 18,8 (17,5-19,4)
JARPTX_400 20,3 (18,7-20,8)
JARPTX_800 21,4 (20,6-22)
JARPTX 1600 22,5 (22-23,9)

24 saat muamele sonunda PTX’in 10ng/ml’lik doz uygulamasi sonucu JAR
hiicrelerindeki apopitoz orant %10,2’dir. 50ng/ml’lik muamele sonucu apopitoz orani
%19,7, 100ng/ml’lik muamele sonucu apopitoz orani %20,4, 200ng/ml’lik muamele

sonucu apopitoz orant %18,8, 400ng/ml’lik muamele sonucu apopitoz orant %20,3,
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800ng/ml’lik muamele sonucu apopitoz oran1 %21,4, 1600ng/ml’lik muamele sonucu

apopitoz oram1 %22,5°dur. Istatistiksel olarak apopitoz oranlarindaki artislar anlamlidur.

Tablo 12. PTX’in artan dozlan arasindaki etkinliginin JAR hiicreleri iizerinde

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

PTX10/ | PTX10/ | PTX50/ | PTX100/ | PTX200/ | PTX400/ | PTX800/
1AR Kontrol | PTX50 | PTX100 | PTX200 | PTX400 | PTX800 | PTX1600
P 1002 1002 394 1093 1026 1009 1002
90,0
80,0
70,0
60,0
50,0 -

40,0 -

30,0 -

20,0 -

10,0 -

0,0 - x x x x x x x

o"‘O\ '\9(\% 80(\% 00(\% 00&0 00&0 00&0 s
SO U L SO A P
v E @ & & & & &
S S Na N\a N\a N\a \vg‘

gekil 16. PTX verildiginde JAR hiicre hattinda h-hCG diizeyleri

Tablo 13. PTX verildiginde JAR hiicre hattinda h-hCG diizeyleri

h-hCG
JARkontrol 58.5
JARPTX10ng/ml 82.3
JARPTXS50ng/ml 83.5
JARPTX100ng/ml 71.3
JARPTX200ng/ml 56.8
JARPTX400ng/ml 66.7
JARPTX800ng/ml 63.2
JARPTX1600ng/ml 60.9

h-hCG diizeylerinde PTX'in dozu ile orantili bir degisiklik izlenmemistir.
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4.5. MTX ile Birlikte Kullamlan PTX’in JEG-3 Hiicre Hatti Uzerine Apopitotik
Etkileri
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gekil 17. MTX ile birlikte kullanilan PTX’in JEG-3 hiicreleri iizerindeki

etkisinin Annexin testi ile degerlendirilmesi

Tablo 14. MTX ile birlikte kullamilan PTX’in JEG-3 hiicreleri iizerinde

oluGurdugu apoptoz oranlarimin dagilim

Median (Min-Max)
JEGPTX+MTXKontrol 6,7 (5-8)
JEGPTX_10+MTX_4 51,2 (47,9-52,8)
JEGPTX_S50+MTX_4 53,3 (52,5-54,4)
JEGPTX_100+MTX 4 59 (58,8-59,6)
JEGPTX_200+MTX 4 64,1 (61-65,3)
JEGPTX_400+MTX-4 63,9 (61,5-68)
JEGPTX_800+MTX 4 71,7 (68-74,2)
JEGPTX_1600+MTX_4 75 (72-81)

24 saat muamele sonunda 4ug/ml MTX ile birlikte kullanilan PTX’in
10ng/ml’lik doz uygulamasi sonucu JEG-3 hiicrelerindeki apopitoz oran1 %51,2 dir.
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50ng/ml’lik PTX ile birlikte sonucu apopitoz orant %53,3, 100ng/ml’lik PTX ile

birlikte sonucu apopitoz orani %59, 200ng/ml’lik PTX ile birlikte sonucu apopitoz

orant %064,1, 400ng/ml’lik PTX ile birlikte sonucu apopitoz orant %63,9,

800ng/ml’lik PTX ile birlikte sonucu apopitoz orant %71,7, 1600ng/ml’lik PTX ile

birlikte sonucu apopitoz oran1 %75’dur. Istatistiksel olarak apopitoz oranlarmndaki

artiglar anlamlidir.

