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OZET

Sencan, M. (2011) Klorimipramin’in Ishikawa Endometriyum Epiteli Hiicre
Kiiltiirlerinde Karboplatin Sitotoksitesi Uzerine Etkisi. Istanbul Universitesi Saglk

Bilimleri Enstitiisii, Histoloji ve Embriyoloji AD. Yiiksek Lisans Tezi

Calismamizda, antidepresan 6zelligi bilinen Klorimipramin’in ve antineoplastik
ila¢ olarak kullanilan Karboplatin’in ayr1 ayr1 ve birarada kullanildiginda Ishikawa

Endometriyum Epiteli hiicre kiiltiirlerinde sitotoksik etkileri arastirildi.

Haglar, 200,100,10 ve 1 uM’lik dozlarda 24, 48 ve 72 saatlik siirelerle hiicrelere
uygulandi. Hiicre ¢ogalma indeksi, BrdU isaretlenme indeksi ile S fazinda bulunan
hiicrelerin orani, akim sitometrik yontem ile programl hiicre Oliimiine giden hiicre
sayilar1 ve gecirimli elektron mikroskobu ile hiicrelerdeki morfolojik degisimler

saptandi.

Karboplatin ve Klorimipramin’in tek tek uygulandiginda inhibisyonu arttirici
etkisinin oldugu saptandi. Ancak kombine uygulamar sonunda kombinasyon gruplarinin

tek tek uygulamalara gore sinerjistik bir sitotoksisite meydana getirdikleri saptandi.

Sonug olarak Karboplatin ve Klorimipramin’in birlikte uygulandiginda kontrol

grubuna oranla anlaml1 ve etkin sitotoksik etki meydana getirdikleri saptandi.

Anahtar kelimeler : Ishikawa, Karboplatin, Klorimipramin, hiicre kiiltiirii,
endometriyum
Calismamuz; istanbul Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan

desteklenmistir. Proje No: 9997
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ABSTRACT

Sencan,M. (2011)., The effects of chlorimipramine on carboplatin cytotoxicity in
Ishikawa Endometrium Epithelium cell culture. Istanbul University, Institue of Health
Science, Histology and Embryology Department Istanbul.

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 uM 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, ANNEKSIN-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. GIRIS VE AMAC

Tiimor tedavisinde kullanilan ilaclarin hiicre diizeyindeki etkileri degisik metodlar
kullanilarak arastirilmaktadir. Hiicre kiiltiirii caligmalarmin cogu genellikle iki boyutlu
tiimor hiicre kiiltiirleri kullanilarak yapilmaktadir. Iki boyutlu hiicre kiiltiirlerinden elde
edilen sonuglarin cogu zaman in vivo uyumlu olmadig:1 bilinmektedir. Bu nedenle in
vivo uyumlu ve in vivo mikrocevre Ozelliklerini saglayan en iyi in vitro modeller
tizerinde caligilmaktadir.

Ishikawa hiicreleri; Ostrojen ve progesteron igin steroid reseptorii igeren, uterus
fonksiyon bozukluklarina neden olan tip I adenokarsinom hiicreleri olup (10), insan
endometriyum epitelinden tiiremektedirler ve giiniimiizde insan endometriyal kanserini
en iyi karakterize eden hiicrelerdir(1, 2, 11).

Karboplatin (CAR; cis-diamin-1,1-siklobiitan dikarboksilat platinyumlI); ovaryum
kanseri, endometriyal karsinom gibi ¢esitli tiimorlerin tedavisinde kullanilan platinyum
iceren ikinci nesil antineoplastik alkilleyici bir ajandir (22, 24, 26). Karboplatin cesitli
ilaclarla (karboplatin + paclitaxel, karboplatin + gemcitabin, karboplatin + cisplatin)
birlikte uygulandiginda in vivo ve in vitro olarak 1yl sinergizim gosterdigi
belirtilmistir(22, 23, 26, 27). Ancak karboplatinin bilinen bu etkilerine karsilik trisiklik
bir antidepresan olan klorimipramin ile ishikawa endometriyum hiicre Kkiiltiirleri
tizerinde nasil bir etkilesim gosterdigi tam olarak bilinmemektedir. Bu nedenle
calismamizda klorimipraminin karboplatin ile kombinasyonlarinin ishikawa
endometriyum epiteli hiicre kiiltiirlerinde hiicre ¢ogalmasi iizerine etkilerini doza ve
zamana bagl olarak arastirmay1 amacladik.

Bugiine kadar yapilan calismalarda; karboplatinin ve klorimipraminin cesitli hiicre
soylar1 lizerine etkileri gosterilmistir. Depresyon gibi psikiyatrik bozukluklar gesitli
tipte kanser hastaligina yakalanmis hastaliklarda yaygin goriilen bir durumdur. Bu
durum, tedavinin etkisiz olmasina yol acarken ayni zamanda hayat kalitesini de diisiiren
bir engel olarak ortaya cikmaktadir. Iyi huylu bir tiimériin kontrol altinda tutulmasi ve
geriletilmesi ve/veya tamamiyle tedavi edilmesinde hastalik yaninda kullanilan
antikanser ajanlarda depresyon sebebi olarak goziikkmektedir. Bu nedenle hem
endometriyum kanserinin hem de depresyonun kontrol edildigi coklu tedavi
yontemlerine bagvurulmaktadir. Planladigimiz  ¢aligma, hiicrelerde farkli

mekanizmalar tizerine etki eden iki ilacin (antineoplastik bir ila¢ olan karboplatinin ve



antidepresan olan klorimipraminin) birlikte uygulanmasinin iyi huylu bile olsa hem
endometriyum kanserinin hem de depresyonun kontrol altinda tutulmasinda etkin
coklu tedavi yontemi adayr olabilecegini gostermek yoOniindedir. Bu baglamda elde
edecegimiz sonuglarin, Ozellikle uterus fonksiyon bozukluklarina dolasiylada
infertiliteye neden olan endometriyal tiimor tedavilerine yonelik ¢aligmalara yeni

uygulama secenegi kazandirabilecegini diisiinmekteyiz.



2. GENEL BIiLGIiLER

2.1. ISHIKAWA
Ishikawa hiicre hattr; ilk kez 39 yasindaki Asyaln bir kadin hastadan, 20 yil1 asan siire
oncesinde elde edilmistir. Bu hiicre hatt1 iireme biyolojisi ve molekiiler bilim gibi
pekcok arastirma alanlarinda kullanilmaktadir (1).
Ishikawa hiicreleri; insan endometriyum epitelinden tiiremektedirler ve giiniimiizde
insan endometriyal kanserini en iyi karakterize eden hiicrelerdir(1, 2). Bu hiicreler,
Ostrojen ve progesteron i¢in steroid reseptorii iceren, tip I adenokarsinom hiicreleri olup,

uzun vadeli kiiltiir sonrasinda faklilasmamus hiicre egilimini gosteren hiicrelerdir (1, 2).

2.2. ENDOMETRIYUM KANSERI

Endometriyal kanser (endometrial adenokarsinoma); uterusun serviks kismini
doseyen endometrium tabakasindan gelisen bir kanser ¢esididir(3, 4). Giiniimiizde batili
tilkelerde kadmlarda ilk ii¢ sirada goriilen kanserlerin meme, akciger ve kalin bagirsak
kanserleri olmasina karsilik, endometriyum kanseri kadin genital kanserleri arasinda ilk
sirada bulunmaktadir(5) ve en yaygin goriilen jinekolojik tiimorlerden biridir(3, 6, 7).

1983’ te Bokhman; endometriyal adenokarsinomanin dstrojen etkisine bagli olarak
iki alt tipinin oldugunu gostermistir(4,6,7,8,9,10,11). Tip [ (endometrioid
adenokarsinoma) kanser hiicrelerinin ¢ogalmasi Ostrojene bagimhidir ve bu hiicreler
Ostrojen ve progresteron reseptorleri igerirler(4,6,7,10). Bu tip kanser hiicreleri yavas
yayilir, mikrosatellit kararsizlik mevcuttur ve KRAS (V-Ki-ras2 Kirsten rat sarcoma
viral oncogene homolog), PTEN (phosphatase and tensin homolog) ya da B-catenin
(Beta-catenin) genlerinde mutasyon vardir(6,9,10). Tip II (papillar serdz karsinoma)
kanser hiicreleri cogunlukla andploidtir, dstrojen ve progesteron hormonu icin reseptor
icermez (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).

Kadinlarda iki ana seks hormonu olan dstrojen ve progesteron menopozdan 6nce over
(yumurtalik)’ larda iiretilir. Bu hormonlar arasindaki dengeler her ay menstriiasyon
siklusu boyunca degisiklik gosterir. Bu degisiklikler aylik menstriiasyon periyodlarinin

olusumunu saglar. Endometrial kanserle iligkili en Onemli risk faktorii Ostrojen



hormonuna ¢ok fazla miktarda maruz kalma ile iliskilidir. Hormonlar arasindaki

dengenin Ostrojen lehine kaymasi endometriyal kanser gelisim riskini arttirir (Sekil2-1).

+
Cestrogen
Aromatase > °
+ + = PTEN
17 p-hydraxysteroid
+
dehydrogenase < IL& NFxB signalling
Oestrogen ;
sulphatase THNF-o / Genetic components
Oestrogen IL1
biosynthesis
MMPs

Pro-inflammatory
mediators

(12)

Sekil 2-1: Ostrojen/ PTEN/NF-xB
Ostrojen; IL-6, TNF-a gibi inflamator mediatorlerin iiretimini stimiile etmektedir ve
bu mediatérlerde dstrojen biyosentezini indiiklemektedir. Ostrojen, NFkB sinyal yolu

ile olusan inflamasyon yanitin indiiklenmesini de saglamaktadir(12).

PTEN; endometriyal adenokarsinomada en yaygin olarak mutasyona ugrayan timor
baskilayici bir gendir. Bu gen Akt sinyal yolunun inaktive olmasimni saglayan PIPs’iin
(Phosphatidylinositol  (3,4,5)-trisphosphate) olusumunu baskilamaktadir. PTEN,
PIP, nin (Phosphatidylinositol 4,5-bisphosphate) PIP;‘ e doniisiimiinii engelleyen lipid
fosfatazlar1 kodlamaktadir. PTEN geni ve Akt sinyal yolu birbirleriyle etkilesim kurarak
NFxB (nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells) sinyal yolunun
kontroliinii saglamaktadirlar. PTEN geninde meydana gelen mutasyon sonucu Akt
sinyal yolu fosforile olmaktadir ve buna bagli olarak NF«B sinyal yolunun aktivasyonu
baslamaktadir (12) (Sekil 2-2) .

