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OZET

Atilmis, SN. (2008) Asetaminofen Ve Lityum Kloriiriin Mdah 2774 Insan
Ovaryum Tumor Hiicre Kiiltiirlerinde Vinoralbin Sitotoksisitesi Uzerine Etkileri.
Istanbul Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii, Histoloji ve Embriyoloji AD. Yiiksek
Lisans Tezi

Calismamizda, mikrotiibtl inhibitorii olan Vinoralbin, duygu durum diizenleyici
Lityum Klorir ve para-aminofenol tirevi Parasetamol’iin ayr ayrt ve bir arada
kullanildiklarinda MDAH-2774 ovaryum timori hiicre soyu tizerine etkileri iki ve g
boyutlu tiimér hiicre kultirti modelleri kullanilarak incelendi. Kiltirde Gg ilacin etkileri
24, 48, 72. saatlerde hiicre ¢cogalmasi, hiicre sitotokisitesi, hiicre siklusu sentez fazi
acisindan degerlendirildi.

Vinoralbin, iki ve ii¢ boyutlu kiiltiirlerde hiicre ¢ogalmasini azaltict etki gosterdi
ve hiicre siklusu sentez fazi isaretlenmesinde azalma meydana getirdi.

Lityum klortr, iki ve ¢ boyutlu kultirlerde hiicre ¢ogalmasint azaltict etki
gosterdi ve hiicre siklusu sentez fazi isaretlenmesinde azalma meydana getirdi.

Asetaminofen, iki ve ¢ boyutlu kulturlerde hiicre ¢ogalmasini kontrol grubuna
gore daha azaltici etki gosterse de diger ila¢ gruplarina gore arttirdi. Hiicre siklusu
sentez fazi isaretlenmesinde ise kontrol grubu ile asetaminofen arasinda benzer etkiler
gorildi.

Kombinasyon gruplarinda, ilaglarin tek tek uygulamalart ile elde edilen
bulgulardan ¢ok farkli degildi.

Sonug olarak; wvinoralbin, lityum kloriir ve asetaminofen’in tek tek wve
kombinasyonlarinin MDAH-2774 ovaryum timort hicreleri tizerine etkileri iki ve g
boyutlu kultir modellerinde incelendiginde, bu maddelerin hiicre siklusunda, sentez
fazindaki hiicrelerin sayisin1 azaltti8i, hiicre proliferasyonunu 6nledigi gozlendi.

Anahtar kelimeler: MDAH 2774, Asetaminofen, Lityum kloriir, Vinoralbin, hiicre
kaltira.

Bu ¢alisma, Istanbul Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan
desteklenmistir. Proje No: T-50/05122006.
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ABSTRACT

Atilmis, SN. (2008). The effects of Lithium Chloride and Acetaminophen on
Vinoralbine cytotoxycity in MDAH-2774 Human Ovarian Cancer Cell Line. Istanbul
University, Institute of Health Science, Histology and Embryology Department. Master
Thesis. Istanbul.

In this study, effects of Vinoralbine as a microtubule inhibitory, LiCl as a mood
stabilizing agent and para aminophenol derivated acetaminophen were investigated
single and combined applications in monolayer and spheroid models with MDAH-2774
human ovarian cancer cell line. Drugs were evaluated in cell culture with respect to cell
proliferation, cell cytotoxycity, synthesis phase of cell cycle in 24., 48., 72 h.

Vinoralbine has diminished both cell proliferation and cell cycle synthesis phase
indication in monolayer and spheroid cell cultures.

Lithium chloride has diminished both cell proliferation and cell cycle synthesis
phase indication in monolayer and spheroid cell cultures.

Even acetaminophen has shown a decreasing effect in cell proliferation
compared to control group in monolayer and spheroid cell cultures,this effect increased
with respect to other drugs.Similar effects were observed in both control and
acetaminophen groups in cell cycle synthesis phase indication.

All combination groups wasn’t different from single usage in monolayer and
spheroid cell cultures.

As a result, the effects of vinoralbine, lithium chloride and acetaminophen were
investigated in monolayer and spheroid MDAH-2774 human ovarian cancer cell line
and a decrease in cell number in cell cycle synthesis phase, prevention of cell
proliferation.

Key Words: MDAH-2774, Acetaminophen, Lithium chlorur, Vinoralbine, Cell culture.

The present work was supported by the Research Fund of Istanbul University. Project
No: T-50/05122006.



1. GIRIS VE AMAC

Tumor tedavisinde kullanilan ilaglarin hiicre dizeyindeki etkileri ¢ok degisik
metodlar kullanilarak aragtirilmaktadir. Hiicre kiltira ¢aligmalarinin biytik ¢ogunlugu
genellikle iki boyutlu tiimér hiicre kiltiirleri kullanilarak yapilmaktadir. Iki boyutlu
hiicre kultirlerden elde edilen sonuglarin ¢ogu zaman in vivo uyumlu olmadig
bilinmektedir. Bu nedenle in vivo uyumlu ve in vivo mikrogevre 6zelliklerini saglayan

en iyl in vitro model olarak multiseliler sferoidler gozukmektedir.

Vinoralbin (navelbine);, vinblastinden tlreyen yart sentetik bir vinka alkoloid
olup mitotik mikrotibullerin alt birimleri olan tibilinlere  baglanarak tibtlin
polimerizasyonunu engelleyip hiicre buytmesini durdurur (Gregory ve Smith 2000;

Glaxo; Oktay 1998 pp 373-398).

Vinoralbin’in MDAH 2774 insan ovaryum timér hicre kaltirlerindeki etkisi ve
bu etkiye, etkisini  kaspaz-3 ve kaspaz-8 aktivasyonu tlzerinden gerceklestiren ve
antineoplastik etkileri yeni yeni ortaya ¢ikan, ve bir duygudurum diizenleyici ilag
olarak kullanilan LiCl ile kolon ve meme kanserlerinde koruyucu etkisi bilenen ve
COX-2 (siklooksijenaz 2) inhibitori olan asetaminofenin, MDAH 2774 insan ovaryum
timoéri  hicre soyunda ozellikle ti¢ boyutlu tiimoér hiicre kultirlerindeki etkilerini
kargilagtirmali olarak gosteren caligmalar yok denecek kadar azdir (Chandrasekharan ve
ark. 2002; Warner ve Mitchell 2002; Zhang ve ark. 2002; Tang ve He 2003). Bu
nedenle arastirmamizda iki boyutlu hiicre kiltirlerinin kullanilmasinin yanisira, in vivo
korelasyon saglayan en iyi in vitro model olarak bilinen (¢ boyutlu multiselliler
sferoidlerin kullanilmasi sonucu elde edilecek olan bilimsel verilerin tedaviye yeni bir

yaklagim ortaya ¢ikarmast olasidir.

Vinoralbin’in bilinen etkilerine karsin 6zellikle meme ve kolon kanserlerine
kars1 koruyucu etkileri saptanan asetaminofen ve hiicre diizeyinde etkileri degiskenlik
gosteren LiCl ile ovaryum timor hiicre kultirlerinde nasil etkilesecegi, tam olarak
bilinmemektedir. Bu nedenle aragtirmamizda asetaminofen ve LiCl’lin ayr1 ayn veya
vinoralbin ile kombinasyonlarinin MDAH 2774 insan ovaryum timor — hiicre
kiltirlerinde hiicre cogalmasi tizerine etkilerini doza ve zamana bagli olarak aragtirmay1

amagcladik.



2. GENEL BILGILER

2.1. MDAH-2774

MDAH-2774 insan ovaryum timor hiicre hattt genom zararina karst apoptozu
indukleyici genlerin anahtart olan p-53 ve MSH-2 (mut homolog 2) proteinlerini
yitirmig bir hiicre hattidir (Bilir ve ark. 2002).

MDAH-2774 hiicre hattt radyasyon veya kemoterapi gormemis endometroid
ovaryum karsinomali bir hastanin asit sivisindan tiretilmistir. Freedman ve ark.
Tarafindan MD Anderson Hospital and Tumor Institute, Houston, TX’de 1978’de
karakterize edildi (Gilloteaux ve ark. 2003).

2.2. OVARYUM KANSERI

Ovaryum kanseri jinekolojik kanserler arasinda en olimciil olanidir (Askar ve
ark. 2006). En fazla malignant tip ovaryum timori epitelyal karsinomadir. Epitelyal
karsinoma ovaryum yuzey epitelinden veya endometriyozisi de iceren sekonder Miuller

sistemden olugsmaktadir (Rong ve ark. 2001).