Tablo 15. MTX ile birlikte kullanilan PTX’in artan dozlar1 arasindaki

etkinliginin JEG-3  hiicreleri iizerinde Annexin testi ile

degerlendirilmesi, Anlamhlik degeri p<0,05
PTX10 PTX50 | PTX100 | PTX200 | PTX400 | PTX800
PTX10+MTX4/ | +MTX4/ | +MTX4/ | +MTX4/ [ +MTX4/ | +MTX4/

JEG-3 +MTX4
K | PTX50+MTX4 | PTX100 [ PTX200 [ PTX400 [ PTX800 | PTX1600
ontro
+MTX4 | +MTX4 | +MTX4 | +MTX4 | +MTX4
p ,002 ,004 ,002 ,002 ,699 ,002 ,015

60,0

50,0 -

40,0

30,0 -

20,0 -+

10,0 - .

00 | H =

gekil 18. MTX ile birlikte PTX verildiginde JEG-3 hiicre hattinda h-hCG

diizeyleri
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Tablo 16. MTX ile birlikte PTX verildig¢inde JEG-3 hiicre hattinda h-hCG

diizeyleri
h-hCG
JEGkontrol 56.8
JEGPTX10ng/ml+MTX4pug/ml 19.7
JEGPTX50ng/ml+MTX4ug/ml 41.1
JEGPTX100ng/mlI+MTX4pg/ml 51.0
JEGPTX200ng/ml+MTX4pug/ml 27.2
JEGPTX400ng/mlI+MTX4pug/ml 12.7
JEGPTX800ng/mlI+MTX4pug/ml 10.4
JEGPTX1600ng/mlI+MTX4ug/ml 5.8

h-hCG diizeylerinde de PTX’in dozu ile orantil1 bir diisiis izlenmektedir.

4.6. MTX ile Birlikte Kullamlan PTX’in JAR Hiicre Hatti Uzerine Apopitotik

Etkileri
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gekil 19. MTX ile birlikte kullanilan PTX’in JAR hiicreleri iizerindeki etkisinin

Annexin testi ile degerlendirilmesi
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Tablo 17. MTX ile birlikte kullamilan PTX’in JAR hiicreleri iizerinde

oluGurdugu apoptoz oranlarinin dagilim

Median (Min-Max)

JARPTX+MTX4kontrol

6 (4,1-6,4)

JARPTX 10+MTX4

12 (10,8-13,1)

JARPTX 50+MTX4

19,5 (18,4-20)

JARPTX 100+-MTX4

23,4 (22,2-24,9)

JARPTX 200+MTX4

25,3 (23-27,4)

JARPTX 400+MTX4

52 (50,4-54)

JARPTX_ 800+MTX4

54,2 (50-55,3)

JARPTX 1600+MTX4

54,9 (53-58,5)

24 saat muamele sonunda 4pg/ml MTX ile birlikte kullanilan PTX’in

10ng/ml’lik doz uygulamas: sonucu JAR hiicrelerindeki apopitoz orant %12’dir.

50ng/ml’lik PTX ile birlikte sonucu apopitoz oramt %19,5, 100ng/ml’lik PTX ile

birlikte sonucu apopitoz orant %23,4, 200ng/ml’lik PTX ile birlikte sonucu apopitoz

orani %25,3, 400ng/ml’lik PTX ile birlikte sonucu apopitoz orant %52, 800ng/ml’lik

PTX ile birlikte sonucu apopitoz oran1 %54,2, 1600ng/ml’lik PTX ile birlikte sonucu

apopitoz oran1  %54,9°drr. Istatistiksel olarak apopitoz oranlarmndaki artislar

anlamlidir.

