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OZET

All-trans retinoik asit, Metotreksat ve Aktinomisin D kemoterapilerinin farkh
koryokarsinom hiicre kiiltiir modelleri iizerindeki etkilerinin karsilastirilmasi

Amag: All-trans retinoik asit (ATRA) trans formu yapisiyla A vitamininin
dogal bir derivesi olup, hayvansal (retinoidler) ve bitkisel (karetenoid provitamin)
gidalarla viicuda alinir. ATRA, immatiir hiicrelerin farklilagmasini uyarir ve yiiksek
bolinme potansiyeline sahip tumoér hicrelerinin -~ fonksiyonel hcrelere
donlismesini saglar. Bu etkisiyle 0Ozellikle Akut Promyelositik Losemi’nin
tedavisinde basartyla kullanilmaktadir. Hiicre kiiltiirii ¢alismalarinda ATRA’nin
apopitozu uyarici, hiicre ¢ogalmasini azaltici ve invazyonu inhibe edici etkileri
oldugu bildirilmistir.

Gestasyonel Trofoblastik Hastaliklar, insanda plasentadan gelisen bir grup
hastaliktir ve koryokarsinom bunlarin malign formudur. Bu hastaliklarin
etyolojisinde, retinoik asit eksikligi ve A vitamini aliminin azlhiginin, hastalik
riskini arttirdi@1 ¢esitli c¢alismalarda saptanmistir. Literatiirde ATRAnin diger
kemoterapotikler ile karsilastirildig calismalarin sayisi ¢cok kisithidir.

Calismamizin amaci, farkli hiicre kiiltiiri modelleri (JAR, JEG-3)
kullanilarak ATRA'nin tek basina veya MTX, Act-D ile kombine kullanildiginda,
koryokarsinom tedavisindeki etkinliginin arastirilmasi ve bu konuda c¢ok sinirh

olan literatiir bilgisine ek yeni bir veri saglamaktir.

Gereg ve Yontem: Insan koryokarsinom benzeri JAR ve JEG-3 hiicreleri kiiltiire
edildi. ATRA, MTX ve ACTD’nin uygulama gruplar1 asagidaki gibi belirlendi;

Tek ilag uygulamasi icin MTX’in 2 uM, 4 uM, 8 uM; ATRA’nin 0.1 uM, 1
uM, 10 puM; Act-D’nin 0.05 puM, 0.1 pM, 0.2 pM olmas1 saglanarak
hazirlanmustir.

ATRA ve MTX kombinasyonunda; ATRA’nin 0.1 uM, 1 uM ve 10 uM
dozlart ile MTX’in 2 uM, 4 uM ve 8 uM’lik dozu kullanilmigstr.

ATRA ve Act-D kombinasyonunda; ATRA’nin 0.1 uM, 1 uM ve 10 uM
dozlari ile Act-D’nin 0.05 pM, 0.1 uM ve 0.2 uM dozlar1 kullanilmaistr.

ATRA ve MTX ve ACT-D kombinasyonunda ATRA’ nin 0.1 uM, 1 uM ve

Xi



10 uM; MTX’in 2 pM’lik dozu ve ACT-D’nin 0.05 uM, 0.1 ve 0.2 uM’lik dozlar
kombine edilmistir. Maddeler hiicrelere aym anda verilmistir. ilag uygulamasin
izleyen 72. saatte hicreler Tripsin-Etilen Diamin Tetraasetik Asit (EDTA)
soliisyonu ile kaldirilip, apopitoz ¢alismasina alimmistir. Bu ¢alismada JAR ve
JEG-3 hicrelerinde apopitozun derecesi Flowsitometri (FCM) ile belirlendi.
Sadece bir set i¢in tripsin Oncesi siipernatan toplanip, B-hCG 6lgimu igin derin
dondurucuda  saklanmistir.  Immiinoenzimatik yéntemle B-hCG  6lguimii
yapilmisti. SPSS 19.0 ve Minitab 17 istatistik programlari kullanilarak
istatistiksel analiz yapilmistir.

Bulgular: 0.1 pM, 1 uM ve 10uM ATRA JEG-3 ve JAR hiicre hattina tek
basina uygulandiginda sirasiyla %15, %19, %30 ve %14, %17, %24’lik bir
apopitoz oranmi saptanirken, 2 uM, 4 uM ve 8 uM MTX JEG-3 ve JAR hiicre
hattina tek basina uygulandiginda sirasiyla %40, %48, %53 ve %40, %45,
%49’luk apopitoz orani saptandi. 0.05 uM, 0.1 uM ve 0.2 uM Act-D JEG-3 ve
JAR hiicre hattina tek basina uygulandiginda sirasiyla %17, %23, %36 ve %14,
%15, %24’liik bir apopitoz orani saptandi. Istatistiksel olarak kontrol grubuna
gOre saptanan apopitoz anlamliydi.

Ancak ¢alismamizin asil énemli ¢ikarimi olan bulgu ise kombine dozlarda
MTX, Act-D ve ATRA'nin apopitoz oranlarma etkisiydi. Ug ilacin da diisiik
dozlarinin kombinasyonu ile elde edilen apopitoz oranm1 JEG-3 ve JAR hiicre
hatlarinda sirasiyla %54 ve %43 idi ve bu oranlar MTX'in 2 uM dozunda elde
edilen apopitoz oranlar1 olan %40'tan fazlayd. Istatistiksel olarak anlamlrydh.

Sonug: Insan Koryokarsinom hiicre hatti modelleri olan JAR ve JEG-3
uzerinde ATRA, MTX ve Act-D kombinasyon uygulamasi her iki hiicre hattinda
birden literatiirde ilk kez yapilmistir. Elde edilen bu sinerjistik apopitotik veriler,
ATRA, MTX ve Act-D kombinasyonunun Koryokarsinom tedavisinde karsilagilan
coklu ila¢ 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 aragtirmalarla da desteklenmelidir.

Anahtar kelimeler: ATRA, koryokarsinom, kemoterapi, hiicre kilturd
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ABSTRACT

The comparison of the effect of All-trans retinoic acid, Methotrexate,
Actinomycin D and combined chemotherapy on the different

choriocarcinoma cell culture models

Aim: All-trans retinoic acid (ATRA) is the natural derivative of vitamin
with the trans form, which can be obtained from animal sources (retinoids) and
from plant sources as provitamin carotenoids. ATRA induces the differentiation of
immature cells and high pluripotent tumor cells to gain function. Especially with
the help of this effect ATRA treatment is used in Acute Promyelocytic leukemia
with succes. Previous cell culture studies have shown that ATRA has the effect of

inducing apoptosis, decreasing cell proliferation and inhibating cell invasion.

Gestational trophoblastic diseases are the group of diseases that originates
from human placenta and choriocarcinoma is the malignant form. In several
studies it is showed that retionic acid and vitamin A deficiency increase the risk of
this disease at the etiology of these diseases. In literature the comparement of
ATRA with other chemotherapeutics is scarce.

Our aim is to investigate the ATRA’s efficiency in single usage and
combined chemotherapy with MTX, Act-D in choriocarcinoma on cell culture
models (JAR, JEG-3) and add new data to the literature that is insufficient in this
topic .

Materials and Methods: Human choriocarcinoma like JAR and JEG-3 cells
were cultured. ATRA, MTX and Act-D trial groups are determined as shown
below;

For single drug trial; MTX 2 uM, 4 uM, 8 uM; ATRA 0.1 uM, 1 uM, 10 puM;
Act-D 0.05 uM, 0.1 uM, 0.2 uM dosages were maintained.

For the combination of ATRA and MTX; ATRA 0.1 uM, 1 uM and 10 uM
dosages with MTX 2 uM, 4 uM and 8 uM dosages were maintained.

For the combination of ATRA and Act-D; ATRA 0.1 uM, 1 uM and 10 uM
dosages with Act-D 0.05 uM, 0.1 uM and 0.2 uM dosages were maintained.
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For the combination of ATRA, MTX and Act-D; ATRA 0.1 uM, 1 uM and
10 uM dosages with MTX 2 uM and with Act-D 0.05 uM, 0.1 uM and 0.2 pM
dosages were maintained. Drugs were given to the cells at the same time.
Following drug administration at the 72nd hour the cells were detached by the
Trypsine- Ethylene Diamine Tetraacetic Acid (EDTA) solution. The degree of
apoptosis was obtained by flow cytometry (FCM). Supernatant was collected
before trypsine application for only one set, and stored in deep-freeze to
investigate B-hCG levels. B-hCG levels were investigated by immunoenzymatic
method. SPSS 19.0 and Minitab 17 programmes were used to make statistical

analysis.

Findings: With the single application of 0.1 uM, 1 uM and 10 uM ATRA
to the JEG-3 and JAR cell line, 15%, 19%, 30% and 14%, 17%, 24% apoptosis
were determined, respectively, with the single application of 2 uM, 4 uM and 8
MM MTX to the JEG-3 and JAR cell line, 40%, 48%, 53% and 40%, 45%, 49%
apoptosis were determined, respectively. With the single application of 0.05 uM,
0.1 uM and 0.2 uM Act-D to the JEG-3 and JAR cell line, 17%, 23%, 36% and
14%, 15%, 24% apoptosis were determined, respectively. Statistically significant

comparing with the control group.

Nevertheless, the more important finding of our trial is the effect on apoptosis
ratios of MTX, Act-D and ATRA in combined dosages. The apoptosis ratio on
JEG-3 and JAR cell lines obtained with the low dosages of the three drug were
54% and 43%, respectively and those ratios were more than the ratios obtained

with the 2 pM dosage of the MTX, which were 40% and statistically significant.
Result: The application of ATRA, MTX and Act-D combination on the JAR and

JEG-3, human choriocarcinoma cell line models, is made in both cell lines for the
first time in the literature. The obtained synergistic apoptotic data indicated that;
the combination of ATRA, MTX and Act-D 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 and the effect in the
combination of drugs may be different in vivo systems, therefor the data should be
supported initially by animal experiments and then clinical trials.

Key words: ATRA, choriocarcinoma, chemotherapy, cell culture
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1. GIRIS

Gestasyonel trofoblastik hastaliklar (GTH) fetal koryondan kaynaklanan
ve birbiri ile iliskili hastaliklar zincirini ifade etmekte olup genellikle spontan
rezoliisyon ile sonuclanan benign mol hidatidiformdan (HM), hayat1 tehdit eden
koryokarsinoma kadar degiskenlik gosteren genis bir spektruma sahiptir (1).

Histopatolojik olarak komplet ve parsiyal HM, invaziv mol,
koryokarsinom, plasental yerlesim bolgesinden gelisen trofoblastik tiimorler
(PYBGTT) olarak siiflandirirlar.

Gestasyonel trofoblastik neoplaziler (GTN) genellikle HM sonrasi
gelismesine karsin terapdtik veya spontan abortus, ektopik ya da term gebeligi de
izleyebilmektedir.

GTN histopatolojisi icerisinde yer alan koryokarsinom, yilksek metastatik
potansiyeli olan neoplastik bir durum iken HM, malign transformasyon olasiligi
bulunan anormal plasenta yapisina sahiptir (2; 3). Diger yandan gebelik sonrasi
gelisen koryokarsinom ve PYBGTT'ler gercek neoplazmlardir. Ginlimizde
human koryonik gonadotropinin (hCG) beta (B) subdnitinin hassas olarak
Olgiilebilmesi, timor belirteci olarak kullanilmasi ve bu hastaliklarda KT'nin etkin
olmast nedeniyle GTN'ler hastaligin yaygin oldugu durumlarda dahi tedavi
edilebilmektedir. Bir antimetabolit olan Metotreksat (MTX), ¢ocukluk ¢agi akut
I6semilerinde gecici remisyon sagladigi bulundugu tarih olan 1948'den giniimuze
klinik kullanimda olan bir ajandir. Klasik olarak folik asit antagonisti olarak
bilinen MTX, aktif olarak bolunen hicrelerde dihidrofalat rediktaz (DHFR)
enzimini inhibe ederek folik asitin, folinik asite dondsimini engelleyen
sitotoksik kemoterapdtik ajandir (4; 5). Bu etkisiyle basta ¢cocukluk ¢agi 16semi-
lenfomalar1 olmak tizere meme kanseri, osteosarkom, bas ve boyun kanserleri,
akciger kanseri, uroepitelyal kanserler gibi solid organ tumdrlerinin tedavisinde
kullanilir  (6). Son donemlerde, MTX’in antimetabolit ozelligi disinda,
antienflamatuar, antiproliferatif, immunosupresif, antipsoriatik etkinlikleri de
bulunmustur (7; 8). Bu etkileri nedeniyle MTX, kanser tedavisi disinda, psoriazis,
romatizmal hastaliklar gibi enflamatuar hastaliklar, dermatomyozit, Wegener
grantlomatozisi, sarkoidoz, HIV ile iliskili bakteriyel, parazitik enfeksiyonlar ve

ektopik gebelik, ilk trimesterde gebelik terminasyonlart ve gestasyonel
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trofoblastik hastaliklar (GTH) gibi jinekolojik ve obstetrik durumlarda da tercih
edilen bir ajan haline gelmistir (9; 10). MTX 1 sitotoksik etkisi, kanser hucreleri
icin se¢ici olmadigindan kemik iligindeki hematopoetik hicreler ve barsak
mukozasindaki aktif boliinen hiicreler gibi proliferasyon hiz1 yiiksek dokular1 da
etkilemektedir (11). Bu nedenle, MTX i etkinligi, siddetli enterokolit ya da
intestinal hasar gibi toksik etkileri nedeniyle siklikla sinirlanmaktadir, tedavi
siirecinde doz azaltimina gidilmekte ya da tedavi yarida kesilmektedir. MTX 1n
akut I6semi tedavisinde aralikli olarak yiiksek doz kullanimi ile psoriasis
tedavisinde uzun sure dusiik doz kullanimimin progresif hepatik fibrozis ve siroza
kadar ilerleyen karaciger hasarina neden olabilecegi bilinmektedir (12).

A vitamininin antineoplastik etkinlik gdsterdigi  diisiiniilmektedir.
Epitelyum hiicreleri yaninda diger hiicrelerin de normal biiylimesinde ve
farklilagsmasinda rol oynadiklar1 ve kimyasal etkenlere, radyasyona ve viriislere
bagli kanser olugsmasini antioksidan etkileri ile dnledikleri gosterilmistir (13; 14).

A vitamininin retinol tlrevi olan Retinoik asitin; All-trans retinoik asit
(ATRA) ve 9-cis retinoik asit (9-cis RA) olmak tizere iki formu vardir (15).
Retinoik asit tdrevleri olan ATRA ve 9-cis RA gen transkripsiyonunun
regiilatorleri olup hiicre proliferasyonunda ve farklilagmasinda 6nemli roller
oynamaktadirlar. Retinoik asitin anjiogenezde de hiicre proliferasyonunu ve gen
ekspresyonunu diizenleyerek apopitozu indiklemek ve anjiogenezisi inhibe etmek
seklinde etkileri vardir (16; 17).