Hastalarin ¢ogu, tekrarlayan timorlerin barsak epiteline yapigmast sonucu
geligen tikaniklik ve beslenme bozuklugu sonucu 6lmektedir (Disaia ve Creasman 2003
pp 259-351).Uzun zamandan beri ovaryum kanserine ailevi yatkinlik bilinmektedir.
Ailevi ovaryum kanserlerinin % 90’1nin BRCA1 (meme kanseri geni 1) ve BRCA2 (
meme kanseri geni 2 ) gen mutasyonlanyla ilgili oldugu saptanmigtir. BRCA1/2
genlerinde mutasyon tagiyan kadinlarda ovaryum kanseri daha erken yaglarda
baglamaktadir (Hudelist ve ark. 2007). Dogum kontrol hapt kullaniminin ovaryum
kanseri gelistirme riskini azalttig gosterilmistir. BRCA1/2 genlerinde mutasyon tagiyan
kadinlarda oral kontraseptif kullanimi ile ovaryum kanseri riskinin anlamli olarak
azaldigi gosterilmistir  (Partridge ve Barnes 1999). Oral kontraseptifler ile
endometriyumdaki Cox-2 ekspresyonunun ve aromatazin inhibisyonu bu patolojilerin
sebep oldugu aciyr ve asirt uterin kanamayi kontrol etmede etkilerini agiklamaktadir
(Maia ve Casoy 2007). Klinik ve molekiiler bulgular ovaryum kanserinin 4 major

histolojik alt tipini tanimlamiglardir:

Seroz, Miisindz, Endometrioid, Berrak hiicreli



Ovaryum endometrioid adenokarsinomalar ~ wnt sinyallesme yolunda rol

oynayan B-katenini kodlayan CTNNB-1 geninde mutasyon tagirlar (Rong ve ark. 2001).

Ovaryum kanserlerinin taranmasinda timor belirtegleri ve ultrasonagrafi yaygin

olarak kullanilmaktadir.

Ca (kanser antijeni) 12.5 ovaryum kanserinde kullanilan timor belirteglerinden
biridir (Olt ve ark. 1990). Asil kullanim alan tanst konulmusg tiimoriin takibi ve tedaviye
yanitinin degerlendirilmesi seklindedir (Montag 1990). Kemoterapiye en duyarli timér
tiplerinden biri olmasina ragmen, ovaryum kanserinde olim oram halen yiksektir.
Radyoterapi, immiinoterapi ve hormon tedavisi, cerrahi ve kemoterapi sonrasi

uygulanabilen tedaviler arasindadir (Disaia ve Creasman 2003 pp 259-351).

2.3. HUCRE VE DOKU KULTURU HAKKINDA GENEL BIiLGILER

2.3.1. Hiicre Kiiltiirii

Hiicre kultirleri hiicrelerin  tek hiicreyi kapsayacak sekilde, doku olarak
diizenlenmede in vitro ¢ogalmasidir. Organizmadan dogrudan dogruya alinan organ,
doku veya htcrelerden uretilen kilturlere primer kulturler adi verilir. Primer kultirler,
bulunduklar yerde cogalip bagka bir yere boliinerek aktarildiktan (hiicre pasaji) sonra

hiicre soyu (cell line) adin1 alirlar.

Primer hiicre kultirlerinden veya hiicre soylarindan 6zel se¢cim veya klonlama
yontemi ile belirleyici bazi 6zellikleri olan hiicreler elde edilir. Bu hiicrelerin kiiltiirde
yasamlari stresince belirleyici 6zellikleri devam eder; hiicrelerin pasaj yapilmis olmas,

onlarin belirleyici 6zelliklerini etkilemez.

Hiicre suslar1 veya hiicre soylart diploid veya heteraploid olabilirler, hiicrelerin
heteraploid oluslart onlarin habis hicreler olduklarini veya in vitro ¢ogalmalarinin
sinirsiz olduklar1 anlamina gelmez. Hiicre kiiltiiriinde sinirsiz ¢ogalan hiicre soy veya
suslart, devamli hiicre soylart (established cell line) seklinde tanimlanarak, yasam
siireleri sinirlt diploid veya heteraploid hiicre soylarindan ayrlirlar. Ug giin ara ile en az

70 defa pasaj1 yapilan hiicre soylart “devamli hiicre soyu” olarak kabul edilmektedirler.

Guntumiuzde, hiicre kultirleri esas olarak iki yolla uretilmektedir: Tek tabaka
hiicre kiltirleri ve siispansiyon halinde huicre kiiltirleri. Tek tabaka hiicre kiltirleri,
cam veya plastik zemin Uzerine tutunarak yasayan, islevlerini sturdiren ve lreyen

hiicrelerdir. Suispansiyon halindeki htcre kultirlerinde, hiicreler hayatsal islev ve



tremelerini stispansiyon halinde bulunduklarn ortamda strdurebilir. Doku kultiri ve

yontemleri kullanarak, hiicre yapisi, fizyolojisi, patojen hiicre iliskileri, iyonlagtirict

1ginlarin hiicre diizeyinde incelenmesi ve ¢esitli radyobiyolojik problemlere bagli olarak

timor buyumesinin agikliga kavusturulmasina caligilir. Hiicre kiltirlerinde, in vivo

sartlarda mimkiin olmayan, kisa zaman araliginda gerceklestirilmesi istenen fiziksel ve

kimyasal etkenler incelenebilir.

Hiicre Kiiltiirlerinin Kullanim Alanlari

Bugiin i¢in molekuler tan1 ve tedavi amagl basta olmak tzere ¢ok sayida

ozellikle aragtirma amagli olmak tizere doku ve hiicre kultiirlerinden yararlanilmaktadir.

Doku ve hiicre kultiirlerinin sagladigi avantajlar soyledir:

Ast Uretimi

Antikor Gretimi

Maglarin sitotoksik ve sitotaktik etkilerinin 6l¢iilmesi
Hiicre i¢i metabolizma olaylarinin arastirilmast
Hormonlarin hiicresel diizeyde etkilerinin aragtirilmasi
Kalittm maddesi ve protein sentezi ile yapilan aragtirmalar
Hiicre i¢i enerji metabolizmast ile yapilan aragtirmalar
Hiicre yiizey reseptorlerinin ¢aligilmast

Hiicre sinyal mekanizmalarinin galigilmasi

Hiicrelerin beslenme 6zelliklerinin galigilmasi
Enfeksiyonun hiicresel diizeyde etkilerinin ¢aligilmast
Hiicresel farklilagma ve yaglanma ile ilgili aragtirmalar

Programli hiicre 6lim mekanizmalrn ve bunlara hormonlarn, ilaglarin ¢esitli

degiskenlerin etkilerinin arastirilmasi.
Tumor hiicrelerinin ilag duyarlili§inin saptanmast ile ilgili arastirmalar.
Radyoterapinin hiicresel duzeydeki etkileri.

Embriyonik aragtirmalari tireme tekniklerinin gelistirilmesi ve pratikte kullanimi



* Hiicre populasyon kinetigi ile ilgili yapilan arastirmalar

* Sitolojik, sitogenetik analizler ve genetik uygulamalarin yapilmasi

* Gen aktarimi ile yapilan aragtirmalar

* Hicre tutunma molekullerinin galigilmasi

* Hucresel diizeyde madde tasinmasinin molekiiler mekanizmalari

» Kok hiicre aragtirmalart

* Hiicre ve doku muhendisligi ile ilgili yapilan aragtirmalar ve uygulamalar.

Bugiin i¢in artik tek tabakali ve stispansiyon hiicre kilttrlerinin ele alarak klinik
faydalarini en ust diizeye g¢ikarmak uzere orijinal doku mikro g¢evre ozelliklerinin
yansitan U¢ boyutlu kultir metotlart gelistirilmistir. Bu metotlarin i¢inde yumusak
agarda koloni olusturma yontemi ve miultiseliler timor sferoid yontemleri gibi metotlar
gelmektedir. Bu metotlarin en 6nemli avantajlari arasinda orijinal doku ozelliklerini

yansitmalart sayilabilir (Bilir ve ark. 2004).

2.3.2. Sferoid

Multiseliler tiimoér sferoid (MTS) modeli labaratuar kogullarinda tiimérlerin (g
boyutlu yapisit yansitir (Oktem ve ark. 2006). MTS modeli in vitro monolayer hiicre
kiltirleri ve solid timorler i¢in model olusturarak in vivo timoérler ve monolayer
kiiltiirler arasinda baglanti kurulmasina yardimei olurlar (Oktem ve ark. 2006; Santini
ve Rainaldi 1999). Sferoid kultirleri hem ¢ boyutlu organizasyonu hem de intakt

dokularin faklilagmis fonksiyonlarint monolayer kultiirlerden daha iyi yansitirlar.

3-D kulturlerin diger bir avantaji da her bir ayrintimin kolayca gozlendigi
morfolojik  sekle sahip olmalaridir. Bu morfolojik sekiller, difuze eden
makromolekulleri gozlemlemede ve ¢evresel sartlart analiz etmede bize bir sans verir

(Oktem ve ark. 2006).

2.3.3. Hiicre Siklusu
Iki yavru hiicre ortaya ¢ikarmak iizere birbirini izleyen iki mitoz béliinme
arasindaki aralik hiicre dongisii (siklusu) olarak tanimlanir. Bu siireg iki asamaya

ayrilir:



1. Interfaz

2. Mitoz ( M Faz1) (Kierszenbaum 2002 pp 40-42).
Interfaz da 3 evreye ayrilir:

1. GI1 (Sentez dncesi)

2. S (DNA sentezi)

3. G2 (DNA eslenmesi sonrasi)

S evresi, DNA sentezi ve sentrozom eglenmesinin baglamasiyla 6zellik kazanir.
Gl evresi RNA ve protein sentezinin oldugu evredir. Sentezlenen bu proteinlerden
bazilarinin gorevi; hiicre dongusini kontrol etmek, hiicre hacmini mitozdan sonra
yartya indirerek normal buyikligine ulastirmaktir (Aytekin ve Solakoglu 2006 pp 62-
64).

