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ÖZET 

Şencan, M. (2011) Klorimipramin’in Ishikawa Endometriyum Epiteli Hücre 

Kültürlerinde Karboplatin Sitotoksitesi Üzerine Etkisi. İstanbul Üniversitesi Sağlık 

Bilimleri Enstitüsü, Histoloji ve Embriyoloji AD. Yüksek Lisans Tezi 

 

 Çalışmamızda, antidepresan özelliği bilinen Klorimipramin’in ve antineoplastik 

ilaç olarak kullanılan Karboplatin’in ayrı ayrı ve birarada kullanıldığında Ishikawa 

Endometriyum Epiteli hücre kültürlerinde sitotoksik etkileri araştırıldı. 

 

 İlaçlar, 200,100,10 ve 1 µM’lık dozlarda 24, 48 ve 72 saatlik sürelerle hücrelere 

uygulandı. Hücre çoğalma indeksi, BrdU işaretlenme indeksi ile S fazında bulunan 

hücrelerin oranı, akım sitometrik yöntem ile programlı hücre ölümüne giden hücre 

sayıları ve geçirimli elektron mikroskobu ile hücrelerdeki morfolojik değişimler 

saptandı. 

 

 Karboplatin ve Klorimipramin’in tek tek uygulandığında inhibisyonu arttırıcı 

etkisinin olduğu saptandı. Ancak kombine uygulamar sonunda kombinasyon gruplarının 

tek tek uygulamalara göre sinerjistik bir sitotoksisite meydana getirdikleri saptandı. 

 

 Sonuç olarak Karboplatin ve Klorimipramin’in birlikte uygulandığında kontrol 

grubuna oranla anlamlı ve etkin sitotoksik etki meydana getirdikleri saptandı. 

 

 Anahtar kelimeler : Ishikawa, Karboplatin, Klorimipramin, hücre kültürü, 

endometriyum 

 Çalışmamız; İstanbul Üniversitesi Bilimsel Araştırma Projeleri Birimi tarafından 

desteklenmiştir. Proje No: 9997 
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ABSTRACT 

Sencan,M. (2011)., The effects of chlorimipramine on carboplatin cytotoxicity in 

Ishikawa Endometrium Epithelium cell culture. İstanbul University, Institue of Health 

Science, Histology and Embryology Department İstanbul. 

In our study, cytotoxic effects of chlorimipramine which antidepressant features 

are well known and carboplatin that is used as an antineoplastic agent were evaluated 

together and individually in culture of Ishikawa cells. 

Drugs were treated in doses of 1,10,100 and 200 µM at 24,48 and 72 hours.    

For this purpose, %100 live ishikawa human endometrial epithelial cells will be used in 

experiments.in culture medium; effects of drugs on the frequency of the total number of 

cells, ANNEKSİN-V-FITC/PI flow cytometry staining effects of drugs on programmed 

cell death can be determined, in the two-dimensional cell culture using BrdU-L1 index 

(Bromodeoxyuridine, 5-bromo-two-deoxyuridine) immunohistochemistry techniques 

can be shown to the cells in synthesis phase and morphological alterations of cells were 

detected by transmission electron microscopy. 

Individual treatment of carboplatin and chlorimipramine were found that they 

effectively reduced both the monolayer and spheroid growth of Ishikawa cells. After 

combined treatment, in combitions groups there were synergetic or additional effects 

when compared to individual treatment of drugs. 

Key words: Ishikawa, Carboplatin, Chlorimipramine, cell culture, endometrium 

In conclusion, carboplatin and chlorimipramine are used for treayment with 

together showed remarkable cytotoxic effects and caused changes in rates of S-phase 

cells. 

The present work was supported by the Research Fund of Istanbul University. 

Project No: 9997 

 

 



1. GİRİŞ VE AMAÇ 

Tümör tedavisinde kullanılan ilaçların hücre düzeyindeki etkileri değişik metodlar 

kullanılarak araştırılmaktadır. Hücre kültürü çalışmalarının çoğu genellikle iki boyutlu 

tümör hücre kültürleri kullanılarak yapılmaktadır. İki boyutlu hücre kültürlerinden elde 

edilen sonuçların çoğu zaman in vivo uyumlu olmadığı bilinmektedir. Bu nedenle in 

vivo uyumlu ve in vivo mikroçevre özelliklerini sağlayan en iyi in vitro modeller 

üzerinde çalışılmaktadır.  

  Ishikawa hücreleri; östrojen ve progesteron için steroid reseptörü içeren, uterus 

fonksiyon bozukluklarına neden olan tip I adenokarsinom hücreleri olup (10), insan 

endometriyum epitelinden türemektedirler ve günümüzde insan endometriyal kanserini 

en iyi karakterize eden hücrelerdir(1, 2, 11).  

  Karboplatin (CAR; cis-diamin-1,1-siklobütan dikarboksilat platinyumII); ovaryum 

kanseri, endometriyal karsinom gibi çeşitli tümörlerin  tedavisinde kullanılan platinyum 

içeren ikinci nesil antineoplastik alkilleyici bir ajandır (22, 24, 26). Karboplatin çeşitli 

ilaçlarla (karboplatin + paclitaxel, karboplatin + gemcitabin, karboplatin + cisplatin) 

birlikte uygulandığında in vivo ve in vitro olarak iyi sinergizim gösterdiği 

belirtilmiştir(22, 23, 26, 27). Ancak karboplatinin bilinen bu etkilerine karşılık trisiklik 

bir antidepresan olan klorimipramin ile ishikawa endometriyum hücre kültürleri 

üzerinde  nasıl bir etkileşim gösterdiği tam olarak bilinmemektedir. Bu nedenle 

çalışmamızda  klorimipraminin karboplatin ile kombinasyonlarının ishikawa 

endometriyum epiteli hücre kültürlerinde hücre çoğalması üzerine etkilerini doza ve 

zamana bağlı olarak araştırmayı amaçladık. 

      Bugüne kadar yapılan çalışmalarda; karboplatinin ve klorimipraminin çeşitli hücre 

soyları üzerine etkileri gösterilmiştir. Depresyon gibi psikiyatrik bozukluklar çeşitli 

tipte kanser hastalığına yakalanmış hastalıklarda yaygın görülen bir durumdur. Bu 

durum, tedavinin etkisiz olmasına yol açarken aynı zamanda hayat kalitesini de düşüren 

bir engel olarak ortaya çıkmaktadır. İyi huylu bir tümörün kontrol altında tutulması ve 

geriletilmesi ve/veya tamamiyle tedavi edilmesinde  hastalık yanında kullanılan 

antikanser ajanlarda depresyon sebebi olarak gözükmektedir. Bu nedenle hem 

endometriyum kanserinin hem de depresyonun kontrol edildiği çoklu tedavi 

yöntemlerine başvurulmaktadır. Planladığımız çalışma,  hücrelerde  farklı 

mekanizmalar üzerine etki eden  iki ilacın (antineoplastik bir ilaç olan karboplatinin ve 
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antidepresan olan klorimipraminin) birlikte uygulanmasının iyi huylu bile olsa hem 

endometriyum kanserinin hem de  depresyonun  kontrol altında tutulmasında etkin 

çoklu tedavi yöntemi adayı olabileceğini göstermek yönündedir. Bu bağlamda elde 

edeceğimiz sonuçların, özellikle uterus fonksiyon bozukluklarına dolasıylada 

infertiliteye neden olan  endometriyal tümör tedavilerine yönelik çalışmalara yeni 

uygulama seçeneği kazandırabileceğini düşünmekteyiz. 
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2. GENEL BİLGİLER 

2.1. İSHİKAWA 

    İshikawa hücre hattı; ilk kez 39 yaşındaki  Asyalı bir kadın hastadan, 20 yılı aşan süre 

öncesinde elde edilmiştir. Bu hücre hattı üreme biyolojisi ve moleküler bilim gibi 

pekçok araştırma alanlarında kullanılmaktadır (1). 

      Ishıkawa hücreleri; insan endometriyum epitelinden türemektedirler ve günümüzde 

insan endometriyal kanserini en iyi karakterize eden hücrelerdir(1, 2). Bu hücreler, 

östrojen ve progesteron için steroid reseptörü içeren, tip I adenokarsinom hücreleri olup, 

uzun vadeli kültür sonrasında faklılaşmamış hücre eğilimini gösteren hücrelerdir (1, 2). 

2.2.  ENDOMETRİYUM KANSERİ 

    Endometriyal kanser (endometrial adenokarsinoma); uterusun serviks kısmını 

döşeyen endometrium tabakasından gelişen bir kanser çeşididir(3, 4). Günümüzde batılı 

ülkelerde kadınlarda ilk üç sırada görülen kanserlerin meme, akciğer ve kalın bağırsak 

kanserleri olmasına karşılık, endometriyum kanseri kadın genital kanserleri arasında ilk 

sırada bulunmaktadır(5) ve en yaygın görülen jinekolojik tümörlerden biridir(3, 6, 7).  

    1983’ te Bokhman; endometriyal adenokarsinomanın östrojen etkisine bağlı olarak 

iki alt tipinin olduğunu göstermiştir(4,6,7,8,9,10,11). Tip I (endometrioid 

adenokarsinoma) kanser hücrelerinin çoğalması östrojene bağımlıdır ve bu hücreler 

östrojen ve progresteron reseptörleri içerirler(4,6,7,10). Bu tip kanser hücreleri yavaş 

yayılır, mikrosatellit kararsızlık mevcuttur ve KRAS (V-Ki-ras2 Kirsten rat sarcoma 

viral oncogene homolog), PTEN (phosphatase and tensin homolog) ya da β-catenin 

(Beta-catenin) genlerinde mutasyon vardır(6,9,10). Tip II (papillar seröz karsinoma) 

kanser hücreleri çoğunlukla anöploidtir, östrojen ve progesteron hormonu için reseptör 

içermez (6,10), CDKN2A (cyclin-dependent kinase inhibitor 2A), TP53 (tumor protein 

53) ve ERBB2 (Human Epidermal growth factor Receptor 2) genlerinde mutasyon 

mevcuttur(6,9). 

    Kadınlarda iki ana seks hormonu olan östrojen ve progesteron menopozdan önce over 

(yumurtalık)’ larda üretilir. Bu hormonlar arasındaki dengeler her ay menstrüasyon 

siklusu boyunca değişiklik gösterir. Bu değişiklikler aylık menstrüasyon periyodlarının 

oluşumunu sağlar. Endometrial kanserle ilişkili en önemli risk faktörü östrojen 
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hormonuna çok fazla miktarda maruz kalma ile ilişkilidir. Hormonlar arasındaki 

dengenin östrojen lehine kayması endometriyal  kanser gelişim riskini arttırır (Şekil2-1). 

                                                                                                                                       (12)                                

Şekil 2-1: Östrojen/ PTEN/NF-κB 

    Östrojen; IL-6, TNF-α gibi inflamatör mediatörlerin üretimini stimüle etmektedir ve 

bu mediatörlerde östrojen biyosentezini indüklemektedir. Östrojen,  NFκB sinyal yolu 

ile oluşan inflamasyon yanıtın indüklenmesini de sağlamaktadır(12).  