Endometriyal adenokarsinoma hiicrelerinde; NFxB sinyal yolu hem PTEN genine
bagl olarak hem de Ostrojen hormonuna bagh olarak aktive olmaktadir. NFkB sinyal
yolunun aktivasyonunun dokuda tiimor gelisimine katkida bulundugu gosterilmistir

(12).
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(12)
Sekil 2-2: PTEN/NF-kB
Ayrica tip I adenokarsinom hiicrelerinde meydana gelen B-catenin genindeki

mutasyon sonucu uterustaki fonksiyon bozukluklarindan dolay: infertilite olusmaktadir

(10).

2.3. HUCRE VE DOKU KULTURU HAKKINDA GENEL BiLGILER

2.3.1. HUCRE KULTURU

Canli organ ve dokulardaki hiicrelerin izole edilerek laboratuvar kosullarinda
tiretilme ve cogaltilmalarma hiicre kiiltiirii ad1 verilir. Hiicre kiiltiirii ¢aligmalarinin
gelisimi ve yOntemleri, organ ve doku kiiltiirii caligmalariyla yakindan iligkilidir ve
onlarla benzer nitelikler tagimaktadir. Doku ve hiicre kiiltiirii calismalar yiiz yili agkin
bir siiredir yapilmaktadir.

Hayvansal hiicre kiiltiirii teknikleri 1900'lerin ortalarinda laboratuvarda rutin olarak
uygulanmaya baglanmis (13); fakat asil doku kaynaklarindan ayrilan siirdiiriilebilir
yasayan hiicre hatlar1  kavramm 19. yiizyilda ortaya konmustur. 19.

yiizyilda Ingiliz fizyolog SydneyRinger sodyum, potasyum, kalsiyum ve magnezyumlu



kloriirler iceren tuz ¢ozeltilerinin, viicut disinda yasayan bir hayvan kalbinin atisini

stirdiirebilmesi i¢in uygun oldugunu deneysel olarak gostermistir.

1885'de Wilhelm Roux bir tavuk embriyosu ndral plaginin bir kismint ayirmis ve 1lik bir
tuzlu su c¢ozeltisinde dokuyu birka¢ giin yasatarak doku Kkiiltiiriiniin temellerini de

atmustir.

Hiicre kiiltiirlerinin iiretilme sekilleri;

1 — Tek tabaka hiicre kiiltiirleri: Kiiltiire edilen hiicreler, flaskin ylizeyine yapisarak
islevlerine ve iiremeye devam ederler. Bu sayede bir siire sonra tek tabaka halinde

yiizeyi kaplarlar.

2 — Siispansiyon hiicre kiiltiirleri: Kiiltiire edilen hiicreler, hayatsal islev ve liremelerini

siispensiyon halinde bulunduklari ortamda siirdiiriirler (14,15).

Kokenlerine gore hiicre kiiltiirii gesitleri;

1 - Primer hiicre kiiltiirleri: Direkt olarak organ ve dokulardan alinan parcalardan
hazirlanan hiicre kiiltiirleridir. Bunlarin yalnizca 1 veya 2 pasajlar1 yapilabilmektedir.

Orijin doku ile ayn1 karyotipe sahiptirler.

2- Sekonder hiicre kiiltiirleri: Primer hiicre kiiltiirlerinde tireyen hiicrelerin alinarak
tekrar tripsin ile ayristirilmasi ve yeniden besleyici ortamlara konularak iiretilmesiyle
hazirlanirlar. Bu tiir kiiltiirlerin  genellikle 40-50 defa pasaji yapilabilir. Hiicre
popiilasyonunun yaklasik % 75'1 orijin hiicrelerle ayni karyotipe sahiptir.

3 - Devaml hiicre kiiltiirleri: Bu tiir hiicre kiiltiirleri, pasajlar yapmak suretiyle sonsuza
kadar devam ettirilebilen hiicre kiiltiirleridir. Normal dokudan hazirlanabilecegi gibi
genelde tiimor dokusundan orijin alirlar. Bu tiir kiiltiirlerin hiicreleri orijinal konagin
fenotipik ve genotipik Ozelliklerinden farkliliklar gosterirler. Hiicre popiilasyonunun %
75'inden daha az kismi orijin  hiicrelerle ayn1 karyotipe sahiptir. Hiicreler
transformasyona ugramis olup, kromozom sayisit ve niteligi degistigi icin anormal
olarak kabul edilir (14,15).

Doku kiiltiirii ve yontemleri kullanilarak, hiicre yapisi, fizyolojisi, patojen hiicre
iligkileri, iyonlastirici 1smnlarin hiicre diizeyinde incelenmesi ve ¢esitli radyobiyolojik
problemlere baglh olarak tiimor biiyiimesinin acikliga kavusturulmasina calisilir. Hiicre
kiiltiirlerinde, in vivo sartlarda miimkiin olmayan, kisa zaman araliginda

gergeklestirilmesi istenen fiziksel ve kimyasal etkenler incelenebilir (14,15).



2.3.2. SFEROID

Multiseliiler tiimor sferoid (MTS) modeli laboratuvar kosullarinda tiimorlerin {i¢
boyutlu yapisini yansitir. Tek tabakali kiiltiirde biiyiitiilen hiicrelerin kemoterapiye karsi
olusturduklar1 yanit ile klinik gozlemler arasinda bircok farklilik oldugu, tek tabakali
kiiltiirde ¢ok etkili bulunan ve belirgin antitiimoral etkinligi saptanan bir ilacin ya da

ila¢ kombinasyonlarinin klinikte bu derece etkili olmadig1 saptanmistir (16).

Uc boyutlu hiicre kiiltiirlerinin (sferoid) in vivo kat1 tiimorlerin 6zelliklerini tam olarak

yansittig1 diisiiniilmektedir (17).

Sferoid Kkiiltiirleri hem iic boyutlu organizasyonu hem de intakt dokularin
faklilasmis fonksiyonlarin1 monolayer kiiltiirlerden daha iyi yansitirlar. U¢ boyutlu
kiiltiirlerin diger bir avantaji da her bir ayrintinin kolayca gozlendigi morfolojik sekle
sahip olmalaridir. Bu morfolojik sekiller, difiize eden makromolekiilleri gozlemlemede

ve cevresel sartlar1 analiz etmede bize bir sans verir (18).

2.3.3. IMMUNOHISTOKIMYA

Immunohistokimya, isaretlenmis antikorlar kullanilarak hiicre ve dokuda
antijenlerin bulundugu yerlerin gosterilmesini saglayan bir yontemdir. Bu yOntem
antijene kars1 spesifik olarak antikor olusmasi ve antijen ile antikorun birlesmesine
dayanir. Bu 06zel baglantidan dokuda yer alan antijenlerin, bunlara 6zel antikorlar

tiretilmesi ile immunohistokimyasal yontemler gelistirilmistir (19).

Organizmaya yabanci olan ve kendisine karsi bir bagisik cevap olusturan
maddeye antijen veya immunojen denir. Bir antijen doku iizerindeki protein,
karbonhidrat veya lipid molekiilii olabilir. Bir veya daha fazla antikor baglayic1 bolge
icerir (19).

Antikor immunoglobulin olarak bilinen serum proteinidir. Humoral immun
sistemde B lenfositlerinin farklilasmasi ile olusan plazma hiicrelerinden salgilanan
immunoglobulinler IgG, IgA, IgM, IgE ve IgD olmak iizere 5 tiptir. En sik kullanilan
tip IgG’dir. Bu farklilik agir zincirlerinin degisikliginden kaynaklanir (19).

Antikorlar poliklonal ve monoklonal olmak iizere iki tiptir. Poliklonal antikorlar
bir hayvanm ilgili protein molekiilii ile immunize edilmesi sonucu olusan antikorlardir.

Antijenik uyarimla beraber farklilagan plazma hiicre klonlarmin olusturdugu farkli



ozellikteki antikorlarm tiimiidiir. Monoklonal antikorlarda ise gelistirilen hibridoma

teknigi ile saf antikor iiretilmesi amag¢lanmis ve saglanmistir (19).
Antikorlarin isaretlenmesinde 4 yontem;
a) Floresan bilesikle isaretleme:

Dondurulmus doku kesitleri, yaymalar ve hiicre kiiltiirlerinde tercih edilir.
Sekonder antikor uygulamasi ve sonraki islemler karanhikta yapilir ve Immiinfloresan
mikroskopla degerlendirilir. Digerlerinden {istiin tarafi sadece isaretlenen molekiiller

goriinmesi diger kisimlarin karanlikta kalmasidir.
b) Enzimle isaretleme:
® Peroksidaz
e Alkalen fosfataz
® Glukoz oksidaz
c¢) Elektron yogun bilesikle isaretleme:
e Altin Partikiili
e Ferritin
d) Biyotinle igaretleme:

Avidin’in biyotin’e ¢ok yiiksek affinitesinden yararlanilir. Streptavidin

peroksidaz en sik kullanilir (19).

Immunofloresan isaretleme gerek 151k gerekse elektron mikroskopide dogrudan

(tek asamali) veya dolayl (iki asamali) olmak iizere iki sekilde uygulanmaktadir.

Tek asamali yontemde; antikor, floresan boya veya enzim ve altin tanecikleri
gibi diger isaretleyiciler ile isaretlenmis olarak bulunur ve dogrudan kesitler iizerine
uygulanir. iki asamali yontemde oncelikle antijene 6zel birincil antikor kesit iizerine
uygulanir. Boylece 1. asamada, isaretsiz primer antikor antijene baglanir. Daha sonra
olusan antijen-antikor kompleksinin goriiniir hale gelebilmesi icin isaretlenmis ikinci
antikor uygulanir. Isaretleyici olarak biotin, hidrojen peroksidaz, alkalen fosfataz,

glukoz oksidaz ve floresan isaretleyiciler kullanilabilir (19).



2.3.4. BrdU

5-bromo-2-deoxyuridine (BrdU); boliinen hiicrelerde timidin bazinin iiridin ile yer
degistirmesine dayali olarak boliinen hiicrelerle bolinmeyen hiicreleri ayiran bir
proliferasyon degerlendirme yontemidir. DNA sentezini tayin etmek icin timidin ile
isaretleme protokoliine esdegerdir.S fazindaki hiicrelerin orani belirlenir. Anti- BrdU
monoklonal antikoru ile boyanarak sayim yapilabilir veya ELISA yontemi ile 6l¢iilebilir

(20).