Gl evresindeki huicreler ya DNA c¢ogalmast i¢in S fazina girerler ya da
girmezler. S fazina girmeyen htcre GO (G sifir) faz1 denen dinlenme donemine girer.
Hiicreler bu evrede dongiiye girmeden oénce giinlerce, aylarca, hatta yillarca kalabilir

(Kierszenbaum 2002 pp 40-42).

Surekli bolinmeyen hiicrelerde, hiicre dongusu faaliyetleri gegici veya kalict
olarak durur. Kas ve sinir hiicresini 6rnek olarak gosterebilecegimiz bu hicreler GO

evresinde kabul edilirler.

Hiicre kilturtinde, kualtir ortami serumdan yoksun birakilirsa, hiicreler
cogalmay1 durdurup GO evresine girerler. Serumun besi ortamina kattig1 temel bilesen
“buytime faktori” denilen 6zellesmis bir proteindir. Hiicre S fazina girmeden 6nce Gl
kontrol noktasinda durdurulur. Eger DNA hasart meydana gelmisse hasar tamir edilir.
Memeli hiicrelerinde G1 kontrol noktasinda durdurma, “p53” denilen protein
aracitliftyla gerceklesir. P53 proteinini kodlayan gen insan kanserlerinde mutasyona
ugramistir. Bunun sonucunda hiicrenin hasarli DNA’y1 tamir etme yetenegi azalir.
Hasarlt DNA’nin kalitimla yavru hiicrelere gegmesi, degisimlerin hizla ¢ogalmasina ve
genomun kararsizligina; bu da, kanser gelismesine neden olur (Aytekin ve Solakoglu

2006 pp 62-64).

Hiicre ¢ogalmasinda 6nemli rolii olan hiicre siklusunun en énemli olayr DNA

kopyalanmasidir (replikasyon). Interfazin bu en belirgin olay1 S fazinda gercgeklesir.



Burada ¢ekirdekteki DNA iki katina ¢ikar (Kierszenbaum 2002 pp 40-42; Aytekin ve
Solakoglu 2006 pp 60-64). G2 fazinda, mitozda kullanilacak enerji biriktirilir, mitotik
mikrotibullere katilacak tibilinler ve kromozomal histon olmayan proteinler

sentezlenir.

G2 fazinda da kontrol noktasi vardir. Hiicre, bu noktada hatali sentezlenmig olan
tim DNA’lan duzeltilene kadar bekler. G2 fazinda “MPF” (olgunlagma baglatan faktor)
adli bir protein bilesigi birikmeye baglar. Bu bilesik, mitozun baglamasina,
kromozomlarin yogunlagmasina, ¢ekirdek kilifinin yirtilmasina ve mitozla ilgili tim

diger olaylarin ger¢eklesmesine neden olur (Aytekin ve Solakoglu 2006 pp 60-64).

2.3.4. Hiicre Siklusunun Kantitatif Analizi
Bir hiicre populasyonundaki ayni cins hiicrelerin hiicre siklus streleri tam olarak
aynt degildir. Hicre sikluslar ile ilgili kantitatif verilerin elde edilmesi amaciyla, iki

ol¢tim yapilir.

Bu ol¢imlerden birincisi, populasyonda mitoz boliinme yapan hiicre sayisinin
tiim hiicre sayisina oraninin hesaplanmasidir. Bu degere “Mitotik Indeks” (Mi) adi
verilir. Eger populasyondaki tim hiicrelerin bolindigii, hepsinin ayni hiicre siklusu
siresine sahip oldugu ve butiin hicrelerin hiicre siklusunun ¢esitli fazlarina homojen

olarak dagildigi dusunuliirse, mitotik indeks degerinden asagidaki esitlik ¢ikabilir:
Mitotik Indeks (Mi)=Tm/Tc

Tm, mitoz fazinin siresini, Tc ise hiicre siklusunun toplam stresini

belirtmektedir.

Ikinci basit dlgiim ise, isaretlenmis yani S fazindaki hiicrelerin sayilarak bunlarin
tim hiicrelere oraninin saptanmasidir. Bu degere de “Labeling Indeks” (LI) ya da

“Isaretlenme Indeksi” denir.
Labeling Indeks (LI)=Tb/Tc
Tb, S fazi siiresini, Tc ise toplam hiicre siklusu siiresini gostermektedir.

Uygulamada bu iki yontemle kiigiik miktarda ve tek bir 6rnekte mitotik indeks
ve isaretlenme indeksi saptanarak hiicre siklusuna kantitatif yaklasimda bulunmak
mumkiindir. Bu olay ozellikle insan dokulari ile yapilan ¢aligmalarda ¢ok 6nemlidir

(Ozalpan 2001 pp 91-97).



2.3.5. Immiinhistokimya

Isaretlenmis  antikorlar  kullanilarak  hiicre ve dokulardaki  spesifik
makromolekullerin varligimt ve lokalizasyonunu saptamada kullanilan bir yontemdir.
Antijen-antikor reaksiyonu temeline dayanir. Organizmaya girdiginde reaktif immin
yanit olusturabilen maddelere immiinojen, bu immiinojenlerden kendilerine karst

spesifik antikor olusturabilenlere ise antijen denir.
Antikor = Immiinoglobulin
Antijenik determinant/epitop
Antijen igeren doku kesiti + Isaretlenmis antikor
(antijen) Aj + (antikor) Ak — Isik ve elektron mikroskobunda goriiniir.
Immiinohistokimyada kullanilan antikorlar ikiye ayrilir:
1) Poliklonal antikor
2) Monoklonal antikor
Antikorlarin igaretlenmesinde 4 yontem:
— Floresan bilesikle isaretleme
Dondurulmus doku kesitleri, yaymalar ve hiicre kiltiirlerinde tercih edilir.
Sekonder antikor uygulamasi ve sonraki islemler karanlikta yapilir.

Immiinfloresan mikroskopla degerlendirilir. Digerlerinden istiin tarafi sadece

isaretlenen molekiller gorulur, diger kistmlar karanlikta kalir.
— Enzimle isaretleme
» Peroksidaz
» Alkalen fosfataz
*  Glukoz oksidaz
— Elektron yogun bilesikle isaretleme
— Altun partikula
— Ferritin

- Biyotinle isaretleme



Avidinin biyotine ¢ok yiiksek affinitesinden yararlanilir.
Streptavidin peroksidaz en sik kullanilir.

Immunhistokimya yontemi gerek 1sik gerekse elektron mikroskobide; tek asamali

(direkt) veya iki agamali (indirekt) yontem olmak tizere iki sekilde uygulanabilir.

+ Direkt yontem

—  Gosterilmek istenen antijene 6zgt antikor yontemlerden herhangi biri ile
isaretlenir. Isaretli antikorun dokudaki antijenle reaksiyona girmesi

saglanir.

— Tek basamakli oldugundan hizli yapilir. Ancak primer antikor

isaretlendigi i¢in antikorun reaksiyon gliciinde azalma olabilmektedir.
—  Ogzgiil olmayan reaksiyonlar azdir.

— Hassasiyeti disiktiir. Bu nedenle nadiren kullanilir. Yerini iki agamali

yonteme birakmigtir (Demir 2001).

« Indirekt yontem

— Primer antikorlarin yan1 sira sekonder antikorlar da kullanilir.
— Primer antikor degil sekonder antikor isaretlenir.
— Birinci asamada igaretsiz primer antikor antijene baglanir.

— Ikinci asamada isaretli sekonder antikor primer antikorun tutucu bolgesi

ile reaksiyona girer, boylece antijen iki agamada isaretlenmig olur.
—  Onemli olan, antikorlar farkli hayvanlarda gelistirilmis olmalidir.

— Daha hassas ve glvenilirdir. Primer antikor ile birden fazla sekonder
antikor bulunabilir ve daha gl¢li bir isaretlenme elde edilebilir (Demir

2001)

2.3.6. BrdU

5-bromo-2'-deoxyuridine (BrdU); timindeki metil grubu yerine bromin atomu
igerir. DNA sentezini tayin etmek i¢in timidin protokoliine esdeger bir protokoldiir.
BrdU DNA igine girer ve anti- BrdU monoklonal antikoru ile boyanarak sayim

yapilabilir veya ELISA ile ¢l¢tlebilir (Babich ve ark 2000).
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2.4. PROJEDE KULLANILAN iLACLAR

2.4.1. Vinoralbin (Navelbine)

Navelbine; 50 mg. Vinoralbine esdeger Vinoralbin Ditartarat igerir.
Vinoralbin vinka alkoloid olan vinblastin’in semi sentetik bir tiirevidir.

Mikrotibuller hiicre iskeletinin  dinamik elemanidirlar. Hiucre seklinin
korunmasi, hiicre sinyallesmesi, kromozom gog¢iiyle meydana gelen mitoz, veskul ve
organel tasinma mekanizmasi gibi bir¢ok hiicresel fonksiyonda énemli rol oynarlar. Bu

nedenle mikrotiibiiller anti kanser ilag ailesinden anti tiibtlin ajanlarinin hedefidirler.

(Carré ve ark. 2002).

Vinka alkoloidler 6zellikle tiibiillinlere baglanarak onlart depolimerize ederler.
Boylece hiicre devrinin G2/M fazinda tutulu kalmasina sebep olurlar (Hanley ve ark.
1998; Turkolmez ve ark. 2003; Okouneva ve ark. 2003). Tubulinler mikrotiibiil yapisini
olusturan polimerlerdir. Mikrotiibiiller, hiicre seklinin, hareketinin, adhezyonunun, ve
interseluler integritenin sirdirilmesinde proliferasyon sirasinda mitotik iplik

olusumunda rol alarak katkida bulunurlar.