 

    PTEN; endometriyal adenokarsinomada en yaygın olarak mutasyona uğrayan tümör 

baskılayıcı bir gendir. Bu gen Akt sinyal yolunun inaktive olmasını sağlayan PIP3’ün 

(Phosphatidylinositol (3,4,5)-trisphosphate) oluşumunu baskılamaktadır. PTEN, 

PIP2’nin (Phosphatidylinositol 4,5-bisphosphate) PIP3‘ e dönüşümünü engelleyen lipid 

fosfatazları kodlamaktadır. PTEN geni ve Akt sinyal yolu birbirleriyle etkileşim kurarak  

NFκB (nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells) sinyal yolunun 

kontrolünü sağlamaktadırlar. PTEN geninde meydana gelen mutasyon sonucu Akt 

sinyal yolu fosforile olmaktadır ve buna bağlı olarak NFκB sinyal yolunun aktivasyonu 

başlamaktadır (12) (Şekil 2-2) . 

    Endometriyal adenokarsinoma hücrelerinde; NFκB sinyal yolu hem  PTEN genine 

bağlı olarak hem de östrojen hormonuna bağlı olarak aktive olmaktadır. NFκB sinyal 

yolunun aktivasyonunun dokuda tümör gelişimine katkıda bulunduğu gösterilmiştir 

(12).  
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                                                                                                                          (12)   

Şekil 2-2: PTEN/NF-κB                                        

 Ayrıca tip I adenokarsinom hücrelerinde meydana gelen β-catenin genindeki 

mutasyon sonucu uterustaki fonksiyon bozukluklarından dolayı infertilite oluşmaktadır 

(10). 

 

2.3.  HÜCRE VE DOKU KÜLTÜRÜ HAKKINDA GENEL BİLGİLER 

 

2.3.1.  HÜCRE KÜLTÜRÜ 

     

      Canlı organ ve dokulardaki hücrelerin izole edilerek laboratuvar koşullarında 

üretilme ve çoğaltılmalarına hücre kültürü adı verilir. Hücre kültürü çalışmalarının 

gelişimi ve yöntemleri, organ ve doku kültürü çalışmalarıyla yakından ilişkilidir ve 

onlarla benzer nitelikler taşımaktadır. Doku ve hücre kültürü çalışmaları yüz yılı aşkın 

bir süredir yapılmaktadır. 

     Hayvansal hücre kültürü teknikleri 1900'lerin ortalarında laboratuvarda rutin olarak 

uygulanmaya başlanmış (13); fakat asıl doku kaynaklarından ayrılan sürdürülebilir 

yaşayan hücre hatları kavramı 19. yüzyılda ortaya konmuştur. 19. 

yüzyılda İngiliz fizyolog SydneyRinger sodyum, potasyum, kalsiyum ve magnezyumlu 
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klorürler içeren tuz çözeltilerinin, vücut dışında yaşayan bir hayvan kalbinin atışını 

sürdürebilmesi için uygun olduğunu deneysel olarak göstermiştir. 

1885'de Wilhelm Roux bir tavuk embriyosu nöral plağının bir kısmını ayırmış ve ılık bir 

tuzlu su çözeltisinde dokuyu birkaç gün yaşatarak doku kültürünün temellerini de 

atmıştır.  

 

Hücre kültürlerinin üretilme şekilleri; 

1 – Tek tabaka hücre kültürleri: Kültüre edilen hücreler, flaskın yüzeyine yapışarak 

işlevlerine ve üremeye devam ederler. Bu sayede bir süre sonra tek tabaka halinde 

yüzeyi kaplarlar. 

 2 – Süspansiyon hücre kültürleri: Kültüre edilen hücreler, hayatsal işlev ve üremelerini 

süspensiyon halinde bulundukları ortamda sürdürürler (14,15). 

 

    Kökenlerine göre hücre kültürü çeşitleri; 

 1 - Primer hücre kültürleri: Direkt olarak organ ve dokulardan alınan parçalardan 

hazırlanan hücre kültürleridir. Bunların yalnızca 1 veya 2 pasajları yapılabilmektedir. 

Orijin doku ile aynı karyotipe sahiptirler. 

 2- Sekonder hücre kültürleri: Primer hücre kültürlerinde üreyen hücrelerin alınarak 

tekrar tripsin ile ayrıştırılması ve yeniden besleyici ortamlara konularak üretilmesiyle 

hazırlanırlar. Bu tür kültürlerin genellikle 40-50 defa pasajı yapılabilir. Hücre 

popülasyonunun yaklaşık % 75'i orijin hücrelerle aynı karyotipe sahiptir.   

3 - Devamlı hücre kültürleri: Bu tür hücre kültürleri, pasajlar yapmak suretiyle sonsuza 

kadar devam ettirilebilen hücre kültürleridir. Normal dokudan hazırlanabileceği gibi 

genelde tümör dokusundan orijin alırlar. Bu tür kültürlerin hücreleri orijinal konağın 

fenotipik ve genotipik özelliklerinden farklılıklar gösterirler. Hücre popülasyonunun % 

75'inden daha az kısmı orijin hücrelerle aynı karyotipe sahiptir. Hücreler 

transformasyona uğramış olup, kromozom sayısı ve niteliği değiştiği için  anormal 

olarak kabul edilir (14,15).  

     Doku kültürü ve yöntemleri kullanılarak, hücre yapısı, fizyolojisi, patojen hücre 

ilişkileri, iyonlaştırıcı ışınların hücre düzeyinde incelenmesi ve çeşitli radyobiyolojik 

problemlere bağlı olarak tümör büyümesinin açıklığa kavuşturulmasına çalışılır. Hücre 

kültürlerinde, in vivo şartlarda mümkün olmayan, kısa zaman aralığında 

gerçekleştirilmesi istenen fiziksel ve kimyasal etkenler incelenebilir (14,15). 
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2.3.2. SFEROİD 

    Multiselüler tümör sferoid (MTS) modeli laboratuvar koşullarında tümörlerin üç 

boyutlu yapısını yansıtır. Tek tabakalı kültürde büyütülen hücrelerin kemoterapiye karşı 

oluşturdukları yanıt ile klinik gözlemler arasında birçok farklılık olduğu, tek tabakalı 

kültürde çok etkili bulunan ve belirgin antitümoral etkinliği saptanan bir ilacın ya da 

ilaç kombinasyonlarının klinikte bu derece etkili olmadığı saptanmıştır (16). 

 Üç boyutlu hücre kültürlerinin  (sferoid) in vivo katı tümörlerin özelliklerini tam olarak 

yansıttığı düşünülmektedir (17). 

           Sferoid kültürleri hem üç boyutlu organizasyonu hem de intakt dokuların 

faklılaşmış fonksiyonlarını monolayer kültürlerden daha iyi yansıtırlar. Üç boyutlu 

kültürlerin diğer bir avantajı da her bir ayrıntının kolayca gözlendiği morfolojik şekle 

sahip olmalarıdır. Bu morfolojik şekiller, difüze eden makromolekülleri gözlemlemede 

ve çevresel şartları analiz etmede bize bir şans verir (18). 

2.3.3. İMMÜNOHİSTOKİMYA 

İmmunohistokimya, işaretlenmiş antikorlar kullanılarak hücre ve dokuda 

antijenlerin bulunduğu yerlerin gösterilmesini sağlayan bir yöntemdir. Bu yöntem 

antijene karşı spesifik olarak antikor oluşması ve antijen ile antikorun birleşmesine 

dayanır. Bu özel bağlantıdan dokuda yer alan antijenlerin, bunlara özel antikorlar 

üretilmesi ile immunohistokimyasal yöntemler geliştirilmiştir (19).  

Organizmaya yabancı olan ve kendisine karşı bir bağışık cevap oluşturan 

maddeye antijen veya immunojen denir. Bir antijen doku üzerindeki protein, 

karbonhidrat veya lipid molekülü olabilir. Bir veya daha fazla antikor bağlayıcı bölge 

içerir (19).  

Antikor immunoglobulin olarak bilinen serum proteinidir. Humoral immun 

sistemde B lenfositlerinin farklılaşması ile oluşan plazma hücrelerinden salgılanan 

immunoglobulinler IgG, IgA, IgM, IgE ve IgD olmak üzere 5 tiptir. En sık kullanılan 

tip IgG’dir. Bu farklılık ağır zincirlerinin değişikliğinden kaynaklanır (19).  

Antikorlar poliklonal ve monoklonal olmak üzere iki tiptir. Poliklonal antikorlar 

bir hayvanın ilgili protein molekülü ile immunize edilmesi sonucu oluşan antikorlardır. 

Antijenik uyarımla beraber farklılaşan plazma hücre klonlarının oluşturduğu farklı 
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özellikteki antikorların tümüdür. Monoklonal antikorlarda ise geliştirilen hibridoma 

tekniği ile saf antikor üretilmesi amaçlanmış ve sağlanmıştır (19). 

Antikorların işaretlenmesinde 4 yöntem; 

a) Floresan bileşikle işaretleme: 

Dondurulmuş doku kesitleri, yaymalar ve hücre kültürlerinde tercih edilir. 

Sekonder antikor uygulaması ve sonraki işlemler karanlıkta yapılır ve İmmünfloresan 

mikroskopla değerlendirilir. Diğerlerinden üstün tarafı sadece işaretlenen moleküller 

görünmesi diğer kısımların karanlıkta kalmasıdır. 

b) Enzimle işaretleme: 

• Peroksidaz 

• Alkalen fosfataz 

• Glukoz oksidaz 

c) Elektron yoğun bileşikle işaretleme: 

• Altın Partikülü 

• Ferritin 

d) Biyotinle işaretleme: 

Avidin’in biyotin’e çok yüksek affinitesinden yararlanılır. Streptavidin 

peroksidaz en sık kullanılır (19). 

İmmunoflöresan işaretleme gerek ışık gerekse elektron mikroskopide doğrudan 

(tek aşamalı) veya dolaylı (iki aşamalı) olmak üzere iki şekilde uygulanmaktadır. 

Tek aşamalı yöntemde; antikor, flöresan boya veya enzim ve altın tanecikleri 

gibi diğer işaretleyiciler ile işaretlenmiş olarak bulunur ve doğrudan kesitler üzerine 

uygulanır. İki aşamalı yöntemde öncelikle antijene özel birincil antikor kesit üzerine 

uygulanır. Böylece 1. aşamada, işaretsiz primer antikor antijene bağlanır. Daha sonra 

oluşan antijen-antikor kompleksinin görünür hale gelebilmesi için işaretlenmiş ikinci 

antikor uygulanır. İşaretleyici olarak biotin, hidrojen peroksidaz, alkalen fosfataz, 

glukoz oksidaz ve flöresan işaretleyiciler kullanılabilir (19). 
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2.3.4.  BrdU 

5-bromo-2-deoxyuridine (BrdU); bölünen hücrelerde timidin bazının üridin ile yer 

değiştirmesine dayalı olarak bölünen hücrelerle bölünmeyen hücreleri ayıran bir 

proliferasyon değerlendirme yöntemidir. DNA sentezini tayin etmek için timidin ile 

işaretleme protokolüne eşdeğerdir.S fazındaki hücrelerin oranı belirlenir. Anti- BrdU 

monoklonal antikoru ile boyanarak sayım yapılabilir veya ELİSA yöntemi ile ölçülebilir 

(20). 