2.4. PROJEDE KULLANILAN iLACLAR
Kemoterapotik Ajanlarin Simflandirilmasi
Antikanser ilaglar kimyasal yapilarina, hiicre siklusuna etkilerine, orjinleri
ve etki mekanizmalarina gore smiflandirilmaktadir.
Hiicre siklusuna etkiye gore siniflama
Hiicre siklusuna etkisine gore antikanser ilaglar iki gruba ayrilmaktadirlar:
1) Siklusa spesifik ajanlar
a) Siklus spesifik-faz non spesifik ajanlar: Hiicre siklusunda her fazdaki hiicreye
etkilidirler.
b) Siklus spesifik-faz spesifik ajanlar: Hiicre siklusunun belli fazlarina

etkilidirler.

2) Siklus-nonspesifik ajanlar
Boliinmeyen hiicrelere etkilidirler. Steroid hormonlar ve bleomycin disindaki

antitimor antibiyotikler bu gruba girerler(21).

Orijinler ve etki mekanizmalarina gore siniflama
Antitiimor ilaclar orijinleri ve etki mekanizmalarma gore asagidaki sekilde
smiflandirilirlar:
1) Alkilleyici ajanlar
2) Antitiimor antibiyotikler
3) Antimetabolitler
4) Mitotik ag inhibitorleri (Bitki alkaloidleri)

5) Smuflandirilamayan ajanlar
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Bu gruplarin disinda hormonal ajanlar, biyolojik cevabi modifiye eden ajanlar
(BRM), monoklonal antikorlar ve gen tedavileri de kanser tedavisinde kullanilmaktadir
(21).

Alkilleyici Ajanlar:

En siklikla DNA ve RNA niikleik asitleri ve proteinlerin aminokarboksil,
stilfthidril, fosfat gruplar: yerine alkil gruplarimi (CH2+) transfer ederek hiicre
fonksiyonlarmi bozarlar. DNA ve RNA'nin yedi pozisyonundaki guanine en sik

alkillenen bolgedir. Anti kanser agisindan en 6nemli etkileri DNA biitiinliigiinii ve
fonksiyonlarini bozmalaridir. Guaninin alkillenmesi sonucu anormal niikleotid dizileri
olusur. Messenger RNA yanlis kodlanir. DNA sarmalinda kiriklar olusur. DNA
sarmallar1 arasinda, proteinlerle ve alkilleyici ajanlarla ¢capraz baglanmalar ortaya

cikar. Bu grupta yer alan ilaglar kemik iligi hiicreleri ve germ hiicreleri gibi hizla
cogalan hiicrelere toksiktirler. Ortak yan etkileri myelosiipresyon, sterilite , seskonder
lokomogen etkidir. Akut myeloid 16semi riski, uygulama siiresi ve kiimiilatif dozla
orantili olarak artmaktadir. Bu grupta; nitrogen mustard, siklofosfamid, ifosfamid, etilen
iminler, siilfonik asit esterleri, nitroziirealar, platin bilesikleri, halojenli heksitoller

yer almaktadir (21).

KARBOPLATIN:

HsN
NG P
PN
HsN O
O

Karboplatin (CAR; cis-diamin-1,1-siklobiitan dikarboksilat platinyumll),
molekiil agirhigr 371.249 g/mol’ diir ve molekiil formiili CeHsN>O4Pt” dir. Cis-
diaminodikloroplatinyum (CDDP) analogu olan karboplatin, ovaryum kanseri,

endometriyal karsinom gibi cesitli tiimorlerin tedavisinde kullanilan platinyum igceren
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ikinci nesil antineoplastik alkilleyici bir ajandir (22,23,24,25,26,27). Karboplatin,
jinekolojik tiimorlerde de yaygin olarak kullanilmaktadir (25).

Karboplatin, siklobiitanedikarboksilat kisminm ayrilmasindan ve bunu takiben
molekiiliin su almasindan sonra DNA ile etkilesir. Filamentler aras1 ¢apraz baglanti
olusturur. Karboplatinin damar i¢ine uygulanmasindan sonra, bozulmamais ilacin plazma
diizeyleri bifazik tarzda inise gecer. Baslangic yar1 omrii 1-2 saattir ve terminal yari
omrii (t/2P) 3-6 saattir. Karboplatinin nefrotoksisite ve ototoksisite potansiyeli diistiktiir
(22,23,27,28,29). Ancak, aminoglikozidlerle ve diger nefrotoksik ve ototoksik ajanlarla
birlikte kullamimi bobrek ve isitme ile 1lgili toksisite riskini arttirabilir. Kan

hiicrelerinden 6zellikle trombositlerin diizeyini diisiirmektedir (29).

Karboplatinin, platinyum igeriginden dolay1 bugiine kadar iizerinde ¢alisilan tiimor
tiplerinde; DNA hasarma yol acarak tiimor hiicrelerinin boliinmesini, biiylimesini ve
cogalmasmi engelledigi ve boylece tiimor hiicrelerinin viicuttaki gelisimlerini ve
yayillmasini yavaslattigi gosterilmistir(22,25,26). Ayrica karboplatinin; NRF2, NF-kB,
sitokin, TNFR2 ve bagisiklik yanit yolaklar1 olan IL-6, IL-8 yolaklarinda yiiksek oranda

indiiksiyona neden oldugu gosterilmistir(30).

KLORIMIPRAMIN (ANAFRANIL) :

N
N

CH3z CH3a

Klorimipramin; 5-hidroksitriptaminin (serotonin) ve ndradrenalinin alinimini
engelleyen trisiklik bir antidepresandir(31,32,33). Klorimipramin’ in molekiil formiilii
Ci9H23CIN,’ dir ve molekiil agirligi 314.9 Daltondur. Yarldanma omrii yaklasik 35
saattir. Klorimipramin, Obsesif-Kompulsif hastalik tedavisinde siklikla kullanilir.

Klorimipramin diger trisiklik antidepresanlardan daha fazla nobet gecirme insidansi gibi
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dezavantaja sahiptir. Baz1 caligmalar depresyon tedavisinde diger trisikliklerden daha

etkili oldugunu gostermektedir.

Klorimipramin kan-beyin bariyerini gecer ve beyinde uzun siire kalir (34). Bu
ilac secici olarak normal hiicreleri etkilemeden neoplastik hiicrelerde mitokondri
membran potansiyelinde azalmaya neden olmaktadir ve solunum zincirindeki
mitokondriyal kompleks III” ii inhibe etmektedir, Sonug¢ olarak sitokrom ¢’ nin serbest
kalmas1 ve stoplazmaya gecmesi, kaspaz 3 aktivitasyonuna sebep olarak hiicreleri

apoptoza gotiiren zincirleme reaksiyonlar1 baslatmaktadir (31,32,33).

Boylece trisiklik bilesikler solunumu inhibe ederek ve ATP iretimini

smirlayarak 6zellikle mitokondrideki membranlar iizerine etkilidirler (34).

Klorimipramin 30 yilin iizerinde klinik kullanimda olan obsesyon tedavisinde
kullanilan bir ilagtir. Farmakolojik ajanlarm dibenzizapin grubunda olup, gii¢lii hipofilik
antidepresan olarak bilinir(34). Klorimipramin’ in var olan kanser ilaglar1 iizerine etkisi
vardr ve hem normal hiicrelerde hem de neoplastik hiicrelerde fark etmeksizin geri

doniisiimsiiz DNA hasaria neden olur (34).

Klorimipramin gastrointestinal yolla iyi emilir, farmakolojik olarak aktif ve hem
teropatik hem de istenmeyen etkilerinin yer aldig1 6nemli bir ilk ge¢is metabolizmas: ile
desmetil klorimipramine doniistiiriiliir. Sistemik dolasima ulasinca klorimipramin
biotransforme olarak desmetil klorimipramine doniisiir ve idrarla atilmadan ©Once

konjuge olan metabolitlere hidroksillenir (35).
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3. GEREC VE YONTEM

Calismamiz in vitro kosullarda yapilmis deneysel bir ¢alisma olup, deneyler
I.U Istanbul Tip Fakiiltesi Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dali’nda hiicre ve doku
kiiltiirti laboratuvar imkanlari, Isitk ve  Gecirimli Elektron Mikroskobu (TEM)
kullanilarak geceklestirildi. Hiicre dongiisii ve programli hiicre Oliimiiniin Akim
Sitometrik (FCM; flow cytometry) analizle incelenmesi .U Istanbul Tip Fakiiltesi
Deneysel Tip Arastirma Enstitiisit (DETAE)  Immiinoloji Anabilim Dali’nda
gercgeklestirildi.

3.1. KULLANILAN MADDELER
3.1.1. Kimyasal Maddeler
NaCl, NazHPO4,NaH2PO4,NKH2PO4, KCI, NaHC03

3.1.2. Enzimler
Tripsin (Gibco)

3.1.3. ilaclar
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. Diger maddeler

Fotal Sigir Serumu

RPMI-16



3.2. KULLANILAN GERECLER

1. Laminar Akim Hiicre Kiiltiir Kabini (Tezsan)

2. Inkiibator (Sanyo)

3. Ters (Invert) mikroskop (Leitz Wetzlar)
4. Su banyosu (Niive)

5. Santrifij

(Sigma 2-16K)

6. Derin dondurucu (Arcelik)

7. Buzdolab1 (Bosch)

8. Manyetik karistiric (Rithromag)
9. Pipetleme araci

10. Mikropipet seti

11. Derin dondurucu (Arcelik)
12. Buzdolab1 (Bosch)

13. Hassas terazi

3.3. KULLANILAN COZELTIiLER

3.3.1. Hiicre Kiiltiiriinde Kullanilan Cozeltiler
CMF-PBS

8 gr NaCl
0.25 gr KCl
0.25 ar KH2P04

1.44 gr Na,HPOy, tartilarak 1 1t bidistile su i¢ine konarak karigtirildi.
Otoklavda 121 °C, 3 Atm basingta 15 dk steril edildi.

NaHCOi

8.8 gr NaHCOs tartilarak 200 ml bidistile su icerisine kondu ve karigtirildi.

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

14
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TRIPSIN

3 gr tripsin 100 ml CMF-PBS icerisine kondu. Manyetik karistiricida
karistirildiktan sonra milipor filtreden siiziilerek steril edildi ve pH: 7,4’e

ayarlandi.