Bu c¢alismanin amaci, koryokarsinom tedavisinde yeni bir protokol
gelistirmek amaciyla ATRA ve kombine KT'lerinin hiicre kiiltiiriinde gelistirilen
koryokarsinom modelleri olusturulmus hiicre kiiltiirleri {izerindeki etkileri ve

tedavi etkinliklerini arastirmaktir.



2. GENEL BILGILER

2.1. GTH’larda Epidemiyoloji

GTH insidansiyla ilgili veriler diinyanin degisik bolgelerinde dramatik
olarak degismektedir. Ornegin, Japonya’da molar gebelik insidansi bin gebelikte
2, Avrupa ve Kuzey Amerika’da ise bin gebelikte 0.6 ile 1.1 arasinda
degismektedir (18; 19). Etnik, cevresel ve kultlrel faktorlerin insidans tzerindeki
etkileri aragtirllmig ve cevresel ve kiiltiirel faktorlerin, irksal faktorler kadar
Onemli olabilecegi gosterilmistir (19). Tiirkiye'de yapilan c¢alismalarda yalnizca
hastane verilerinin kullanilmas: nedeniyle insidans hakkinda gergekgi bir
degerlendirme yapmak giictiir. Tiirkiye’den Ozalp ve ark. yaptigi calisma
verilerine gore Tirkiye’de HM goriilme sikligi bin dogum icin 1.1 ila 12.1, bin
gebelik i¢in ise 0.3 ila 18 arasindadir (20). Tiirkiye’de topluma dayali olarak
yapilan bir baska c¢aligmada ise insidans bin canli dogum i¢in 0.8, bin gebelik igin
ise 0.6 olarak saptanmistir (21). Calismalarin tiimii referans hastanesi niteligindeki
merkezlerde yapilmistir. Bagka bir genis kapsamli ¢alisma verileri de bolgesel
farklili@i gozoniine sermektedir, giineydogu bolgesinde bulunan Sanliurfa
ulkemizde GTH insidansinin 1000 dogumda 12.1 oraniyla en fazla oldugu ildir
(22).

Molar gebelik gelisiminde rol oynayan en 6nemli risk faktorlerinden biri
anne yasidir. Yirmi yas alti gebeliklerde goriilen minimal insidans artis1 35 yas
lizerindeki gebeliklerde belirgin hale gelmektedir. Uretgenligin erken ve geg
yaslarinda gelisen HM’de malign potansiyel artmaktadir. Tiirkiye’den yapilan
caligmalarda iiretgenligin erken yaslarinda ve gec¢ yaslarinda goériilme sikliginda
belirgin farklar oldugu saptanmistir (23). HM olgularinin %0.3-1.6, 21 yasin
altinda ve %1.7-23.1°1, 39 yasin {lizerinde olarak saptanmistir (23). Ayrica HM
nadiren postmenapozal dénemde de saptanabilmektedir (24).

HM 6ykiisii daha sonra molar gebelik gelismesi icin risk faktoriidiir. Bir
kez HM ge¢irmis bir kadinda hastaligin tekrarlama riskinin yaklasik 10 kat arttig1
saptanmustir (25). Molar gebelik gegirenlerde bir sonraki gebeliginde mol gelisme
olasiligit %1.1 olarak saptanmistir (26). Ayrica gecirilen molar gebelik sayisi
arttik¢a risk de orantili olarak artmaktadir. Tirkiye’den yapilan bir yayinda yedi
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kez tekrar eden HM olgusu sunulmustur (27).

Koryokarsinomda 1rk, yas, gecirilmis HM, oral kontraseptifler, gebelik
sayisi, Ostrojen, kan grubu antijenleri gibi risk faktorleri ileri siirtilmustiir.
Koryokarsinomda en énemli risk faktorii gegirilmis molar gebelik 6ykiisiidiir (28).
Koryokarsinom olgularinin %29-83'iiniin anamnezinde HM oldugu saptanmistir
(29). Olgularin 6nemli bir boliimiiniin 6ykiisiinde de normal gebelik ya da spontan
abortus vardir ve koryokarsinomun %9-42 arasinda degisen oranlarda spontan
abortuslardan sonra gelistigi saptanmistir (30). Tirkiye'de 6 merkezde 10 yilda
351650 dogum incelenerek yapilan caligmaya gore tekrar eden mol oranm1 %]1.1
olarak saptanmistir (26).

Diyet aligkanliklari da literatiirde incelendiginde, HM tanis1 almig olan
hastalarin serumunda vitamin BI12 seviyesi kontrol grubuyla yapilan
karsilagtirmalarda 247.21'e 180.32 pg/mL olmak fiizere belirgin olarak yiksek,
folat seviyesi 7.91'e 10.72 ng/mL olmak iizere diisilk, homosistein seviyesi ise
10.58'e 8.79 nmol/mL olmak tizere yiiksek bulunmustur (31). Bir baska ¢alismada
serum c¢inko seviyesi 86.3'e 68.7 ug/l olmak iizere yiiksek, serum bakir seviyesi
ise 123.8'c 147.8 pg/l olmak iizere diisiik bulunmustur (32). Italya ve
Amerika’daki vaka kontrollii ¢aligmalar diyetle yetersiz karoten aliminin artmig
molar gebelik insidansiyla iligkili olabilecegini gostermistir (33; 34). Ayrica molar
gebelik insidansinin yiiksek oldugu bolgelerde, A vitamininin eksikligi artmig
sikliktadir. Diyetsel faktorler de GTH insidansindaki bolgesel farkliliklar: kismen
aciklayabilmektedir.

2.2. GTH'larda Genetik Ozellikler

HM iizerinde yapilan sitogenetik ¢aligmalar sonucunda komplet ve
parsiyel mol belirlenmistir. Komplet moliin diploid karyotipi mevcuttur. Yaklagik
%75-85'1 46 XX, kalan kismi ise 46 XY seklindedir. Diandrik diploidinin
olusumunda pek ¢ok mekanizma One siirtilmektedir. En ¢ok kabul edilen iki
mekanizmadan biri niikleussuz veya bos bir ovumun tek bir haploid sperm ile
fekundasyonu, daha sonra bu kromozomlarin duplike olmasidir. Sonugta 46 XX
ve tamamen homozigot bir yap1 olusur. Diger bir mekanizma niikleussuz ya da

bos bir ovumun iki haploid sperm ile fekundasyonu ile 46 XX ya da 46 XY
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seklinde bir heterozigot moliin ortaya ¢ikmasidir. Parsiyel moller genellikle 69
XXX, 69 XXY veya 69 XYY Karyotip sekilleri ile triploiddir. Parsiyel molde
genoma, bir maternal iki paternal yapinin katildigi gosterilmistir. Bu durum
diandrik triploidi olarak isimlendirilir ve fazla haploid komponent paternal
kaynaklidir (35).

2.3. GTH'larda Patolojik Bulgular ve Etiyopatogenez

Komplet mol makroskopik olarak {iziim salkimma benzemektedir. Cap1 1
mm'den 2 cm'ye kadar degisen diiz, seffaf, avaskiiler pembe ya da gri hidropik
vezikiiller karakteristiktir. Bu vezikiiller ince bag dokusundan olusan yapilarla
biribiriyle iligkilidirler. Embriyo veya fetus gézlenmez. Plasenta, amniotik kese ve
amniotik s1vi tanimlanamaz ve intervilloz saha tipik olarak anormaldir. Ancak
bazi olgularda amnion izlenmistir (36; 37). Mikroskobik degerlendirmede {i¢
onemli Olcit vardir. Bunlar: trofoblastik proliferasyon, villuslarda hidropik sisme
ve avaskilarizasyondur. Ayrica komplet ve parsiyal mol ayriminda, parsiyal
moliin immiinohistokimyasal olarak p57 ile boyanmasi da o6nemli yardimci
tekniklerdendir (38).

Parsiyel molde embriyo veya fetus ve embriyonik membranlar mevcuttur.
Histolojik yapr genellikle mozaiktir, yani hidropik villuslarla birlikte hidropik
olmayan villuslar da gozlenir. Parsiyel moliin diger bir oOzelligi ise fetal
damarlarin, bazen de fetal eritrositlerin gozlenmesidir (39).

Invaziv mol myometriuma invaze olan komplet moldir. Molar doku
kolonlar ya da plaklar seklinde myometriuma ilerler ve kan damarlarini invazyona
ugratarak lokal kanamaya neden olur. Baz1 olgularda ise metastatik tasinma ile
viicudun diger bélgelerine de molar doku tasmabilir. Invaziv moliin histolojik
kriterleri komplet mol ile aynidir (39).

Koryokarsinomun tipik histolojik gérinumi trofoblastik hicrelerin
kolonlar halinde myometriuma dogru ilerlemesidir. Villoz yap1 gbézlenmez ve
hiicrelerde énemli duzeyde sitolojik atipi bulunur. Hemoraji ve nekroz tumorin
belirgin 6zellikleridir (37).

PYBGTT’ler belirgin olarak intermediet tipte trofoblastlardan olusan
neoplazmlardir. Olgularin biiyiik cogunlugunda timér term gebelik sonrasi gelisir.

Genellikle uterusta siirlidirlar ve hastaligin ge¢ doneminde metastaz yaparlar.
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Diger GTH'lara oranla daha az hCG salgilarlar ve relatif olarak human plasental
lactogen (hPL) salinimi artmistir. Bu tiimorler gestasyonel trofoblastik tiimorler
arasinda en nadir olanlaridir, KT'ye direnclidirler ve olgularin diger GTH'lardan
ayr1 olarak rapor edilmesi kabul gérmektedir (40; 41; 42).

Endotelyal nitrik oksid sentaz ekpresyonun trofoblastik htcrelerin
proliferasyonunda oneme sahip oldugu bilinmektedir (43). Serum nitrik oksid
seviyesi ve plazma arjinaz seviyesi HM'da yiiksek bulunmustur (44; 45). Ayrica
oksidatif stresin de HM etiyopatogenezinde 6nemli bir rola sahip oldugu yapilan
calismalarla da desteklenmektedir (46; 47; 48). Oksidatif stresle beraber artmis
Deoksiribonikleik asit (DNA) hasart da HM'da izlenmektedir (49). Bu ¢alismalar

da GTH etiyopatogenezinde oksidatif stresin énemini géstermektedir.

2.4. GTH'larda Hormonal aktivite

GTH'lara yaklagimda en etkili belirte¢ hCG tayinidir (50). Serum veya
idrardaki B-hCG miktar1 canli timor hiicrelerinin sayis1 ile paralellik
gostermektedir. GTH’larin izleminde hCG etkin timor belirteci olarak rol
almaktadir. Hastaligin tedavisi ile degeri diismekte, rekiirrenslerde ise degeri
yukselmektedir (51; 52).

hCG heterojen bir molekiildiir. Gebelikte ve GTH’larda peptid varyantlari
serumda ve idrarda saptanabilir (53). Koryokarsinomda uretilen hCG
molekiiliiniin gebelikte iiretilen hCG molekiilinden daha biiyiik oldugu
bilinmektedir (54; 55). hCG’nin yapisal ozelliklerini inceleyen c¢aligmalar
koryokarsinomada {iretilen hCG’nin daha biiyiik oligosakkarid yan zincirine sahip
oldugunu gostermektedir (56; 57; 58). Koryokarsinomada dretilen hCG normal
gebelikte sentezlenen hCG’den daha biiyiikk oligosakkarid yan zincirine sahip
oldugundan hiperglikozile hCG olarak adlandirilir, hiperglikozile hCG gelecekteki
calismalarda kullanilabilecek bir belirteg olabilecegini diisiindiirmektedir (59).

Tan1 sirasinda komplet mol olgularinin %2-7'sinde klinik olarak belirgin
hipertiroidizm saptanmistir. Molar doku tarafindan tirotropin benzeri maddenin
sentezi ile hipertiroidizm olusmaktadir. PYBGTT'lerde hiicrelerin biiyilik kisminin
hPL igerdigi gosterilmistir. Bu nedenle de bu tlimdrlerin belirlenmesinde hPL'nin

yararli olabilecegi bildirilmistir (60; 61).



2.5. Tedavide Bosaltim Sonrasi Profilaktik Kemoterapi

Giiniimiizde hastalarin hCG ile izlenebilmeleri nedeniyle profilaktik KT
genellikle uygulanmamaktadir. Profilaktik KT ile nonmetastatik hastalik olasilig1
Oonemli oranda azalmakta ve metastatik hastalik riski ortadan kalkmaktadir. Ayrica
lokal invazyon gosteren tiim olgulara uygulanan bir ek KT kiirii sonrasinda, tiim
hastalarda remisyon izlenmistir. Bu nedenle, profilaktik KT'nin hem metastazi
onledigi, hem de lokal uterin invazyona bagli insidans ve morbiditeyi diistirdigl
sonucuna ulasilmistir (62).

1987-2006 yillar1 arasinda retrospektif analiz ile tespit edilmis 265 hasta
ile yapilan bir ¢caligmada, profilaktik KT uygulanan yiiksek riskli hastalarda, KT
almayanlara gore anlamli bir sekilde daha diisiik oranda postmolar neoplazi
gelisimi izlenmistir (63). Bunun yaninda HM olgularinda %80 spontan remisyon
gerceklestigi icin profilaktik KT verilmesi ile olgularin %801 KT'nin yan
etkilerine maruz kalmaktadirlar. Diger bir yaklasim nonmetastatik ve metastatik
hastalik gelisimi yoniinden yiiksek risk altinda olan olgulara tedavinin
uygulanmasidir. Bu yaklagim 6zellikle hCG ile izlemin olmadig: veya giivenilir
olmadig1 durumlarda gecerli olabilir. Yiiksek risk kriterleri, yiiksek hCG degerleri,
asir1 uterin biiyiikliik, teka lutein kistlerinin varligi, tekrar eden HM ve yasin 18'in

altinda veya 35'in lizerinde olmasidir (52; 64).

2.6. Bosaltim Sonrasi izlem

Molar gebeligin bosaltilmasindan sonra genelde kabul edilen izlem siiresi
12 aydir (52). Ug negatif deger elde edilinceye kadar hCG tayini haftada bir, daha
sonra ayda bir bakilmalidir. Uterusun subinvolusyonu ve buna eslik eden anormal
uterin kanama persistan hastalik yoniinden uyarict olmalidir. Klinik ve fizik
muayene bulgulari akciger tutulumunu diisiindiiriiyor ise akciger grafisi veya

tomografi ile degerlendirme yapilmalidir (65; 66; 67).

2.7. GTH'larda Siniflama ve Evrelendirme

Gilintimiizde trofoblastik hastaliklarda histolojik kriterlerin prognozu tayin
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edip edemeyecegi tartigmasi devam etmektedir. Genel olarak kabul goren goriis
histolojik kriterlerin prognoz tayininde yetersiz kaldigi seklindedir. Ayrica her
olguda histolojik tanmmin mevcut olmamasi tedaviyi histolojik Olcutlere gore
planlamay1 engellemektedir. Bunlarla beraber FIGO ve DSO’niin evreleme
sistemleri ile birlikte degisik merkezler arasinda verilerin nesnel olarak

karsilastirilmasini saglayabilecegi timit edilmektedir (68).