Tablo 18. MTX ile birlikte kullanilan PTX’in artan dozlann arasindaki

etkinliginin JAR  hiicreleri iizerinde Annexin testi ile
degerlendirilmesi, Anlamhhk degeri p<0,05
PTX10 PTX50 | PTX100 | PTX200 | PTX400 | PTX800
PTX10+MTX4/ | +MTX4/ | +MTX4/ | +MTX4/ | +MTX4/ | +MTX4/
JAR +MTX4
K | PTX50+MTX4 | PTX100 | PTX200 | PTX400 | PTX800 | PTX1600
ontro
+MTX4 | +MTX4 | +MTX4 | +MTX4 | +MTX4
P ,002 ,002 ,002 ,093 ,002 ,132 ,093

40




100,0
90,0
80,0

70,0
60,0
50,0
40,0 -
30,0
20,0 -
10,0
0,0 -

gekil 20. MTX ile birlikte PTX verildiginde JAR hiicre hattinda h-hCG diizeyleri

]

]

Tablo 19. MTX ile birlikte PTX verildiginde JAR hiicre hattinda h-hCG

diizeyleri
h-hCG
JARkontrol 58.5
JARPTX10ng/mlI+MTX4pg/ml 64.9
JARPTX50ng/mI+MTX4pg/ml 423
JARPTX100ng/ml+MTX4pg/ml 74.2
JARPTX200mg/ml+MTX4pg/ml 54.5
JARPTX400mg/ml+MTX4pg/ml 8.7
JARPTX800ng/ml+MTX4pg/ml 74.8
JARPTX1600ng/ml+MTX4pug/ml 95.1

h-hCG diizeylerinde de PTX’in dozu ile orantil1 bir diisiis izlenmemistir.
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4.7. Tek BaGna ve MTX ile Birlikte Kullanilan PTX’in JEG Hiicre Hatti
Uzerine Apopitotik Etkilerinin KarGlaGirilmasi
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gekil 21. Tek baGna ve MTX ile birlikte kullamilan PTX’in JEG-3 hiicre hatti

iizerine apopitotik etkilerinin grafiksel karGlaGirilmasi

Tablo 20. Tek baGna ve MTX ile birlikte kullanilan PTX’in artan dozlarn
arasindaki etkinliginin JEG-3 hiicreleri iizerinde Annexin testi ile

degerlendirilmesi, Anlamhhk degeri p<0,05

PTX10/ PTX50/ PTX100/ | PTX200/ | PTX400/ [ PTX800/ | PTX1600/
JEG PTXI10 PTX100 | PTX200 | PTX400 | PTX800 [ PTX1600
PTX50+MTX4
+MTX4 +MTX4 | +MTX4 | +MTX4 | +MTX4 | +MTX4
P ,002 ,065 ,002 ,026 ,589 ,310 ,240
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4.8. Tek BaGna ve MTX ile Birlikte Kullanilan PTX’in JAR Hiicre Hatti

Uzerine Apopitotik Etkilerinin KarGlaGirilmasi

G0 4
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gekil 22. Tek baGna ve MTX ile birlikte kullamilan PTX’in JAR hiicre hatti

iizerine apopitotik etkilerinin grafiksel karGlaGirilmasi

Tablo 21. Tek baGna ve MTX ile birlikte kullanilan PTX’in artan dozlarn

arasindaki etkinliginin JAR hiicreleri iizerinde Annexin testi ile

degerlendirilmesi, Anlamhhk degeri p<0,05

PTX10/ PTX50/ PTX100/ | PTX200/ | PTX400/ | PTX800/ | PTX1600/
JAR PTXI10 PTX50+-MTX4 PTX100 | PTX200 | PTX400 | PTX800 [ PTX1600
+MTX4 +MTX4 | +MTX4 | +MTX4 | +MTX4 | +MTX4
P ,004 ,937 ,026 ,002 ,002 ,002 ,002
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5. TARTIgMA

Ozellikle daha yeni olan ilaglarin etkilerinin degerlendirilmesinde hiicre kiiltiirii
calismalari siklikla bagvurulan yontemlerdir. Bu sayede ila¢ adaylarinin bilinen ya da
etki etmesi diisliniilen molekiiler hedefler iizerinde yol agtiklar1 etkiler tespit
edilebilmekte; ilacin hedef dokuda yaratacagi etkiler Ongoriilebilmektedir.
Gelistirilmis kanser ila¢ bilesenlerinin hiicre fenotipinde meydana getirdigi
degisiklikler nedeni ile yenilenen tiimor biliylimesi, klinik uygulamalarda
beklenmeyen sonuglarin alinmasina neden olmaktadir (90). Klinikte goriilen bu
sonuglarin nedenlerinin tahmin edilebilmesi i¢cin insan tek tabakali kanser hiicre
hatlarmin kullaninm1 olduk¢a yaygindir ve 6nemli bir belirleyicidir (134; 135).
Calismalar farkl hiicre hatlar1 lizerinde yapilmaktadir. Bu durum primer tiimorlerde
meydana gelen genomik degisimler hakkinda genis veritaban1 olusumunu
saglamaktadir. Boylece hedeflenen inhibitére yonelik tepkilerin belirlenmesi klinik
bulgularin agiklanabilmesine de olanak saglamaktadir (136).