Vinka alkoloidler tubilinde lokalize olan mitokondriyal membranlara baglanan
ilaglardir (Carré ve ark. 2002). Yani mitotik iplik olusumunu inhibe ederek hiicre
devrinin tutulu kalmasina ve apoptoza neden olurlar. Mitokondriyal membranlarin
yikilmasi ve sitokrom c¢’nin salinimi apoptoza neden olur (Gidding ve ark. 1999; El

Hafny ve ark. 1997).

Mitotik mikrotiibullerin tiibiillinlerine baglanarak hiicre buytimesini durdurur.

Kanser hiicrelerinde apoptozu ilerletir.

Diger vinka alkaloidlere gore daha az norotoksisiteye sahiptir. Vinoralbinin ilk
dozundan sonra yaklagik 30 dakika i¢inde tumor bolgesinde akut agr1 sendromu
meydana gelebilir. Vinoralbin néraljik agriya sebep olur. Agri non-steroid anti-

inflamatuar ilaglar veya kortikosteroidlerle gecebilir .

Vinoralbin meme kanserini, 16semileri, lenfomalari, akciger kanserlerini igeren

cesitli kanserlerin tedavisinde yaygin olarak kullanilmaktadir (Cragg ve Newman 2005).
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2.4.2. Asetaminofen

Para-aminofenol tirevi non-steroid antiinflamatuar (NSAI) veya narkotik
olmayan analjeziklerdendir. Agr1 kesici (analjezik) ve ates dusurtci (antipiretik) etkisi
yiksek olan ancak antiinflamatuar etkinligi yok denecek kadar diisiikk olan bir ilagtir
(Oulet ve Percival 2001). Asetaminofen antiinflamatuar ilaglarin analjezik etkisini
arttirmak i¢in onlarla birlikte kullanilabilir. Antitombositik etkinligi zayiftir; kanama
suresini degistirmez. Asetaminofen, diger analjeziklerden farkli olarak, hipotalamus ve
omurilik gibi peroksitlerden az ortamda prostaglandin sentezini inhibe edebilir;
antipiretik ve analjezik etkilerini hipotalamus ve omuriligin arka boynuzunda

prostaglandin sentezini inhibe ederek gosterir (Kayaalp 2000).

Cabuk absorbe edilir ve etkisini erken gosterir. Plazma diizeyi '2-1 saatte en

yiiksek seviyeye ulasir.

Hayvan caligmalarinda asetaminofenin antigonadotropik etkilerinin varolduguna
dair ilging bir kanit vardir. Asetaminofen Ostradiole benzer sekilde bir fenol halkasi

igerir ve progesterona benzer olarak da asetil grubu icerir (Cramer 1998).

Hizl: bir sekilde mide ve ince barsaktan absorbe edilir ve karacigerde toksik

olmayan bilesiklere konjugasyonla metabolize olur.

Ozellikle asetaminofen glutatyon reaksiyonu igin gerekli olan silfat veya
glukoronide baglanarak karacigerde metabolize edilir (Pasha ve Vijayan 1989). Cunki
glutatyon hem FSH saliniminda hem de onun reseptdre baglanmasinda gereklidir,
asetaminofen metabolizmasindan glutatyon yoklugunda FSH’1n etkili konsantrasyonunu
azaltmistir. FSH degerlerinde yukselmeyle birlikte olusan ovaryum fonksiyonunun

kayb1 timor anjiogenesisini ilerletir (Schiffenbauer ve ark. 1997).

Epidemiyolojik g¢aligmalar NSAII kullanan insanlarda kolorektal kanserinden

mortalitede % 40-50 disiis oldugunu gostermistir.

Epitel hiicrelerindeki COX enzimlerinin fazla eksprese edilmesi apoptozu inhibe
edebilir ve tumor hiicrelerinin invazyonunu arttirabillir (Rodriguez-Burford ve ark.

2002).

NSAIT’'ler COX inhibitorudirler. Siklooksijenazlar aragidonik asidin ¢esitli
prostoglandinlere ve tromboksanlara doniisgimunt katalizleyen enzimlerdir (Tseng ve

ark. 2002). Siklooksijenazin iki izoformu vardir:


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Rodr%C3%ADguez-Burford%20C%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
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Siklooksijenaz-1 (COX-1): 66 kilodalton (kD) agirliginda bir proteindir ve

normal dokularda eksprese edilir.

Siklooksijenaz-2 (COX-2): 70 kD agirliginda bir proteindir. Normal dokularda
cok disik diizeyde eksprese edilir veya hi¢ eksprese edilmez (Castilla ve ark. 2003).
Immun hiicrelerde ve baz1 malign tiimérlerde asir1 eksprese edilir (Vona-Davis ve ark.

2004).

Son yillarda NSAII’ler tarafindan module edilen farkli yollar aydinlatildi, ki
bunlar onlarin anti-inflamatuar ve ve anti-timor etkilerini  agikliyor. Major
transkripsiyon faktorii NF-kB’ nin stipresyonu, NSAIT’lerin hem anti-timo6r hem de anti-

inflamatuar etkilerini gostermede dominant hedefleri oldugunu agiga ¢ikard .

Epitelyal ovaryum kanserleri boyunca COX-1 asir1 expresyonu meydana gelir ve
COX-1 bu tumorlerin anjiogenesisine aracilik eder. Asetaminofen zayif COX
inhibitoradiir.

Ovaryum kanserleri timér ilerlemesine katkida bulunan inflamatuar

mekanizmalarinin hatali kullaniminin s6z konusu oldugu timor tiplerindendir.

Ovaryum kanserinin ilerlemesi COX-2 ekspresyonunun artmasi, inflamatuar
prostoglandinlerin sentezinin artmasit ve prostometastatik tromboksan A2 varligi ile

birlikte olur.

Asetaminofen’in ovaryum karsinogenesisini inhibe etme aktivitesi COX-2

aktivitesini azaltma guici ile ilgilidir. (Bardos 2005 pp 97-133).

NF-KB (Niikleer Faktor kappa B) hiicre stresinde apoptozise karst koyan, hiicre
cogalmasint hizlandiran ve hormona duyarsiz timérlerde 6rnegin prostat kanserlerinde
yapisal olarak yiiksek diizeylerde aktif olan bir transkripsiyon faktoridiir (Sharma ve

Narayanan 1996).

Bu aktivasyonun sebebi de onu kontrol eden proteinin (IkappaB: Niikleer faktor
kappa b inhibitorii) par¢alanmasina yol agan IkappaB kinaz (IKK)’lardir NSAIT’lerin de
bir bagka énemli hedefi de IKK’lardir (Struewing ve ark. 2007).

2.4.3. Lityum Kloriir
Lityum kloriir bipolar hastaliklarin tedavisinde yaygin olarak kullanilan

terapotik bir ajandir (Struewing ve ark. 2007). Temel hedefi “glikojen sentetaz kinaz-3f3
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(GSK-3B)’dir”. GSK-3B, protein sentezi, hiicre proliferasyonu, farklilagmasi, hareketi
ve apoptozu kontrol eden c¢esitli sinyallesme yollarinda o6nemli rolii olan bir
serin/treonin kinazdir. (Lin ve ark. 2007; Zaragosi ve ark. 2008). GSK-33 wnt sinyal
yolunda rol alir. B katenini defosforile ederek niiklear birikimine neden olur (Zaragosi

ve ark. 2008).

Lityum, inositol monofosfataz enzimini inhibe ederek inositolun fosfoinositid
siklusundaki donuagimli  kullanimint  bozar, inositoliin ve ona bagli olarak da
fosfoinositidlerin ve ikincil habercilerin eksikligine yol acar (Berridge ve Irvine 1989).
Asetilkolin, norepinefrin, serotonin ve glutamat gibi agonistler G proteinleri ile
baglantist olan 6zel hiicre ylizeyi reseptorlerine baglanirlar. Bu proteinler de fosfolipaz
C (PLC) enziminin belli izoformlarin1 uyarirlar. Aktive edilmig PLC ise fosfatidil
inositol 4,5-bifosfat’in (PIP2), inositol 1,4,5 trifostat (IP3) ve diagilgliserol (DAG)
olmak tzere iki ikincil haberciye ¢evrilmesini katalize eder. IP3, hiicre igi
kalsiyumunun mobilizasyonunu saglarken, DAG, protein kinaz C’yi aktive eder. IP3,
fosfatlanabilir veya defosfatlanabilir; boylelikle diger inositol fosfat molekillerini veya
inositolu olusturabilir. Olusan serbest inositol ise basamakli bir bi¢imde fosfatlanarak
fosfatidilinositol (PI), fosfatidilinositolfosfat (PIP), PIP2’1 olusturup doniisimli bir
bi¢imde yeniden kullanilir (Manji ve ark. 1999).

Beyinde myo-inositol primer olarak inositol fosfatlarin  dontsimla
kullanilmalarindan elde edildigi i¢in, bir htcrenin yeterli myo-inositol depolarini
koruyabilmesi, fosfoinositidlerin yeniden sentezlenebilmesi ve etkin sinyal iletimi igin

zorunludur (Manji ve ark. 1999).