AGAR

3 gr agar 100 ml bidistile su igcerisine kondu ve karistirildi. Otoklavda 121
°C’de, 3Atm basingta steril edildi.

3.3.2. Immiinohistokimyada Kullamlan Cézeltiler
PBS

Hazir PBS tablet kullanildi.

H,O,

1,5 ml H,O5; 98,5 ml metonole kondu.
Soliisyon taze hazirlandi.

HCl

12,08 ml HCI; 87,92 ml distile suya kondu.
Soliisyon taze hazirlandi.

NaOH

1 gr NaOH 100 ml distile suda ¢oziindiiriildii.
TRIPSIN

100 mg tripsin 100 ml distile suda ¢6ziindiiriildii. Igerisine 4 ml %5 CaCl,
kondu.NaOH ile pH: 7,8’e ayarlandi.Soliisyon taze hazirlandi.
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3.4. KULLANILAN YONTEMLER

3.4.1. Hiicre Kiiltiiri

Calismamiz in vitro kosullarda yapilmis deneysel bir calisma olup, deneyler 1.U.
Istanbul Tip Fakiiltesi Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dali’nda hiicre ve doku
kiiltiirti laboratuvar imkanlari, Isitk ve  Gecirimli Elektron Mikroskobu (TEM)
kullanilarak geceklestirildi.

Arastirmada Amerikan Hiicre Kiiltiir Koleksiyonu (ATCC) hiicre bankasindan

saglanan Ishikawa hiicre soyu kullanildi.

Ishikawa endometrial adenokarsinoma hiicreleri i¢in besi ortami, inaktive edilmis
%10 fotal sigir serumu (FBS), 100 IU/ml penisilin ve streptomisin iceren RPMI-
1640(Biological Industries) medyumu kullanild1.

Hiicreler bu besi ortami igeren 25 cm® ve 75 cm®’lik flasklarda, i¢ ortamn %3
CO,, %95 hava karisimi ve nem iceren ve 37 °C olan inkiibator (Sanyo) i¢inde tutularak

ve haftada 3 kez rutin pasaj yapilarak iiretildi.

Hiicre pasajlar1 laminar akim kabini (Tezsan), hiicre kiiltiirleri incelemeleri invert
mikroskop (Leitz), cam malzeme sterilizasyonu otoklav, stoklarin -20 °C’de

depolanmasi i¢in derin dondurucu (Argelik) kullanildi.

3.4.2. Doz Belirleme Deneyi

Semi-konfluent Endometrium epiteli Ishikawa tiimor hiicreleri haftada en az 2
kere pasaj yapilarak Istanbul Universitesi, Istanbul Tip Fakiiltesi Histoloji ve
Embriyoloji Anabilim Dali Doku ve Hiicre Kiiltiirli Laboratuvarinda rutin olarak

iretilmekte ve deney dis1 zamanlarda dondurulup saklanmaktadir.

Semi-konfluent Kkiiltiirler kalsiyum-magnezyum icermeyen fosfat tamponunda
hazirlanmis %0,3 (Gibco) tripsin ile tripsinize edilerek toplandi 1500 rpm’de 1-3 dakika
siireyle santrifiij edildi. Santrifiij islemi 3ml medyum ile tekrarlanarak tripsin etkisi
ortadan kaldirildi. Hiicreler taze hazilanmis serumlu medyumda tek hiicre siispansiyonu

(single cell suspantion) haline getirildi.

Hiicreler hemositometrik sayma kamarasinda sayilarak deney i¢in yeterli hiicre

say1smnin bulunup bulunmadig: saptandi.
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Deneyler 6 kuyucuklu kiiltiir kaplarinda gerceklestirildi. Her kuyucuga taze
hazirlanmis ve %10 serum iceren 5’er ml RPMI-1640 medyumu konuldu. Bu
medyumun icerisine %100 canli 5x10° ishikawa hiicresi ekildi. Kiiltiir kaplar: hafifce

sallanarak hiicrelerin kuyucuk yiizeyine homojen yayilmalar1 sagland1.

Karboplatin ve Klorimipramin’in herbiri i¢in final konsantrasyonu 1; 10; 100; 200
UM konsantrasyonlarim saglayacak sekilde yogun olarak hazirlanmis ¢ozeltileri 100ul
esit hacimlerde igerisinde hiicrelerin bulundugu kuyucuklara verildi. Hiicreler biitiin
deney maddeleriyle 24, 48 ve 72 saat siirelerle 37°C ve %5 CO, ortaminda kiiltiir
inkiibatoriinde kiiltiire edildiler. Bu inkiibasyon siirelerinin sonunda kuyucuklarin {ist
medyumlar1 alinarak 3 dakika 1500 rpm’de santrifiij edildi ve ila¢ etkilesimi sonucu
inkiibasyon medyumuna ¢ikmasi miimkiin olan hiicreler iist medyumdan ayrildi. Diger
taraftan kuyucuklardaki hiicreler iizerine %0,3’liik tripsin soliisyonu eklenerek hiicreler
zeminden ve birbirlerinden ayristirilarak santrifiij edilip tripsin tizaklastirild: ve diger
hiicrelerle ayni tiipte toplanan hiicreler 2ml medyum ile tek hiicre siispansiyonu haline
getirildi.

Hiicreler sayma kamarasinda sayilarak toplam hiicre sayilar1 kaydedildi. Her ilag

icin etkin olan inhibisyon dozu50 (IDsg) degeri belirlendi.

3.4.3. Proliferasyon (Tutunma) Deneyi

Deneylerde % 100 canh tek hiicre siispansiyonundan 5x10° ishikawa hiicresi
biitiin zaman araliklar1 (24, 48 ve 72 saatler) i¢in 5’er ml RPMI-1640 medyumu igceren
3’er kuyucuga ekildi ve inkiibator ortaminda tutuldu. Bu asamadan sonra, belirlenen
IDso degerleri  kullanilarak ilaglar tek tek ve kombinasyon grubu olusturularak

hiicrelere uygulandi. Deney gruplar: su sekilde belirlendi:

1. Kontrol
2. Karboplatin =200 uM
3. Klorimipramin=50 uM
4. Karboplatin + Klorimipramin
Hiicreler ilaglarin verilmesinden sonraki 24, 48 ve 72. Saatlerde tripsinizasyon ve
santrifiij teknigiyle toplanip, sayilarak toplam hiicre sayilar1 saptandi ve kaydedildi.

Doz ve zaman grafikleri ¢izildi ve degerlendirildi.
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34.4. Iki Boyutlu Hiicre Kiiltiirlerinde BrdU Isaretleme  indeksi
Immiinohistokimya Teknigi

24 kuyucuklu kiiltiir kaplar1 icerisine yerlestirilen 15 mm capli steril yuvarlak
lamellerin iizerine 100ml taze hazirlanmis medium icerisinde %100 canli 3x10*
ishikawa hiicresi ekildi. Hiicrelerin lamel iizerine homojen steril bir Pasteur pipeti ile
saglandiktan sonar hiicrelerin lamellere tutunmasi mikroskop ile gozlemlendikten sonra
kuyucuklara 1’er ml RPMI-1640 medyumu verilerek kiiltiir kaplar1 inkiibatorde kiiltiire
edildiler.

Hiicre ekiminden 24 saat sonra iki boyutlu hiicre kiiltiirlerinde kullamildig1 gibi
Karboplatin’in 200 uM, Klorimipramin’in 50 uM dozu her kuyucuga 100 pl olacak
sekilde uyguland1 ve 24 saat siireyle 37 °C de %5’lik CO; hava karisiminda, %95 nemli
ortamda inkiibe edildi.

Inkiibasyon siiresinin sonuncu saatinde her kuyucuga daha once hazirlanmis taze
BrdU soliisyonundan 20 uM final konsantrasyonu saglayacak sekilde 100'er pl verildi
ve 1 saat siireyle 37 °C de %5’lik CO, hava karisiminda, nemli ortamda inkiibe edildi.
Inkiibasyon sonunda lameller PBS ile yikandi ve her kuyucuga % 70 etanol eklenip -
20°C 'de 1 saat bekletildi. % 70 etanol uygulamasinin sonrasinda sirasiyla su protokol
izlendi;

- Kuyucuklar PBS ile 30 dakika hidrate edildi,

- % 0.5' lik H,0, ile karanlikta20 dakika siire ile bekletildi,

- PBS ile kisa siire yikandi,

- 5 dakika distile suda bekletildi,

-4 N HClile 37 °C de 30 dakika bekletildi,

- Distile suda kisa siire yikandi,

- PBS ile 5' er dakika 2 kez bekletildi,

- Non spesifik blok soliisyonu ile 20 dakika bekletildi,

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

- Distile suda kisa siire yikandi,

- PBS ile 5'er dakika 2 kez yikand,
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- Sekonder anikor ile 30 dakika oda sicakliginda bekletildi,

- Distile suda kisa siireli yikand,

- PBS ile S'er dakika 2 kez yikand,

- Streptavidin Peroksidaz ile oda sicakliginda 30 dakika bekletildi,

- Distile suda kisa siireli yikand,

- Kromojen soliisyonu oda sicakliginda, karanlikta, 11 dakika uygulanda,
- Distile suda kisa siireli yikand,

- Mayer hematoksilen ile 7 dakika bekletildsi,

- 3 kez cesme suyu ile yikandiktan sonra 15 dakika ¢cesme suyunda bekletildi,
- Distile su ile yikanip lameller lam iizerine alindi,

- Kapatici (Ultramount) kullanilarak lamlar, lamel ile kapatildi.

Isik mikroskobunda sayim yapilarak isaretlenme oranlar: belirlendi.

3.4.5. Uc boyutlu (Sferoid) Hiicre Kiiltiirii

Ishikawa cok hiicreli tiimor sferoidleri iiretimi igin siv1 iist tabaka yontemi
(Liquid overlay tecnique) kullanildi. Steril bidistile suda hazirlanmig 60 °C' ye kadar
sogutulmus % 3'lik Agar (Gibco, Select agar) soliisyonu ve 40°C' ye kadar 1sitilmis
medyum 1/1 oranmda karistirilarak hazirland1 ve 6 kuyucuklu kiiltiir kaplarmdaki
kuyucuklarin herbirine 1 ml konarak tim yiizeyinin kaplanmas1 sagland.
Kuyucuklardaki agar-medyum karigimi yeteri kadar sertlesmesi icin +4°C ' de 10 dakika
bekletildi. Kuyucuklardaki agar-medyum karistminin donmasi takiben iizerlerine 5
ml RPMI-1640 medyumu eklenecek ve inkiibatore kaldirildi. iki boyutlu hiicre
kiiltiirlerinde flasklarda iiretilen hiicreler tripsinize edilerek toplandi, sayildi ve 6
kuyucuklu kiiltiir kaplarindaki her bir agar-medyum karigimi bulunan kuyucuga %100
canli 1x10° insan ishikawa endometriyum epiteli hiicreleri ekildi.