Tablo 1. DSO Histolojik Siniflama Sistemi

1.HM
Komplet
Parsiyel
2. invaziv HM
3. Koryokarsinom
4. PYBGTT
5. Trofoblastik tiimor (diger)
Abartilmis plasental yerlesim bolgesi
Plasental yerlesim bolgesi nodiilii veya plagi
6. Simiflanamayan trofoblastik lezyonlar

Diinya Saglik Orgiitii (DSO) histolojik smiflamasi Tablo 1'de verilmistir (69).

Tablo 2. 2000 FIGO Evrelendirmesi

Evre 1 Hastalik uterusta simirh

Evre la: Risk faktori yok

Evre Ib: Bir risk faktori var

Evre Ic: Iki risk faktorii var

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

Evre lla: Risk faktori yok

Evre I1b: Bir risk faktor var

Evre Ilc: ki risk faktorii var

Evre 111 Tiimor akcigerlerde; genital organ metastazi var veya yok

Evre Illa: Risk faktorl yok

Evre Il1b: Bir risk faktori var

Evre Illc: Iki risk faktorii var

Evre IV Tiimér diger tiim metastaz sahalarinda

Evre IVa: Risk faktorl yok

Evre IVb: Bir risk faktori 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 gegen siire >6 ay. Ayrica asagidaki risk
faktorlerinin varligi da arastirilmali ve bildirilmelidir.

a. GTH igin daha 6nceden uygulanmis KT

b. PYBGTT (ayr olarak bildirilmelidir)

c. Hastaligin histolojik verifikasyonu gerekli degildir.




GTH'lar i¢in Uluslararasi Jinekoloji ve Obstetrik Federasyonu’nun (FIGO)
onerdigi evreleme sisteminde hastalifin anatomik lokalizasyonu esas alinmis,
ayrica iki risk faktorii degerlendirmeye eklenmistir (Tablo 2) (70).

FIGO'nun onerdigi bu

sistem, degerlendirmeye risk faktorlerinin

eklenmesi ile daha yaygm kullanim alani bulmustur. Giiniimiizde genel olarak

kabul edilebilecek degerlendirme ve evreleme sistem arayisi devam etmektedir.

Tablo 3. GTH igin DSO/FIGO prognostik skorlama sistemi

0 1 2 4
Yas <40 >40
Onceki gebelik Mol Abort Term
Onceki gebelik ile <4 4-6 7-12 >12
KT’ye baslanmasi
arasi gecen siire
(ay)
Tedavi 6ncesi <10° 10°-10°* 10%-10° >10°
serum hCG IU/I
En buyuk timor <3 3-5 >5
cap1 (cm)
Metastaz yeri Akciger Dalak, bobrek Gastrointestinal Beyin, karaciger
Metastaz sayisi 1-4 5-8 >8
Onceki KT 1 ajan >1 ajan

GTN ig¢in anatomik smiflamanin disinda, Diinya Saglik Orgiitii (DSO)
tarafindan hazirlanmis olan bir prognostik skorlama sistemi mevcuttur. Bu sistem
ile KT'ye potansiyel direncin 6ngériilmesi planlanmaktadir (Tablo 3) (70).

Prognostik skor 0—6 ise diisiik risk, >7 ise yuksek risk kabul edilir. Evre |
hastalar genellikle diisiik risk skoruna sahip iken, Evre IV hastalar genellikle
yiiksek risk skoruna sahiptir. DSO, esas Evre II ve Evre III hastalarin ydnetiminin
belirlenebilmesi amaci ile bu sistemi tiretmistir (70). GTN’de hangi kosulda tek
ajan KT'nin yeterli olabilecegini ve hangi kosullarda multiajan KT'nin gerekli
olacagini onceden Ongorebilmek i¢in hazirlanmis klinik bir siniflamadir (70).
Koryokarsinomun histolojik tanisi tedaviyi kesinlestirse de, ilk tedavi se¢cenegini
degistirmez. Hastada klinik veya radyolojik olarak ekstrauterin metastaz bulgusu

mevcutsa, hasta metastatik GTN kategorisine dahil edilir.

2.8. Gestasyonel Trofoblastik Neoplazilerde Tedavi




GTN’ler HM, term gebelik, diisik ya da ektopik gebelik sonrasi
gelisebilmektedir. Tedavinin planlanmasinda en onemli Ol¢lit hCG diizeyinin
izlenmesidir. HM sonrasi KT baslama o6lgiitlerinden biri histolojik olarak
koryokarsinom tanisinin konmasidir. Diger KT'ye baslama Olcutleri ise hCG izlem
sonuglarina gore belirlenmektedir. Birinci kriter hCG degerinin yiikselmesi, ikinci
kriter bir ile dort hafta dilimi boyunca hCG degerlerinin plato ¢izmesi, Uglncu
kriter belli bir zaman dilimi sonunda hCG degerinin pozitif olmasidir ancak siire
bazi merkezlere gore 6-8 hafta kabul edilirken bazi merkezler tarafindan 6 ay
olarak belirlenmistir. Dordiincii 0l¢ut ise belli bir zaman dilimi sonrasinda hCG
diizeyinin yiiksek olarak saptanmasidir. Baz1 merkezler 6-8 hafta sonunda bu
yiiksek degeri 20.000 miU/ml, bazi merkezler ise 200.000 miU/ml olarak
belirlemislerdir (65). Molar olmayan gebeliklerde ise spontan diisiik, elektif
olarak gebeligin terminasyonu ya da term gebelik sonrasi 3 ile 6 hafta gegtigi
halde hCG diizeyi hala yiiksek ise koryokarsinom siiphesi vardir. Hastaligin
yayginligmin, miimkiinse histopatolojisinin  belirlenmesi i¢in tam bir
degerlendirme yapilmasi gerekmektedir. Bu degerlendirmede fizik muayene
yapilmasi, karaciger, renal ve tiroid fonksiyonlarinin ve kan tablosunun tayin
edilmesi gerekir. Uterin trofoblastik hastaligin varligi pelvik muayene, kiiretaj,
pelvik ultrason ve pelvik Manyetik Rezonans Gorlntileme (MRG) ile ortaya
konmalidir. Metastazlar ise akciger grafisi, karaciger fonksiyon testleri, karaciger
sintigrafisi, batin ultrasonografisi, beyin BT, beyin omurilik sivisinda hCG tayini
ve baz1 olgularda abdominal ve pelvik organlarin selektif anjiografisi ile ortaya
konabilir. Son caligmalarda BT'nin, karaciger ve akciger metastazlarinin erken
teshisinde onemli yeri oldugu gosterilmistir (39; 67).

DSO skorlama sistemine gore diisiik risk grubuna ve FIGO'ya gére Evre 1
ve diisiik riskli Evre II-1II olgularinda tedavi tek ajan KT, KT ile birlikte
histerektomi ve bazi se¢ilmis olgularda KT'nin intraarterial infiizyon olarak
verilmesi seklinde ii¢ grupta toplanabilir. Bu tedavilerden ilki ve muhakkak
uygulanmas1 gerekeni KT'dir. Tedavide diger bir yaklasim KT'ye ilave olarak
histerektomi uygulanmasidir. Histerektomi ailesini tamamlamis ve cocuk istegi
olmayan hastalarda, hastalik sadece uterusta sinirli iken uygulandiginda %100
remisyon saglamaktadir. KT wve histerektominin birlikte uygulanmasi ayni

zamanda hastanede kalis siiresini kisaltmakta ve verilen KT kiir sayisin1 da
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diistirmektedir. Histerektominin diger bir uygulama alan1 KT'ye cevap vermeyen
olgularda uterus disindaki hastaligin kontrol altina alindigi olgulardir. Bu tiir
uygulamaya ge¢ histerektomi uygulamasi adi verilmektedir. Gerek KT ile birlikte
gerekse ge¢ donemde yapilan histerektomi KT baskisi altinda yapilmaktadir. Bu
uygulama ile herhangi bir morbidite artisina neden olmadan tiimér embolizasyonu
onlenmektedir (61; 71; 72; 73).

KT'ye ilave olarak beyin ve karaciger metastazlarinin tedavisinde
radyoterapi (RT) yardimci tedavi yontemi olarak kullanilmaktadir. Beyin
metastazlarinda RT, KT ile baglamak tizere 10 giinde total 2000-3000 rad verilerek
uygulanmaktadir. Beyin metastazi olan olgularda beyin 6deminin 6nlenmesine
yonelik hastanin hayatin1 kurtarmak amaci 6n plana ¢ikmaktadir. Bu nedenle
kraniyotomi ve yliksek doz kortikosteroid uygulanmaktadir. Karaciger metastazi
olan olgularda da, kombine KT ile birlikte 10 giinde verilmek tizere total 2000 rad
RT uygulanabilmektedir. Bu doz tiimori 6ldiiriicii dozun altindadir. Daha yiiksek
dozlara ¢ikilmamasinin nedeni, karaciger toleransinin olmamasidir (74).

GTN’lerde tedavi hCG diuzeyleri esas alinarak planlanir. hCG diizeyi
normal degerlere diistiigiinde ve birer hafta aralarla bakilan dort hCG diizeyi
normal sinirlarda bulundugunda remisyon tanis1 konur. Bu tan1 konduktan sonra 1
veya 2 kiir daha ilave KT uygulanir. Remisyon saglandiktan sonraki takipte ise 12
ay siire ile ayda bir hCG diizeyine bakilir. Yine bir yillik takip déneminde tiger
aylik aralarla fizik muayene ve pelvik muayene yapilir, akciger grafisi ¢ekilir ve
hematopoetik degerler kontrol edilir. KT uygulandiktan sonra remisyon saglanan
olgularda bir yil siire etkin kontrasepsiyon saglanmalidir. Bu amagla Gnerilen

kontrasepsiyon oral kontraseptiflerin kullanilmasidir (75; 76).

2.8.1. Kemoterapi ve Radyoterapi

GTN’de KT tek ajan ya da kombine olarak uygulanir. Tek ajan KT'sinde
Aktinomisin-D (Act-D) ve MTX ile, hem metastatik olmayan hem de diisiik riskli
metastatik GTH’ta yiiksek basari saglanmaktadir. Her iki ajan i¢in de farklh
protokoller mevcuttur (77; 78; 79).

Act-D iki haftada bir 5 giin veya pulsatil olarak verilebilir. MTX da 5

giinliik protokol ile veya haftada bir pulsatil olarak verilebilir. MTX’in sistemik
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toksisitesini istenilen dozda tutabilmek icin beraberinde Folinik asit (FA) de
verilmelidir (80; 81). MTX-FA tedavisini ile trombositopeni, granlositopeni,
mukozit ve hepatotoksisite gelisebilir, yapilan ¢alismalarda bu oranlar yaklagik
olarak, sirastyla %2.9, %5.8, %6.4 ve %10.2 bulunmustur (82; 83). ilk tedaviden
sonra, B-hCG seviyesi siirekli bir diislis gosterdigi siirece 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. B-hCG
3 hafta ardarda plato cizerse ya da yiikselme egilimine girerse, veya ilk tedavinin
tamamlanmasindan sonraki 18 giin igerisinde 1 log azalma gostermezse ikinci bir
KT kiiri daha uygulanir (83).
Kombine KT'de ise glnimizde kabul géren kombinasyon; Etoposid,
MTX, Act-D, siklofosfamid ve vinkristinden (EMA-CO) olusmaktadir ve yapilan
calismalarda bu rejimin, yiiksek riskli GTN grubunda %76-94 arasinda degisen
oranlarda remisyon sagladigi gosterilmistir (84; 85). Bu nedenle EMA-CO rejimi,
metastazi olan ve prognostik skoru yliksek riskli olan hastalarda 6ncelikli tedavi
secenegidir (86; 87). EMA-CO KT'sine direng gelisirse Etoposid ve Cisplatin 8.
giinde yer degistirilir (EMA-EP). EMA-CO’ya direngli olgularin %76’sinda tek
basina ya da cerrahi ile beraber remisyon saglanmaktadir (88; 89). Kombine
KT'ye, toksisite izin verdigi siirece, 3 kez ardarda normal serum B-hCG gorilene
kadar devam edilmelidir. Normal degerlere ulasildiktan sonra, relaps riskini
azaltmak amaciyla iki ek KT kiirii uygulanmalidir (84).
Kemoterapi rezistansi ile iligkili faktorler (90):

* Artan yas

* Yiiksek hCG seviyeleri

+  Onceki gebeligin mol olmamasi

*  Metastatik hastalik varlig1

* Yiiksek FIGO skoru

* Koryokarsinom patolojik tanisi

Ancak multiajan KT rejimleri ile bulanti, kusma, mukozit, alopesi, néropati,
myelosupresyon, enfeksiyon, karaciger, bObrek disfonksiyonu, over fonksiyon
kaybi, I6semi, meme, kolon gibi ikincil kanser gelisim riski artar (91).

Beyin metastazi olan hastalarda tiim beyin RT uygulanir, 3000 ¢cGY/10 giin
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boyunca. Karaciger metastazlarinda da tiim karaciger RT 2000 cGY/10 gun

sliresince uygulanir (92).

2.9. Tedavi Sonrasi

HM’u takiben, hasta fertilitesine kavusabilir, infertilite olasiliginin

artmadigi saptanmustir (93; 94). Molar gebelik 6ykiisii bulunan hastalarin sonraki

gebeliklerinde moliin tekrarlama riski %1°dir (95). KT ile tedavi basarisi

saglanmis GTN’yi takiben, hasta normal fertilitesine kavusabilir (93; 94).

Kemoterapdtik ajanlarin potansiyel teratojenik ve mutajenik etkisine ragmen

major ve mindr malformasyonlarin orani %2.5 ile normal sinirlarda saptanmistir

(96; 97).

2.10. ATRA

ATRA vitamin A’nin karboksilik asit formudur. ATRA ve 9 cis-retinoikasit

(9 cis-RA) nukleer retinoid reseptorlerine baglanarak gen ekspresyonunu

duzenleyen aktif metabolitlerdir (98).

Sekil 1. ATRA'min formulu ve temel 6zellikleri

ATRA

CHy

CH; CHy O
o i S T
CHz
CH3

Sinonimleri
ATRA
Vitamin A Asit
all-trans-Retinoik asit
Tretinoin
Formaiilii
C20H2802
Molekiiler agirhik
300.44 g/mol

Ginliik diyetle direk olarak alimamayan ATRA, o6zellikle embriyonik
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donemde hiicre biliylimesi ve gelisimi lizerine etkilidir. Laboratuvarlarda sentetik
olarak da sentezlenen ATRA, akne gibi cilt hastaliklarinin tedavisinde ve bazi
kanser tiplerinde hem tedavi hemde kanserden korunma amagh kullanilmaktadir.
Ayrica ATRA giiclii bir antioksidandir ve siiperoksit dismutazin etkisini arttirarak
serbest oksijen radikallerinin agiga ¢ikmasini engeller ve boylece oksidatif stresi
azaltmis olur (99).