Lityum tedavi edici yogunluklarinda inositol monofosfataz enzimini inhibe eder
ve boylece inositol monofosfat diizeylerini arttirirken, serbest inositol diizeylerinde bir
azalma meydana getirir. Ayrica lityum inositol fosfatlarin serbest inositola
donugturilmesinde rol oynayan inositol polifosfat 1-fosfataz (IPP) enzimini de inhibe
eder (Manji ve ark. 1999; Renshaw ve ark. 1986). Bu yiizden, lityumun beyinde
yarattigr fizyolojik etki, beyinde serbest myo-inositol diizeylerinin azalmasina ve
fosfoinositid dongiisiiniin etkinligini kaybetmesine, sonu¢ olarak reseptér uyarisina
yanit olarak salgilanan norotransmiter diizeylerinin diigsmesine baglanmigtir. Ayrica bu
etkinin en aktif néronlarda daha belirgin olmasinin beklenecegi ve bunun da lityumun

hem manik, hem de depresif episodtaki etkinligini agiklayabilecegi 6ne sturtlmuistiir
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(Nahorski ve ark. 1991). Fosfoinositid sistemi diginda lityum tarafindan etkilenen bir
bagka ikincil haberci sistemi siklik adenozin monofosfat (cAMP) olusumunu katalize
eden adenil siklaz enzim sistemidir. Her iki sistem de hiicre yuzeyi reseptorleriyle
dogrudan baglantilidir. Lityum bu sistemler tizerindeki etkilerini hiicre yiizeyi reseptor
yogunluklarinda herhangi bir degisiklik yapmadan olusturdugundan, lityumun
tizyolojik etkilerinin reseptorlerle dogrudan iligkileri bulunan G proteinleri tizerinden

olabilecegi diginulmustur.

G proteinleri hiicre zan ig¢inde yer alan, reseptor ile sinyal ileti sistemleri
arasinda baglant1 kuran ve kugiik protein tinitelerinden olusan protein kompleksleridir.

(Manji ve ark. 1999; Lenox ve ark. 1998).

Protein kinaz C ailesi insan beyninde farkli oranlarda dagilim gosteren ve
fosforilasyon yapan en az 12 adet izoenzimden olusur. Herbir izoenzimin, ikincil
haberci uyaranlari, substrat afiniteleri (enzim tarafindan katalize edilen tepkimelerdeki
oncill madde duyarliliklart) farklt olup, farkli hiicresel islevlerde rol oynarlar (Huang
1989; Nishizuka 1992; Tanaka ve Nishizuka 1994). Kronik lityum uygulamasinin sigan

beyni hipokampusunda ve insan hiicre kiltiirlerinde, membranla iligkili protein kinaz

C-a ve -e izoformlarinda anlamli bir azalmaya neden oldugu gosterilmistir (Manji ve
ark. 1996; Manji ve ark. 1993). Lityum kloriir protein kinaz C-o’nin miktarini dugirir.
PKC’nin néral sinyal iletiminin diizenlenmesinde 6nemli bir roli oldugu distinilirse,
bu etkiler LiCl’iin ruh halini stabilize etme etkisinde 6nemli bir roli oldugunu
gosterebilir (Bitran ve ark. 1995). Li ostradiol ile uyarilmis ¢ogalmay: ve uterustaki
morfogenik degisikleri arttirir. Bu etki, uterustaki GSK-3B’nin, dstrojen reseptorii o’ nin,
B kateninin ekspresyonunun azalmasiyla ilgilidir (Gunin ve ark. 2004; Yildiz ve Tunca

2001).

P53 stabilizasyonunu uyarir. P53’iin stabilizasyonu ve p21°in uyarilmasi hiicre

devrinin G1/S veya G2/M noktalarinda tutulu kalmasini saglar (Mao ve ark. 2001).

Lenox ve arkadaglari (1992), kronik lityum tedavisinin sigan hippokampusunda
miristollenmis (myristoylated) alenin-zengin C kinaz substrati (MARCKS) proteininde
azalmaya yol a¢tigin1 bulmuglardir. MARCKS beyinde protein kinaz C substratidir ve
fosforilasyon yolu ile protein kinaz C’nin hucresel yerini ve etkinligini dizenler.
MARCKS kalsiyuma bagimli olarak kalmodulin ile baglanir ve filamentéz aktinin

capraz baglantilarinin olusmasinda rol oynar. Boylece hiicre iskeletinin yeniden
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yapilanmasina ve noroplastisitenin (sinyal iletimi ve norotransmiter salinimi gibi
islevlerde) saglanmasina katkida bulunur (Lenox ve ark. 1996; Yildiz ve Tunca 2001).
GSK-3B ovaryum kanser hiicre ¢ogalmasinda ¢nemli bir rol oynamaktadir (NF-kB
aracil1). Bu nedenle, geleneksel kemoterapinin ve GSK-3f3 inhibitoriiniin kombinasyonu

ovaryum kanser hastalarinin sag kalimi i¢in faydali olabilir (Qui ve ark. 2006).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. KULLANILAN MADDELER

3.1.1. Kimyasal Maddeler

NaOH (Merck 106495), NaCl (Merck 106406), Na,HPO,; (Merck 106586),
NaH,PO4 (Merck 106346), Absoli etanol (Merck 100983), HCl (Merck 113386),
Metanol (Merck 106008), H,O, (Merck 108597), Toluol (Riedel-de Haen), Phenol red
(Merck 107241), Trypan blue (Fluka GA 11761), KCl (Merck 104934), Poly-l-lysine
solusyonu (Sigma P8920), KH,PO4 (Merck 105108), KCl (Merck 104934), Formaldehit
(Riedel-de Haen), NaHCO; (Merck 3011729), Agar (Gibco 00391M), Parafin wax
(Kimetsan KIM-PNB/O1CP/040220), CaCl, (Merck 2380).

3.1.2. Enzimler
Tripsin (Sigma T4799)

3.1.3. ila¢lar
Navelbine (Pierre Fabre Medicament)
LiCl (Sigma-Aldrich L4408 )

Acetaminophen (Bristol Myers Squibb 500 mg.)

3.1.4. Kitler
BrdU (Sigma T4799)

Ultra Vblock  (Lab Vision TA-060-UB)
NCL-Brdu Mouse Monoclonal (NeoMarker MF-1848-PO)
Ultra Vision Detection System Anti- Mouse HRP (Lab Vision TM-060-HL)
Large Volume AEC Substrate System (Lab Vision TA-125-HA)
Ultramount (Lab Vision TA-060-UM)

3.1.5. Diger Maddeler
Fotal Sigir Serumu (Sigma SF-7524)

RPMI-1640 (Biological Industries)
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3.2. KULLANILAN GERECLER
1. Inkuibator (Sanyo)

2. Laminar Akim Kabini (Tezsan)

3. Su Banyosu (Niive)

4. Etiiv (Hereaus)

5. Otoklav (Victor Recker)
6. Invert Mikroskop (Leitz)

7. Manyetik Kanistirictc  (RUHROMAG)

8. Mikrotom (Leica)
9. Santrifiij (Sigma 2-16K)
10. Pipet Aid (Drummond)

11. Derin Dondurucu (Argelik)

12. Buzdolabi (Bosch)

3.3. KULLANILAN COZELTILER

3.3.1. Hiicre Kiiltiiriinde Kullanilan Cozeltiler

CMEF-PBS

8gr  NaCl
025gr KCL
025 gr KHyPO4
1.44 gr Na,HPO,

0.01 gr Phenol red tartilarak 1 1t bidistile su igine konarak karistirildi.
Otoklavda 121°C, 3 Atm basingta 15 dk steril edildi.

NaHCO3

8,8 gr NaHCO3 ve 0,01 gr Phenol red tartilarak 200 ml bidistile su igerisine
kondu ve karistirildi. Otoklavda 121°C, 3 Atm basingta 15 dk steril edildi.
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TRIPSIN

3 gr tripsin 100 ml CMF-PBS icerisine kondu. Manyetik karnstiricida

karistirildiktan sonra milipor filtreden stziilerek steril edildi.
AGAR

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

TRIPAN MA VIS

100 ml PBS igerisine 100 mg tripan mavisi katildi ve filtre kagidindan siiztulda.
3.3.2. Immiinhistokimyada Kullamlan Cézeltiler
PBS

11,5 gr NapHPOu; 2,96 gr NaH,PO4H0 ve 5,84 gr NaCl 1 1t distile suya kondu
ve karistirlldi. pH 7,6’ya ayarlandi.

H,0,

1,5 ml H,O5; 98,5 ml metanole kondu.
Soltisyon taze hazirlandi.

HCI

12,08 ml HCI; 87,92 ml Distile suya kondu.
Soltisyon taze hazirlandi.

%S5 CaCl,

5 gr CaCl; 100 ml distile suda ¢oziindurulda.
NaOH

1 gr NaOH 100 ml distile suda ¢oziindurtlda.
TRIPSIN

100 mg tripsin 100 ml distile suda ¢oziindirtildii. 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 Kiiltiirii
Calismamuz in vitro kosullarda yapilmis deneysel bir ¢alisma olup, deneyler 1.U.
Istanbul Tip Fakiiltesi Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dalinda 151k mikroskobu ve

hiicre kultira laboratuvar imkanlarn kullanilarak gergeklestirildi.

Aragtirmada Amerikan Hucre Kiltir Koleksiyonu (ATCC) hticre bankasindan
saglanan MDAH 2774 (CRL no: 10303) hiicre soyu kullanildi.