Iki boyutlu hiicre kiiltiirii deneylerinde kullamlan gruplar esas almnarak her
deney grubu icin 3 kuyucuga ekim yapildi. Hiicreler, 37 °C de %5’lik CO2 hava
karisiminda, %95 nemli ortamda sferoid olusturmalari icin 5-7 giin kiiltiire edildi.

Bu siirenin sonunda 100-150 civarinda olusan ve boyutlar1  150-300 mikron
arasinda degisen sferoidlere taze hazirlanmus ilaglar 100 pl'lik hacimlerde verildi. 24
saat sonunda her grubun iicer kuyucugundaki sferoidler ge¢irimli elektron mikroskobu

(TEM) ile incelenmesi i¢in ayrild1 ve takibe alindi.



20

3.4.5.1. ilaclarn  Gecirimli  Elektron Mikroskobu file Hiicre Ince Yapisi
(Ultrastriiktiirel) Uzerine Etkilerinin Saptanmasi

Sferoidler medyumlari ile birlikte 15 ml’lik santrifiij tiibiine aktarildi, 3-5 dakika
1000 rpm’de santrifiij edilip, medyum uzaklastirildiktan sonra PBS’de 5 dakika
bekletildi ve % 2.5’luk gluteraldehidde 1 saat 4°C’de bekletilerek tespit edildi. PBS
ile 2 defa yikandiktan sonra, 1000 rpm’de 3-5 dakika santrifiij edilip, PBS uzaklastirildi,
ve % 1’lik osmium tetroksit ile 1 saat 4 °C’de bekletilerek ikinci tespit islemi yapildi.
0504 uzaklastirildiktan sonra, sferoidler PBS’de 10 dakika bekletildi ve % 1 uranil
asetatta 4°C’de 30 dakika bekletilerek iiciincii tespit islemi yapild.

PBS ile yikandiktan sonra yine PBS i¢inde 1 mI’lik Ependorf tiiplerine alinip, 1000
rpm’de 3-5 dakika santrifiij edildi. PBS uzaklastirildiktan sonra iizerlerine filtre
kagidindan siiziilmiis taze yumurta aki eklenip, 1000 rpm’de 3-5 dakika santrifiij edildi.
Yumurta akinin fazlasi ¢ekilip ve iizerlerine % 70 etanol konarak sertlesmesi i¢in 1-3
giin bekletildi.

Sertlesmeyi takiben kaliplasan sferoidler ependorf tiiplerinden  ¢ikarilacaktir.
Sferoidler artan konsantrasyondaki etanol serilerinden ( % 70, % 90, % 96 ve 2 kez %
100 etanol) oda 1sisinda 10 dakika gecirildi. Daha sonra 1/1 oraninda hazirlanmig
propilen oksit/epon karisiminda 1 saat, 1/3 oraninda hazirlanmis propilen oksit/epon
karigiminda 1 saat ve son asamada saf eponda 1 saat bekletildikten sonra saf epon
bulunan jelatin doku gomme kapsiillerine gomiildii.. Kapsiiller, 60 °C'lik etiivde 18 saat
bekletildi ve ultramikrotom kullanilarak 60-70 nm kalinhiginda kesilip bu ince kesitler
bakir gridler lizerine aktarildi. Swrasiyla 30 dakika % 5°lik uranil asetat ve 7 dakika
Reynold’s soliisyonu ile boyanip (kontrast) ve TEM’de incelenmeye uygun hale

getirildi.

34.52.U¢ Boyutlu Hiicre Kiiltiirlerinde BrdU Isaretlenme Indeksi
Immiinohistokimya Teknigi

Steril bidistile suda hazirlanmig 60 °C' ye kadar sogutulmus % 3' lik Agar

soliisyonu ve 40°C' ye kadar 1sitilmis medyum 1/1 oraninda karistirilarak hazirlandi ve
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6 kuyucuklu kiiltiir kaplarindaki kuyucuklarin herbirine 1 ml konarak tiim yiizeyinin
kaplanmas1 saglandi. Hiicrelerin ekilecegi agar yiizeyinin piiriizsiiz olmasima 6zellikle
dikkat edildi. Erken donma sebebi ile piiriizlii kuyucuklara hiicre ekilmedi.
Kuyucuklardaki agar-medyum karigimi yeteri kadar sertlesmesi icin +4°C ' de 10 dakika
bekletildi. Kuyucuklardaki agar-medyum karistminin donmasii takiben iizerlerine 5
ml  RPMI-1640 medyumu eklendi ve inkiibatére kaldirildi iki boyutlu hiicre
kiiltiirlerinde flasklarda iiretilen hiicreler tripsinize edilerek toplandi, sayildi ve 6
kuyucuklu kiiltiir kaplarindaki her bir agar-medyum karigimi bulunan kuyucuga %100
canli 1x10° insan ishikawa endometriyum epiteli hiicreleri ekildi.

Iki boyutlu hiicre kiiltiirii deneylerinde kullanilan gruplar esas alinarak her deney
grubu i¢in 3 kuyucuga ekim yapildi. Hiicreler, 37 °C de %5’lik CO2 hava karisiminda,
%95 nemli ortamda sferoid olusturmalar i¢in 5-7 giin kiiltiire edildi.

Bu siirenin sonunda 100-150 civarinda olusan ve boyutlar1  150-300 mikron
arasinda degisen sferoidlere taze hazirlanmis ilaglar 100 pl'lik hacimlerde verildi.

Sferoidlerin ilaglarla 24 saat siireli etkilesiminin son saatinde, sferoidlere 20 uM
olacak sekilde 100 pl BrdU verildi ve 60 dakika 37°C de inkiibe edildi. Bu asamadan
sonra sirayla su protokol incelendi;

- Bu siirenin sonunda sferoidler 1000 devirde 3 dakika santrifiij edilerek toplandi,

- % 10 luk formaldehit ile tespit edildi,

-PBS ile yikandiktan sonra yine PBS icinde 1 ml’lik Ependorf tiiplerine alinip, 1000
rpm’de 3-5 dakika santrifiij edildi.

PBS uzaklastirildiktan sonra iizerlerine filtre kagidindan siiziilmiis taze yumurta aki
eklenip, 1000 rpm’de 3-5 dakika santrifiij edildi. Yumurta akmin fazlas1 ¢ekilip ve
izerlerine % 70 etanol konarak sertlesmesi i¢in 1-3 giin bekletildi.

- Sferoid toplulugu ependorflardan ¢ikarildi ve igne ile tutturuldu,

- Tum sferoid gruplar1 yiikselen alkol serilerinden gecirilerek (%70, %90,%96,
%100, %100, toluol) dehidrate edilip, parafine gomiildii,

- 10 pm kalinliginda kesitler alindive 1 gece 65 °C de etiivde bekletildi,

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

- Distile suda 5 dakika bekletildikten sonra, %0,5'lik H,O, 'de karanlikta 20 dakika
bekletildi,

- 3 kez distile suda yikandiktan 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 soliisyonu ile 20
dakika bekletildi,

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

- PBS ile 5'er dakika 2 kez yikand,

- Sekonder antikor ile 30 dakika oda sicakliginda bekletildi,

- PBS ile 5'er dakika 2 kez yikand,

- Streptavidin Peroksidaz ile oda sicakliginda 30 dakika bekletildi,

- Kromojen soliisyonu oda sicakliginda, karanlikta, 11 dakika uygulanda,

- Mayer hematoksilen ile 7 dakika bekletildsi,

- 3 kez cesme suyu ile yikandiktan sonra 15 dakika ¢cesme suyunda bekletildi,

- Distile su ile yikanip lameller lam iizerine alindi,

- Kapatici (Ultramount) kullanilarak lamlar, lamel ile kapatildi.

Isik mikroskobunda sayilarak BrdU-isaretlenme indeksi (BrdU-LI) degerleri

saptandi.

3.4.6. Akim Sitometrik Anneksin-V-FITC/PI Boyamas: ile laclarm Programh
Hiicre Oliimiine Etkilerinin Saptanmasi

Programli hiicre 6liimii olarak adlandirilan apoptozun 6nemli gostergelerinden biri
fosfatidilserinin plazma membranmin i¢c kismindan dis kismimna yer degistirmesi
(translokasyon) olarak tanimlanir. Fosfatidil serinin dig membrandaki yeri Anneksin-V-
Floresein izotiyosiyanat (Anneksin-V-FITC) hedef bolgedir. Anneksin fosfotidil serine
baglanarak onu akim sitometrik saptama i¢in goriiniir hale getirir. (Vermes ve ark.
1995, Martin ve ark. 1995).

Deneylerde % 100 canli tek hiicre siispansiyonundan 5x10° ishikawa insan
endometrium hiicresi biitiin zaman araliklar1 (24, 48 ve 72 saatler) i¢in 5’er ml RPMI-
1640 medyumu iceren 3’er kuyucuga ekildi ve inkiibatdr ortaminda tutuldu.
Proliferasyon deneylerindeki her bir grup, ila¢ konsantrasyonu ve zaman aralig: (24, 48
ve 72 saat) ayn kalarak deneyler gerceklestirildi. Bu inkiibasyon siirelerinin sonunda
hiicreler toplanip, PBS ile iki defa yikandi ve apoptoz kitinde bulunan baglama tamponu
(0.01 M HEPES, 0.14 mM NaCl, 2.5 mM CaCl,) eklenerek siispansiyon haline

getirildi. Baglama soliisyonu i¢indeki hiicre siispansiyonuna (100 pl baglama soliisyonu
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icinde 1x10° hiicre) 5 pl FITC-etiketli Anneksin V ve vital boya olan propidyum iodid
(PI) eklenerek oda 1sisinda karanlikta 15 dakika bekletildi. Sonra Anneksin-V-FITC ve
PI ile verdigi floresans akim sitometre cihazi ile Olgiildii. Sonuglar CellQuest ve
WinMDI analiz programlar: ile degerlendirildi ve kontrol grubuna gore ilaglarm 6li,

canli ve apoptotik hiicre oranlar1 iizerine etkileri saptandi.