Retinoid ailesine mensup olan ATRA bu nedenle ayni1 zamanda anti-kanser
ilaglar1 arasinda yer almaktadir. Yapilan c¢alismalar sonucu ATRA’nin Akut
Promiyelosit 16semi (APL) tedavisinde basarili sonug verdigi saptanmistir (100).
in vitro ve in vivo olarak yapilan calismalarda retinoidlerin, kemoterapdtik
ajanlarla kombinasyon uygulamalarinda sinerjik etkiye sahip oldugu bildirilmistir.
ATRA ayrica Kaposi sarkoma, bas boyun skuamoz hiicreli karsinomasi, over
kanseri, mesane kanseri ve noroblastoma gibi cesitli tiimoral hastaliklarin
tedavisinde kullanilan KT semalarina eklenmesi klinik ¢aligmalarda
arastirilmaktadir (101). ATRA ve 13-Cis-RA’nin in vitro calismalarda boyun,
gbgiis Ve kronik miyelojen 16semide, Interferon a ile birlikte uygulanmasi olumlu
sonuglar vermistir. Retinoidlerin, Cisplatin, Paklitaksel, Etoposid, Vinoblastin,
Gemsitabin  gibi  kemoterapoétiklerle kombinasyonu, tedavilerde siklikla
kullanilmaktadir (102; 103).

Mikroarray c¢aligmalar1 ATRA’nin hiicrelerde; farklilasma, oksidaz
aktivasyonu ve adezyon molekillerinden sorumlu gen bdlgelerinin
ekspresyonunda artisa neden oldugunu gostermektedir. Bir retinoid olan ATRA,
yapilan in vitro calismalarda birgok tiimor hiicre hattinda hiicre ¢ogalmasini
inhibe etmekte ve hiicrelerde farklilasmaya neden olmaktadir. ATRA, ayrica
kiiciik hiicreli olmayan akciger kanseri tedavisinde de standart kemoterapdtikler
ile kombine edilerek kullanildiginda olumlu sonuglar vermektedir (104).

ATRA  ve retinoik asit izoformlar1  néronal  farklilagsmay1
indlklediklerinden, in vitro noroblastom farklilasma modellerinde siklikla
kullanilmaktadirlar. Fizyolojik konsantrasyonlarda ATRA ile tatbik edilen
hlcrelerde apopitotik siirece giren hiicre sayisinda artma meydana geldigi ve
hiicrelerde genel olarak biiylimenin durdugu belirgin bir bigimde goriilmektedir.
ATRA, c-Jun N-terminal kinaz ve fosfatidilinositol 3-kinaz gibi protein kinazlar

hizlica aktive etmektedir. Protein kinaz aktivasyonu sinir hiicrelerinde hizlica
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degisime neden olmaktadir. Ayrica retinoik asit, fosfotaz-1, protein fosfotaz 2A ve
protein fosfotaz 2B gibi mitozu aktive edici protein fosfotazlar1 da aktive
etmektedir (105).

Vitamin A ve retinoidler servikal hicre blylmesinde de etkindirler.
Yapilan klinik caligmalar, cesitli retinoidlerin serviks kanser hiicrelerinde
biiyiimeyi engelledigini gostermektedir. Human Papilloma Virlsinin neden
oldugu serviks kanserinde serumda bulunan ATRA seviyesinde azalma oldugu

rapor edilmistir (101).

2.11. MTX

Bir folik asit antagonisti olarak bilinen MTX, kimyasal olarak folik asidin

4- amino-N1o-metil analogudur (106).

HoMN N N
T I
N == N/ N o
NH-

OH

Sekil 2. MTX"in kimyasal yapisi

MTX’ 1in primer hedefi dihidrofolat rediiktaz (DHFR) enzimidir. Bu
enzimin inhibisyonu, 5-10 metilen tetrahidrofolik asit ve N-10 formil
tetrahidrofolik asit gibi tetrahidrofolat kofaktorlerinin  kismi azalmasiyla
sonuglanir (107). Bu ko-faktorler, timidilat ve pirin nukleotidleriyle serin ve
metionin gibi aminoasitlerin sentezi icin gereklidir. Sonugta DNA, Riboniikleik
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asit (RNA) ve protein yapimi bozulur.

Antifolat tedavi, 1948 yilinda aminopterinin kullanima girmesinden beri,
cocukluk cagi kanserlerinin tedavisinde uzun siireli ve etkinligi net olarak ortaya
konan bir role sahiptir. 1960’ lardan sonra ise, aminopterine oranla toksisitesi daha
belirlenebilir olan MTX, cocukluk ¢agi Akut lenfoblastik 16semi ve non-Hodging
lenfoma tedavisinde kullanilmistir (108).

Burkitt ve diger non-Hodging lenfomalarin kombinasyon tedavisinde
yararli etkileri olan MTX, ayrica gégus, bas- boyun, over ve mesane kanserinde
kullanilan bir ajandir. Lokoverin kurtarma tedavisi ile birlikte uygulanan yiiksek
doz MTX, osteosarkomun adjuvan tedavisinde kullanilan standart protokoliin bir
pargasidir (109).

Koryokarsinomada ya da iliskili trofoblastik tumérlerde dusiik doz MTX
tedavisi, mitokondriyal membran potansiyelinde azalma yaparak, kaspaz-9
enzimini aktive ederek, Bax/Bcl-2 gen ekspresyonunda yukari regiilasyon yaparak
hicrelerde apopitozu indiikledigi gosterilmistir (110).

MTX, folat metabolizmasini antagonize ederek antineoplastik 6zellik
gosterirken, kanser hiicreleri yaninda hizli boliinen hiicrelerde de niikleik asitlerin
yapimini engeller (111). Sonugta, antifolat tedavinin primer toksisitesi ve yaygin
etkileri, kemik iligi, cilt ve intestinal epitelyum hucreleri Gzerinedir. Normal
hlcreler lzerindeki bu toksik etkileri énlemek icin, MTX ile birlikte baska bir
folat analogu olan 5-formil-tetrahidrofolat kullanimi yaygin olarak uygulanan bir
protokoldir (112). Yan etkiler genellikle iki hafta icinde geri doner, ancak renal
fonksiyonu bozulmus hastalarda, ila¢ atilimindaki azalmaya bagli olarak
myelosupresyon uzayabilir. Bu yan etkilerin yaninda; alopesi, dermatit,
interstisyel pnomoni, nefrotoksisite, hepatotoksisite, oogenez/spermatogenezde
defektler, abort ve teratojenite gibi yan etkiler de izlenebilir (113).

Lokoverin eklenmis, 1000 mg/m? ve iizeri MTX uygulamasi, yiiksek doz
MTX olarak tanimlanir. Lokoverinle birlikte uygulanan yiiksek doz MTX,
hastalarin ¢ogu tarafindan iyi tolere edilse de, MTX ve metabolitlerinin renal
tibdllerde birikmesi ile potansiyel olarak yasami tehdit edici olabilen
nefrotoksisite gelisebilir. Asidik idrarda presipite olan MTX, obstriiktif Uropati
nedeniyle oligo-aniirik bobrek hasari olusturabilir. Yiiksek doz MTX’a bagh

gelisen nefrotoksisite, 1970°1i yillarda ilaca bagli morbidite ve mortalitenin primer
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nedenini olusturmaktaydi (114).

Intestinal epitel hiicreleri de, hizl1 gogalan hiicreler oldugundan MTX ile
kolaylikla inhibe olurlar. MTX, siklikla oral ve intestinal mukozada inflamasyona
neden olur. Bu hasara, hiicre ¢ogalmasinin inhibe olmasinin sonucu olarak ortaya
cikan 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

uretilir (111).

2.13. Act-D
_-Sar — - Sar
L- Fl’ro L- |\|,ﬂeva| L- Fl’rﬂ L- hiﬂeval
D- Val D- Val
O O
TL-Thr LT
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Sekil 3. Act-D'nin kimyasal yapis1 (C62H86N12016)

Act-D Dbir transkripsiyon inhibitoridiir (Sekil 3) (115). Antineoplastik
etkisini DNA’nin deoksiguanozin kolu ile dayanikli bir bilesik olusturarak spesifik
olmayan bir yoldan gerceklestirir. Boylece Act-D, DNA’ya baglanir, RNA ve
protein sentezini inhibe ederek hiicre ¢ogalmasini baskilar (116; 117). Act-D
antineoplastik etkisinden dolay1 Wilms tiimorii, Ewing sarkoma, GTH,
rabdomyosarkoma gibi bazi1 kanser tiirlerinin tedavisinde “Dactinomycin” adi
altinda kullanilmaktadir (118; 119; 120; 121). Ancak, bu antibiyotigin kemik
iligindeki kan hiicrelerinin iiretimini baskilamak ve sindirim sistemi toksisitesine

neden olmak gibi ciddi yan etkilere sahip oldugundan, klinikteki kullanim alanm
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kanser KT'si ile sinirli kalmistir.

Act-D’nin g¢esitli hiicrelerde apopitozu uyardigr in vitro ve in vivo
deneylerle ortaya konmustur (122; 123). Sistemik etkili bir transkripsiyon
inhibitord olan Act-D, apopitozu uyarmak amaciyla TNF-a ile birlikte in vitro
kullanilmaktadir. Act-D uygulamasi, protein sentezinin inhibisyonu sayesinde
hiicrelerin TNF’nin sitotoksik etkisine hassasiyetini arttirir ve konsantrasyona
bagli olarak hiicre Olimiini, Ozellikle de apopitozu uyarir. Act-D gibi
transkripsiyonu durduran bir etken varliginda koruyucu proteinlerin sentezi durur

ve TNF-a ile uyarilan apopitotik sinyal yolu faaliyete gegirilir (123; 124).

2.14. Hiicre Kulturd

Hiicre kiiltiirti, hiicrelerin kontrollii sartlar altinda yetistirilmesi siirecidir.
Pratikte hiicre Kkaltara terimi, cok hiicreli Okaryotlardan 6zellikle hayvan
hiicrelerinden kaynaklanan hiicrelerin kiiltiirlenmesi i¢in kullanilmaktadir. Hiicre
kiiltiirleriyle yapilan caligmalar giiniimiizde popiiler arastirmalarin 6nemli bir
kismini olusturmaktadir. Hiicre kiiltiiriinde, hiicrelerin gelismesi ve biiyiimesi i¢in
gerekli teknikler 20. yiizyil boyunca gelistirilmistir. 1885'te Wilhelm Roux bir
tavuk embriyosunun noéral plaginin bir kismini ayirmis ve ilik bir tuzlu su
¢ozeltisinde dokuyu birkag¢ giin yasatarak doku kiiltiiriiniin temellerini de atmistir
(125). 60 y1l iginde, 1952'de George Gey ve arkadaslari tarafindan ilk insan kanser
hiicre hatt1 olan HeLa' nin ekilmesinde sonra, binlerce yeni hiicre kanser hatti
gelistirilmistir (126).

Hiicre Kkiiltiiriniin kullanim alanlarini; kanser arastirmalari, sitogenetik,
biyokimyasal, molekiiler biyolojik caligmalarda, ¢esitli hastaliklarin tan1 ve
arastirilmasinda, doku ve deri miihendisliginde, as1 iiretimi, kok hiicre
caligmalarinda, tiip bebek ve kisirlik tedavilerinde, farmasdtik proteinlerin
tiretiminde, hormon iiretiminde, bitki ve hayvan 1slah1 ve gelistirilmesi ¢calismalari
olusturmaktadir (127; 128).

Son yillarda hayvan haklar1 savunucularinin kamuoyunda olusturduklari
baski nedeniyle hayvan haklarina gegmise nazaran daha ¢ok 6nem verildigi
diisiiniiltirse hiicre kiiltiirii ¢alismalar1 birgok hayvan ¢alismasini gereksiz kilacak

bir arastirma tiiridiir. Hayvan haklar1 savunuculari, hayvan deneylerinin
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bircogunun gereksiz yapildigr yoniindeki diisiincelerini, bu deneylerden ¢ikan
sonuclarin giivenilemeyecek kadar degisken olmasina ya da hayvanlarin act
cektirilerek oOldiiriilmelerine degmeyecek kadar O6nemsiz olduklar1 savlarina

dayandirmaktadirlar (127).

2.14.1 Bashca Hiicre Kiiltiir Tipleri

2.14.1.1 Primer Klturler

Primer hiicre kiiltiirleri, orijinal dokudan yeni ayrilan ve ilk olarak kiiltiir
sartlarinda bulunan hiicreleri igerir. Bu hiicreler, genotipik ve fenotipik yonden
orijinal doku hiicresi ile ayn1 6zellikleleri igerir ve dokunun fizyolojik durumunun
ifadesidir. Normal hayvan dokusundan dogrudan elde edilir ve ayr1 bir ortamda ek
hiicre slispansiyonunda ayrisana kadar enzimatik sindirime tabi tutulurlar. Bu tip
kllturler heterojendir ve fibroblastlar tarafindan etkinlestirilirler. Bu kiiltiirlerin
olusturulmas1 emek gerektirir ve kisith zaman iginde sadece in vitro kosullarda
saklanabilirler. Bu elde edilen hiicreler, in vivo ortamdaki hiicrelerden farkli
karakteristikler gostermektedir. Primer hiicre kiiltiirleri, iiretim asamasindaki
zorluklar, hassas hiicreler olmalar1 nedeniyle ¢alisma esnasinda ortaya ¢ikabilecek
problemler ve bunlarin kontroliiniin son derece gii¢ olmasina karsin, orijinal
fizyolojik durumun ifadesi olmalar1 nedeniyle pek ¢ok calismada Ornek sistem

olusturmaktadirlar (129).

2.14.1.2 Surekli Kultdrler

Stirekli kiiltiirler, hedef kiiltiire seri olarak doniistiiriilen ya da kisith
bolinme sayisina izin verilen, tek hiicre tipinden olugsmaktadir. Kisithi émurli
hiicre topluluklar1 diploiddir ve kismen farklilasmay1 da barindirabilirler. Gergekte
bu tip hiicre topluluklari, 30 ya da daha fazla boliinme tekrar1 sonrasinda da, farkl
ve uzun siire saklanma yontemlerini igeren bir sistem ile saklanmalidir (130).

Siirekli hiicre topluluklari, spontan gelisim ile ¢ogalabilirler ve kontamine

hiicre olusturma olasiliklar1 da vardir. Degistirilmis  hiicreler sinirsiz
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boliinebilirlige sahiptirler, ancak bunun yaninda in vivo karakteristiklerinin ¢ok

azin1 gostermektedirler (130).

2.15. Sitotoksisite

Piyasaya siiriilen ilaglarin %90’inin satistan geri ¢ekilmesinin ve
gelistirilen ilaglarin 3’te birinin klinik faz denemelerde basarisizliga ugramasinin
altinda yatan neden toksisitedir. Onerilen ¢oziimlerden birisi klinik denemelere
geemeden Once ilaglarin toksik olmadiginin kesinlestirilmesidir. Hiicre hatti
kullanilarak yapilan in vitro sitotoksisite ¢aligmalari, test maddelerinin sitotoksik
etkilerinin en iyi tanimlanmasina paralel olacak sekilde yapilmaktadir (131).