Cesitli ilaglarin hiicreler lizerindeki sitotoksik etkileri nekroz ve apopitoz
olmak tizere iki yol iizerinden gergeklesir. Kanser tedavisinde kullanilan veya
kullanilacak ilaglarin sitotoksik etkilerinin apopitotik yol iizerinden gergeklestiginin
gosterilmesi tercih edilen bir ozelliktir. Clinkii, kanserin ortaya ¢ikisini tetikleyen
onemli mekanizmalardan biri kanserlesmeye dogru yol alan normal bir hiicrenin
apopitotik mekanizmalarinin bozulmast ve hiicrenin anti-apopitotik sinyal
yolaklarinm apopitotik yolaklar {izerine hakim bir konuma ge¢mesidir. Bu nedenle,
MTX ve PTX’in kombine kullanimina bagli olarak goézlenen apoptotik etkinin
sinerjistik olup olmadiginin arastirilmasi son derece 6nemlidir. Bu ¢alismada JAR ve
JEG-3 hiicrelerinde apopitozun derecesi FCM ile belirlendi.

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

EMA-CO protokoliine direng gelistiren hastalarda gelistirilmis bir baska
standart protokol bulunmamaktadir. PTX’in giliniimiizde koryokarsinom iizerinde

klinik kullanim1 smirli sayida ve secilmis vakalardan ibaret goziikmektedir.
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Termrungruanglert ve arkadaglar1 koryokarsinomu olan klinik olarak metastatik ve
EMA-CO protokoliine direng gelistiren hastalar iizerinde tek basina yiiksek dozlarda
PTX kullanilmis (3 haftada bir 250mg/m’ iv inflizyon) sonugta hastalarda remisyon
gelistigi gozlenmis (137).

Yine standart tedavi rejimlerinden sonra niiksetmis metastazlari olan hastalar
iizerinde PTX tek basina ve baska ilaglarla kombine edilerek kullanildiginda
remisyon gelistigi gosterilmis (138).

Ganguly ve arkadaglarmin yaptig1 calisma gostermektedir ki paklitaksel hiicre
gbelinii mikrotiibiilleri baskilayarak inhibe etmekteyken (B3 tubulin PTX’in bu
etkisini mikrotiibiil aktivitesinin devamini saglayarak antagonize etmektedir (139).

Chen YX ve arkadaslar1t MTX’ 1n diisiik dozlardan baglayarak JAR hiicreleri
iizerinde apopitozun baslamasini indiikledigini gostermislerdir (140).

Koechli ve arkadaslarinin hem JAR hem de JEG hiicreleri iizerinde 10 ayr1
kemoterapotigin kemosensitivitesini 6lgmek icin yaptiklar1 bir calismada, hiicre
serileri lizerinde en etkili {i¢ ilagtan birisi PTX olarak bulunmustur (134).

Marth ve arkadaslarinin yaptigi1 bir ¢alismada paklitakselin koryokarsinom
hiicre serileri iizerinde ki etkilerinin over kanseri serilerine gore 3 kat fazla oldugu
gosterilmistir. Yapilan bu c¢alismada 1-3 mmol paklitaksel kulanilmis ve bu dozun
tiimoriin biiylimesini %50 oraninda inhibe edebildigi ortaya konulmustur (135).
Ancak Hahn ve arkadaglar1 ile Lopez ve arkadaglari bu dozlarda timor
biliylimiiesinde daha az baskilanma elde ettiklerini ifade etmisler (141; 142).