MDAH 2774 ovaryum tumor hiicreleri i¢in besi ortami, inaktive edilmig %10
FCS, 100 IU/ml penisilin, 100 pg/ml streptomisin igeren RPMI-1640 (Biological

Industries) medyumu kullanildi.

Hiicreler bu besi ortamint igeren 25 ¢cm? ve 75 cm®lik flasklarda, i¢ ortami %5
COg, %95 hava karigim1 ve nem igeren ve 37°C olan inkubator (Sanyo) i¢inde tutularak

ve haftada 3 kez rutin pasaj yapilarak aretildi.

Hiicre pasajlart laminar akim kabini (Tezsan), hiicre kiltirleri incelemeleri
invert mikroskop (Leitz), cam malzeme sterilizasyonu otoklav (Victor Recker),

stoklarin -20°C’de depolanmasi i¢in derin dondurucu (Argelik) kullanildi.

3.4.2. Doz Belirleme Deneyi
Hiicrelerin toplanmasi agsamasinda flasklardaki tist medyum dokiildi ve lizerine
%0,5 tripsin eklendi. Inkiibatérde 5 dakika bekletilerek hiicrelerin flaskin yiizeyinden

ayrilmast saglandi.

Hicreler flasklardan 15 ml’lik santrifijj tiiplerine aktarild1 ve tizerlerine tripsinin
etkisini ortadan kaldirmak ig¢in tripsinle egit miktarda medyum eklendi. Hiicreler 5
dakika 1500 rpm’de santrifiiy edildi ve medyum-tripsin karigimi uzaklagtirildi.
Hiicrelerin tizerine medyum konarak stispansiyon haline getirildi ve hemasitometride

sayildi.

Deneylerde 6 kuyucuklu kaltiir kaplar (six-well plate) kullanildi. Pleytlerin her
kuyucuguna %100 canli 500.000 MDAH-2774 hiicresi 5 ml RPMI-1640 medyumu
iginde ekildi.
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Vinoralbin, Lityum Klortir, Asetaminofen ilaglarinin herbiri i¢in 1; 10; 100; 200
uM konsantrasyonlarda olacak sekilde steril bidistile suda hazirlanmig taze ¢ozeltileri

100’er ul’lik esit hacimlerde hiicrelere verildi.

Her bir ilacin her bir dozu i¢in 3’er kuyucuga ekim yapildi. Tam gruplar i¢in 24,
48 ve 72. saatler i¢in ekildi ve 37°C’de %5 CO, hava karisiminda rutubetli ortamda
inktbe edildi.

24, 48, 72. saatlerin sonunda kuyucuklarda bulunan hticreler %5 tripsin ile ayri
ayr1 toplanip santrifijj edildi. Sipernatant kisimlan atildiktan sonra 1 ml medyum ile
sispansiyon haline getirilip sayma kamarasiyla (hemasitometri) sayildi. Toplam htcre

sayilar kaydedildi.
ID50 (Inhibition dose %50) Vinoralbin igin 10 pM, Lityum Klorir ve

Asetaminofen i¢in 100 pM olarak saptandi (Bilir ve ark. 2002).

3.4.3. Tutunma (Proliferasyon) Deneyi ve Canlilhik Tayini
6’11 kultur kaplarinin her bir kuyucuguna 500.000 hiicre 5 ml medyum igerisinde
ekildi.

Gruplar soyleydi:

Kontrol

Vinoralbin

Lityum Klortr
Asetaminofen

Vinoralbin + Lityum Kloriir
Vinoralbin + Asetaminofen

Her bir grup i¢in 3’er kuyucuga ekim yapildi. Bu gruplar 24, 48, 72. saatler i¢in
ayr1 ayri ekildi. Her bir siirenin bitiminde hiicreler santrifiij teknigiyle toplanarak sayma

kamarasinda sayildi ve hiicre sayilan kaydedildi.

%0,1°1ik tripan mavisi boyastyla, hiicre soliisyonu 1/1 oraninda hazirlandi ve
lam lamel arasina konarak mikroskopta sayildi. Béylece canli hiicre oranlart saptandi

(Bilir ve ark. 2002).
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3.4.4. iki Boyutlu Kiiltiirlerde Bromodeoksiiiridin ile Immiinhistokimyasal
Isaretleme

24 kuyucuklu kultir kaplarina yuvarlak lameller konularak kuyucuk bagina
100.000 hiicre lamel tzerine ekildi ve hiicrelerin yapigmast i¢in 2 saat beklendi.
Hiicreler yapistiktan sonra her bir kuyucuga 1 ml medyum konuldu. Vinoralbin’in 10
uM dozu, Lityum Klortr’tin 100 uM dozu, Asetaminofen’in 100 uM dozu kullanildu.
24, 48 ve 72. saatlerin sonunda hiicreler 1 saat BrdU ile 37°C’de inkiibe edildi. Ust
medyum ¢ekilip atildiktan sonra PBS’TE 37°C ettiivde 15 dakika bekletildi. PBS ¢ekilip
atildiktan sonra %70 etanolde 30 dakika bekletilerek hiicreler tespit edildi.

Immiinhistokimya i¢in lameller PBS’te 10 dk bekletildikten sonra metanolde
hazirlanmig %0.5 H,O,’de 20 dk karanlikta tutuldu. 30 dk 4 N HCI’de bekletilip PBS
ile 3 kez 5 dk yikand1. 20 dk Ultra-V-block’un ardindan 1 saat primer antikorda,

(NCL-BrdU Mouse monoclonal) nemli ortamda oda 1sisinda tutuldu. 3 kez PBS ile 5’er
dakika yikandiktan sonra sekonder antikorda (Biotinylated Goat Anti-Mouse) 20 dk,
tekrar yikamadan sonra streptavidin peroksidazda yine 20 dk tutuldu. PBS ile
yikamanin ardindan substrat-kromojende (AEC Substrate System) 15 dk karanlikta
bekletildi ve distile su ile yikandi. Mayer Hematoksilen ile zemin boyasi yapildiktan
sonra kesitler ¢gesme suyunda 20 dk morarmaya birakildi. Kapatict (Ultramount) ile

kapatildi. Isik mikroskobunda sayim yapilarak isaretlenme oranlar belirlendi.

3.4.5. Sferoid EKkimi

6’11 kultur kaplart kullanildi. Sicak su igerisinde eritilmis %3 Agar solusyonu
(60°C) ve medyum (40°C) kangimi1 % oraninda hazirlandi ve kuyucuklara bu
karistimdan 1 ml konarak tim yiizeyinin kaplanmast saglandi. Agarin donmasi i¢in

kiltir kaplan 10 dakika buzdolabinda +4°C’de bekletildi.

Hicreler doz inaktivasyon deneyinde bahsedilen hiicre toplama teknigiyle
toplandi ve her bir kuyucuga 1.000.000 hiicre donmus agar tizerine konan 3 ml medyum

igerisinde ekildi. Her bir grup i¢in 1 kuyucuga ekim yapildi.
Gruplar soyleydi:
Kontrol
Vinoralbin

Lityum Klortr
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Asetaminofen
Vinoralbin + Lityum Kloriir
Vinoralbin + Asetaminofen

37°C’de %5 CO; hava kanisiminda rutubetli ortamda tutulan hiicrelerin sferoid
olusturulmast i¢in 7 gin beklendi. 7 giin sonunda ilaglar doz belirleme deneyinde
belirlenen dozlara gore verildi. llaglar verildikten 24 saat sonra 1 saat BrdU ile 37°C’de
inkiibe edildi. Sferoidler santrifijj tiiplerine dikkatlice alindi. Ust medyumu pastor pipeti

ile yavasca ¢ekilip atildi.

5 dk PBS’te bekletildikten sonra tespit solusyonu %10’luk formaldehitte 30 dk
oda 1s1sinda bekletildi. 5 dk PBS konulduktan sonra st sivi ¢ekilerek filtre kagidindan
sizilmus taze yumurta aki konuldu. 3000 rpm’de 15 dk santrify edildi ve yumurta
akimn fazlasi gekildi ancak bir miktarinin kalmas:t saglandi. Uzerine %70 etanol
konarak 7 gin oda 1sisinda yumurta akinin sertlesmesi i¢in bekletildi. Tuplerin

kesilmesiyle dikkatlice ¢ikarilan sferoidler 151k mikroskobi takibine alindi.
3.4.6. Sferoidlerin Isik Mikroskobu Takibi
%70 etanolde 30 dk (Oda 1sisinda)
%90 etanolde 30 dk (Oda 1sisinda)
%96 etanolde 30 dk (Oda 1sisinda)
%100 etanolde 30 dk (Oda 1sisinda)
%100 etanolde 30 dk (Oda 1sisinda)
Toluolde 30 dk (Etiivde (56°C))
Parafinde 45 dk (Etiivde (56°C))
Bekletildikten sonra gomilerek parafin bloklar hazirlandi. 4 pm kalinligindaki

kesitler Poly-l1-Lysine ile kaplanmig lamlara alindi.