Kanser tedavisinde yeni ajanlarin gelistirilmesinde kullanilan yontemler
bazen zaman ve malzeme sarfindan daha ileriye gitmemistir. Literatiir taramasiyla
hiicre hatlarinda daha once denenmemis ajanlarin in vitro olarak denenmeye
baslanmasi klinik denemelere gecildiginde basarisiz sonuglar alinmasina neden
olmustur. Tiimor biyolojisi ve molekiiler mekanizmalarin anlasilmasiyla birlikte
baz 6lgiitler g6z Oniine alinmaya baglanmigtir (132).

Hiicre hatlar1 kullanilarak yapilan sitotoksisite caligmalarinda ilag
bilesenlerinin hiicre igerisine ne kadarinin hangi kosullarda alinacaginin ve de
hiicresel ¢evrede nasil hareket edeceklerinin taramasi yapilabilmektedir. Boylece
bilesenin hedef proteine baglanmasini tetikleyen ya da engelleyen mekanizmalar
gozlemlenebilmekte ve buna alternatif segeneklerle caligmaya yon
verilebilmektedir. Yiiksek duyarlilik gosterilen sitotoksik bir ajanin neden
olabilecegi maksimum ve minimum zararlar bu c¢aligmalar sayesinde
tanimlanabilmektedir (133).

Sitotoksisite taramalar1 farkl tiirlere ait hiicreler iizerinde ya da aym tiire
ait farkli hiicre hatlar1 kullanilarak uygulanabilmektedir. Boylece temel hedefe
kadar birgok sonu¢ in vitro olarak toksisite bakimindan Kkarsilastirilarak
incelenmis olmaktadir (131). Hiicre canlilig1 ve proliferasyonunun saptanmasinda
kullanilmak iizere gelistirilmis birka¢ yontem vardir. Bu yontemlerin uygulanmasi
esnasinda kullanilmak tizere tasarlanmis 96 kuyucuklu plakalar bir¢ok 6rnegin

ayni anda ve hizlica analizleri agisindan ¢ok kullaniglidir. ELISA plate okuyucu ya
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da mikrotiterplate kullanilarak Orneklerin kolorimetrik ya da 1sima tayinleri
yapilabilmektedir. Sitotoksisitenin belirlenmesi, hiicre 6liimii ya da proliferasyonu

gibi farkli parametrelerde 6l¢iim yapilarak saptanabilmektedir (134).

2.16. Apopitoz

Apopitoz terimi ilk olarak 1972 de J.F.K.Kerr tarafindan nekrozdan farkl
olarak gerceklesen diger bir 6lim sekli i¢in tanimlanmistir ve hiicre Oliimiini
ifade eder (135; 136). Teorik olarak apopitoz, hiicrenin disaridan ¢esitli travmalara
maruz kalmasiyla ya da genetik faktorlerle aktive edilen ve hiicrenin kendisi
tarafindan programlanmig bir mekanizma yoluyla hiicre 6liimiinii kontrol eden
aktif bir islem olup, hiicrenin intihar1 olarak tanimlanabilir. Béylece hormonal
olarak aktif ¢esitli maddeler, iyonize radyasyon ve KT'yi iceren travmatik ajanlar
yoluyla gerceklesen hiicresel lezyonlarin ya da genetik faktorlerle aktive edilen
hiicresel intihar programinin apopitoza neden oldugu sdylenebilir (136).

Apopitoz sinyali alan bir hiicrenin kromatini ve sitoplazmasi
yogunlagsmaya baglar, hiicrenin boyutlar1 kii¢iilmeye baslar. Bir siire sonra hiicre
apopitotik cisimcik olarak adlandirilan daha kiigiik pargalara boliiniir. Apopitotik
cisimcikler; yiizeylerinde yeni sinyal verici yapilar ortaya ¢ikarir ve bu sinyalin
uyarisi ile yakinlarindaki hiicre tarafindan, ki genelde bunlar histiyositlerdir,
fagosite edilerek ortadan kaldirilir (135).

2.17. Flowsitometri

Flowsitometri (FCM), kantitatif bir apopitoz belirleme yontemidir. ik kez
1960 yilinda patolog Herbert Derman ve bilgisayar uzmani olan John Hoffer
tarafindan sitoflorografi cihazi olarak tasarlandi ve Caspersson ve ark."nin
esaslarii belirledigi hiicre niikleusunun floresan boyanma 6zellikleri géz Gnune
alinarak gelistirildi (137). Kamenstsky 1963 yilinda sistemi modifiye ederek,
hareketsiz hucrelerin analizi yerine hareketli ortamda hiicre analizi yapabilmeyi
saglayarak FCM'yi kesfetmis oldu (138; 139). FCM lam Uzerindeki hicrelerin

optik Ozelliklerini tarayan sitofotometri ve imaj sitometrinin tersine, ¢ok hizli ve
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birden fazla degiskenin analizini yapma olanag1 vermesi avantajlarindandir. Bu
nedenle FCM ile yaklasik 100 kat kadar fazla sayida hiicrenin incelenmesi de
saglanmis olur. Temel olarak FCM floresansi Slgiip kaydetme esasina dayanir.
Uygun bir florokomla boyanmis ve eksitasyon kaynagina dogru hareket eden
hiicrelerin floresans dereceleri Olciiliir ve elektronik uyarima doniistiiriliir.
Eksitasyon kaynagi genellikle 450-514 nm dalga boyunda monokrom 151k veren
Xenon-civa ya da argon laserdir. Bu 151k hiicresel elemanlarin floresan boyalarini
maksimum emilimini saglar. Inceleme genelde saniyede 100-200 hiicre hiziyla
yapilir. Floresan Slgiimler bilgisayarin belleginde saklanir. Floresans ile birlikte

hiicre biiyiikliigii de 6l¢iilebilir (140; 141).
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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 100ml (Dateks), L-Glutamine (200 mM) 100 ml
(Interlab), Penisilin-streptomisin karistm 100 ml (Dateks), Tripsin-EDTA karisimi
100ml (Interlab), DMSO 50 ml (Dateks), ATRA (Sigma) , MTX (Sigma), Act-D
(Sigma).

3.2. Kullanilan Sarf Malzemeler

24 kuyucuklu hiicre kiilttir plagi 20 adet (TC-Plate 24 well sterile with lid
ind. Packed) (Interlab), 12 kuyucuklu hiicre kiiltiir plagi 20 adet (TC-Plate 12 well
sterile with Lid Ind. Packed) (Interlab), Apopitoz kiti (200 test) (Beckman
Coulter). DXI 600 cihazinda (Beckman Coulter, CA, USA), Flowsitometri
(Beckman Coulter FC 500).

25 cm?lik ve 75 cm®lik flasklar, 12 w3 24 kuyucuklu plaklar, steril
polipropilen santrifiij tiipleri (15 ve 50 ml hacimlerinde), steril tek kullanimlik
filtreler (0,2 mikron ¢apinda), Thoma lami1, ependorf tip.
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Sekil 4. JAR ve JEG-3 hiicre kulturlerini iceren flasklar ve hiicre kiiltiir plaklar:

\|

Sekil 6. Flowsitometri
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WITER

3.3. Kullanilan Aletler

Sogutmali santrifiij (Juan marka), Derin dondurucu (Juan marka -86), buzdolab,
manyetik karistiric, CO? inkibatorii (Nive EC 160), Steril kabin (Nive),

otomatik pipetler, inverted Mikroskop (Leica).

Sekil 7. Niive CO? inkuibatorii
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3.4. JAR ve JEG-3 Hucre Kilturleri

JAR ve JEG-3 hicreleri Giniversitemizin Bilimsel Aragtirma 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 igeren 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 tabanini
doldurmasindan sonra, tripsin EDTA solusyonu ile hiicreler kaldirilmis ve yikama
santrifiij islemlerinden gegirilmistir. Yikamalarda RPMI 1640 kullanilmis,
santriflij islemi 16 cm rotor ¢apinda agilir rotor kullanilarak +4C’de 2400 rpm
(rapid per minute)’de gerceklestirilmistir. Hiicreler Neubauer laminda sayilip,
kuyucuk basma 1x10° hiicre disecek sekilde 12 ve 24 kuyucuklu plaklara
aktarilmigtir. 2 giin inkiibasyondan sonra besi ortami tazelenerek ila¢ dozlari

hiicrelerin lizerine eklenmistir.
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Sekil 8. JAR hiicre kiiltiri mikroskopik gérinimu

Sekil 9. JEG-3 huicre kultirt mikroskopik goriinimu

3.5. Test Maddelerinin Dozlarinin Hazirlanmasi

3.5.1. ATRA dozunun hazirlanmasi

ATRA (Sigma) Dimetil sulfoksit (DMSO) igerisinde ¢ozulerek 0.1, 1 ve
10 uM’lik dozlar halinde hazirlanmistir. En yiiksek konsantrasyonda DMSO orani
%1’den ¢ok daha az olacak sekilde RPMI 1640 ile diliisyon yapilmistir.
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3.5.2. MTX dozunun hazirlanmasi
MTX (Sigma) DMSO icerisinde ¢ozilerek 2, 4 ve 8 uM’lik dozlar halinde

hazirlanmistir. En yiiksek konsantrasyonda DMSO orani %]1°den ¢ok daha az
olacak sekilde RPMI 1640 ile diliisyon yapilmustir.

3.5.3. Act-D dozunun hazirlanmasi
Act-D (Sigma) DMSO icerisinde ¢ozilerek 0.05, 0.1 ve 0.2 uM’lik dozlar

halinde hazirlanmistir. En yiksek 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.
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3.6.2. Kemoterapotiklerin testler i¢in hazirlanmasi ve p-HCG 6lcimd

MTX belirlenen dozlar1 hazirlanmistir, ¢6zicti olarak DMSO
kullanilmistir. DMSO oran1 %1°1 gegmeyecek sekilde ve son konsantrasyonlari; 2
uM, 4 uM, 8 uM, olmasi saglanarak hazirlanmistir.

ATRA ig¢in ¢oziicii olarak DMSO kullanilmistir. ATRA’nin belirlenen
dozlar1 hazirlanmisti. DMSO oram1  %]1’1  gegmeyecek sekilde final
konsantrasyonlarinin; 0.1 uM, 1 uM ve 10 uM olmas1 saglanmistir.

Act-D igin belirlenen dozlar hazirlanmigtir. Coziicii madde olarak DMSO
kullanilmisti. DMSO oram1 %1°1 ge¢meyecek sekilde final konsantrasyonlari;
0.05, 0.1 ve 0.2 uM olmasi saglanarak hazirlanmistir.

ATRA ve MTX kombinasyonunda; ATRA’nin 0.1 uM, 1 uM ve 10 uM
dozlari ile MTX’in 2, 4 ve 8 uM’lik dozu kullanilmistir. Maddeler hiicrelere ayni
anda verilmistir.

ATRA ve Act-D kombinasyonunda; ATRA’'nin 0.1 uM, 1 uM ve 10 uM
dozlar1 ile Act-D’nin 0.05, 0.1 ve 0.2 puM dozlart kullanilmistir. Maddeler
hiicrelere ayn1 anda verilmistir.

ATRA ve MTX ve Act-D kombinasyonunda ATRA’nin 0.1 uM, 1 uM ve
10 uM; MTX’in 2 uM’lik dozu ve Act-D’nin 0.05 uM, 0.1 ve 0.2 pM’lik dozlari
kombine edilmistir. Maddeler hiicrelere ayn1 anda verilmistir. Ilag uygulamasim
izleyen 72. saatte hicreler tripsin-EDTA soliisyonu ile kaldirilip, apopitoz
caligmasina alinmistir. Sadece bir set i¢in tripsin Oncesi slipernatan toplanip, -
hCG o6lciimii igin derin dondurucuda saklanmistir. immiinoenzimatik yontemle
Total B-HCG diizeyleri DXI 600 cihazinda (Beckman Coulter, CA, USA)

calisiimastir.

3.6.3. Annexin V yontemi ile apopitoz tespiti ve istatistiksel analiz

Fosfatidilserin (PS) plazma membraninin i¢ kismina asimetrik olarak
yayillmis halde bulunmaktadir. Normal hiicrelerde hiicre zarinin sitoplazmik
yuzunde membran lipitlerinden biri olan PS bulunmaktadir. Eger hiicre apopitoza
giderse normalde i¢ kisimda yerlesmis olan PS molekiilleri hiicre zarinin dig
yuzune transloke olurlar. Bu yer degistirme hiicre membran biitiinliigliniin
bozulmadig1 apopitotik hicre 6liminin erken donemlerinde meydana gelir.
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Apopitoz indiiksiyonunu takiben PS’nin agiga ¢ikisi, Ca** bagimli olarak PS’ye
yiikksek bir affiniteyle baglanan bir protein olan rekombinant Aneksin V
kullanilarak kolaylikla belirlenebilir (142).

Aneksin V, hiicrenin dis yiizeyine transloke olan PS’ye baglanabilen bir
protein oldugu ig¢in, floresan bir madde (6rn. FITC) ile isaretlenerck apopitotik
hicre gorinlr hale getirilebilir (143). FITC-Aneksin-V komplesinin hiicre
yiizeyindeki fosfatidilserine baglanma orani flow sitometri ile Slgiilebilmektedir.
Nekrotik hucrelerin yuzeylerinde de Aneksin-V baglanmasi goriilebildigi igin
ikinci boya olarak propidium iyodir eklenmektedir. Aneksin V-FITC (yesil
floresan) ve non-vital boya olan propidium iyodiir (kirmizi floresan) ile ayni
zamanda boyanan hiicreler, canli hiicreler (FITCPI-), erken apopitotik hicreler
(FITC+PI-) ve gec apopitotik veya nekrotik hicrelerin (FITC+PI+) birbirinden
ayirt edilmesine izin verir (144).

Hiicrelerin, deney setlerinde her test maddesi dozu igin ekildigi deneyler,
birbirinden bagimsiz olarak 4 kez tekrarlanmistir. Apopitoz sonuglarinin
istatistiksel degerlendirmesinde SPSS 19.0 (Statistical Package for the Social
Sciences) paket programi ve Minitab 17 istatistik programi kullanildi. Sirekli
degiskenlere ait tanimlayic1 istatistiksel z degerleriyle verildi, grup igi
karsilastirmalarda Wilcoxon testi kullanildi. Calismadaki tiim istatistiksel

analizlerde p degeri 0.05'in altindaki karsilagtirmalar istatistiksel olarak anlamli

kabul edildi.