3.5. ISTATISTIKSEL YONTEM

Yapilan deneylerden elde edilen verileri degerlendirmede SPSS 17,0 istatistik
programi kullanildi. Gruplar arasi farkin anlamliligin1 degerlendirmede Student t-testi
kullanildi. Anlamlilik smir1 p<0,05 olarak kabul edildi. Sonuclar ortalama +/- SEM

olarak gosterilmistir.



4. BULGULAR

4.1. TUTUNMA (PLATING) VERILERI

Tablo 4-1:ishikawa Endometrial Epiteli Hiicre Kiiltiirlerinde CAR, CIMP ve CAR+CIMP
Kombinasyonlarinin Hiicre Sayis1 Uzerindeki Zamana Bagh 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 580 600 63 +0
CAR+CIMP 30+0,3 24 +0,3 10 +0,5

140 -

120 -
5]
S 100 -
= - a* m Kontrol
A B0 4+ g a* a*
@ b* * b*
£ 60 2t e a °. » CAR
E w0 _ T <0 b mame
= c*

20 - _ B CAR+CIMP
0

24

48 72

Zaman [Saat)

Sekil 4-1. Zamana Bagh Hiicre Cogalma Verileri

2Kontrol Grubuna Gére, " CAR Grubuna Gore, ° CIMP Grubuna Gore

* p<0.01, ** p<0.05

24

1) Endometrium epiteli Ishikawa tiimor hiicreleri 24. ve 72. saatler arasinda ilag

verilmeden kontrol grubunu olusturacak sekilde inkiibe edildi. Bu zaman dilimi

boyunca kontrol grubunu olusturan hiicre sayisindaki artisin, beklenildigi gibi

saglikli ve katlanarak olustugu gozlemlendi. (Sekil 4.1.)
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2) Karboplatin (CAR) grubu incelendiginde; hiicrelerin sayisinda 24. ve 72. saatler
arasindaki zaman dilimleri boyunca kontrol grubuna oranla anlamhi diizeyde
azalmanin oldugu saptandi.

Kontrol grubuna gore; 24. saatte (p<0.01), 48. saatte (p<0.01), 72. saatte
(p<0.01) istatiksel olarak anlamli bir hiicre tutunma inhibisyonu gozlemlendi
(Tablo 4.1., Sekil 4.1.)

3) Klorimipramin (CIMP) grubu incelendiginde; hiicrelerin sayisinda 24. ve 72.
saatler arasindaki zaman dilimleri boyunca kontrol grubuna oranla anlamli
diizeyde azalmanin oldugu saptandi.

Kontrol grubuna gore; 24. saatte (p<0.01), 48. saatte (p<0.01), 72. saatte
(p<0.01) istatiksel olarak anlamli bir hiicre tutunma inhibisyonu gozlemlendi
(Tablo 4.1.,Sekil 4.1.).

4) Kombinasyon grubu (CAR+CIMP) incelendiginde; hiicre sayisinda, 24. ve 72.
saatler arasindaki siire¢ boyunca kontrol grubuna, CAR grubuna ve CIMP
grubuna oranla anlamli bir azalmanin oldugu saptandi (Tablo 4.1.,Sekil 4.1.).
Kontrol grubuna gore; 24. saatte (p<0.01), 48. saatte (p<0.01), 72. saatte
(p<0.01) istatiksel olarak anlaml1 bir hiicre tutunma inhibisyonu gézlemlendi.
CAR grubuna gore; 24. saatte (p<0.01), 48. saatte (p<0.01), 72. saatte (p<0.01)
istatiksel olarak anlamli bir hiicre tutunma inhibisyonu gézlemlendi.

CIMP grubuna gore; 24. saatte (p<0.01), 48. saatte (p<0.01), 72. saatte (p<0.01)
istatiksel olarak anlamli bir hiicre tutunma inhibisyonu gozlemlendi (Tablo 4.1.,

Sekil 4.1.).

4.2. TEK TABAKALI HUCRE KULTURLERINDE BrdU iSARETLENME
INDEKSI (BrdU-LI)

Tablo 4-2: ishikawa Endometrial Epiteli Hiicre Kiiltiirlerinde CAR, CIMP ve CAR+CIMP
Kombinasyonlarinin Sentez Fazindaki Hiicrelere Etkileri

% X 24 SAAT 72 SAAT
Kontrol 651 531
CAR 29+1 111
CIMP 35+1 24+1
CAR + CIMP 3+1 1+0
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70
£ 60 - .
E g
o 50
E 440
= - W Kontrol
=

30
= o ECAR
é 20 - b® CIMP
n c*
=]
3 1o - W CAR+CIMP
]

g - "

24 72
Zaman (Saat)

Sekil 4-2. Tek Tabakal Hiicre Kiiltiirlerinde BrdU-LI

2Kontrol Grubuna Gére, " CAR Grubuna Gire,  CIMP Grubuna Gore
% p<0.01, ¥* p<0.05

1Y)

2)

3)

4)

Kontrol grubundaki hiicreler incelendiginde; 24. saatte % 65 oraninda
isaretlenme goriildii. 72. saatte ise bu oran % 53 civarlarindaydi (Tablo 4.2.,
Sekil 4.2.)

CAR grubundaki isaretlenme orami 24. saatte % 29, 72. saatte ise %11
oraninda izlendi. Her iki zaman dilimide kontrol grubu ile karsilastirildiginda
karboplatinin istatiksel olarak anlamli (24. saat p<0,01; 72. saat p< 0,01)
sentez fazi inhibisyonu yarattig1 saptandi(Tablo 4.2., Sekil 4.2.).

CIMP grubundaki isaretlenme orani 24. saatte %35, 72. saatte % 14 oraninda
goriildii. Her iki zaman dilimide kontrol grubuna oranla incelendiginde
klorimipraminin hiicreler tizerinde anlamli (24. saat p<0,01; 72. saat p<0,01)
bir sentez fazi inhibisyonu yarattig1 goriildii(Tablo 4.2., Sekil 4.2.).
Kombinasyon (CAR + CIMP) grubu incelendiginde 24. saatte % 3, 72.
saatte % 1 oraninda isaretlenme saptandi (Tablo 4.2., Sekil 4.2.). Her iki

zaman dilimide incelendiginde;
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Kontrol grubuna oranla kombinasyon grubunun hiicreler iizerinde
anlamhi (24. saat p<0,01; 72. saat p< 0,01) bir sentez fazi
inhibisyonu yarattig1 gézlemlendi.

CAR grubuna oranla kombinasyon grubunun hiicrelerin sentez
fazindaki inhibisyon oraninin anlamli (24. saat p<0,01; 72. saat
p<0,01) bir sekilde arttirdig1 saptandi.

CIMP grubuna oranla kombinasyon grubunun hiicrelerin sentez
fazindaki inhibisyon oranin1 anlamli (24. saat p<0,01; 72. saat

p<0,01) bir sekilde arttirdig1 saptandi.

4.3. UC TABAKALI (SFEROID) HUCRE KULTURLERINDE BrdU-LI

Tablo 4-3: ishikawa Endometrial Epiteli Uc Boyutlu (Sferoid) Hiicre Kiiltiirlerinde CAR, CIMP ve
CAR+CIMP Kombinasyonlarinin Sentez Fazindaki Hiicrelere Etkileri

% X 24. SAAT
Kontrol 6811
CAR 350
CIMP 37+1
CAR + CIMP 3+0,6
80 -

E 70 -

= 60 -

o o

E 50 - -

=]

T 40 -

=

=

E 30 S a*
— bi
—

3 20 - o
=]

& 10 -

0
Kontrol CAR CIMP CAR+CIMP

Gruplar

Sekil 4-3.U¢ tabakal (Sferoid) Hiicre Kiiltiirlerinde BrdU-LI

aKontrol Grubuna Gére, ” CAR Grubuna Gire, ° CIMP Grubuna Gore

* p<0.01, ** p<0.05
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1) Kontrol grubundaki hiicrelerin 24. saatteki isaretlenme oranlart % 68 civarinda

saptandi (Tablo 4.3., Sekil 4.3.).

2) CAR grubundaki isaretlenme orani 24. saatte % 35 civarindadir. Kontrol grubu ile

kargilastirildiginda sentez fazindaki hiicrelerin inhibisyonunun anlamh (p< 0,01)

bir sekilde arttig1 gozlemlendi (Tablo 4.3., Sekil 4.3.).

3) CIMP grubundaki isaretlenme oraninin 24. saatte %37 civarinda oldugu izlendi.

Kontrol grubu ile karsilastirildiginda sentez fazindaki hiicrelerin inhibisyonunun

anlamli (p< 0,01) bir sekilde arttig1 gozlemlendi (Tablo 4.3., Sekil 4.3.).

4) Kombinasyon grubu (CAR + CIMP) incelendiginde ise hiicrelerdeki isaretlenme

oranmin % 3 civarina diistiigii saptand1 (Tablo 4.3., Sekil 4.3.).

Kontrol grubuna oranla kombinasyon grubunun hiicreler {izerinde anlaml1
(24. saat p<0,01) bir sentez faz1 inhibisyonu yarattig1 gézlemlendi.

CAR grubuna oranla kombinasyon grubunun hiicrelerin sentez fazindaki
inhibisyon oraninm anlamli (24. saat p<0,01) bir sekilde arttirdigi
saptandi.

CIMP grubuna oranla kombinasyon grubunun hiicrelerin sentez fazindaki

inhibisyon oranini anlamli (24. saat p<0,01) bir sekilde arttirdig1 saptandi.

44. AKIM SITOMETRIK ANNEKSIN-V-FITC/PI BOYAMASI iLE
ILACLARIN PROGRAMLI HUCRE OLUMUNE ETKILERi

Tablo 4-4: flaclarin Hiicreler Uzerindeki istatistiksel Apoptoz Verileri

% X 24 SAAT 72 SAAT
Kontrol 1+0 31
CAR 7%0 32+1
CIMP 510 22+1
CAR + CIMP 9+1 461
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Akim sitometrik analiz ile tiim gruplarda; hiicrelerin programli hiicre 6liimiine gitme

siirecinde elde edilen ham veriler.
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Kontrol grubunda 24. saatte apoptoza giden hiicre oram1 % 1 civarinda iken bu
oran 72. saatte % 3 olarak gozlemlendi (Tablo 4.4., Sekil 4.4.).

CAR grubu incelendiginde; 24. saatte % 7 olan apoptoz orani 72. saatte % 32
olarak izlendi.