3.4.7. U¢ Boyutlu Kiiltiirlerde Bromodeoksiiiridin ile Immiinhistokimyasal
Isaretleme

Kesitler deparafinize edildi (Toluol: 30 dk x 2; %100 etanol: 5dk x 2; %96
etanol 5 dk x 2; %90 etanol 5 dk x 2; %70 etanol 5 dk x 2; saf su). PBS’te 20 dk
bekletildi. Metanolde hazirlanmis %0.5 H,O,’de 20 dk karanlikta bekletildi. PBS ile 3
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kez yikandi. Tripsinde 30 dk 37°C etuivde bekletildikten sonra 5 dk PBS’te ve 30 dk
HCl’de yine 37°C etiivde bekletildi. 20 dk Ultra-V-Block’un ardindan 1 saat primer
antikorda nemli ortamda oda 1sisinda tutuldu. PBS ile 3 kez yikandiktan sonra sekonder
antikorda 20 dk, PBS ile yikamadan sonra streptavidin peroksidazda 20 dk, tekrar
yikamanin ardindan substrat-kromojende (AEC Substrate System) 15 dk karanlikta
bekletildi ve distile su ile yikandiktan sonra Mayer Hematoksilen ile zemin boyasi

yapildi ve ¢esme suyuna alindi. Cesme suyunda morartilan kesitler kapatici ile kapatildi.

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

saptandi.

3.5. ISTATIKSEL YONTEM
Yapilan deneylerden elde edilen verileri degerlendimede SPSS 10.0 istatistik

programi kullanildi. Olgiim degerleri homojen dagilim gostermedigi igin

non-parametrik testlerle calisildi. Gruplar arasi farkin anlamliligini degerlendirmede
Kruskal-Wallis Varyans analiz testi kullanildi. Anlamli bulunan varyans analiz

sonuglart Mann-Whitney U ile sorgulandi. Anlamlilik sinir1 p<0.005 olarak kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1. Hiicre Proliferasyonunun Kinetik Deneylerinin Bulgular:

Kontrol grubunda 24 ve 72. saatler arasindaki zaman dilimi boyunca htcre
sayisinda saglikli bir yikselis gozlendi (sekil 4-1).

Vinoralbin grubu tim saatler i¢in hiicre sayisini azaltmak iizerinde anlamli bir
etki gosterdi (p <0.05). Vinoralbin’in hiicre sayisini azaltmada doz-bagimli etki
gosterdigini gordik ( sekil 4-1, 4-2).

Lityum grubu 24. ve 48. saatler i¢in kontrol grubuna gore anlamli derecede
(p <0.05) hiicre sayisinda azalma gosterdi. 72. saatte de hiicre sayisinda azalma gorildi
fakat bu azalma istatiksel olarak anlamli degildi (p > 0.05), (sekil 4-1).

Asetaminofen grubu ilk 24 saat i¢in hiicre proliferasyonu iizerine etki etmedi
(p >0.05). Ancak 48. saat i¢in anlamli 6l¢iide hiicre tutunmasint azaltti (p <0.05). 72.
saatte ise Asetaminofen grubu kontrol diizeyindedir (p > 0.05), (sekil 4-1).

Vinoralbin + Lityum, Vinoralbin + Asetaminofen kombinasyon gruplarinda bu
ilaglarn birlikte kullanilmasi kontrole gore 24. ve 48. saatler i¢in hiicre sayisin1 dnemli
olciide azaltt1 (p <0.05). 72. saatte de bu gruplarda hiicre sayisinda azalma gozlendi
fakat bu istatiksel olarak anlamli bulunmad: (p > 0.05), (sekil 4-1).

Vinoralbin ile Asetaminofen kombinasyon grubuna baktigimizda ekstra editif

veya sinerjistik etki gostermedigini gordik.
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4.2. ki boyutlu Kiiltiirlerde BrdU Isaretlenme Degerleri

Kontrol grubunda ¢ok sayida sentez fazinda hiicre BrdU ile isaretlendi. Iki
boyutlu hiicre kiiltiirlerinde BrdU-LI sonug¢larimiza gore hiicre yaglanmasina ve kontakt
inhibisyona bagli olarak 72. saatte kontrol grubunda bir azalma gozlendi
(Sekil 4-6, 4-7).

Vinoralbin grubundaki hiicrelerde BrdU indeksi 24. ve 48. saatlerde azalmistir,
72. saatte artmasina ragmen kontrole gore bu saatte de azalma gostermistir
(Sekil 4-8, 4-9).

Lityum grubundaki hiicrelerde BrdU indeksi tim saatlerde kontrol grubuna goére
bir azalma gostermistir (Sekil 4-10, 4-11).

Asetaminofen grubunda tim saatlerde kontrol grubuna gore bir azalma
gostermistir (Sekil 4-12, 4-13).

Izlenen tim saatlerde Lityum ve Asetaminofen’in ayri ayri Vinoralbin ile
kombinasyonlarinda vinoralbin sitotoksisitesi tizerine tek tek meydana getirdikleri BrdU
indeksindeki azalmaya ek olarak editif veya sinerjistik etki gostermemiglerdir

(Sekil 4-3),
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50 s
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40 1 EV10
O Li100
% 30 - '
OA100
20 - BmV+L
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10 -
0 T T 1
24 48 72
saatler

Sekil 4-3: Tki Boyutlu Kiiltiirlerde BrdU ile Isaretlenme Grafigi
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4.3. U¢ Boyutlu Kiiltiirlerde BrdU Isaretlenme Degerleri

Ug boyutlu hiicre kiiltiirlerinde BrdU-LI sonuglarimiza gore kontrol grubunda
cok sayida hiicre BrdU ile isaretlendi. Kontrol grubunda isaretlenme degeri %18,7
olarak belirlendi (Sekil 4-22).

Vinoralbin grubunda isaretlenme azdi. Isaretlenme degeri %7,8 olarak
belirlendi. Kontrol grubu ile kiyaslandiginda Vinoralbin istatiksel olarak anlamli
derecede (p < 0.05) sentez fazi inhibisyonu yaratt (Sekil 4-23).

Lityum grubunda isaretlenme degeri %7 olarak belirlendi. Lityum etkisi
kontrole kiyasla istatiksel olarak anlamliydi (p< 0.05).

Asetaminofen grubunda ortalama isaretlenme degeri %8,6 bulundu ve kontrole
kiyasla istatiksel olarak anlamliyd: (p < 0.05), (Sekil 4-24).

Vinoralbin ve lityum grubu sferoidlerinde ise ortalama isaretlenme degeri %7
olarak bulundu. Kontrol ile kiyaslandiginda istatiksel olarak anlamliydi (p< 0.05). Tek
bagina vinoralbin ve lityum ile kiyaslandiginda sinerjistik bir etki olmadigt bulundu
(Sekil 4-26).

Vinoralbin + Asetaminofen grubu sferoidlerinde ortalama isaretlenme degeri %8
olarak belirlendi. Kontrol grubu ile kiyaslandiginda istatiksel olarak anlamliydi
(p< 0.05), (Sekil 4-25). Tek basina asetaminofen ile kiyaslandiginda vinoralbin
inhibisyonunu Asetaminofen’in etkilemedigi saptandi.

Vinoralbin, lityum, asetaminofen ve lityum ve asetaminofen’in ayri ayri
vinoralbin ile kombinasyon gruplarinda kontrole gore istatiksel olarak anlamli derecede
azalma gozlenmistir (p<0.05).

Ancak lityum ve asetaminofen’in ayr ayr vinoralbin ile olan kombinasyon
gruplarinda vinoralbin sitotoksisitesi Uizerine tek tek meydana getirdikleri BrdU
indeksindeki azalmaya ek olarak editif veya sinerjistik etki gostermemiglerdir

(Sekil 4-4).
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Ik 24 saat igin ilaglarin tek tek ve birlikte kullamilmalari ilaglara bagli hiicre

oliumi tizerinde anlamli bir degisiklik meydana getirmemistir. Diger yandan 48 ve 72.

saatlerde vinoralbin’in tek basina ve diger ilaglarla kombinasyon gruplarinda anlaml

hiicre olimleri gozlenmistir (Sekil 4-5).
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Sekil 4-5: Zamana Bagh Hiicre Sitotoksisite Verileri
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Sekil 4-6: 24, saat Kontrol grubu; iki boyutlu kiiltiirlerde 24. saatte ¢cok sayida MDAH-

2774 ovaryum tiimoér hiicresi Brdu ile isaretlenmis (kirmizi renkli) olarak gozlendi.
(isaretlenmeyen hiicreler mavi renkli) X 500

Sekil 4-7: 72. saat Kontrol grubu; ¢ok sayida MDAH-2774 ovaryum tiimér hiicresi Brdu ile
isaretlenmiy (kirmizi renkli) olarak gozlendi. X 500.



31

Sekil 4-8: 24, saat Vinoralbin grubu; kontrol grubuna gore daha az sayida Brdu ile isaretlenmis tiimor
hiicresi. X 2000.

Sekil 4-9: 72. saat Vinoralbin grubu; az isaretli hiicreler X 500.
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Sekil 4-10: 24. saat Lityum grubu; az isaretli hiicreler X 500.

Sekil 4-11: 72. saat Lityum grubu; ¢ok az isaretli hiicre X 2000.
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Sekil 4-12: 24. saat Asetaminofen grubu; az isaretli hiicreler X 500.

Sekil 4-13: 72. saat Asetaminofen grubu; kontrol grubuna benzer olarak ¢ok sayida isaretli hiicre

X 2000.
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Sekil 4-14: 24, saat V+L grubu; az sayida isaretli hiicre X 2000.

Sekil 4-15; 72 saat V+L grubu; az sayida isaretli hiicre X 2000.
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Sekil 4-16: 24. saat V+A grubu; kontrol grubuna gire az sayida isaretli hiicre. X 500.