 

2.4. PROJEDE KULLANILAN İLAÇLAR 

Kemoterapötik Ajanların Sınıflandırılması  

     Antikanser ilaçlar kimyasal yapılarına, hücre siklusuna etkilerine, orjinleri  

ve etki mekanizmalarına göre sınıflandırılmaktadır.  

  Hücre siklusuna etkiye göre sınıflama  

  Hücre siklusuna etkisine göre antikanser ilaçlar iki gruba ayrılmaktadırlar:     

1) Siklusa spesifik ajanlar                                                                                                             

       a) Siklus spesifik-faz non spesifik ajanlar: Hücre siklusunda her fazdaki hücreye  

etkilidirler.                                                                                                                              

      b)   Siklus spesifik-faz spesifik ajanlar: Hücre siklusunun belli fazlarına  

etkilidirler.  

  

 2) Siklus-nonspesifik ajanlar  

     Bölünmeyen hücrelere etkilidirler. Steroid hormonlar ve bleomycin dışındaki  

antitümör antibiyotikler bu gruba girerler(21).  

  

 Orijinler ve etki mekanizmalarına göre sınıflama  

     Antitümör ilaçlar orijinleri ve etki mekanizmalarına göre aşağıdaki  şekilde  

sınıflandırılırlar:  

1)  Alkilleyici ajanlar   

2)  Antitümör antibiyotikler   

3)  Antimetabolitler  

4)  Mitotik ağ inhibitörleri (Bitki alkaloidleri)  

5)  Sınıflandırılamayan ajanlar  
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Bu grupların dışında hormonal ajanlar, biyolojik cevabı modifıye eden ajanlar  

(BRM), monoklonal antikorlar ve gen tedavileri de kanser tedavisinde kullanılmaktadır 

(21).  

                                                 Alkilleyici Ajanlar:  

En  sıklıkla DNA ve RNA nükleik asitleri  ve proteinlerin aminokarboksil,  

sülfıhidril, fosfat  grupları yerine alkil gruplarını (CH2+) transfer ederek hücre  

fonksiyonlarını bozarlar. DNA ve RNA'nın yedi pozisyonundaki guanine en sık  

 alkillenen bölgedir. Anti kanser açısından en önemli etkileri DNA bütünlüğünü ve  

fonksiyonlarını bozmalarıdır. Guaninin alkillenmesi sonucu anormal nükleotid dizileri  

oluşur. Messenger RNA yanlış kodlanır. DNA sarmalında kırıklar oluşur. DNA  

sarmalları arasında, proteinlerle ve alkilleyici ajanlarla çapraz bağlanmalar ortaya  

çıkar. Bu grupta yer alan ilaçlar kemik iliği hücreleri ve germ hücreleri gibi hızla  

çoğalan hücrelere toksiktirler. Ortak yan etkileri myelosüpresyon, sterilite , sekonder  

lökomogen etkidir. Akut myeloid lösemi riski, uygulama süresi ve kümülatif dozla  

orantılı olarak artmaktadır. Bu grupta; nitrogen mustard, siklofosfamid, ıfosfamid, etilen 

iminler, sülfonik asit esterleri, nitrozürealar, platin bileşikleri, halojenli heksitoller  

yer almaktadır (21). 

 

  KARBOPLATİN: 

 

 

 

Karboplatin (CAR; cis-diamin-1,1-siklobütan dikarboksilat platinyumII), 

molekül ağırlığı 371.249 g/mol’ dür ve molekül formülü C6H14N2O4Pt’ dir. Cis-

diaminodikloroplatinyum (CDDP) analoğu olan karboplatin, ovaryum kanseri, 

endometriyal karsinom gibi çeşitli tümörlerin  tedavisinde kullanılan platinyum içeren 
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ikinci nesil antineoplastik alkilleyici bir ajandır (22,23,24,25,26,27). Karboplatin, 

jinekolojik tümörlerde de yaygın olarak kullanılmaktadır (25). 

Karboplatin, siklobütanedikarboksilat kısmının ayrılmasından ve bunu takiben 

molekülün su almasından sonra DNA ile etkileşir. Filamentler arası çapraz bağlantı 

oluşturur. Karboplatinin damar içine uygulanmasından sonra, bozulmamış ilacın plazma 

düzeyleri bifazik tarzda inişe geçer. Başlangıç yarı ömrü 1-2 saattir ve terminal yarı 

ömrü (tı/2P) 3-6 saattir. Karboplatinin nefrotoksisite ve ototoksisite potansiyeli düşüktür 

(22,23,27,28,29). Ancak, aminoglikozidlerle ve diğer nefrotoksik ve ototoksik ajanlarla 

birlikte kullanımı böbrek ve işitme ile ilgili toksisite riskini arttırabilir. Kan 

hücrelerinden özellikle trombositlerin düzeyini düşürmektedir (29).  

Karboplatinin, platinyum  içeriğinden dolayı bugüne kadar üzerinde çalışılan tümör 

tiplerinde; DNA hasarına yol açarak tümör hücrelerinin bölünmesini, büyümesini ve 

çoğalmasını engellediği ve böylece tümör hücrelerinin vücuttaki gelişimlerini ve 

yayılmasını yavaşlattığı gösterilmiştir(22,25,26). Ayrıca karboplatinin; NRF2, NF-kB, 

sitokin, TNFR2 ve bağışıklık yanıt yolakları olan IL-6, IL-8 yolaklarında yüksek oranda 

indüksiyona neden olduğu gösterilmiştir(30).  

KLORİMİPRAMİN (ANAFRANİL) : 

 

    Klorimipramin; 5-hidroksitriptaminin (serotonin) ve nöradrenalinin alınımını 

engelleyen trisiklik bir antidepresandır(31,32,33). Klorimipramin’ in molekül formülü 

C19H23CIN2’ dir ve molekül ağırlığı 314.9 Daltondur. Yarılanma ömrü yaklaşık 35 

saattir. Klorimipramin, Obsesif-Kompulsif hastalık tedavisinde sıklıkla kullanılır. 

Klorimipramin diğer trisiklik antidepresanlardan daha fazla nöbet geçirme insidansı gibi 
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dezavantaja sahiptir. Bazı çalışmalar depresyon tedavisinde diğer trisikliklerden daha 

etkili olduğunu göstermektedir. 

Klorimipramin kan-beyin bariyerini geçer ve beyinde uzun süre kalır (34). Bu 

ilaç seçici olarak normal hücreleri etkilemeden neoplastik hücrelerde mitokondri 

membran potansiyelinde azalmaya neden olmaktadır ve solunum zincirindeki 

mitokondriyal kompleks III’ ü inhibe etmektedir, Sonuç olarak  sitokrom c’ nin serbest 

kalması ve stoplazmaya geçmesi, kaspaz 3 aktivitasyonuna sebep olarak hücreleri 

apoptoza götüren zincirleme reaksiyonları başlatmaktadır (31,32,33).  

Böylece trisiklik bileşikler solunumu inhibe ederek ve ATP üretimini 

sınırlayarak özellikle mitokondrideki membranlar üzerine etkilidirler (34).     

  Klorimipramin 30 yılın üzerinde klinik kullanımda olan obsesyon tedavisinde 

kullanılan bir ilaçtır. Farmakolojik ajanların dibenzizapin grubunda olup, güçlü hipofilik  

antidepresan olarak bilinir(34). Klorimipramin’ in var olan kanser ilaçları üzerine etkisi 

vardır ve hem normal hücrelerde hem de neoplastik hücrelerde fark etmeksizin geri 

dönüşümsüz DNA hasarına neden olur (34).  

  Klorimipramin gastrointestinal yolla iyi emilir, farmakolojik olarak aktif ve hem 

teröpatik hem de istenmeyen etkilerinin yer aldığı önemli bir ilk geçiş metabolizması ile 

desmetil klorimipramine dönüştürülür. Sistemik dolaşıma ulaşınca klorimipramin 

biotransforme olarak desmetil klorimipramine dönüşür ve idrarla atılmadan önce 

konjuge olan metabolitlere hidroksillenir (35). 
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3. GEREÇ VE YÖNTEM 

Çalışmamız in vitro koşullarda yapılmış deneysel bir çalışma olup, deneyler             

İ.Ü  İstanbul Tıp Fakültesi Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dalı’nda hücre ve doku 

kültürü laboratuvar imkanları, Işık ve  Geçirimli Elektron  Mikroskobu (TEM) 

kullanılarak geçekleştirildi. Hücre döngüsü ve programlı hücre ölümünün Akım 

Sitometrik (FCM; flow cytometry) analizle incelenmesi İ.Ü İstanbul Tıp Fakültesi 

Deneysel Tıp Araştırma Enstitüsü (DETAE)  Immünoloji Anabilim Dalı’nda 

gerçekleştirildi. 

3.1.  KULLANILAN MADDELER 

3.1.1. Kimyasal Maddeler 

               NaCl, Na₂HPO₄,NaH₂PO₄,NKH₂PO₄, KCl, NaHCO₃ 

3.1.2.  Enzimler 

           Tripsin (Gibco) 

3.1.3.  İlaçlar 

           Karboplatin 

           Klorimipramin 

3.1.4.  Kitler 

          BrdU, Ultra V block 

          NCL-BrdU Mouse Monoclonal 

          Ultra Vision Detection System Anti- Mouse HRP 

          Large Volume AEC Substrate System, Ultramount 

3.1.5.  Diğer maddeler 

          Fötal Sığır Serumu 

          RPMI-16 
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3.2. KULLANILAN GEREÇLER 

                      1. Laminar Akım Hücre Kültür Kabini         (Tezsan) 

          2. İnkübatör                                                   (Sanyo) 

          3. Ters (İnvert) mikroskop                             (Leitz Wetzlar) 

          4. Su banyosu                                                 (Nüve) 

             5. Santrifüj                                                     (Sigma 2-16K) 

             6. Derin dondurucu                                        (Arçelik) 

             7. Buzdolabı                                                   (Bosch) 

             8. Manyetik karıştırıcı                                    (Rühromag) 

             9. Pipetleme aracı                                      

             10. Mikropipet seti                                      

             11. Derin dondurucu                                      (Arçelik) 

             12. Buzdolabı                                                 (Bosch)   

             13. Hassas terazi         

3.3. KULLANILAN ÇÖZELTİLER 

3.3.1.  Hücre Kültüründe Kullanılan Çözeltiler 

                CMF-PBS 

                8 gr NaCl 

                0.25 gr KCl 

                0.25 gr KH2PO4 

  1.44 gr Na2HPO4  tartılarak 1 lt bidistile su içine konarak karıştırıldı. 