Kontrol grubu ile karsilastirildiginda her iki zaman dilimindede anlamli bir
sekilde (24. saatte p<0,01; 72. saatte p<0,01) apoptoza giden hiicre sayisini
arttig1 saptandi (Tablo 4.4., Sekil 4.4.)..

CIMP grubunda 24. saatte % 5 olan apoptoz oran1 72. saatte % 22 ye ¢ikmustir.
Kontrol grubu ile karsilastirildiginda her iki zaman dilimindede apoptoz
oraninda anlamli (24. saatte p<0,01; 72. saatte p<0,01) bir artis saptand1 (Tablo
4.4., Sekil 4.4.).

Kombinasyon (CAR + CIMP) grubunda ise 24. Saatte % 9 olan apoptoz orani
72. Saatte % 46’ ya ¢iktig1 goriildii (Tablo 4.4., Sekil 4.4.).

e Kontrol grubu ile karsilastirildiginda her iki zaman dilimindede apoptoz
oraninda anlamli (24. saatte p<0,05; 72. saatte p<0,05) bir artis oldugu
izlendi.

e CAR grubu ile karsilastirildiginda 24. saatte elde edilen apoptoz
oraninda anlamli (p>0,05; p=0,07) bir veri kaydedilmedi. Ancak 72.
Saatte elde edilen apoptoz degerlerinde anlamli (p<0,01) bir artis
saptandi.

e CIMP grubu ile karsilastirildiginda ise her iki zaman diliminin sonunda

anlamli (24. saatte p<0,05; 72. saatte p<0,01) bir artigin oldugu goriildii.
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4.5.ILACLARIN GECIRIMLI ELEKTRON MIiKROSKOBU IiLE UC
BOYUTLU ISHIKAWA HUCRE KULTURLERINDE HUCRELERIN
INCE YAPISI (ULTRASUKRUKTURU) UZERINE ETKIiSi

Sekil 4-5: TEM Kontrol Grubu

%100 canli 1x10® ishikawa hiicrelerinden olusturulan sferoidlerden ¢ekilen kontrol grubu
fotografinda; hiicreler aras1 baglantilarin diizgiin, hiicre membrani (h.m.) ve niikleus membran
(n.m.) yapisinin intakt oldugu, mikrovilluslarin (m.v.) diizgiin yapida bulundugu ve hiicrlerin
normal morfoloji gosterdikleri gézlemlendi. (N: nukleus, Nu: nukleolus) (X 6000)



33

Sekil 4-6: TEM Kontrol Grubu

%100 canli 1x10® ishikawa hiicrelerinden olusturulan sferoidlerden ¢ekilen kontrol grubu
fotografinda; hiicre membrani ve niikleus membraninin (n.m.) biitiinligtinii korudugu ve
hiicrelerin diizgiin morfoloji gosterdigi izlendi. (N:nukleus, Nu: nukleolus, d:dezmozom)

(X 15k)



Sekil 4-7: TEM CAR Grubu

%100 canli 1x10® ishikawa hiicrelerinden olusturulan sferoidlerden cekilen CAR grubu
fotografinda; sferoid biitiinliigiiniin bozuldugu, lipit vokuollerinin(v.f.) olustugu ve otofajik
vokuol (0.v.) benzeri yapilarin sayisinda artigin oldugu gozlemlendi. (N: nukleus, L.d.: litik
degisiklikler) (X7500)

Sekil 4-8: TEM CIMP Grubu

%100 canli 1x10® ishikawa hiicrelerinden olusturulan sferoidlerden ¢ekilen CIMP grubu
fotografinda; apoptotik cisimciklerin (a.c.) olustugu gozlemlendi. (X7500)

34
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Sekil 4-9: TEM CIMP Grubu

%100 canli 1x108 ishikawa hiicrelerinden olusturulan sferoidlerden ¢ekilen CIMP grubu
fotografinda; hiicrelerin icerisinde litik degisikliklerin (L.d.) oldugu ve otofajik vokuol (0.v.)
benzeri yapilarin olustugu gozlemlendi. (N: nukleus, Nu: nukleolus, v.f.: vokuol fiizyonu)
(X5000)

Sekil 4-10: TEM Kombinasyon Grubu

%100 canli 1x10® ishikawa hiicrelerinden olusturulan sferoidlerden ¢ekilen kombinasyon (CAR
+ CIMP) grubu fotografinda; apoptotik cisimcik (a.c.) yapilarinin olustugu izlendi. (X5000)
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Sekil 4-11: TEM Kombinasyon Grubu

%100 canli 1x10® ishikawa hiicrelerinden olusturulan sferoidlerden ¢ekilen kombinasyon
(CAR + CIMP) grubu fotografinda; mikrovillus (m.v.) kaybinin oldugu ve hiicre i¢inde belirgin
otofajik vokuol (0.v.) yapisinin olustugu gozlemlendi. (X7500)
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Sekil 4-12:Kontrol Grubu 24 Saat Ishikawa Tek Tabakah Hiicre Kiiltiirlerinde BrdU immiinohistokimyasi
(X120)

Sekil 4-13: CAR Grubu 24 Saat Ishikawa Tek Tabakal Hiicre Kiiltiirlerinde BrdU immiinohistokimyasi
(X120)
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Sekil 4-14:CIMP Grubu 24 Saat Ishikawa Tek Tabakal Hiicre Kiiltiirlerinde BrdU immiinohistokimyasi

(X160)

Sekil 4-15: Kombinasyon (CAR + CIMP) Grubu 24 Saat Ishikawa Tek Tabakali1 Hiicre Kiiltiirlerinde BrdU
Immiinohistokimyasi

(X200)
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Sekil 4-16: Kontrol Grubu 72 Saat Ishikawa Tek Tabakah Hiicre Kiiltiirlerinde BrdU immiinohistokimyasi
(X200)

Sekil 4-17: CAR Grubu 72 Saat Ishikawa Tek Tabakal Hiicre Kiiltiirlerinde BrdU immiinohistokimyasi
(X200)



Sekil 4-18:CIMP Grubu 72 Saat Ishikawa Tek Tabakal Hiicre Kiiltiirlerinde BrdU immiinohistokimyasi

(X200)

§ekil 4-19: Kombinasyon (CAR + CIMP) Grubu 72 Saat Ishikawa Tek Tabakal Hiicre Kiiltiirlerinde BrdU
Immiinohistokimyasi

(X200)
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Sekil 4-20:Kontrol Grubu 24 Saat Ishikawa I"Jg Boyutlu (Sferoid) Hiicre Kiiltiirlerinde BrdU
immiinohistokimyasi

(X200)

Sekil 4-21: CAR Grubu 24 Saat Ishikawa I"Jg Boyutlu (Sferoid) Hiicre Kiiltiirlerinde BrdU
immiinohistokimyasi

(X100)
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Sekil 4-22:CIMP Grubu 24 Saat Ishikawa I"Jg Boyutlu (Sferoid) Hiicre Kiiltiirlerinde BrdU
Immiinohistokimyasi

(X160)

Sekil 4-23: Komb_inasyon (CAR + CIMP) Grubu 24 Saat Ishikawa I"Jg Boyutlu (Sferoid) Hiicre Kiiltiirlerinde
BrdU Immiinohistokimyasi

(X120)
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S. TARTISMA

Endometriyum kanseri kadin genital kanserleri arasinda ilk sirada bulunan (5) ve
en yaygin goriilen jinekolojik tiimorlerden biridir (3,6,7). Endometriyum kanserinin alt
tipi olan endometrioid adenokarsinoma (Tip I), hiicrelerde meydana gelen B-catenin
genindeki mutasyon sonucu infertiliteye yol agabilen bir kanser ¢esididir(10).

Ishikawa hiicre soyu; insan endometriyum epitelinden tiireyen tip I
adenokarsinom  hiicreleri olup  Ostrojene  bagimlilik  gdstermektedirler(1,2).
Endometrium epitelinin Ostrojen ve diger kemoterapotik ajanlara kars: yanitlarinin
calisilabilecegi ideal bir hiicre soyudur (1,2).

Karboplatin, endometriyal karsinom gibi cesitli tiimorlerin tedavisinde
kullanilan platinyum iceren ikinci nesil  antineoplastik alkilleyici bir ajandir
(22,23,26,27). Karboplatinin, platinyum iceriginden dolay: hiicrelerde oncelikle DNA
hasarma yol actigi ve boylece tiimor hiicrelerinin viicuttaki gelisimlerini ve
yayilimlarmi yavaslattigi gosterilmistir (22,25,26).

Platinyum tiirevlerinin endometrial tiimor hiicrelerine karsi gdstermis olduklari
sitotoksik etkilerin tayininde hiicre canlilik oranlarinin da icinde bulundugi cesitli
metodlar kullanmilmaktadir (22,25,27).

Klorimipramin, obsesyon tedavisinde siklikla kullanilan trisiklik bir
antidepresandir (34). Klorimipramin’in neoplastik hiicrelerde yarattigi en belirgin etki
hiicreleri apoptoza gotiirmesidir(31,32,33). Bunun yani sira hiicrelerde DNA hasariada
yol acabilen 6zellige sahip bir antidepresandir (34).

Hiicre kiiltiirii caligmalari, in vivo sartlarda miimkiin olmayan, kisa zaman
araliginda gerceklestirilmesi istenen fiziksel ve kimyasal etkenlerin incelenmesinde
yaygin olarak kullanilan bir yontemdir (14,15).

Antineoplastik ajanlarin in-vitro etkinlik diizeyinin saptanmasinda ¢ok farkli
hiicre kiiltiirli parametre ve yontemleri kullanilmaktadir. Bu parametrelerin basinda
hiicrelerin farkli doz ve zaman araliginda ilaglarla etkilendirilerek doz ve zaman
etkilesim grafiklerinin saptanmasi bulunmaktadir ve bu parametrelerden elde edilen
sonuclar ile ilaclarin etkilesimlerinin 6zgiinliigii belirlenebilmektedir.

Bizim calismamizda Ishikawa Endometrium hiicre Kkiiltiirlerinde, hiicrelere
degisen doz ve zaman araliklarinda; Karboplatin, Klorimipramin ayr1 ayr1 ve birlikte

uygulandiginda hiicrelerin doza ve zamana bagl olarak hiicre sayilarinda azalma
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olmustur(Tablo4.1., Sekil 4.1.). Bu azalma literatiir bilgisiyle uyumlu (23,25,31,32)
gozitkmektedir ve istatiksel olarak anlamlidir(p<0,01).