4. BULGULAR
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4.1. ATRA’nmin JEG-3 hiicre hatti iizerine apopitotik etkileri

Sekil 10. ATRA’nin JEG-3 hiicreleri iizerindeki etkisinin Annexin testi ile degerlendirilmesi
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Tablo 4. ATRA’nin JEG-3 hiicreleri iizerindeki etkisinin Annexin testi ile degerlendirilmesi,

Anlamhilik degeri p<0,05
ATRA 10
ATRAO0.1 ATRA1
JEG-3 Kontrol ATRAO0.1 ATRA1
Z -1,992 (a) -2,226 (a) -2,201 (a)
Asymp. Sig. (2-tailed) ,046 ,026 ,028
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Sekil 11. ATRA’min JEG-3 hiicre hattinda B-hCG diizeylerine olan etkisi

Tablo 5. ATRA’nin JEG-3 hiicre hattinda §-hCG duizeylerine olan etkisi

B-hCG
JEG-3 Kontrol 1811
JEG-3 ATRA 0.1 ukM 810
JEG-3 ATRA 1 uM 671
JEG-3 ATRA 10 uM 411

24 saat muamele sonunda ATRA’nin 0.1 uM’lik doz uygulamasi sonucu
JEG-3 hucrelerindeki apopitoz oran1 %15°tir. 1 uM’lik muamele sonucu hiicre
canliligi %19, 10 uM’lik muamelesi sonucu ise %30’dur. Istatistiksel olarak
apopitoz oranlarindaki artiglar anlamlidir. B-hCG diizeylerinde de ATRA'nin dozu

ile orantil1 bir diisiis izlenmektedir.
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4.2. ATRA’nin JAR hiicre hatt1 iizerine apopitotik etkileri
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Sekil 12. ATRA’min JAR hiicreleri iizerindeki etkisinin Annexin testi ile degerlendirilmesi
Tablo 6. ATRA’nin JAR hiicreleri iizerindeki etkisinin Annexin testi ile degerlendirilmesi,

Anlamhlik degeri p<0,05

ATRA 10
ATRAO.1 ATRA1
JAR Kontrol ATRAO0.1 ATRA1
z -2,201 (a) -2,201 (a) -2,201 (a)
Asymp. Sig. (2-tailed) ,028 ,028 ,028
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Sekil 13. ATRA’nin JAR hiicre hattinda g-hCG duizeylerine olan etkisi

Tablo 7. ATRA’nin JAR hiicre hattinda B-hCG dizeylerine olan etkisi

B-hCG
JAR Kontrol 1217
JAR ATRA 0.1 pM 450
JAR ATRA 1 uM 225
JAR ATRA 10 uyM 136

24 saat muamele sonunda ATRA’nin 0.1 uM’lik doz uygulamasi sonucu
JAR hicrelerindeki apopitoz oran1 %14’tiir. 1 uM’lik muamele sonucu hiicre
canlihgi %17, 10 uM’lik muamelesi sonucu ise %24’tiir. Istatistiksel olarak
apopitoz oranlarindaki artiglar anlamlidir. B-hCG diizeylerinde de ATRA'nin dozu

ile orantil1 bir diisiis izlenmektedir.
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4.3. Act-D’nin JEG-3 hiicre hatti iizerine apopitotik etkileri
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Sekil 14. Act-D’nin JEG-3 hiicreleri Gzerindeki etkisinin Annexin testi ile degerlendirilmesi

Tablo 8. Act-D’nin JEG-3 hiicreleri iizerindeki etkisinin Annexin testi ile degerlendirilmesi,
Anlamhlik degeri p<0,05

Act-D 0.05 Act-D 0.1 Act-D 0.2
JEG-3 Kontrol Act-D 0.05 Act-D 0.1
Z -2,201 (a) -2,201 (a) -2,201 (a)
Asymp. Sig. (2-tailed) ,028 ,028 ,028
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Sekil 15. Act-D’nin JEG-3 hiicre hattinda -hCG dizeylerine olan etkisi

Tablo 9. Act-D’nin JEG-3 hiicre hattinda B-hCG duzeylerine olan etkisi

B-hCG
JEG-3 Kontrol 1811
JEG-3 Act-D 0.05 uM 421
JEG-3 Act-D 0.1 uyM 322
JEG-3 Act-D 0.2 uM 300

24 saat muamele sonunda Act-D’nin 0.05 uM’lik doz uygulamasi sonucu
JEG-3 hdcrelerindeki apopitoz oran1 %17°dir. 0.1 uM’lik muamele sonucu
apopitoz oranm %23, 0.2 uM’lik muamelesi sonucu ise %36°d1r. Istatistiksel olarak
apopitoz oranlarindaki artiglar anlamlidir. B-hCG diizeylerinde de Act-D'nin dozu

ile orantil1 bir diisiis izlenmektedir.
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4.4. Act-D’nin JAR hiicre hatti iizerine apopitotik etkileri
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Sekil 16. Act-D’nin JAR hiicreleri iizerindeki etkisinin Annexin testi ile degerlendirilmesi

Tablo 10. Act-D’nin JAR hiicreleri iizerindeki etKkisinin Annexin testi ile degerlendirilmesi,
Anlamhlik degeri p<0,05

Act-D 0.05 Act-D 0.1 Act-D 0.2
JAR Kontrol Act-D 0.05 Act-D 0.1
z -,105 (a) -2,207 (a) -2,207 (a)
Asymp. Sig. (2-tailed) ,917 ,027 ,027
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Sekil 17. Act-D’nin JAR hiicre hattinda p-hCG diizeylerine olan etkisi

Tablo 11. Act-D’nin JAR hiicre hattinda p-hCG duzeylerine olan etkisi

B-hCG
JAR Kontrol 1217
JAR Act-D 0.05 uM 225
JAR Act-D 0.1 uM 152
JAR Act-D 0.2 uyM 106

24 saat muamele sonunda Act-D’nin 0.05 uM’lik doz uygulamasi sonucu
JAR hicrelerindeki apopitoz orani %12°dir. 0.1 uM’lik muamele sonucu apopitoz
oran1 %15, 0.2 pM’lik muamelesi sonucu ise %24 tiir. Istatistiksel olarak apopitoz
oranlarindaki artiglar 0.1 ve 0.2 uM’lik dozlarda anlamhidir. B-hCG diizeylerinde

de Act-D'nin dozu ile orantili bir diisiis izlenmektedir.
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4.4. MTX’n JEG-3 hiicre hatt1 iizerine apopitotik etkileri
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Sekil 18. MTX’1n JEG-3 hiicreleri tizerindeki etkisinin Annexin testi ile degerlendirilmesi

Tablo 12. MTX’1n JEG-3 hiicreleri iizerindeki etkisinin Annexin testi ile degerlendirilmesi,
Anlamhlik degeri p<0,05

MTX 2 MTX 4 MTX 8
JEG-3 Kontrol MTX 2 MTX 4
4 -2,201(a) -2,201(a) -2,201(a)
Asymp. Sig. (2-tailed) ,028 ,028 ,028
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Sekil 19. MTX’in JEG-3 hiicre hattinda -hCG dizeylerine olan etkisi
Tablo 13. MTX’in JEG-3 hiicre hattinda B-hCG duzeylerine olan etkisi
B-hCG
JEG-3 Kontrol 1811
JEG-3 MTX 2 uM 285
JEG-3 MTX 4 uM 214
JEG-3 MTX 8 uM 203

24 saat muamele sonunda MTX’ 1n 2 uM’lik doz uygulamasi sonucu JEG-
3 hucrelerindeki apopitoz oran1 %40’tir. 4 uM’lik muamele sonucu apopitoz orani
%48, 8 uM’lik muamelesi sonucu ise %353’tiir. Istatistiksel olarak apopitoz
oranlarindaki artiglar anlamhidir. B-hCG diizeylerinde de MTX'mm dozu ile orantili

bir diisiis izlenmektedir.
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4.5. MTX’in JAR hiicre hatt1 iizerine apopitotik etkileri
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Sekil 20. MTX’1n JAR hiicreleri iizerindeki etkisinin Annexin testi ile degerlendirilmesi

Tablo 14. MTX’in JAR hiicreleri iizerindeki etkisinin Annexin testi ile degerlendirilmesi,

Anlamhlik degeri p<0,05

MTX 2 MTX 4 MTX 8
JAR Kontrol MTX 2 MTX 4
Z 2207 (3) 2,201 (a) 1,992 (a)
Asymp. Sig. (2- 027 028 046
tailed)
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Sekil 21. MTX’in JAR hiicre hattinda -hCG dizeylerine olan etkisi

Tablo 15. MTX’in JAR hiicre hattinda B-hCG duzeylerine olan etkisi

B-hCG
JAR Kontrol 1217
JARMTX 2 uM 360
JAR MTX 4 uM 275
JAR MTX 8 uM 197

24 saat muamele sonunda MTX i 2 uM’lik doz uygulamasi sonucu JAR
hlcrelerindeki apopitoz oran1 %40’tir. 4 uM’lik muamele sonucu apopitoz orani
%45, 8 pM’lik muamelesi sonucu ise %49’dur. Istatistiksel olarak apopitoz
oranlarindaki artiglar anlamhidir. B-hCG diizeylerinde de MTX'mm dozu ile orantili

bir diislis izlenmektedir.
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4.6. Act-D 0.05 pnM’lik dozu ile ATRA'nin kombinasyonlarinin JEG-3 hiicre

hatt1 lizerine apopitotik etkileri
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Sekil 22. Act-D ile ATRA'min JEG-3 hucreleri Uzerindeki etkisinin Annexin testi ile

degerlendirilmesi

Tablo 16. Act-D ile ATRA'min JEG-3 hicreleri Uzerindeki etkisinin Annexin testi ile

degerlendirilmesi, Anlamhilik degeri p<0,05

Act-D 0.05+ATRAO0.1

Act-D 0.05+ATRA 1
Act-D 0.05+ATRA0.1

Act-D 0.05+ATRA 10
Act-D 0.05+ATRA 1

JEG-3 Act-D 0.05
z 11,378 (a) -2,207 (b) -2,201 (b)
Asymp. Sig. (2- 168 027 028
tailed)
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Sekil 23. Act-D 0.05 pM’lik dozu ile ATRA'min JEG-3 hiicre hattinda B-hCG diizeylerine
olan etkisi

Tablo 17. Act-D 0.05 pM’lik dozu ile ATRA'nin JEG-3 hiicre hattinda B-hCG dizeylerine
olan etkisi

B-hCG
JEG-3 Kontrol 1811
JEG-3 Act-D 0.05 uM + ATRA 0.1 uM 156
JEG-3 Act-D 0.05 uM + ATRA 1 pM 123
JEG-3 Act-D 0.05 uM + ATRA 10 uM 110

24 saat muamele sonunda Act-D’nin 0.05 pM’lik dozu ile ATRA'nin 0.1
uM’lik doz uygulamas: sonucu JEG-3 hiicrelerindeki apopitoz orani %17’dir. Act-
D’nin 0.05 uM’lik dozu ile ATRA'nin 1 uM’lik doz uygulamasi sonucu JEG-3
hlcrelerindeki apopitoz orani %21°dir, Act-D’nin 0.05 uM’lik dozu ile ATRA'nin
10 uM’lik doz uygulamasi sonucu JEG-3 hicrelerindeki apopitoz oran1 %27’ dir.
Istatistiksel olarak apopitoz oranlarndaki artislar Act-D'nin 0.05 uM’lik dozu ile
ATRA'nmn 1 puM’lik dozunda ve Act-D'nin 0.05 uM’lik dozu ile ATRA'nin 10
uM’lik dozlarinda anlamhdir. B-hCG diizeylerinde ATRA'min eklenmesiyle

beraber diisiis izlenmistir ancak bu diislis doz artisindan bagimsizdir.
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4.7. Act-D 0.05 nM’lik dozu ile ATRA'nin kombinasyonlarinin JAR hiicre
hatt1 lizerine apopitotik etkileri
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Sekil 24. Act-D 0.05 pM’lik dozu ile ATRA'min JAR hicreleri Gizerindeki etkisinin Annexin
testi ile degerlendirilmesi

Tablo 18. Act-D 0.05 pM’lik dozu ile ATRA'nin JAR hiicreleri iizerindeki etkisinin Annexin
testi ile degerlendirilmesi, Anlamhilik degeri p<0,05

Act-D 0.05+ATRAO0.1

Act-D 0.05+ATRA 1 Act-D 0.05+ATRA 10
Act-D 0.05+ATRA0.1 Act-D 0.05+ATRA1

JAR Act-D 0.05
Z 1572 ) 2,207 @) 2,207 (3)
Asymp. Sig. (2- 116 027 027
tailed)
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Sekil 25. Act-D 0.05 pM’lik dozu ile, ATRA'nin JAR hiicre hattinda B-hCG diizeylerine olan
etkisi

Tablo 19. Act-D 0.05 pM’lik dozu ile, ATRA'nin JAR hiicre hattinda -hCG duizeylerine olan

etkisi
B-hCG
JAR Kontrol 1217
JAR Act-D 0.05 uM + ATRA 0.1 uM 494
JAR Act-D 0.05 uM + ATRA 1 uM 234
JAR Act-D 0.05 uM + ATRA 10 uM 127

24 saat muamele sonunda Act-D’nin 0.05 pM’lik dozu ile ATRA'nin 0.1
uM’lik doz uygulamasi sonucu JAR hiicrelerindeki apopitoz orani %12’dir. Act-
D’nin 0.05 uM’lik dozu ile ATRA'min 1 uM’lik doz uygulamasi sonucu JAR
hlcrelerindeki apopitoz orani %15°tir, Act-D’nin 0.05 uM’lik dozu ile ATRA'nin
10 uM’lik doz uygulamasi sonucu JAR hucrelerindeki apopitoz oran1 %22’ dir.
Istatistiksel olarak apopitoz oranlarindaki artislar Act-D'nin 0.05 uM’lik dozu ile
ATRA'nin 1 uM’lik dozunda ve Act-D'nin 0.05 uM’lik dozu ile ATRA'nin 10
uM’lik dozlarinda anlamlidir. B-hCG diizeylerinde de ATRA'nin dozu ile orantili

bir diislis izlenmektedir.
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4.8. Act-D 0.1 uM’lik dozu ile ATRA'min kombinasyonlarimin JEG-3 hiicre
hatt1 iizerine apopitotik etkileri
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Sekil 26. Act-D 0.1 pM’lik dozu ile ATRA'min JEG-3 hiicreleri Uzerindeki etkisinin Annexin

testi ile degerlendirilmesi

Tablo 20. Act-D 0.1 pM’lik dozu ile ATRA'min JEG-3 hiicreleri Gizerindeki etkisinin Annexin
testi ile degerlendirilmesi, Anlamhilik degeri p<0,05

Act-D 0.1+ATRAO.L  Act-D 0.1+ATRAL1 | Act-D 0.1+ATRA 10
JEG-3 Act-D 0.1 Act-D 0.1+ATRAO.L | Act-D 0.1+ATRA 1
Z 1,787 @) 2,201 (b) 2,201 (b)
Asymp. Sig. (2- 074 028 028
tailed)
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Sekil 27. Act-D 0.1 pM’lik dozu ile ATRA'nin JEG-3 hiicre hattinda B-hCG duzeylerine olan
etkisi