Otoklavda  121 °C, 3 Atm basınçta 15 dk steril edildi. 

                NaHCO3       

               8.8 gr NaHCO3  tartılarak 200 ml bidistile su içerisine kondu ve karıştırıldı. 

Otoklavda 121°C, 3Atm basınçta 15 dk steril edildi.     
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  TRİPSİN   

              3 gr tripsin 100 ml CMF-PBS içerisine kondu. Manyetik karıştırıcıda 

karıştırıldıktan sonra milipor filtreden süzülerek steril edildi ve pH: 7,4’e 

ayarlandı. 

              

               AGAR           

              3 gr agar 100 ml bidistile su içerisine kondu ve karıştırıldı. Otoklavda 121 

°C’de, 3Atm basınçta steril edildi. 

                 

3.3.2. İmmünohistokimyada Kullanılan Çözeltiler 

                PBS 

                Hazır PBS tablet kullanıldı. 

                H2O2 

                1,5 ml H2O2; 98,5 ml metonole kondu. 

                Solüsyon taze hazırlandı. 

                HCl 

                12,08 ml HCl; 87,92 ml distile suya kondu. 

                Solüsyon taze hazırlandı. 

                NaOH 

                1 gr NaOH 100 ml distile suda çözündürüldü. 

                TRİPSİN  

100 mg tripsin 100 ml distile suda çözündürüldü. İçerisine 4 ml %5 CaCl2              

kondu.NaOH ile pH: 7,8’e ayarlandı.Solüsyon taze hazırlandı. 
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3.4. KULLANILAN YÖNTEMLER 

3.4.1. Hücre Kültürü 

          Çalışmamız in vitro koşullarda yapılmış deneysel bir çalışma olup, deneyler İ.Ü.  

İstanbul Tıp Fakültesi Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dalı’nda hücre ve doku 

kültürü laboratuvar imkanları, Işık ve  Geçirimli Elektron  Mikroskobu (TEM) 

kullanılarak geçekleştirildi. 

        Araştırmada Amerikan Hücre Kültür Koleksiyonu (ATCC) hücre bankasından 

sağlanan Ishikawa hücre soyu kullanıldı. 

          Ishikawa endometrial adenokarsinoma hücreleri için besi ortamı, inaktive edilmiş 

%10 fötal sığır serumu (FBS), 100 IU/ml penisilin ve streptomisin içeren RPMI-

1640(Biological Industries) medyumu kullanıldı. 

          Hücreler bu besi ortamı içeren 25 cm2  ve 75 cm2’lik flasklarda, iç ortamıı %5 

CO2, %95 hava karışımı ve nem içeren ve 37 °C olan inkübatör (Sanyo) içinde tutularak 

ve haftada 3 kez rutin pasaj yapılarak üretildi. 

         Hücre pasajları laminar akım kabini (Tezsan), hücre kültürleri incelemeleri invert 

mikroskop (Leitz), cam malzeme sterilizasyonu otoklav, stokların -20 °C’de 

depolanması için derin dondurucu (Arçelik) kullanıldı. 

3.4.2. Doz Belirleme Deneyi 

          Semi-konfluent Endometrium epiteli İshikawa tümör hücreleri haftada en az 2 

kere pasaj yapılarak İstanbul Üniversitesi, İstanbul Tıp Fakültesi Histoloji ve 

Embriyoloji Anabilim Dalı Doku ve Hücre Kültürü Laboratuvarında rutin olarak 

üretilmekte ve deney dışı zamanlarda dondurulup saklanmaktadır. 

          Semi-konfluent kültürler kalsiyum-magnezyum içermeyen fosfat tamponunda 

hazırlanmış %0,3 (Gibco) tripsin ile tripsinize edilerek toplandı 1500 rpm’de 1-3 dakika 

süreyle santrifüj edildi. Santrifüj işlemi 3ml medyum ile tekrarlanarak tripsin etkisi 

ortadan kaldırıldı. Hücreler taze hazılanmış serumlu medyumda tek hücre süspansiyonu 

(single cell suspantion) haline getirildi. 

         Hücreler  hemositometrik sayma kamarasında sayılarak deney için yeterli hücre 

sayısının bulunup bulunmadığı saptandı. 
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         Deneyler 6 kuyucuklu kültür kaplarında gerçekleştirildi. Her kuyucuğa taze 

hazırlanmış ve %10 serum içeren 5’er ml RPMI-1640 medyumu konuldu. Bu 

medyumun içerisine %100 canlı 5x105 İshikawa hücresi ekildi. Kültür kapları hafifçe 

sallanarak hücrelerin kuyucuk yüzeyine homojen yayılmaları sağlandı. 

        Karboplatin ve Klorimipramin’in herbiri için final konsantrasyonu 1; 10; 100; 200 

µM konsantrasyonlarını sağlayacak şekilde yoğun olarak hazırlanmış çözeltileri 100µ l 

eşit hacimlerde içerisinde hücrelerin bulunduğu kuyucuklara verildi. Hücreler bütün 

deney maddeleriyle 24, 48 ve 72 saat sürelerle 37°C ve %5 CO2 ortamında kültür 

inkübatöründe kültüre edildiler. Bu inkübasyon sürelerinin sonunda kuyucukların üst 

medyumları alınarak 3 dakika 1500 rpm’de santrifüj edildi ve ilaç etkileşimi sonucu 

inkübasyon medyumuna çıkması mümkün olan hücreler üst medyumdan ayrıldı. Diğer 

taraftan kuyucuklardaki hücreler üzerine %0,3’lük tripsin solüsyonu eklenerek hücreler 

zeminden ve birbirlerinden ayrıştırılarak santrifüj edilip tripsin üzaklaştırıldı ve diğer 

hücrelerle aynı tüpte toplanan hücreler 2ml medyum ile tek hücre süspansiyonu haline 

getirildi. 

        Hücreler sayma kamarasında sayılarak toplam hücre sayıları kaydedildi. Her ilaç 

için etkin olan inhibisyon dozu50 (ID50) değeri belirlendi.   

3.4.3.  Proliferasyon (Tutunma) Deneyi 

    Deneylerde % 100 canlı tek hücre süspansiyonundan 5x105 ishikawa hücresi 

bütün zaman aralıkları (24, 48 ve 72 saatler) için 5’er ml RPMI-1640 medyumu içeren  

3’er kuyucuğa  ekildi ve inkübatör ortamında tutuldu.  Bu  aşamadan  sonra,  belirlenen 

ID50 değerleri  kullanılarak  ilaçlar tek tek ve kombinasyon grubu oluşturularak 

hücrelere uygulandı. Deney grupları şu şekilde belirlendi: 

 

    1. Kontrol 

    2. Karboplatin     =200 µM 

    3. Klorimipramin=50 µM 

    4. Karboplatin + Klorimipramin 

   Hücreler ilaçların verilmesinden sonraki 24, 48 ve 72. Saatlerde tripsinizasyon ve 

santrifüj  tekniğiyle toplanıp, sayılarak toplam hücre sayıları saptandı ve kaydedildi. 

   Doz ve zaman grafikleri çizildi ve değerlendirildi. 
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3.4.4.  İki Boyutlu Hücre Kültürlerinde BrdU İşaretleme İndeksi 
İmmünohistokimya Tekniği 

 

24 kuyucuklu kültür kapları içerisine yerleştirilen 15 mm çaplı  steril yuvarlak 

lamellerin üzerine 100ml taze hazırlanmış medium içerisinde %100 canlı 3x104  

ishikawa hücresi ekildi. Hücrelerin lamel üzerine homojen steril bir Pasteur pipeti ile 

sağlandıktan sonar hücrelerin lamellere tutunması mikroskop ile gözlemlendikten sonra 

kuyucuklara 1’er ml RPMI-1640 medyumu verilerek kültür kapları inkübatörde kültüre 

edildiler. 

      Hücre ekiminden 24 saat sonra  iki boyutlu hücre kültürlerinde kullanıldığı gibi 

Karboplatin’in 200 µM, Klorimipramin’in 50 µM dozu her kuyucuğa 100 µl olacak 

şekilde uygulandı ve 24 saat süreyle 37 °C de %5’lik CO2 hava karışımında, %95 nemli 

ortamda inkübe edildi.  

 

İnkübasyon süresinin sonuncu saatinde her kuyucuğa daha önce hazırlanmış taze 

BrdU solüsyonundan 20 µM final konsantrasyonu sağlayacak şekilde 100'er  µl verildi 

ve 1 saat süreyle 37 °C de %5’lik CO2 hava karışımında, nemli ortamda inkübe edildi. 

İnkübasyon sonunda lameller PBS ile yıkandı ve her kuyucuğa % 70 etanol eklenip -

20°C 'de 1 saat bekletildi. % 70 etanol uygulamasının sonrasında sırasıyla şu protokol 

izlendi; 

- Kuyucuklar  PBS ile 30 dakika hidrate edildi, 

- % 0.5' lik H2O2 ile karanlıkta20 dakika süre ile bekletildi, 

- PBS ile kısa süre yıkandı, 

- 5 dakika distile suda bekletildi, 

- 4 N HCl ile  37 °C de 30 dakika bekletildi, 

- Distile suda kısa süre yıkandı, 

- PBS ile 5' er dakika 2 kez bekletildi, 

- Non spesifik blok solüsyonu ile 20 dakika bekletildi, 

- Primer antikor ile 1 gece +4 °C de bekletildi, 

- Distile suda kısa süre yıkandı, 

- PBS ile 5'er dakika 2 kez yıkandı, 
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- Sekonder anikor ile 30 dakika oda sıcaklığında bekletildi, 

- Distile suda kısa süreli yıkandı, 

- PBS ile 5'er dakika 2 kez yıkandı, 

- Streptavidin Peroksidaz ile  oda sıcaklığında 30 dakika bekletildi, 

- Distile suda kısa süreli yıkandı, 

- Kromojen solüsyonu oda sıcaklığında, karanlıkta, 11 dakika uygulandı, 

- Distile suda kısa süreli yıkandı, 

- Mayer hematoksilen ile 7 dakika bekletildi, 

- 3 kez çeşme suyu ile yıkandıktan sonra 15 dakika çeşme suyunda bekletildi, 

- Distile su ile yıkanıp lameller lam üzerine alındı, 

- Kapatıcı (Ultramount) kullanılarak lamlar, lamel ile kapatıldı. 

Işık mikroskobunda sayım yapılarak işaretlenme oranları belirlendi. 

 

3.4.5.  Üç boyutlu (Sferoid) Hücre Kültürü 

         İshikawa çok hücreli tümör sferoidleri üretimi için sıvı üst tabaka yöntemi 

(Liquid overlay tecnique)  kullanıldı. Steril bidistile suda hazırlanmış 60 °C' ye kadar 

soğutulmuş  % 3' lük  Agar (Gibco, Select agar)  solüsyonu  ve 40°C' ye kadar ısıtılmış 

medyum 1/1 oranında karıştırılarak  hazırlandı ve 6 kuyucuklu kültür kaplarındaki  

kuyucukların herbirine 1 ml konarak  tüm yüzeyinin kaplanması sağlandı. 