Kontrol grubu ishikawa hiicreleri zamana baglh olarak diizgiin ivmeli bir artis
gostermesine karsin, hem Karboplatin hemde klorimipramin grubu hiicreleri anlaml
(p<0,01) disiisler gosterdigi gozlemlendi(Tablo4.1., Grafik 4.1.). Kombinasyon grubu
hiicreleri kontrol, Karboplatin ve Kloripramin grubu ile karsilastirildiginda hiicre
sayisinda goriilen diisiislerin istatiksel olarak anlamli oldugu saptand1 (p<0,01).

Iki boyutlu hiicre kiiltiirlerinde; BrdU isaretleme indeksleri acisindan sonuclar
degerlendirildiginde 24 ve 72. saatlerde kontrol grubu hiicrelerinde isaretlenme indeksi
degerleri %53 ve %65 arasinda seyrederken, bu degerler Karboplatin grubunda zamana
bagl olarak azaldig1 ve 72. saatte %11 seviyesine geriledigi saptandi. Benzer sekilde
Klorimipramin grubu hiicreleri de zamana baglh olarak isaretlenme indeksinde azalma
meydana geldigi gozlemlendi. Bu diisiis istatistiksel olarak anlamlidir(p<0,01) (Tablo
4.2., Sekil 4.2.) ve bu bulgu literatiirlerle uyumludur (33). Kombinasyon grubu
hiicrelerinde ilerleyen saatlerde %1 gibi ¢ok diisiik bir BrdU isaretlenme indeksi
saptandi. Biitiin gruplar ve kombinasyon grubu hiicrelerinin BrdU isaretlenme indeks
degerleri kontrol gruplarindan istatiksel olarak az oldugu saptandi ve bu azalmanin
anlaml (p<0,01) (Tablo 4.2., Sekil 4.2.) ve literatiirle uyumlu oldugu goriildii(33,36).

[lging olan kombinasyon grubu BrdU isaretlenme indeksi degerinin 72. saatte
belirgin bir sekilde hem Karboplatin hem de Klorimipramin grubuna oranla azaldig:
goriildic . Bu diislis; maddelerin, beraber kullanildiginda sentez fazi inhibisyonu
acisindan sinerjistik bir etki gosterdiklerinin kanit1 olarak gosterilebilir.

[lac-hiicre etkilesimi i¢in iki boyutlu hiicre kiiltiir sonuglarmin tam olarak in-
vivo korelasyon saglayamamasi sonucu yeni etkin ve giivenilir kiiltiir metodlar1
gelistirilmeye ¢alisilmistir. Multiseliiler sferoid hiicre kiiltiirleri tiim6r mikro ¢evresini
ve dogasint en iyi sekilde yansitan bir method olarak ortaya ¢ikmis ve sonuclari
itibariyle yiiksek in-vivo korelasyon gosterdigi cok sayidaki literatiirde belirtilmektedir
(37,38,39,40).

Calismamizda likit-overlay teknik kullanilarak olusturulan sferoidler kullanild:
ve bu ilaglarin tek tek ve kombinasyon uygulamalar: sonucu sferoid BrdU isaretlenme
indeksleri lizerine etkileri tartisildi. Sonuglar degerlendirildiginde kontrol grubu
sferoidlerinde %68 seviyelerinde saptanan BrdU indeksinin hem Karboplatin hem

Klorimipramin hem de kombinasyon grubunda azaldig: goriildii(Tablo 4.3., Sekil 4.3.).
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Sferoid dogasi geregi sferoid capir biiylidiikkge dis ve ic¢ hiicresel farklilagsma
slirecinin arttig1 ve disaridan iceriye dogru proliferasyon, semi apoptotik (apoptotik) ve
en icte ise nekrotik bir zon gelistigi goriilmiistiir. ilaclarin proliferasyon indeksini
azaltmis olmas1 bu bilinen zonlarin daha belirgin hale geldigini gostermektedir. Benzer
sekilde sferoid ¢api iizerinde inhibisyon etkisi meydana getirdigi goriilmektedir. Bizim
caligmamizda saptanan isaretlenme indekslerindeki diisiis beklenen bir inhibisyon
mekanizmasinin yiiriidiigiinii géstermektedir.

Hiicre proliferasyon ve canlilik oranlarmin ve ilaglarin etki diizeylerinin
saptanmasinda kullanilan giivenli metodlardan biri de akim sitometrik (FCM)
analizlerinin degerlendirilmesidir. Calismamizda programli hiicre 6liim oranlar1 kontrol
grubu hiicrelerinde 24 saatte %1, 72 saatte %3 iken (Tablo 4.4., Sekil 4.4.) Karboplatin
grubunda Ozellikle 72. saatte bu oranmm %32, Klorimipramin grubunda %22 ve
kombinasyon grubunda ise %46 (Tablo 4.4., Sekil 4.4.) civarlarina yiikseldigi saptandi.
Bu sonuclara bakildiginda hem Karboplatin hemde Klorimipramin’in ayri ayri,
hiicreleri zamana bagli olarak programli hiicre 6liimiine yonlendirmelerinin goriilmesine
karsilik kombinasyon grubu incelendiginde ilaclarin sinerjistik bir etki ile hiicreleri
programli hiicre Oliimiine daha yiiksek oranda yonlendirdigi goziikkmektedir. Buradan
her iki ilacin etki yolaklarmin kismen farkli olmasina ragmen inkiibasyon sirasinda
birbirleriyle sinerjistik olarak etkilesimde bulundugu goriilmektedir. Yapilan
istatistiksel degerlendirmede kombinasyon grubu hiicrelerinde Karboplatin grubuna
oranla 24 saatte anlamh bir fark kaydedilmezken (p>0,05) 72. saatte anlamli bir artis
(p<0,01) gozlemlendi. Karboplatin ve Klorimipramin grubu hiicreleri kontrol grubu
hiicreleri ile karsilastirildiginda programl hiicre 6liim oranlarmin anlamli bir sekilde
arttigr gosterildi(p<0,01) ve  bu sonuclar literatiirle uyumluluk gostermektedir
(36,37,38). Kombinasyon grubu ile karsilastirildiginda 24. ve 72. saatlerde saptanan
fark anlamli bulunmustur.

FCM sonuglar1 da incelendiginde; hiicrelerin programli hiicre dliimiine gitme
oranlarinin; ilaclarin tek tek uygulandigi gruplara oranla kombinasyon grubunda daha
yilksek oranda oldugu saptandi. Bunun sonucu olarakta her iki ilacinda, hiicreleri
programli  hiicre Oliimiine yOnlendirme siirecinde sinerjistik etki gosterdigi
sOylenebilmektedir.

Programli hiicre Oliimiiniin hiicresel diizeyde saptanmasinda en giivenilir

metodlardan biri elektron mikroskobik degerlendirmelerdir. Bizim ¢alismamizda
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kontrol grubu sferoidlerin elektron mikroskobik incelenmesinde; nukleus ve hiicre
membranlarinin intakt oldugu, hiicreler arasi baglantilarin diizgiin oldugu, sferoid
biitiinliigiinii saglayan ve Ozellikle sferoidlerin proliferasyon bolgesi hiicreleri arasinda
bol miktarda bulunan dezmozomlarin bulundugu goriilmektedir(Sekil 4.5.). Ek olarak
hiicrelerin diizgiin morfoloji gosterdikleri gozlemlendi(Sekil 4.6.).

Karboplatin uygulanmis sferoidlerde; sferoid morfolojisinin bozuldugu ve
hiicrelerde belirgin otofajik vakuol yapisinin olustugu gozlemlendi(Sekil 4.7.). Otofajik
vokuol olusumunda molekiiler ve gen ekspresyonu diizeyi, Ozellikle Belcin-1
aktivasyonunun Olciilmesi elzem goriilse de, morfolojik olarak hiicresel diizeyde
elektron mikroskobik gozlemlerle otofaji varligimin saptanmasi yeterlidir.

Klorimipramin uygulanmis sferoidlerde; apoptotik cisimciklerin olustugu
gozlemlendi(Sekil 4.8.). Ayrica hiicrelerin igerisinde litik degisikliklerin meydana
geldigi ve sayica artmis otofajik vakuol olusumunun varligir gézlemlendi (Sekil 4.9.).
Kombinasyon grubu sferoidlerde ise hiicrelerde apoptotik cisimciklerin olusumunun
(Sekil 4.10.) yaninda hiicrelerin igerisinde Klorimipramin grubuna benzer sekilde
otofajik vokuollerin yer aldigi ayrica mikrovillus kaybmim oldugu(Sekil 4.11.)
gozlemlendi.

Calismamizin  bulgular1 biitiinlik icerisinde degerlendirildiginde deneyin
kurgulanis1 bakimmindan Karboplatin ve Klorimipramin’in terapotik amaclh birlikte
kullanim mantig1 hem iki boyutlu kiiltiir modellerinde hem de sferoid modelde anlaml
bir sitotiksisite gosterdigi ve iki ve ili¢ boyutlu kiiltiirlerden elde edilen sonuglarin
calismamizda birbirlerini destekledigi goriilmektedir. Ug boyutlu sferoidlerde yapisal ve
molekiiler isleyisin iki boyutlu kiiltiirlere oranla farkli olmasma ragmen ve bu iki
maddenin hiicresel etki yolaklarmi farkli sinyal mekanizmalariyla gergeklestirdigi
dikkate alindiginda sonuclar itibar1 ile sinerjistik artmis inhibitér etkinin goriilmesi
tiimoriin geriletilmesinde, biiyiimesinin azaltilmasimda veya tamamen durdurulmasinda

etkin ve giivenilir yeni bir model olusturabilecegi goriilmektedir.

Sonuglar;
1- Karboplatin Ishikawa Endometrium hiicrelerinde zamana bagli olarak etkin bir

sitotoksik etkiye sahiptir.

2- Klorimipramin Ishikawa hiicrelerinde antineoplastik bir ajan olan Karboplatin
kadar etkin bir sitotoksik etkiye sahiptir.
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3- Her iki ilacin birlikte kullanimu hiicreler tizerinde ¢ok daha etkin sitotoksik etki
gostermektedir.
Endometrial kanserlerin iizerine ilag sitotoksisitenin degerlendirilmesinde,
popiilasyon kinetik verilerinin dnemli bir yer tutmasi kabul goriilen morfolojik ve gen

ekspresyonu gibi daha ileri diizeyde molekiiler ¢calismalara ihtiya¢ vardir.
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