Tablo 21. Act-D 0.1 pM’lik dozu ile ATRA'min JEG-3 hiicre hattinda -hCG duzeylerine olan

etkisi
B-hCG
JEG-3 Kontrol 1811
JEG-3 Act-D 0.1 uM + ATRA 0.1 uM 678
JEG-3 Act-D 0.1 uM + ATRA 1 uM 389
JEG-3 Act-D 0.1 uM + ATRA 10 uM 211

24 saat muamele sonunda Act-D’nin 0.1 pM’lik dozu ile ATRA'"nmn 0.1
uM’lik doz uygulamasi sonucu JEG-3 hiicrelerindeki apopitoz oran1 %18’dir. Act-
D’nin 0.1 pM’lik dozu ile ATRAmmn 1 uM’lik doz uygulamas: sonucu JEG-3
hicrelerindeki apopitoz oran1 %30’dur, Act-D’nin 0.1 puM’lik dozu ile ATRA'nin
10 uM’lik doz uygulamasi sonucu JEG-3 hiicrelerindeki apopitoz orani %47’ dir.
Istatistiksel olarak apopitoz oranlarindaki artislar Act-D'nin 0.1 uM’lik dozu ile
ATRA'nm 1 pM’lik dozunda ve Act-D'nin 0.1 uM’lik dozu ile ATRAmmn 10
uM’lik dozlarinda anlamlidir. B-hCG diizeylerinde de ATRA'nin dozu ile orantili

bir diisiis izlenmektedir.
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4.8. Act-D 0.1 pM’lik dozu ile ATRA'min kombinasyonlarinin JAR hiicre
hatti iizerine apopitotik etkileri
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Sekil 28. Act-D 0.1 pM’lik dozu ile ATRA'nin JAR hiicreleri iizerindeki etkisinin Annexin
testi ile degerlendirilmesi

Tablo 22. Act-D 0.1 pM’lik dozu ile ATRA'nin JAR hiicreleri iizerindeki etkisinin Annexin
testi ile degerlendirilmesi, Anlamhilik degeri p<0,05

Act-D 0.1+ATRAO0.1 Act-D 0.1+ATRA 1 Act-D 0.1+ATRA 10
JAR Act-D 0.1 Act-D 0.1+ATRAO0.1 Act-D 0.1+ATRA 1
z -2,207(a) -1,367(a) -2,201(a)
Asymp. Sig.
(2-tailed) 027 172 028
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Sekil 29. Act-D 0.1 pM’lik dozu ile ATRA'nin JAR hiicre hattinda B-hCG duzeylerine olan
etkisi

Tablo 23. Act-D 0.1 pM’lik dozu ile ATRA'min JAR hiicre hattinda B-hCG diizeylerine olan

etkisi
B-hCG
JAR Kontrol 1217
JAR Act-D 0.1 uM + ATRA 0.1 uM 700
JAR Act-D 0.1 uM + ATRA 1 uM 463
JAR Act-D 0.1 uM + ATRA 10 uM 350

24 saat muamele sonunda Act-D’nin 0.1 uM’lik dozu ile ATRA'nn 0.1
uM’lik doz uygulamast sonucu JAR hiicrelerindeki apopitoz orani %14 tiir. Act-
D’nin 0.1 pM’lik dozu ile ATRA'nin 1 puM’lik doz uygulamasi sonucu JAR
hlcrelerindeki apopitoz orani %17’dir, Act-D’nin 0.1uM’lik dozu ile ATRA'nin
10 uM’lik doz uygulamasi sonucu JAR hiicrelerindeki apopitoz orani %19’dur.
Istatistiksel olarak apopitoz oranlarindaki artislar Act-D 'nin 0.1 uM’lik dozu ile
ATRA'nin 0.1 uM’lik dozunda ve Act-D 'min 0.1 pM’lik dozu ile ATRA'"in 10
uM’lik dozlarinda anlamlidir. B-hCG diizeylerinde de ATRA'nin dozu ile orantili

bir diislis izlenmektedir.
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4.9. MTX 4 pM’lik dozu ile ATRA'min kombinasyonlarinin JEG-3 hiicre hatti
Uzerine apopitotik etkileri

70

60

50

20

10

JEGkontrol

JEGMTX_4 JEGMTX4+ATRAO.1 JEGMTX4+ATRA1 JEGMTX4+ATRA1O

Sekil 30. MTX 4 pM’lik dozu ile ATRA'min JEG-3 hiicreleri Gizerindeki etkisinin Annexin

testi ile degerlendirilmesi

Tablo 24. MTX 4 nM’lik dozu ile ATRA'min JEG-3 hiicreleri Uzerindeki etkisinin Annexin
testi ile degerlendirilmesi, Anlamhilik degeri p<0,05

MTX 4+ATRA 0.1 MTX 4+ATRA 1 MTX 4+ATRA 10
JEG-3 MTX 4 MTX 4+ATRA0.1 MTX 4+ATRA 1
z -1,572 (a) -1,992 (a) -,314 (b)
Asymp. Sig. (2-tailed) ,116 ,046 ,753
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Sekil 31. MTX 4 pM’lik dozu ile ATRA'min JEG-3 hiicreleri Gizerindeki etkisinin g-hCG
degerlerine etkisi

Tablo 25. MTX 4 pM’lik dozu ile ATRA'min JEG-3 hucreleri tzerindeki etkisinin B-hCG
degerlerine etkisi

B-hCG
JEG-3 Kontrol 1811
JEG-3 MTX 4 uM 214
JEG-3MTX 4 uM + ATRA 0.1 uM 512
JEG-3MTX 4 uM + ATRA 1 uM 409
JEG-3MTX 4 uM + ATRA 10 uM 400

24 saat muamele sonunda MTX 4 uM’lik doz uygulamasi sonucu JEG-3
hlcrelerindeki apopitoz oran1 %48’dir. MTX’1n 4 uM’lik dozu ile ATRA'"nin 0.1
uM’lik doz uygulamasi sonucu JEG-3 hucrelerindeki apopitoz orani1 %52’dir,
MTX’m 4 puM’lik dozu ile ATRA'min 1 uM’lik doz uygulamasi sonucu JEG-3
hlcrelerindeki apopitoz oran1 %62’dir, MTX’1in 4 uM’lik dozu ile ATRA'nin 10
uM’lik doz uygulamasi sonucu JEG-3 hiicrelerindeki apopitoz orani %58 dir.
Istatistiksel olarak apopitoz oranlarindaki artislar MTX’mn 4 uM’lik dozu ile
ATRA'nm 0.1 uM’lik dozundan ve MTX’1n 4 uM’lik dozu ile ATRA'nin 1 uM’lik
dozuna geciste anlamlidir. MTX’mn 4 pM’lik dozu ile ATRA'min 10 puM’luk
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dozunun, MTX’1n 4 uM’lik dozu ile ATRA'nin 1 pM’lik dozuna gore istatistiksel

olarak iistiinliigii yoktur. B-hCG diizeylerinde de bu durum gozlenmektedir.

4.10. MTX 4 pnM’lik dozu ile ATRA'nin kombinasyonlarinin JAR hiicre hatti
Uzerine apopitotik etkileri
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Sekil 32. MTX 4 pM’lik dozu ile ATRA'min JAR hiicreleri iizerindeKki etkisinin Annexin testi

ile degerlendirilmesi

Tablo 26. MTX 4 pM’lik dozu ile ATRA'min JAR hiicreleri iizerindeki etkisinin Annexin testi
ile degerlendirilmesi, Anlamlihik degeri p<0,05

Asymp. Sig. (2-tailed)

MTX 4+ATRA0.1 MTX 4+ATRA 1 MTX 4+ATRA 10
JAR MTX 4 MTX 4+ATRA 0.1 MTX 4+ATRA 1
Z -526 (a) -1,572 (b) -2,023 (b)
599 116 043
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Sekil 33. MTX 4 pM’lik dozu ile ATRA'min JAR hiicreleri iizerindeki etkisinin p-hCG
degerlerine etkisi

Tablo 27. MTX 4 pM’lik dozu ile ATRA'min JAR hiicreleri iizerindeki etkisinin B-hCG
degerlerine etkisi

B-hCG
JAR Kontrol 1217
JAR MTX 4 uM 275
JAR MTX 4 uM + ATRA 0.1 uM 250
JAR MTX 4 uM + ATRA 1 uM 230
JAR MTX 4 uM + ATRA 10 uM 200

24 saat muamele sonunda MTX 4 puM’lik doz uygulamasi sonucu JAR
hicrelerindeki apopitoz oran1 %44’tiir. MTX’1in 4 uM’lik dozu ile ATRA'nin 0.1
uM’lik doz uygulamasi sonucu JAR hicrelerindeki apopitoz oran1 %45’dir,
MTX’m 4 uM’lik dozu ile ATRAmm 1 uM’lik doz uygulamasi sonucu JAR
hlcrelerindeki apopitoz oran1 %47’dir, MTX’1in 4 uM’lik dozu ile ATRA'nin 10
uM’lik doz uygulamasi sonucu JAR hiicrelerindeki apopitoz orani %51°dir.
Istatistiksel olarak apopitoz oranlarindaki artislar MTX’mn 4 uM’lik dozu ile
ATRA'nmn 1 pM’lik dozundan ve MTX’1n 4 uM’lik dozu ile ATRA'nin 10 uM’lik
dozuna gegciste anlamhidir. MTX’m 4 pM’lik dozu ile ATRA'nin 1 pM’luk
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dozunun, MTX’in 4 uM’lik dozu ile ATRAmmn 0.1 pM’lik dozuna gore
B-hCG duzeylerinde de bu durum

istatistiksel olarak dstiinliigli yoktur,

g6zlenmektedir.

4.11. MTX 2 uM’lik dozu ile ATRA'nin, Act-D'nin kombinasyonlarinin JEG-
3 hiicre hatti iizerine apopitotik etkileri
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Sekil 34. MTX 2 pM’lik dozu ile ATRA'nin, Act-D 'nin kombinasyonlarimin JEG-3 hicreleri
iizerindeki etkisinin Annexin testi ile degerlendirilmesi

Tablo 28. MTX 2 pM’lik dozu ile ATRA'nin, Act-D 'nin kombinasyonlarinin JEG-3 hiicreleri
iizerindeki etkisinin Annexin testi ile degerlendirilmesi, Anlamhilik degeri p<0,05

Act-D Act-D Act-D
0.05+ATR | 0.1+ATR Act-D 0.1+ATR
MTX Act-D Act-D A A 0.1+ATR A
2+ATRA MTX2 MTX2+ATR @ 0.05+ATRA | 0.05+ATRA 10+MTX 0.1+MTX A 10+MTX
0.1 +ATRA 1 A 10 0.1+MTX 2 1+MTX 2 2 2 1+MTX 2 2
JEG-3 MTX 2 MTX 2 MTX 2 MTX 2 MTX 2 MTX 2 MTX 2 MTX 2 MTX 2
Z 2207(8)  2.201(a)  -2.201(2)  -1753(b) _ -2.201(a) 2.201(a) 2.201(a) 2,201(a) 2.201(a)
Asymp. Sig. 027 028 028 080 028 028 028 028 028
(2-tailed)
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Sekil 35. MTX 2 uM’lik dozu ile ATRA'nin, Act-D 'nin kombinasyonlarimin JEG-3 hiicreleri
Uzerindeki etkisinin p-hCG degerlerine etKkisi

Tablo 29. MTX 2 pM’lik dozu ile ATRA'nin, Act-D 'nin kombinasyonlarinin JEG-3 hiicreleri
Uzerindeki etkisinin B-hCG degerlerine etkisi

B-hCG
JEG-3 Kontrol 1811
JEG-3 MTX 2 uM 285
JEG-3MTX 2 uM + ATRA 0.1 uM 474
JEG-3MTX 2 uM + ATRA 1 uM 582
JEG-3 MTX 2 uM + ATRA 10 uM 899
JEG-3 Act-D 0.05 uM + ATRA 0.1 uM + MTX 2 uM 112
JEG-3 Act-D 0.05 uM + ATRA 1 uM + MTX 2 uM 65
JEG-3 Act-D 0.05 uM + ATRA 10 uM + MTX 2 uM 89
JEG-3 Act-D 0.1 uM + ATRA 0.1 uM + MTX 2 uM 72
JEG-3 Act-D 0.1 uM + ATRA 1 uM + MTX 2 pM 54
JEG-3 Act-D 0.1 uM + ATRA 10 uM + MTX 2 uM 51
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24 saat muamele sonunda MTX 2 uM’lik doz uygulamasi sonucu JEG-3
hlcrelerindeki apopitoz orant %42’dir. MTX’1n 2 uM’lik dozu ile ATRA'"in 0.1
uM’lik doz uygulamasi sonucu JEG-3 hiicrelerindeki apopitoz orami %44’tiir,
MTX’m 2 uM’lik dozu ile ATRA™Mmin 1 uM’lik doz uygulamasi sonucu JEG-3
hlcrelerindeki apopitoz orant %49’dur, MTX’m 2 uM’lik dozu ile ATRA'nin 10
uM’lik doz uygulamasi sonucu JEG-3 hicrelerindeki apopitoz orani %51°dir. B-
hCG diizeylerinde ise ATRA'nin dozu ile orantili bir artis izlenmektedir. Bu bulgu
apopitoz bulgusu ile ters diismektedir. Istatistiksel olarak apopitoz oranlarindaki
artislar MTX’1n 2 uM’lik dozu ile ATRA'nin 0.1 uM’lik dozundan ve MTX’1n 2
uM’lik dozu ile ATRA'nin 1 uM’lik dozuna gegiste anlamlidir. MTX’1n 2 uM’lik
dozu ile ATRA'"nin 10 pM’luk dozunun, MTX’1n 2 uM’lik dozu ile ATRA'nin 1
uM’lik dozuna gore istatistiksel olarak iistiinliigli yoktur.

Act-D 0.05 uM ve MTX 2 uM dozlart ile ATRA'nin 0.1, 1 ve 10 pM'lik
kombinasyonlarinin MTX 2 uM'lik dozu ile karsilastirildiginda ise ACTD 0.05
uM, MTX 2 puM ve ATRA'"min 0.1 pM'lik kombinasyonunun MTX 2 puM'lik
dozuna gore %40'a gore %35'lik apopitoz oranlarina bakildiginda istatistiksel
olarak tistlinligli yoktur. Ancak Act-D 0.05 pM, MTX 2 uM ve ATRAnin 1 uM
ile ATRA 10 puM, Act-D 0.05 uM, MTX 2 uM ve ATRA'nin 0.1 pM'lik
kombinasyonunun MTX 2 uM'lik kombinasyonunun MTX 2 uM'lik dozuna gore
%40'a gore %45 ve %55'lik apopitoz oranlarna bakildiginda istatistiksel olarak
Ustiinligii vardir.