Kuyucuklardaki agar-medyum karışımı yeteri kadar sertleşmesi için +4°C ' de 10 dakika 

bekletildi. Kuyucuklardaki agar-medyum karışımının donmasını takiben üzerlerine  5 

ml  RPMI-1640  medyumu eklenecek ve inkübatöre kaldırıldı. İki boyutlu hücre 

kültürlerinde flasklarda üretilen hücreler tripsinize edilerek toplandı, sayıldı ve 6 

kuyucuklu kültür kaplarındaki  her bir agar-medyum karışımı bulunan kuyucuğa %100 

canlı   1×106  insan ishikawa endometriyum epiteli  hücreleri ekildi. 

       İki boyutlu hücre kültürü deneylerinde kullanılan gruplar esas alınarak  her 

deney grubu için 3 kuyucuğa ekim yapıldı. Hücreler, 37 °C de %5’lik CO2 hava 

karışımında, %95 nemli ortamda sferoid oluşturmaları için 5-7 gün kültüre edildi. 

Bu sürenin sonunda 100-150 civarında oluşan ve boyutları  150-300 mikron 

arasında değişen  sferoidlere taze hazırlanmış ilaçlar 100 µl'lik hacimlerde verildi. 24 

saat sonunda her grubun  üçer kuyucuğundaki sferoidler geçirimli elektron mikroskobu 

(TEM) ile incelenmesi için ayrıldı ve takibe alındı. 
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3.4.5.1. İlaçların Geçirimli Elektron Mikroskobu İle Hücre İnce Yapısı 
(Ultrastrüktürel) Üzerine Etkilerinin Saptanması 

 

Sferoidler  medyumları ile birlikte  15 ml’lik santrifüj tübüne aktarıldı, 3-5  dakika 

1000  rpm’de santrifüj edilip, medyum uzaklaştırıldıktan sonra PBS’de 5 dakika  

bekletildi ve % 2.5’luk gluteraldehidde  1 saat  4°C’de  bekletilerek  tespit edildi. PBS 

ile 2 defa yıkandıktan sonra, 1000 rpm’de 3-5 dakika santrifüj edilip, PBS uzaklaştırıldı,  

ve  %  1’lik  osmium tetroksit  ile 1 saat 4 °C’de bekletilerek ikinci tespit işlemi yapıldı.   

OsO4 uzaklaştırıldıktan sonra, sferoidler  PBS’de 10 dakika bekletildi ve % 1 uranil 

asetatta 4°C’de  30 dakika bekletilerek üçüncü tespit işlemi yapıldı.  

PBS ile yıkandıktan sonra yine PBS içinde 1 ml’lik Ependorf tüplerine alınıp, 1000 

rpm’de 3-5 dakika santrifüj edildi. PBS uzaklaştırıldıktan sonra üzerlerine filtre 

kağıdından süzülmüş taze yumurta akı eklenip, 1000 rpm’de 3-5 dakika santrifüj edildi. 

Yumurta akının fazlası çekilip ve üzerlerine % 70 etanol konarak sertleşmesi için 1-3 

gün bekletildi.  

Sertleşmeyi takiben kalıplaşan sferoidler ependorf tüplerinden  çıkarılacaktır. 

Sferoidler artan konsantrasyondaki etanol serilerinden  ( % 70, % 90, % 96 ve 2 kez % 

100 etanol) oda ısısında  10 dakika geçirildi. Daha sonra 1/1 oranında hazırlanmış 

propilen oksit/epon karışımında 1 saat,  1/3 oranında hazırlanmış propilen oksit/epon 

karışımında 1 saat ve son aşamada saf eponda  1 saat bekletildikten sonra saf epon 

bulunan jelatin doku gömme kapsüllerine gömüldü.. Kapsüller, 60 °C'lik etüvde 18 saat 

bekletildi ve  ultramikrotom kullanılarak 60-70 nm  kalınlığında kesilip  bu ince kesitler 

bakır gridler üzerine aktarıldı. Sırasıyla  30 dakika  % 5’lik  uranil asetat  ve 7 dakika 

Reynold’s solüsyonu ile boyanıp (kontrast)  ve TEM’de  incelenmeye uygun hale 

getirildi. 

 

3.4.5.2. Üç Boyutlu Hücre Kültürlerinde BrdU İşaretlenme İndeksi 
İmmünohistokimya Tekniği 

 

    Steril bidistile suda hazırlanmış 60 °C' ye kadar soğutulmuş  % 3' lük  Agar 

solüsyonu  ve 40°C' ye kadar ısıtılmış medyum 1/1 oranında karıştırılarak  hazırlandı ve 
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6 kuyucuklu kültür kaplarındaki  kuyucukların herbirine 1 ml konarak  tüm yüzeyinin 

kaplanması sağlandı. Hücrelerin ekileceği agar yüzeyinin pürüzsüz olmasına özellikle 

dikkat edildi. Erken donma sebebi ile pürüzlü kuyucuklara hücre ekilmedi. 

Kuyucuklardaki agar-medyum karışımı yeteri kadar sertleşmesi için +4°C ' de 10 dakika 

bekletildi. Kuyucuklardaki agar-medyum karışımının donmasını takiben üzerlerine  5 

ml  RPMI-1640  medyumu eklendi ve inkübatöre kaldırıldı. İki boyutlu hücre 

kültürlerinde flasklarda üretilen hücreler tripsinize edilerek toplandı, sayıldı ve 6 

kuyucuklu kültür kaplarındaki  her bir agar-medyum karışımı bulunan kuyucuğa %100 

canlı   1×106  insan ishikawa endometriyum epiteli  hücreleri ekildi. 

  İki boyutlu hücre kültürü deneylerinde kullanılan gruplar esas alınarak  her deney 

grubu için 3 kuyucuğa ekim yapıldı. Hücreler, 37 °C de %5’lik CO2 hava karışımında, 

%95 nemli ortamda sferoid oluşturmaları için 5-7 gün kültüre edildi. 

Bu sürenin sonunda 100-150 civarında oluşan ve boyutları  150-300 mikron 

arasında değişen  sferoidlere taze hazırlanmış ilaçlar 100 µl'lik hacimlerde verildi. 

Sferoidlerin ilaçlarla 24 saat süreli etkileşiminin son saatinde, sferoidlere  20 µM 

olacak şekilde 100 µl BrdU verildi ve 60 dakika 37°C de inkübe edildi. Bu aşamadan 

sonra sırayla şu protokol incelendi; 

- Bu sürenin sonunda sferoidler 1000 devirde 3 dakika santrifüj edilerek toplandı, 

- % 10 luk formaldehit ile  tespit edildi, 

-PBS ile yıkandıktan sonra yine PBS içinde 1 ml’lik Ependorf tüplerine alınıp, 1000 

rpm’de 3-5 dakika santrifüj edildi.  

PBS uzaklaştırıldıktan sonra üzerlerine filtre kağıdından süzülmüş taze yumurta akı 

eklenip, 1000 rpm’de 3-5 dakika santrifüj edildi. Yumurta akının fazlası çekilip ve 

üzerlerine % 70 etanol konarak sertleşmesi için 1-3 gün bekletildi.  

- Sferoid topluluğu ependorflardan çıkarıldı ve iğne ile tutturuldu, 

- Tüm sferoid grupları yükselen alkol serilerinden geçirilerek (%70, %90,%96, 

%100, %100, toluol) dehidrate edilip, parafine gömüldü, 

- 10 µm kalınlığında kesitler alındıve 1 gece 65 °C de etüvde bekletildi, 

- Kesitler inen alkol serisi (Toluol, %100, %100, %96, %90, %70) ile hidrate edildi, 

- Distile suda 5 dakika bekletildikten sonra, %0,5'lik H2O2 'de karanlıkta 20 dakika 

bekletildi, 

- 3 kez distile suda yıkandıktan sonra,  %1'lik tripsinde 37°C'de bekletildi, 
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- Distile suda 5dk 37°C'de bekletildikten sonra, 4 N HCl ile  37 °C de 30 dakika 

bekletildi, 

- PBS ile 5' er dakika 2 kez bekletildikten sonra, Non spesifik blok solüsyonu ile 20 

dakika bekletildi, 

- Primer antikor ile 1 gece +4 °C de bekletildi, 

- PBS ile 5'er dakika 2 kez yıkandı, 

- Sekonder antikor ile 30 dakika oda sıcaklığında bekletildi, 

- PBS ile 5'er dakika 2 kez yıkandı, 

- Streptavidin Peroksidaz ile  oda sıcaklığında 30 dakika bekletildi, 

- Kromojen solüsyonu oda sıcaklığında, karanlıkta, 11 dakika uygulandı, 

- Mayer hematoksilen ile 7 dakika bekletildi, 

- 3 kez çeşme suyu ile yıkandıktan sonra 15 dakika çeşme suyunda bekletildi, 

- Distile su ile yıkanıp lameller lam üzerine alındı, 

- Kapatıcı (Ultramount) kullanılarak lamlar, lamel ile kapatıldı. 

Işık mikroskobunda sayılarak BrdU-işaretlenme indeksi (BrdU-LI) değerleri 

saptandı. 

3.4.6. Akım Sitometrik Anneksin-V-FITC/PI  Boyaması ile İlaçların Programlı 
Hücre Ölümüne Etkilerinin Saptanması 

 

Programlı hücre ölümü olarak adlandırılan apoptozun önemli göstergelerinden biri 

fosfatidilserinin plazma membranının iç kısmından dış  kısmına yer değiştirmesi 

(translokasyon) olarak tanımlanır. Fosfatidil serinin dış membrandaki yeri Anneksin-V-

Floresein izotiyosiyanat (Anneksin-V-FITC) hedef bölgedir.  Anneksin fosfotidil serine 

bağlanarak onu akım sitometrik saptama için görünür hale getirir. (Vermes  ve ark. 

1995, Martin  ve ark. 1995). 

 Deneylerde % 100 canlı tek hücre süspansiyonundan 5x105 ishikawa  insan 

endometrium hücresi bütün zaman aralıkları (24, 48 ve 72 saatler) için 5’er ml  RPMI-

1640 medyumu içeren  3’er kuyucuğa  ekildi  ve inkübatör ortamında tutuldu.  