Marth ve arkadaslar1 MTX ve PTX kombinasyonunu JAR ve BeWo hiicre
serileri iizerinde kullandiklarinda antiproliferatif aktivitenin arttigii gézlemlemisler.
Buna ragmen biiylimeyi baskilayici etkilerinde tek ajana gore kiyaslandiginda
istatistiksel olarak anlamli bir artis tepit etmediklerini ifade etmislerdir (135).

Bizim c¢alismamizda 2 pg/ml MTX JEG-3 hiicrelerinde tek basina
kullanildiginda apopitoz oran1 %48,08°dir. 4 pg/ml’de %54,77, 8 da ise %60,8°dir.
JAR hiicrelerinde bu oranlar 2 pg/ml MTX i¢in %10,2, 4 pg/ml’de %14,7, 8
pg/ml’de ise %16,5’dir.

PTX’in 10mg/ml’lik doz uygulamasi sonucu JEG-3 hiicrelerindeki apopitoz
orant %46,85’dir. 50ng/ml’de %51,4, 100ng/ml’de %54, 200nmg/ml’de %359,5,
400ng/ml’de %65,6, 800ng/ml’de %:69,5, 1600ng/ml’de ise %75,6’dir. PTX’in JAR
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hiicrelerindeki apopitoz oran1 10ng/ml’lik doz uygulamasi sonucu JAR hiicrelerindeki
apopitoz oram %10,2’dir. 50ng/ml’de %19,7, 100ng/ml’de %20,4, 200ng/ml’de
%18,8, 400ng/ml’de %20,3, 800mg/ml’de %21,4, 1600ng/ml’de %22,5 dr.

4ug/ml MTX ile birlikte kullanilan PTX’in 10mg/ml’lik doz uygulamasi
sonucu JEG-3 hiicrelerindeki apopitoz orani %50,8°dir. 50ng/ml’de oran %353,4,
100ng/ml’de %59,1, 200ng/ml’de %63,4, 400ng/ml’de %64,5, 800ng/ml’de %71,5,
1600ng/ml’de %75,4’diir. Yine 4pg/ml MTX ile birlikte kullanilan PTX’in
10ng/ml’lik doz uygulamasi sonucu bu kez JAR hiicrelerindeki apopitoz orani
%12°dir. 50mg/ml’de %19,4, 100ng/ml’de %23,6, 200ng/ml’de %25,1, 400ng/ml’de
%52,1, 800ng/ml’de %53,3, 1600ng/ml’de ise %55,4 dur.

Yaptigimiz calismada MTX ve PTX’in tek baglarina artan dozlarla
kullanildiklarnda hem JAR hem JEG-3 hiicre serileri lizerinde ki apopitoik
etkilerinin de arttigmi istatistiksel olarak gozlemledik. Bu iki ila¢ kombine edilip
MTX dozu sabit tutulurken PTX’in dozu arttirildiginda JAR hiicre serisinde
apopitotik etki artarken JEG-3 hiicre serisi lizerinde bu etki 400ng/ml’ye kadar
artmis bu doz ve lizerinde ise apopitotik etkinin istatiskisel olarak artmadigi

gorilmiistiir.
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6. SONUC

Yaptigimiz ¢alismada PTX’in, tek basina JAR ve JEG-3 hiicre hattinda doza bagh
olarak etki gosterdigi saptanmigti. MTX ve PTX’in kombinasyonunda JAR ve JEG-
3 hiicrelerinde doza bagl olarak apopitoza neden olmustur; ancak bu etkinin
ozellikle JEG-3 hiicre serisi lizerinden bakildigindan belli bir dozdan sonra artmadigi
gozlemlenmistir.

Sonuglar PTX’in klasik kematerapoétiklerin basarisiz oldugu kosullar i¢in tek
basina ve/veya MTX ile olusturulacak c¢oklu ilag kombinasyon tedavisi i¢in 1y1 bir
secenek  olabilecegini  desteklemektedir.  Ancak ilaglarin  etkileri ve
kombinasyonlarindaki etkilerin in vivo sistemlerde farkli olabileceginden, veriler ilk

olarak hayvan deneyleri ve sonra klinik aragtirmalarla da desteklenmelidir.
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