Act-D 0.1 uM ve MTX 2 uM dozlar1 ile ATRA'nin 0.1, 1 ve 10 uM'lik
kombinasyonlarinin MTX 2 uM'lik dozu ile karsilagtirildiginda ise tiim
kombinasyonlarin MTX 2 uM'lik dozuna gore %40'a gore %54, %57 ve %68'lik
apopitoz oranlarina bakildiginda istatistiksel olarak tistiinliigii vardir. Ayrica Act-D
0.1 M, MTX 2 uM ve ATRA'nin 10 puM'lik kombine dozlarimin MTX 2 uM ile
Act-D 'min 0.05 uM ve 0.01 uM'lik dozlar ile yapilan diger kombinasyonlarina
gore de %44, %49 ve % 5l1'e gore %68'lik apopitoz oranlarina bakildiginda
istatistiksel olarak iistiinliigi vardir. B-hCG diizeylerinde de ATRA'nin dozu ile
orantil1 bir diisiis izlenmektedir. Act-D 0.1, ATRA 10 ve MTX 2 uM'lik dozun en

etkili doz oldugunu gostermektedir.
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4.12. MTX 2 pM’lik dozu ile ATRA'nin, Act-D'nin kombinasyonlarinin JAR
hiicre hatt1 iizerine apopitotik etkileri
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Sekil 36. MTX 2 pM’lik dozu ile ATRA'nin, Act-D'nin kombinasyonlarmin JAR hiicreleri
iizerindeki etkisinin Annexin testi ile degerlendirilmesi

Tablo 30. MTX 2 uM’lik dozu ile ATRA'nin, Act-D'nin kombinasyonlarimin JAR hicreleri

iizerindeki etkisinin Annexin testi ile degerlendirilmesi, Anlamhlik degeri p<0,05

Act-D
0.05+ATR Act-D Act-D Act-D
MTX MTX A 0.05+ATR = 0.05+ATR 0.1+ATRA  Act-D Act-D
24ATRA  MTX2 = 2+ATRA | 0.1+MTX | A1+MTX A 0.1+MTX = 0.1+ATRA 0.1+ATRA
0.1 +ATRA 1 10 2 2 10+MTX 2 2 1+#MTX 2 10+MTX2
JAR MTX 2 MTX 2 MTX 2 MTX 2 MTX 2 MTX 2 MTX 2 MTX 2 MTX 2
z 11,572 (a) &572 2,032 (b) -736(b) -1787 (b) -1,997 (b) Eﬁ’)zm 22,201 (b) 22,201 (b)
Asymp.
Sig. (2- 116 , 116 ,042 462 ,074 ,046 ,028 ,028 ,028
tailed)
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Sekil 37. MTX 2 pM’lik dozu ile ATRA'min, Act-D 'nin kombinasyonlarimin JAR hiicreleri
Uzerindeki etkisinin p-hCG degerlerine etKkisi

Tablo 31. MTX 2 pM’lik dozu ile ATRA'nin, Act-D 'nin kombinasyonlarmin JAR hiicreleri
Uzerindeki etkisinin p-hCG degerlerine etKkisi

B-hCG
JAR Kontrol 1217
JAR MTX 2 uM 360
JAR MTX 2 uM + ATRA 0.1 uM 827
JAR MTX 2 uM + ATRA 1 uM 829
JAR MTX 2 uM + ATRA 10 uM 874
JAR Act-D 0.05 uM + ATRA 0.1 pM + MTX 2 uM 464
JAR Act-D 0.05 uM + ATRA 1 uM + MTX 2 uM 234
JAR Act-D 0.05 uM + ATRAL10 uM + MTX2 uM 127
JAR Act-D 0.1 uM + ATRA 0.1 uM + MTX2 uM 728
JAR Act-D 0.1 uM + ATRA 1 pM + MTX 2 uM 210
JAR Act-D 0.1 uM + ATRA 10 uM + MTX 2 uM 125
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24 saat muamele sonunda MTX 2 uM’lik doz uygulamasi sonucu JAR
hicrelerindeki apopitoz oran1 %43’tiir. MTX’1n 2 uM’lik dozu ile ATRA'nin 0.1
uM’lik doz uygulamasi sonucu JAR hiicrelerindeki apopitoz orant %37’dir,
MTX’m 2 uM’lik dozu ile ATRAmin 1 uM’lik doz uygulamasi sonucu JAR
hicrelerindeki apopitoz oran1 %38’dir, MTX’in 2 uM’lik dozu ile ATRA'nin 10
uM’lik doz uygulamasi sonucu JAR hiicrelerindeki apopitoz orami %47°dir. B-
hCG diizeylerinde de ATRA'nin dozu ile orantili bir artis izlenmektedir.
Istatistiksel olarak apopitoz oranlarindaki artislar MTX’m 2 uM’lik dozundan
ATRA'min 10 uM’lik dozuna geciste anlamlidi. MTX’m 2 uM’lik dozu ile
ATRA'nin 0.1 ve 1 pM’lik dozunun, MTX 1 2 pM’lik dozuna gore istatistiksel
olarak iistiinliigli yoktur.

Act-D 0.05 uM ve MTX 2 uM dozlari ile ATRA'min 0.1, 1 ve 10 pM'lik
kombinasyonlarinin MTX 2 pM'lik dozu ile karsilastirildiginda ise ACTD 0.05
uM, MTX 2 uM ve ATRA'min 0.1 ve 1 pM'lik kombinasyonunun MTX 2 puM'lik
dozuna gore %40'a gore %41'lik apopitoz oranlarma bakildiginda tstiinligii
istatistiksel olarak yoktur. Ancak Act-D 0.05 uM, MTX 2 uM ve ATRA'nin 10
uM'lik kombinasyonunun MTX 2 uM'lik dozuna gore %40'a gore %43 ve
%44'lUk apopitoz oranlarina bakildiginda istatistiksel olarak iistinliigii vardir.
Act-D 0.1 uM ve MTX 2 uM dozlar1 ile ATRA'nin 0.1, 1 ve 10 uM'lik
kombinasyonlarimin  MTX 2 upM'ik dozu ile karsilastirildiginda ise tiim
kombinasyonlarda MTX 2 uM'lik dozuna gére %40'a gore %43, %45 ve %48'lik
apopitoz oranlarina bakildiginda istatistiksel olarak tistiinliigii vardir. Ayrica Act-D
0.1 M, MTX 2 uM ve ATRA'nin 10 uM'lik kombine dozlarinin MTX 2 uM ile
Act-D 'min 0.05 uM ve 0.01 uM'lik dozlar ile yapilan diger kombinasyonlarina
gore de %36, %38 ve % 46'ya gore %48'lik apopitoz oranlarina bakildiginda
istatistiksel olarak tistiinliigii vardir. B-hCG diizeylerinde de ATRA'nin dozu ile
orantil1 bir diisiis izlenmektedir. Act-D 0.1, ATRA 10 ve MTX 2 uM'lik dozun en

etkili doz oldugunu gostermektedir.
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5. TARTISMA

Hiicre kiiltiirleri, yeni ila¢g adaylarinin etkilerinin belirlenmesinde siklikla
kullanilmaktadir. Yeni ila¢ adaylarinin bilinen ya da etki etmesi diisiiniilen
molekiiler hedefler iizerinde neden olduklar1 etkiler boylece belirlenebilmektedir.
Gelistirilmis kanser ilag bilesenlerinin hiicre fenotipinde meydana getirdigi
degisiklikler nedeni ile yenilenen tiimor biliylimesi, klinik uygulamalarda
beklenmeyen sonuglarin alinmasmna neden olmaktadir. Klinikte goriillen bu
sonuglarin nedenlerinin tahmin edilebilmesi i¢in insan tek tabakali kanser hiicre
hatlarinin kullanim1 oldukg¢a yaygindir ve dnemli bir belirleyicidir. Calismalar
farkli hiicre hatlar1 iizerinde yapilmaktadir. Bu durum primer tiimérlerde meydana
gelen genomik degisimler hakkinda genis veritabani olusumunu saglamaktadir.
Boylece hedeflenen inhibitdre yonelik tepkilerin belirlenmesi klinik bulgularin
aciklanabilmesine de olanak saglamaktadir (145).

Gestasyonel trofoblastik hastalik (GTH)'lar fetal koryondan kaynaklanan
ve birbiri ile iligkili 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).

ATRA, 9-cis retinoik asit gibi vitamin A analoglari, klinikte bir¢ok

dermotolojik, hematopoietik ve kanser tedavilerinde kullanilmaktadirlar

Kemoterapdtik ajan olarak kullanilabilen ATRA nin;
e AP-1 (aktivasyon protein-1) aktivitesini represe edilerek,
e TGF-p gibi supresdr biiyiime faktorlerini indiikleyerek,
e Gl fazmna spesifik olan gen ekspresyon diizenlemelerini yaparak, etki

ettigi bilinmektedir (146).

Retinoik asitler epitelyal dokularda gelisim ve onarimdan sorumludur.
Bazi kanser hiicrelerinde de ¢ogalmay1 ve hiicre gelisimini engellemektedirler.

Retinoik asitler akciger, 16semi, cilt, gogilis, prostat, over kanseri gibi birgok
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kanser tlirlinde hem tedavi hem de koruma amacl kullanilmaktadir. Ancak
retinoik asitlerin kanser hicre biiyiimesini nasil inhibe edebildigi tam olarak
anlasilamamustir (147).

Retinoik asitler anti tiimor etkilerini tiimoOr hiicrelerinin farklilasmasini
indiikleyerek  gostermektedirler.  Farklilasmayr niikleustaki retinoik  asit
reseptorleri ve retinoid X reseptorleri araciligi ile ya da sitoplazmada bulunan
hiicresel retinoik asit baglayici proteinler iizerindeki gen ekspresyonlarina etki
ederek gerceklestirmektedirler. Boylece metabolizmalar1 ve hiicreye alinimlari
degismektedir.

Retinoidlerin etkiledigi birgok reseptor ve gen ekspresyon yolaklari,
retinoidlerin birgok hiicresel siiregte etkin olarak rol aldiginin gostergesidir.

RL92-2 (Endometriyum kanser hiicre hatt1) ile yapilan ¢alismada retinoik
asitlerin tirozin fosfatlayict proteinleri inhibe ettigini rapor ettigi bulgularina
dayanarak sinyal iletiminden sorumlu tirozin kinazlarin anti-kanser ilag
gelisiminde hedef olarak alinabilecegi rapor etmislerdir (148).

MCF-7 (gogiis kanseri hiicre hatt1) ve MGC80-3 (mide kanseri hiicre hatt1)
hiicre hatlarinda ATRA’nin hiicrelerin biiyiimesini inhibe ettigini Fields ve ark.
saptamiglardir. Yine ayni ¢alismada ATRA ile muamele edilen hiicrelerde apopitoz
belirtileri olan, niikleus kondensasyonunun ve kromatin fragmantasyonunun agik
olarak goriildiigiinii bildirmiglerdir (149).

Bununla beraber ATRA gii¢lii bir antioksidandir ve siiperoksit dismutazin
etkisini arttirarak serbest oksijen radikallerinin agiga c¢ikmasini engeller ve
boylece oksidatif stres azaltilmig olur (99). Ayrica oksidatif stresin de HM
etiyopatogenezinde onemli bir rola sahip oldugu cesitli ¢calismalarla saptanmigtir
(46; 47; 48). Bu caligmalar GTH etiyopatogenezinde oksidatif stresin 6nemini
gostermektedir. Bu bilgiler 1s18inda ATRA’nin oksidatif stresi azaltarak GTH
tizerinde etki edebilecegi diisiiniilebilir.

Cesitli ilaglarin hiicreler tizerindeki sitotoksik etkileri nekroz ve apopitoz
olmak iizere iki yol lizerinden gerceklesir. Kanser tedavisinde kullanilan veya
kullanilacak ilaglarin  sitotoksik etkilerinin  apopitotik yol {zerinden
gerceklestiginin gosterilmesi tercih edilen bir 6zelliktir. Ciinkii, kanserin ortaya
cikisini tetikleyen onemli mekanizmalardan biri kanserlesmeye dogru yol alan

normal bir hicrenin apopitotik mekanizmalarinin bozulmasi ve hiicrenin anti-
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apopitotik sinyal yolaklarmin apopitotik yolaklar (zerine hakim bir konuma
gecmesidir. Bu nedenle, ATRA, MTX ve Act-D’nin kombine kullanimimna bagl
olarak gobzlenen sinerjistik  sitotoksisitenin  apopitotik mekanizmalarin
aktivasyonuyla gerceklesip gerceklesmediginin arastirilmasi son derece 6nemlidir.
Bu ¢alisgmada JAR ve JEG-3 hiicrelerinde apopitozun derecesi FCM ile belirlendi.

0.1 uM, 1 pM ve 10uM ATRA JEG-3 ve JAR hiicre hattina tek basina
uygulandiginda sirastyla %15, %19, %30 ve %14, %17, %24’lik bir apopitoz
orani saptanirken, 2 uM, 4 uM ve 8 uM MTX JEG-3 ve JAR hiicre hattina tek
basina uygulandiginda sirasiyla %40, %48, %53 ve %40, %45, %49’luk apopitoz
orani saptandi. 0.05 uM, 0.1 uM ve 0.2 uM Act-D JEG-3 ve JAR hiicre hattina
tek basina uygulandiginda sirasiyla %17, %23, %36 ve %14, %15, %24’lik bir
apopitoz oram saptandi. Istatistiksel olarak da bulgularda da bahsedildigi gibi
kontrol grubuna gore anlamlrydi.

Ancak ¢alismamizin asil énemli ¢ikarimi olan bulgu ise kombine dozlarda
MTX, Act-D ve ATRA'nin apopitoz oranlarma etkisiydi. Ug ilacin da diisiik
dozlarinin kombinasyonu ile elde edilen apopitoz oran1 JEG-3 ve JAR hiicre
hatlarinda sirastyla %54 ve %43 idi ve bu oranlar MTX'in 2 uM dozunda elde
edilen apopitoz oranlar1 olan %40'tan fazlayd. Istatistiksel olarak anlamlryd.

Insan Koryokarsinom hiicre hatti modelleri olan JAR ve JEG-3 Uzerinde
ATRA, MTX ve Act-D kombinasyon uygulamast her iki hiicre hattinda birden
literatlirde ilk kez yapilmistir. Elde edilen bu sinerjistik apopitotik veriler, ATRA,
MTX ve Act-D kombinasyonunun Koryokarsinom tedavisinde karsilasilan ¢oklu
ilag direnciyle miicadelede kullanilabilecek seceneklerden biri olabilecegini

gostermektedir.
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6. SONUC

Yaptigimiz ¢aligmada vitamin A tiirevlerinden olan ATRA’nin, tek basina
JAR ve JEG-3 hiicre hattinda doza bagl olarak etki gosterdigi saptanmistir. MTX
ve Act-D ile kombinasyonunda JAR ve JEG-3 hiicrelerinde doza bagli olarak
apopitoza neden olmustur.

Sonuglar ATRA’nin klasik kematerapéotiklerin basarisiz oldugu kosullar
icin ATRA'nin MTX ve/veya Act-D ile olusturulacak ¢oklu ila¢ kombinasyon
tedavisi i¢in iyi bir se¢enek oldugunu 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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