Proliferasyon deneylerindeki her bir grup, ilaç konsantrasyonu  ve zaman aralığı (24, 48 

ve 72 saat)  aynı kalarak deneyler gerçekleştirildi. Bu inkübasyon sürelerinin sonunda 

hücreler toplanıp, PBS ile iki defa yıkandı ve apoptoz kitinde bulunan bağlama tamponu 

(0.01 M HEPES, 0.14 mM NaCl,  2.5 mM CaCl2)  eklenerek süspansiyon haline 

getirildi. Bağlama solüsyonu içindeki hücre süspansiyonuna (100 µl  bağlama solüsyonu 
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içinde 1x106  hücre)  5 µl  FITC-etiketli Anneksin V ve vital boya olan propidyum iodid  

(PI)  eklenerek oda ısısında karanlıkta 15 dakika bekletildi. Sonra Anneksin-V-FITC ve 

PI ile verdiği floresans akım sitometre cihazı ile ölçüldü. Sonuçlar  CellQuest ve 

WinMDI analiz programları ile değerlendirildi ve kontrol grubuna göre ilaçların  ölü, 

canlı ve apoptotik hücre oranları  üzerine etkileri saptandı. 

3.5. İSTATİSTİKSEL YÖNTEM 

Yapılan deneylerden elde edilen verileri değerlendirmede SPSS 17,0 istatistik 

programı kullanıldı. Gruplar arası farkın anlamlılığını değerlendirmede Student t-testi 

kullanıldı. Anlamlılık sınırı p<0,05 olarak kabul edildi. Sonuçlar ortalama +/- SEM 

olarak gösterilmiştir. 
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4. BULGULAR 

4.1. TUTUNMA (PLATİNG) VERİLERİ 

 Tablo 4-1:İshikawa Endometrial Epiteli Hücre Kültürlerinde CAR, CIMP ve  CAR+CIMP      
Kombinasyonlarının Hücre Sayısı Üzerindeki Zamana Bağlı Etkileri      

X 10⁴        24 SAAT        48 SAAT       72 SAAT 

Kontrol        77 ± 1          95 ± 1       123 ± 1 

CAR        39 ± 0,3         46 ± 0,6        17 ± 0,6 

CIMP        58 ± 0         60 ± 0        63  ± 0 

CAR+CIMP        30 ± 0,3         24  ± 0,3        10  ± 0,5 

 

                      

 

          Şekil 4-1. Zamana Bağlı Hücre Çoğalma Verileri 

a Kontrol Grubuna  Göre, b CAR Grubuna Göre, c CIMP Grubuna Göre  

* p<0.01, ** p<0.05 

 

 

1) Endometrium epiteli İshikawa tümör hücreleri 24. ve 72. saatler arasında ilaç 

verilmeden kontrol grubunu oluşturacak şekilde inkübe edildi. Bu zaman dilimi 

boyunca kontrol grubunu oluşturan hücre sayısındaki artışın, beklenildiği gibi 

sağlıklı ve katlanarak oluştuğu  gözlemlendi. (Şekil 4.1.)  
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2) Karboplatin (CAR) grubu incelendiğinde; hücrelerin sayısında 24. ve 72. saatler 

arasındaki zaman dilimleri boyunca kontrol grubuna oranla anlamlı düzeyde 

azalmanın olduğu saptandı.  

Kontrol grubuna göre; 24. saatte (p<0.01), 48. saatte (p<0.01), 72. saatte 

(p<0.01) istatiksel olarak anlamlı bir hücre tutunma inhibisyonu gözlemlendi 

(Tablo 4.1., Şekil 4.1.) 

3) Klorimipramin (CIMP) grubu incelendiğinde; hücrelerin sayısında 24. ve 72. 

saatler arasındaki zaman dilimleri boyunca kontrol grubuna oranla anlamlı 

düzeyde azalmanın olduğu saptandı.  

Kontrol grubuna göre; 24. saatte (p<0.01), 48. saatte (p<0.01), 72. saatte 

(p<0.01) istatiksel olarak anlamlı bir hücre tutunma inhibisyonu gözlemlendi 

(Tablo 4.1.,Şekil 4.1.). 

4) Kombinasyon grubu (CAR+CIMP) incelendiğinde; hücre sayısında, 24. ve 72. 

saatler arasındaki süreç boyunca kontrol grubuna, CAR grubuna ve CIMP 

grubuna oranla anlamlı bir azalmanın olduğu saptandı (Tablo 4.1.,Şekil 4.1.). 

Kontrol grubuna göre; 24. saatte (p<0.01), 48. saatte (p<0.01), 72. saatte 

(p<0.01) istatiksel olarak anlamlı bir hücre tutunma inhibisyonu gözlemlendi. 

CAR grubuna göre; 24. saatte (p<0.01), 48. saatte (p<0.01), 72. saatte (p<0.01) 

istatiksel olarak anlamlı bir hücre tutunma inhibisyonu gözlemlendi. 

CIMP grubuna göre; 24. saatte (p<0.01), 48. saatte (p<0.01), 72. saatte (p<0.01) 

istatiksel olarak anlamlı bir hücre tutunma inhibisyonu gözlemlendi (Tablo 4.1., 

Şekil 4.1.). 

 

4.2. TEK TABAKALI HÜCRE KÜLTÜRLERİNDE BrdU İŞARETLENME 
İNDEKSİ   (BrdU-LI) 

Tablo 4-2: İshikawa Endometrial Epiteli Hücre Kültürlerinde CAR, CIMP ve CAR+CIMP 
Kombinasyonlarının Sentez Fazındaki Hücrelere Etkileri 

% X     24 SAAT       72 SAAT 

Kontrol      65 ± 1         53 ± 1 

CAR      29 ± 1         11 ± 1 

CIMP      35 ± 1         24 ± 1 

CAR + CIMP      3 ± 1         1 ± 0 
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Şekil 4-2. Tek Tabakalı Hücre Kültürlerinde BrdU-LI 

a Kontrol Grubuna  Göre, b CAR Grubuna Göre, c CIMP Grubuna Göre  

* p<0.01, ** p<0.05 

 

 

1) Kontrol grubundaki hücreler incelendiğinde; 24. saatte % 65 oranında 

işaretlenme görüldü. 72. saatte ise bu oran % 53 civarlarındaydı (Tablo 4.2., 

Şekil 4.2.) 

2) CAR grubundaki işaretlenme oranı 24. saatte % 29, 72. saatte ise %11 

oranında izlendi. Her iki zaman dilimide kontrol grubu ile karşılaştırıldığında 

karboplatinin istatiksel olarak anlamlı (24. saat p<0,01; 72. saat p< 0,01) 

sentez fazı inhibisyonu yarattığı saptandı(Tablo 4.2., Şekil 4.2.).     

3) CIMP grubundaki işaretlenme oranı 24. saatte %35, 72. saatte % 14 oranında 

görüldü. Her iki zaman dilimide kontrol grubuna oranla incelendiğinde 

klorimipraminin hücreler üzerinde anlamlı (24. saat p<0,01; 72. saat p<0,01)  

bir sentez fazı inhibisyonu yarattığı görüldü(Tablo 4.2., Şekil 4.2.). 

4) Kombinasyon (CAR + CIMP) grubu incelendiğinde 24. saatte % 3, 72. 

saatte % 1 oranında işaretlenme saptandı (Tablo 4.2., Şekil 4.2.). Her iki 

zaman dilimide incelendiğinde; 
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• Kontrol grubuna oranla kombinasyon grubunun hücreler üzerinde 

anlamlı (24. saat p<0,01; 72. saat p< 0,01)  bir sentez fazı 

inhibisyonu yarattığı gözlemlendi. 

• CAR grubuna oranla kombinasyon grubunun hücrelerin sentez 

fazındaki inhibisyon oranının anlamlı (24. saat p<0,01; 72. saat 

p<0,01)  bir şekilde arttırdığı saptandı. 

• CIMP grubuna oranla kombinasyon grubunun hücrelerin sentez 

fazındaki inhibisyon oranını anlamlı (24. saat p<0,01; 72. saat 

p<0,01)  bir şekilde arttırdığı saptandı. 

4.3.   ÜÇ TABAKALI (SFEROİD) HÜCRE KÜLTÜRLERİNDE BrdU-LI 

Tablo 4-3: İshikawa Endometrial Epiteli Üç Boyutlu (Sferoid) Hücre Kültürlerinde CAR, CIMP ve  
CAR+CIMP Kombinasyonlarının Sentez Fazındaki Hücrelere Etkileri 

% X                      24. SAAT 

Kontrol                         68 ± 1 

CAR                         35 ± 0 

CIMP                         37 ± 1 

CAR + CIMP                         3 ± 0,6 

 

           

Şekil 4-3.Üç tabakalı (Sferoid) Hücre Kültürlerinde BrdU-LI 

a Kontrol Grubuna  Göre, b CAR Grubuna Göre, c CIMP Grubuna Göre  

* p<0.01, ** p<0.05 
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1) Kontrol grubundaki hücrelerin 24. saatteki işaretlenme oranları % 68 civarında 

saptandı (Tablo 4.3., Şekil 4.3.).  

2) CAR grubundaki işaretlenme oranı 24. saatte % 35 civarındadır. Kontrol grubu ile 

karşılaştırıldığında sentez fazındaki hücrelerin inhibisyonunun anlamlı (p< 0,01) 

bir şekilde arttığı gözlemlendi (Tablo 4.3., Şekil 4.3.). 

3) CIMP grubundaki işaretlenme oranının 24. saatte  %37 civarında olduğu izlendi. 

Kontrol grubu ile karşılaştırıldığında sentez fazındaki hücrelerin inhibisyonunun 

anlamlı (p< 0,01) bir şekilde arttığı gözlemlendi (Tablo 4.3., Şekil 4.3.). 

4) Kombinasyon grubu (CAR + CIMP) incelendiğinde ise hücrelerdeki işaretlenme 

oranının % 3 civarına düştüğü saptandı (Tablo 4.3., Şekil 4.3.). 

• Kontrol grubuna oranla kombinasyon grubunun hücreler üzerinde anlamlı 

(24. saat p<0,01)  bir sentez fazı inhibisyonu yarattığı gözlemlendi. 

• CAR grubuna oranla kombinasyon grubunun hücrelerin sentez fazındaki 

inhibisyon oranının anlamlı (24. saat p<0,01) bir şekilde arttırdığı 

saptandı. 

• CIMP grubuna oranla kombinasyon grubunun hücrelerin sentez fazındaki 

inhibisyon oranını anlamlı (24. saat p<0,01)  bir şekilde arttırdığı saptandı. 

4.4.  AKIM SİTOMETRİK ANNEKSİN-V-FITC/PI  BOYAMASI İLE 
İLAÇLARIN PROGRAMLI HÜCRE ÖLÜMÜNE ETKİLERİ 

Tablo 4-4: İlaçların Hücreler Üzerindeki İstatistiksel Apoptoz Verileri 

% X         24 SAAT             72 SAAT 

Kontrol              1 ± 0               3 ± 1 

CAR             7 ± 0              32 ± 1 

CIMP             5 ± 0              22 ± 1 

CAR + CIMP             9 ± 1               46 ± 1 
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      Şekil 4-4. İlaçların Hücreler Üzerindeki Apoptoz Etkiletinin Verileri 

a Kontrol Grubuna  Göre, b CAR Grubuna Göre, c CIMP Grubuna Göre  

* p<0.01, ** p<0.05, *** p>0.05  
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Kontrol 24 Saat                                                                     Kontrol 72 Saat                          

                              

 

CAR 24 Saat                                                                             CAR 72 Saat 

                                     
 

 

CIMP 24 Saat                                                                             CIMP 72 Saat 

                                    
CAR + CIMP 24 Saat                                                                CAR + CIMP 72 Saat 

                                     

Akım sitometrik analiz ile tüm gruplarda; hücrelerin programlı hücre ölümüne gitme 

sürecinde elde edilen ham veriler. 
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1) Kontrol grubunda 24. saatte apoptoza giden hücre oranı % 1 civarında iken bu 

oran 72. saatte % 3 olarak gözlemlendi (Tablo 4.4., Şekil 4.4.). 