Sekil 4-17: 72. saat V+A; 24. saate giore daha az isaretli hiicre X 500.



Sekil 4-18: Kontrol sferoid X 2000.

Sekil 4-19: Vinoralbin X 2000.
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Sekil 4-20: Lityum grubu X 2000

Sekil 4-21: Asetaminofen grubu X 2000.
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Sekil 4-23: Vinoralbin grubu; kontrole gire az sayida isaretli hiicre X 500.

38



Sekil 4-24: Asetaminofen grubu; kontrole gore az sayida isaretli hiicre X 500.

Sekil 4-25: V+A grubu; az sayida isaretli hiicre X 2000.
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Sekil 4-26: V+L grubu; az sayida isaretli hiicre X 2000.

40
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5. TARTISMA

Ovaryum kanseri jinekolojik kanserler arasinda en olumciil olamidir (Askar ve
ark. 2006). Kadin genital kanserleri arasinda her zaman ilk bes hastalik i¢inde yer
almaktadir (Oulet ve Percival 2001). Kemoterapiye en duyarli timér tiplerinden biri
olmasina ragmen ovaryum kanserlerinde 6liim orani halen yuksektir. Hastalik uzun bir
donem belirti vermeden seyrettigi i¢in hastaligin ileri evrelerinde hekime
bagvurulmaktadir (Cramer ve ark. 1998). Bu nedenle geleneksel kemoterapi ajanlartyla
yapilan tedavi ile her zaman basar1 saglanamamaktadir. Bu durumda da, yeni
kemoterapi ajanlarimin uygun dozlarda ve farkli ilaglarla kombine bir gekilde

kullanilmasinin tedavide basari sansint arttiracagi diigiincesindeyiz.

Vinoralbin kuguk hiicreli olmayan akciger kanseri, servikal kanser ve meme
kanseri tedavisinde klinik olarak kullanilan kemoterapatik bir vinka alkaloiddir (Glaxo).
Mitokondriyal sitokrom-c miktarini azaltarak insan lenfoma hiicrelerinde apoptozu
indukledigi belirtilmektedir. Ayrica vinoralbin tibilin olusumuna engel olmakta ve
mitotik 1§ olusumunu inhibe ederek hiicreyi metatazda durdurmaktadir. Boylece hiicre
siklusunu G2/M noktasinda durdurarak antimitotik ajan olarak da rol oynar (Hanley ve

ark. 1998).

Aragtirmamizda, Vinoralbin izlenen tim saatlerde kontrol grubuna oranla hiicre
sayisint  azalttt (p<0.05). BrdU verilerine ve hicre proliferasyon sonuglarina
baktigimizda vinoralbin’in hiicre sayisini anti-proliferatif etkisinden dolay1 azalttig
gorilmektedir. Caligmamizda, vinoralbinin, MDAH-2774 hiicrelerinde 6lime neden
oldugunu, iki ve ti¢ boyutlu kultirlerde sayisal olarak belirledik ve bu dozun (10 pM)
hiicre siklusunun sentez fazinda azalmaya yol a¢tig1 belirgin olarak saptandi. Vinoralbin
uygulamasindan sonra BrdU-LI ve hiicre proliferasyon degerlerindeki azalma veya artig

birbirleriyle uyumluluk gosterir.

Klinikte duygudurum dizenleyici olarak kullamlan LiCl’in ¢esitli kanser
hiicrelerinde  proliferasyonu engelledigi belirtilmektedir (Sun ve ark. 2007;
Kunnimalaiyaan ve ark. 2007). LiCl’in wnt sinyal yolunu aktive ederek miyeloma

gelisimini engelledigi gosterilmistir (Sun ve ark. 2007).
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LiCl S fazinda hiicre siklusunu durdurarak hiicre proliferasyonunu
azaltmaktadir, ayrica prostat kanseri hiicrelerinde ¢ogalmayi azalttigi, tiroid kanser
hiicrelerinde ise  timoér hacmini azalttigr belirtilmektedir (Sun ve ark. 2007;

Kunnimalaiyaan ve ark. 2007).

GSK-3p (Glikojen Sentetaz Kinaz-3p ), NF-kappaB aktivasyonunu saglayarak
kanser hicrelerinde hiicre proliferasyonu arttinr (Cao ve ark. 2006). Cao ve
arkadaglarinin ¢aligmasina gore , GSK-3B’nin ovaryum kanser hiicrelerinde ¢ogalmaya
neden oldugu belirtilmektedir (Cao ve Feng 2006). Biz de bu noktadan yola ¢ikarak
MDAH-2774 insan ovaryum timér hiicrelerinde GSK-3p inhibitori  kullanarak

cogalmayi inhibe etmeyi amagladik.

GSK-3f’nin aktive olmast siklin D1 ekspresyonunu arttirarak S fazina girmeyi

indiikler ve ovaryum kanser hiicrelerinde proliferasyonu arttirir (Cao ve ark. 2006).

GSK-3B ¢ok fonksiyonlu bir serin/treonin kinazdir. LiCl serin 9’u fosforile
ederek GSK-3B’y1 inhibe eder (Cai ve ark. 2007). Calismamizda LiCl hicre
proliferasyonunu inhibe ederek hiicre sayisini azaltti. BrdU-LI sonuglarina baktigimizda
bu etkisini hiicre siklusunu S fazinda durdurarak yaptigim gordiuk. Ctunkii S fazi hiicre
orani izlenen tiim saatlerde geriledi. Ug¢ boyutlu kiltiirlerde de BrdU-LI degerleri

anlamli olarak dusus gosterdi (p <0.05).

Vinoralbin ve Lityum MDAH-2774 insan ovaryum timor hiicreleri tizerine
etkili ilaglar olduklarimi gosterdiler. Vinoralbin 72 saat boyunca direkt hiicre sayisini
azaltarak ¢ok belirgin diuzeyde hiicre tutunma inhibisyonu gergeklestirdi (p<0.05).
Vinoralbin’in; kontrol ile kargilagtinldiginda BrdU-LI dizeyini olduk¢a disirdugi

gozlendi.

Siklooksijenaz inhibitorlerinin ¢esitli timérlerin tedavisinde potansiyel hedef
olduklan disiiniilmektedir. Asetaminofen’in néroblastoma hiicre 6liimuine sebep oldugu
belirtilmigtir (Posadas ve ark. 2007). Ayrica epitel kokenli kolon ve gastrointestinal
kanal timorlerinde ve meme ve ovaryum kanserinde diizenli kullaniminin onleyici

etkisi oldugu gosterilmistir (Crew ve Neugut 2006).
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Asetaminofen’in, anjiogenesisi, invazyonu, apoptozise direnci indiikleyen

COX-2, VEGF (Vaskiler Endotelyal Buyume Faktoril) ve plazminojen aktivatorleri

gibi gesitli proteazlarin, bilyiime faktorlerinin gen transkripsiyonunu inhibe eden

NF-kappaB aktivitesini inhibe ederek ovaryum kanserini 6nledigi bulunmustur (Altinoz

ve Korkmaz 2004).

Asetaminofen’in ovaryum kanser riskini ti¢ ayr1 yolak tzerinden etkileyerek
azalttigina dair ¢aligmalar vardir. Bu ti¢ yol: 1) Sex steroidlerine benzer fenolik halkaya
sahip olmasindan dolay1 spesifik reprodiiktif atrofiyi indiiklemesi. II) Premalignant
ovaryum lezyonlarinda 6nemli rol oynayan NAPQI’e bagli olarak glutatyon seviyesini
azaltmasi. III ) Ovulasyona hazirlik i¢in gerekli olan ve ovaryum kanserinde de salinan
MIF (Makrofaj Migrasyonunu Inhibe Edici Faktor)’in inhibe edilmesi (Bonovas ve ark.
2006). Ostrojen biyosentezini stimule eden aromatazlarin gen ekspresyonunu uyaran
prostaglandinleri, siklooksijenazlari baskilayarak inhibe etmektedir. 24. ve 48 saatlerde

asetaminofen uygulanan gruplarda hiicre sayisinda meydana gelen anlamli dusiis

(p < 0.005) bu inhibisyona baglanabilir. Ayrica 72. saatte meydana gelen kontrole gore
hiicre sayisindaki artis literatiirle uyumludur (Bilir 2002). Ug boyutlu kiiltiirlerde de

asetaminofen hticre sayisinda anlamli digiis meydana getirdi (p < 0.05).

Vinoralbin, Asetaminofen ile kombine edildiginde 72 saat boyunca hiicre
tutunma inhibisyonu gozlendi. Ancak tek bagina Asetaminofen ile karsilastirildiginda
asil etkilesimin vinoralbin’e bagli oldugu gozlendi. Bu kombinasyon Vinoralbin

etkisine paralel sonuglar dogurdu.

Kombinasyon gruplarinda hem hiicre proliferasyonunda hem de BrdU-LI

sonuglarinda bir azalma gortlirken, hiicre sitotoksisitesinde de artig izlendi.

Sonug olarak, vinoralbin ve lityumun ovaryum timorlerinde tek bagina hem iki
boyutlu hem de ¢ boyutlu kiiltirlerde hiicre ¢ogalmasini azalttigi, asetaminofenin de
24 ve 48. saatlerde azaltma meydana getirdigi ama vinoralbin ile birlikte

kullanilmasinda ekstra bir etki gostermedigi gorulmiistir.
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