2) CAR grubu incelendiğinde; 24. saatte % 7 olan apoptoz oranı 72. saatte % 32 

olarak izlendi. 

Kontrol grubu ile karşılaştırıldığında her iki zaman dilimindede anlamlı bir 

şekilde (24. saatte p<0,01; 72. saatte p<0,01) apoptoza giden hücre sayısını 

arttığı saptandı (Tablo 4.4., Şekil 4.4.).. 

3) CIMP grubunda 24. saatte % 5 olan apoptoz oranı 72. saatte % 22 ye çıkmıştır. 

Kontrol grubu ile karşılaştırıldığında her iki zaman dilimindede apoptoz 

oranında anlamlı (24. saatte p<0,01; 72. saatte p<0,01) bir artış saptandı (Tablo 

4.4., Şekil 4.4.). 

4) Kombinasyon (CAR + CIMP) grubunda ise 24. Saatte % 9 olan apoptoz oranı 

72. Saatte % 46’ ya çıktığı görüldü (Tablo 4.4., Şekil 4.4.). 

• Kontrol grubu ile karşılaştırıldığında her iki zaman dilimindede apoptoz 

oranında anlamlı (24. saatte p<0,05; 72. saatte p<0,05) bir artış olduğu 

izlendi. 

• CAR grubu ile karşılaştırıldığında 24. saatte elde edilen apoptoz 

oranında anlamlı (p>0,05; p=0,07) bir veri kaydedilmedi. Ancak 72. 

Saatte elde edilen apoptoz değerlerinde anlamlı (p<0,01) bir artış 

saptandı. 

• CIMP grubu ile karşılaştırıldığında ise her iki zaman diliminin sonunda 

anlamlı  (24. saatte p<0,05; 72. saatte p<0,01) bir artışın olduğu görüldü.   
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4.5. İLAÇLARIN GEÇİRİMLİ ELEKTRON MİKROSKOBU İLE ÜÇ 
BOYUTLU  ISHIKAWA HÜCRE KÜLTÜRLERİNDE HÜCRELERİN 
İNCE YAPISI (ULTRASÜKRÜKTÜRÜ) ÜZERİNE ETKİSİ 

 

Şekil 4-5: TEM Kontrol Grubu  

%100 canlı 1x10⁶  ishikawa hücrelerinden oluşturulan sferoidlerden çekilen kontrol grubu 
fotoğrafında; hücreler arası bağlantıların düzgün, hücre membranı (h.m.) ve nükleus membran 
(n.m.) yapısının intakt olduğu, mikrovillusların (m.v.) düzgün yapıda bulunduğu ve hücrlerin 
normal morfoloji gösterdikleri gözlemlendi. (N: nukleus, Nu: nukleolus) (X 6000) 
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Şekil 4-6: TEM Kontrol Grubu  

 %100 canlı 1x10⁶  ishikawa hücrelerinden oluşturulan sferoidlerden çekilen kontrol grubu 
fotoğrafında; hücre membranı ve nükleus membranının (n.m.) bütünlüğünü koruduğu ve 
hücrelerin düzgün morfoloji gösterdiği izlendi. (N:nukleus, Nu: nukleolus, d:dezmozom)  

(X 15k) 
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Şekil 4-7: TEM CAR Grubu 

%100 canlı 1x10⁶  ishikawa hücrelerinden oluşturulan sferoidlerden çekilen CAR grubu 
fotoğrafında; sferoid bütünlüğünün bozulduğu, lipit vokuollerinin(v.f.) oluştuğu ve otofajik 
vokuol (o.v.) benzeri yapıların sayısında artışın olduğu gözlemlendi. (N: nukleus, L.d.: litik 
değişiklikler) (X7500) 

 

Şekil 4-8: TEM CIMP Grubu 

 %100 canlı 1x10⁶  ishikawa hücrelerinden oluşturulan sferoidlerden çekilen CIMP grubu 
fotoğrafında; apoptotik cisimciklerin (a.c.) oluştuğu gözlemlendi. (X7500) 
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Şekil 4-9: TEM CIMP Grubu 

%100 canlı 1x10⁶  ishikawa hücrelerinden oluşturulan sferoidlerden çekilen CIMP grubu 
fotoğrafında; hücrelerin içerisinde litik değişikliklerin (L.d.) olduğu ve otofajik vokuol (o.v.) 
benzeri yapıların oluştuğu gözlemlendi. (N: nukleus, Nu: nukleolus, v.f.: vokuol füzyonu) 
(X5000) 

 

Şekil 4-10: TEM Kombinasyon Grubu  

%100 canlı 1x10⁶  ishikawa hücrelerinden oluşturulan sferoidlerden çekilen kombinasyon (CAR 
+ CIMP) grubu fotoğrafında; apoptotik cisimcik (a.c.) yapılarının oluştuğu izlendi. (X5000) 
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Şekil 4-11: TEM Kombinasyon Grubu 

 %100 canlı 1x10⁶  ishikawa hücrelerinden oluşturulan sferoidlerden çekilen kombinasyon 
(CAR + CIMP) grubu fotoğrafında; mikrovillus (m.v.) kaybının olduğu ve hücre içinde belirgin 
otofajik vokuol (o.v.) yapısının oluştuğu gözlemlendi. (X7500) 
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Şekil 4-12:Kontrol Grubu 24 Saat Ishikawa Tek Tabakalı Hücre Kültürlerinde BrdU İmmünohistokimyası  

(X120) 

 

 

 

Şekil 4-13: CAR  Grubu 24 Saat Ishikawa Tek Tabakalı Hücre Kültürlerinde BrdU İmmünohistokimyası  

(X120) 
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Şekil 4-14:CIMP Grubu 24 Saat Ishikawa Tek Tabakalı Hücre Kültürlerinde BrdU İmmünohistokimyası  

(X160) 

 

 

 

Şekil 4-15: Kombinasyon (CAR + CIMP) Grubu 24 Saat Ishikawa Tek Tabakalı Hücre Kültürlerinde BrdU 
İmmünohistokimyası 

 (X200) 
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Şekil 4-16: Kontrol Grubu 72 Saat Ishikawa Tek Tabakalı Hücre Kültürlerinde BrdU İmmünohistokimyası  

(X200) 

 

 

 

Şekil 4-17: CAR Grubu 72 Saat Ishikawa Tek Tabakalı Hücre Kültürlerinde BrdU İmmünohistokimyası 
(X200) 
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Şekil 4-18:CIMP Grubu 72 Saat Ishikawa Tek Tabakalı Hücre Kültürlerinde BrdU İmmünohistokimyası  

(X200) 

 

 

 

 

Şekil 4-19: Kombinasyon (CAR + CIMP) Grubu 72 Saat Ishikawa Tek Tabakalı Hücre Kültürlerinde BrdU 
İmmünohistokimyası 

 (X200) 
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Şekil 4-20:Kontrol Grubu 24 Saat Ishikawa Üç Boyutlu (Sferoid) Hücre Kültürlerinde BrdU 
İmmünohistokimyası 

 (X200) 

 

 

 

Şekil 4-21: CAR Grubu 24 Saat Ishikawa Üç Boyutlu (Sferoid) Hücre Kültürlerinde BrdU 
İmmünohistokimyası 

 (X100) 
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Şekil 4-22:CIMP Grubu 24 Saat Ishikawa Üç Boyutlu (Sferoid) Hücre Kültürlerinde BrdU 
İmmünohistokimyası 

 (X160) 

 

 

 

Şekil 4-23: Kombinasyon (CAR + CIMP) Grubu 24 Saat Ishikawa Üç Boyutlu (Sferoid) Hücre Kültürlerinde 
BrdU İmmünohistokimyası  

(X120) 
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5. TARTIŞMA 

Endometriyum kanseri kadın genital kanserleri arasında ilk sırada bulunan (5) ve 

en yaygın görülen jinekolojik tümörlerden biridir (3,6,7). Endometriyum kanserinin alt 

tipi olan endometrioid adenokarsinoma (Tip I), hücrelerde meydana gelen β-catenin 

genindeki mutasyon sonucu infertiliteye yol açabilen bir kanser çeşididir(10). 

 Ishikawa hücre soyu; insan endometriyum epitelinden türeyen tip I 

adenokarsinom hücreleri olup östrojene bağımlılık göstermektedirler(1,2). 

Endometrium epitelinin östrojen ve diğer kemoterapotik ajanlara karşı yanıtlarının 

çalışılabileceği ideal bir hücre soyudur (1,2). 

 Karboplatin, endometriyal karsinom gibi çeşitli tümörlerin tedavisinde 

kullanılan platinyum içeren ikinci nesil  antineoplastik alkilleyici bir ajandır 

(22,23,26,27). Karboplatinin, platinyum içeriğinden dolayı hücrelerde öncelikle DNA 

hasarına yol açtığı ve böylece tümör hücrelerinin vücuttaki gelişimlerini ve 

yayılımlarını yavaşlattığı gösterilmiştir (22,25,26). 

 Platinyum türevlerinin endometrial tümör hücrelerine karşı göstermiş oldukları 

sitotoksik etkilerin tayininde hücre canlılık oranlarının da içinde bulunduğı çeşitli 

metodlar kullanılmaktadır (22,25,27). 

 Klorimipramin, obsesyon  tedavisinde sıklıkla kullanılan trisiklik bir 

antidepresandır (34). Klorimipramin’in neoplastik hücrelerde yarattığı en belirgin etki 

hücreleri apoptoza götürmesidir(31,32,33). Bunun yanı sıra hücrelerde DNA hasarınada 

yol açabilen özelliğe sahip bir antidepresandır (34). 

 Hücre kültürü çalışmaları, in vivo şartlarda mümkün olmayan, kısa zaman 

aralığında gerçekleştirilmesi istenen fiziksel ve kimyasal etkenlerin incelenmesinde 

yaygın olarak kullanılan bir yöntemdir (14,15). 

 Antineoplastik ajanların in-vitro etkinlik düzeyinin saptanmasında çok farklı 

hücre kültürü parametre ve yöntemleri kullanılmaktadır. Bu parametrelerin başında 

hücrelerin farklı doz ve zaman aralığında ilaçlarla etkilendirilerek doz ve zaman 

etkileşim grafiklerinin saptanması bulunmaktadır ve bu parametrelerden elde edilen 

sonuçlar ile ilaçların etkileşimlerinin özgünlüğü belirlenebilmektedir. 

 Bizim çalışmamızda Ishikawa Endometrium hücre kültürlerinde, hücrelere 

değişen doz ve zaman aralıklarında; Karboplatin, Klorimipramin ayrı ayrı ve birlikte 

uygulandığında hücrelerin doza ve zamana bağlı olarak hücre sayılarında azalma 
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olmuştur(Tablo4.1., Şekil 4.1.). Bu azalma literatür bilgisiyle uyumlu (23,25,31,32) 

gözükmektedir ve istatiksel olarak anlamlıdır(p<0,01). 

 Kontrol grubu ishikawa hücreleri zamana bağlı olarak düzgün ivmeli bir artış 

göstermesine karşın, hem Karboplatin hemde klorimipramin grubu hücreleri anlamlı 

(p<0,01) düşüşler gösterdiği gözlemlendi(Tablo4.1., Grafik 4.1.). Kombinasyon grubu 

hücreleri kontrol, Karboplatin ve Kloripramin grubu ile karşılaştırıldığında hücre 

sayısında görülen düşüşlerin istatiksel olarak anlamlı olduğu saptandı (p<0,01). 

 İki boyutlu hücre kültürlerinde; BrdU işaretleme indeksleri açısından sonuçlar 

değerlendirildiğinde 24 ve 72. saatlerde kontrol grubu hücrelerinde işaretlenme indeksi 

değerleri %53 ve %65 arasında seyrederken, bu değerler Karboplatin grubunda zamana 

bağlı olarak azaldığı ve 72. saatte %11 seviyesine gerilediği saptandı. Benzer şekilde 

Klorimipramin grubu hücreleri de zamana bağlı olarak işaretlenme indeksinde azalma 

meydana geldiği gözlemlendi. Bu düşüş istatistiksel olarak anlamlıdır(p<0,01) (Tablo 

4.2., Şekil 4.2.) ve bu bulgu literatürlerle uyumludur (33). Kombinasyon grubu 

hücrelerinde ilerleyen saatlerde %1 gibi çok düşük bir BrdU işaretlenme indeksi 

saptandı. Bütün gruplar ve kombinasyon grubu hücrelerinin BrdU işaretlenme indeks 

değerleri kontrol gruplarından istatiksel olarak az olduğu saptandı ve bu azalmanın 

anlamlı (p<0,01) (Tablo 4.2., Şekil 4.2.) ve literatürle uyumlu olduğu görüldü(33,36). 

 İlginç olan kombinasyon grubu BrdU işaretlenme indeksi değerinin 72. saatte 

belirgin bir şekilde hem Karboplatin hem de Klorimipramin grubuna oranla azaldığı 

görüldü . Bu düşüş; maddelerin, beraber kullanıldığında sentez fazı inhibisyonu 

açısından sinerjistik bir etki gösterdiklerinin kanıtı olarak gösterilebilir. 

 İlaç-hücre etkileşimi için iki boyutlu hücre kültür sonuçlarının tam olarak in-

vivo korelasyon sağlayamaması sonucu yeni etkin ve güvenilir kültür metodları 

geliştirilmeye çalışılmıştır. Multiselüler sferoid hücre kültürleri tümör mikro çevresini 

ve doğasını en iyi şekilde yansıtan bir method olarak ortaya çıkmış ve sonuçları 

itibariyle yüksek in-vivo korelasyon gösterdiği çok sayıdaki literatürde belirtilmektedir 

(37,38,39,40). 

 Çalışmamızda likit-overlay teknik kullanılarak oluşturulan sferoidler kullanıldı 

ve bu ilaçların tek tek ve kombinasyon uygulamaları sonucu sferoid BrdU işaretlenme 

indeksleri üzerine etkileri tartışıldı. Sonuçlar değerlendirildiğinde kontrol grubu 

sferoidlerinde %68 seviyelerinde saptanan BrdU indeksinin hem Karboplatin hem 

Klorimipramin hem de kombinasyon grubunda azaldığı görüldü(Tablo 4.3., Şekil 4.3.). 
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 Sferoid doğası gereği sferoid çapı büyüdükçe dış ve iç hücresel farklılaşma 

sürecinin arttığı ve dışarıdan içeriye doğru proliferasyon, semi apoptotik (apoptotik) ve 

en içte ise nekrotik bir zon geliştiği görülmüştür. İlaçların proliferasyon indeksini 

azaltmış olması bu bilinen zonların daha belirgin hale geldiğini göstermektedir. Benzer 

şekilde sferoid çapı üzerinde inhibisyon etkisi  meydana getirdiği görülmektedir. Bizim 

çalışmamızda saptanan işaretlenme indekslerindeki düşüş beklenen bir inhibisyon 

mekanizmasının yürüdüğünü göstermektedir. 

 Hücre proliferasyon ve canlılık oranlarının ve ilaçların etki düzeylerinin 

saptanmasında kullanılan güvenli metodlardan biri de akım sitometrik  (FCM) 

analizlerinin değerlendirilmesidir. Çalışmamızda programlı hücre ölüm oranları kontrol 

grubu hücrelerinde 24 saatte %1, 72 saatte %3 iken (Tablo 4.4., Şekil 4.4.) Karboplatin 

grubunda özellikle 72. saatte bu oranın  %32, Klorimipramin grubunda %22 ve 

kombinasyon grubunda ise %46 (Tablo 4.4., Şekil 4.4.) civarlarına yükseldiği saptandı. 

Bu sonuçlara bakıldığında hem Karboplatin hemde Klorimipramin’in ayrı ayrı, 

hücreleri zamana bağlı olarak programlı hücre ölümüne yönlendirmelerinin görülmesine 

karşılık kombinasyon grubu incelendiğinde ilaçların sinerjistik bir etki ile hücreleri 

programlı hücre ölümüne daha yüksek oranda yönlendirdiği gözükmektedir. Buradan 

her iki ilacın etki yolaklarının kısmen farklı olmasına rağmen  inkübasyon sırasında 

birbirleriyle sinerjistik olarak etkileşimde bulunduğu görülmektedir. Yapılan 

istatistiksel değerlendirmede kombinasyon grubu hücrelerinde Karboplatin grubuna 

oranla 24 saatte anlamlı bir fark kaydedilmezken (p>0,05) 72. saatte anlamlı bir artış 

(p<0,01) gözlemlendi. Karboplatin  ve Klorimipramin grubu hücreleri kontrol grubu 

hücreleri ile karşılaştırıldığında programlı hücre ölüm oranlarının  anlamlı bir şekilde 

arttığı gösterildi(p<0,01) ve  bu sonuçlar literatürle uyumluluk göstermektedir 

(36,37,38). Kombinasyon grubu ile karşılaştırıldığında 24. ve 72. saatlerde saptanan 

fark anlamlı bulunmuştur.  

 FCM sonuçları da incelendiğinde; hücrelerin programlı hücre ölümüne gitme 

oranlarının; ilaçların tek tek uygulandığı gruplara oranla kombinasyon grubunda daha 

yüksek oranda olduğu saptandı. Bunun sonucu olarakta her iki ilacında, hücreleri 

programlı hücre ölümüne yönlendirme sürecinde sinerjistik etki gösterdiği 

söylenebilmektedir. 

 Programlı hücre ölümünün hücresel düzeyde saptanmasında en güvenilir 

metodlardan biri elektron mikroskobik değerlendirmelerdir. Bizim çalışmamızda 
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kontrol grubu sferoidlerin elektron mikroskobik incelenmesinde; nukleus ve hücre 

membranlarının intakt olduğu, hücreler arası bağlantıların düzgün olduğu, sferoid 

bütünlüğünü sağlayan ve özellikle sferoidlerin proliferasyon bölgesi hücreleri arasında 

bol miktarda bulunan dezmozomların bulunduğu görülmektedir(Şekil 4.5.). Ek olarak 

hücrelerin düzgün morfoloji gösterdikleri gözlemlendi(Şekil 4.6.).  

Karboplatin uygulanmış sferoidlerde; sferoid morfolojisinin bozulduğu ve 

hücrelerde belirgin otofajik vakuol yapısının oluştuğu gözlemlendi(Şekil 4.7.). Otofajik 

vokuol oluşumunda moleküler ve gen ekspresyonu düzeyi, özellikle Belcin-1 

aktivasyonunun ölçülmesi elzem görülse de, morfolojik olarak hücresel düzeyde 

elektron mikroskobik gözlemlerle otofaji varlığının saptanması yeterlidir.  

Klorimipramin uygulanmış sferoidlerde; apoptotik cisimciklerin oluştuğu 

gözlemlendi(Şekil 4.8.). Ayrıca hücrelerin içerisinde litik değişikliklerin meydana 

geldiği ve sayıca artmış otofajik vakuol oluşumunun varlığı gözlemlendi (Şekil 4.9.). 

Kombinasyon grubu sferoidlerde ise hücrelerde apoptotik cisimciklerin oluşumunun 

(Şekil 4.10.) yanında hücrelerin içerisinde Klorimipramin grubuna benzer şekilde 

otofajik vokuollerin yer aldığı ayrıca mikrovillus kaybının olduğu(Şekil 4.11.) 

gözlemlendi.  

Çalışmamızın bulguları bütünlük içerisinde değerlendirildiğinde deneyin 

kurgulanışı bakımından Karboplatin ve Klorimipramin’in terapotik amaçlı birlikte 

kullanım mantığı hem iki boyutlu kültür modellerinde hem de sferoid modelde anlamlı 

bir sitotiksisite gösterdiği ve iki ve üç boyutlu kültürlerden elde edilen sonuçların 

çalışmamızda birbirlerini desteklediği görülmektedir. Üç boyutlu sferoidlerde yapısal ve 

moleküler işleyişin iki boyutlu kültürlere oranla farklı olmasına rağmen ve bu iki 

maddenin hücresel etki yolaklarını farklı sinyal mekanizmalarıyla gerçekleştirdiği 

dikkate alındığında sonuçlar itibarı ile sinerjistik artmış inhibitör etkinin görülmesi 

tümörün geriletilmesinde, büyümesinin azaltılmasında veya tamamen durdurulmasında 

etkin ve güvenilir yeni bir model oluşturabileceği görülmektedir.  

 

Sonuçlar; 

1- Karboplatin Ishikawa Endometrium hücrelerinde zamana bağlı olarak etkin bir 

sitotoksik etkiye sahiptir. 

2- Klorimipramin Ishikawa hücrelerinde antineoplastik bir ajan olan Karboplatin 
kadar etkin bir sitotoksik etkiye sahiptir. 
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3- Her iki ilacın birlikte kullanımı hücreler üzerinde çok daha etkin sitotoksik etki 
göstermektedir. 

Endometrial kanserlerin üzerine ilaç sitotoksisitenin değerlendirilmesinde, 

popülasyon kinetik verilerinin önemli bir yer tutması kabul görülen morfolojik ve gen 

ekspresyonu gibi daha ileri düzeyde moleküler çalışmalara ihtiyaç vardır.   
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