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ÖZET 

Atılmıs, SN. (2008) Asetaminofen Ve Lityum Kloriir'un Mdah 2774 Insan 
Ovaryum Tümör Hücre Kültürlerinde Vinoralbin Sitotoksisitesi Üzerine Etkileri. 
Istanbul Üniversitesi Saghk Bilimleri Enstitiisii, Histoloji ve Embriyoloji AD. Yiiksek 
Lisans Tezi 

gahsmamızda, mikrotübül inhibitörii olan Vinoralbin, duygu durum düzenleyici 
Lityum Kloriir ve para-aminofenol tiirevi Parasetamol'un ayn ayn ve bir arada 
kullanıldıklannda MDAH-2774 ovaryum tümörii hücre soyu üzerine etkileri iki ve tie 
boyutlu tümör hücre kültürii modelleri kullamlarak incelendi. Kültürde tie ilacın etkileri 
24, 48, 72. saatlerde hücre çoğalması, hücre sitotokisitesi, hücre siklusu sentez fazı 
acisından değerlendirildi. 

Vinoralbin, iki ve tie boyutlu kültürlerde hücre 90galmasim azaltıcı etki gösterdi 
ve hücre siklusu sentez fazı isaretlenmesinde azalma meydana getirdi. 

Lityum kloriir, iki ve tie boyutlu kültürlerde hücre çoğalmasim azaltıcı etki 
gösterdi ve hücre siklusu sentez fazı isaretlenmesinde azalma meydana getirdi. 

Asetaminofen, iki ve tie boyutlu kültürlerde hücre çoğalmasim kontrol grubuna 
göre daha azaltıcı etki gösterse de diğer ilaç gruplanna göre arttırdı. Hücre siklusu 
sentez fazı isaretlenmesinde ise kontrol grubu ile asetaminofen arasında benzer etkiler 
göriildü. 

Kombinasyon gruplannda, ilaçlann tek tek uygulamalan ile elde edilen 
bulgulardan çok farkh değildi. 

Sonu9 olarak; vinoralbin, lityum kloriir ve asetaminofen’in tek tek ve 
kombinasyonlannın MDAH-2774 ovaryum tümörii hücreleri üzerine etkileri iki ve tic 
boyutlu kiiltiir modellerinde incelendiğinde, bu maddelerin hücre siklusunda, sentez 
fazındaki hücrelerin sayısim azalttigi, hücre proliferasyonunu önlediği gözlendi. 

Anahtar kelimeler: MDAH 2774, Asetaminofen, Lityum klorür, Vinoralbin, hücre 
kültürü. 

Bu 9ahsma, Istanbul Üniversitesi Bilimsel Arastırma Projeleri Birimi tarafmdan 
desteklenmistir. Proje No: T-50/05122006. 
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ABSTRACT 

Atılmıs, S.N. (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. GIRI§ VE AMAÇ 

Tümör tedavisinde kullanılan ilaçlann hücre düzeyindeki etkileri 90k değisik 

metodlar kullanılarak arastmlmaktadır. Hücre kültürii çalısmalannın büyük çoğunluğu 

genellikle iki boyutlu tümör hücre kültürleri kullanılarak yapılmaktadır. iki boyutlu 

hücre kültürlerden elde edilen sonuçlann çoğu zaman in vivo uyumlu olmadigi 

bilinmektedir. Bu nedenle in vivo uyumlu ve in vivo mikroçevre özelliklerini sağlayan 

en iyi in vitro model olarak multiselüler sferoidler gözükmektedir. 

Vinoralbin (navelbine); vinblastinden türeyen yan sentetik bir vinka alkoloid 

olup mitotik mikrotübüllerin alt birimleri olan tübülinlere bağlanarak tübülin 

polimerizasyonunu engelleyip hücre büyümesini durdurur (Gregory ve Smith 2000; 

Glaxo; Oktay 1998 pp 373-398). 

Vinoralbin’in MDAH 2774 insan ovaryum tümör hücre kültürlerindeki etkisi ve 

bu etkiye, etkisini kaspaz-3 ve kaspaz-8 aktivasyonu üzerinden gerçeklestiren ve 

antineoplastik etkileri yeni yeni ortaya cikan, ve bir duygudurum düzenleyici ilaç 

olarak kullanılan LiCl ile kolon ve meme kanserlerinde koruyucu etkisi bilenen ve 

COX-2 (siklooksijenaz 2) inhibitörii olan asetaminofenin, MDAH 2774 insan ovaryum 

tümörii hücre soyunda özellikle U9 boyutlu tümör hücre kültürlerindeki etkilerini 

karsilastırmah olarak gösteren ?ahsmalar yok denecek kadar azdır (Chandrasekharan ve 

ark. 2002; Warner ve Mitchell 2002; Zhang ve ark. 2002; Tang ve He 2003). Bu 

nedenle arastırmamızda iki boyutlu hücre kültürlerinin kullamlmasının yamsıra, in vivo 

korelasyon sağlayan en iyi in vitro model olarak bilinen tie boyutlu mültisellüler 

sferoidlerin kullamlması sonucu elde edilecek olan bilimsel verilerin tedaviye yeni bir 

yaklasim ortaya cikarması olasıdır. 

Vinoralbin’in bilinen etkilerine karsin özellikle meme ve kolon kanserlerine 

karsi koruyucu etkileri saptanan asetaminofen ve hücre düzeyinde etkileri değiskenlik 

gösteren LiCl ile ovaryum tümör hücre kültürlerinde nasıl etkileseceği, tarn olarak 

bilinmemektedir. Bu nedenle arastırmamızda asetaminofen ve LiCl'un ayn ayn veya 

vinoralbin ile kombinasyonlannın MDAH 2774 insan ovaryum tümör hücre 

kültürlerinde hücre çoğalması üzerine etkilerini doza ve zamana bagh olarak arastırmayı 

amaçladık. 
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2. GENEL BILGILER 

2.1. MDAH-2774 
MDAH-2774 insan ovaryum tümör hücre hattı genom zaranna karsi apoptozu 

indükleyici genlerin anahtan olan p-53 ve MSH-2 (mut homolog 2) proteinlerini 

yitirmis bir hücre hattıdır (Bilir ve ark. 2002). 

MDAH-2774 hücre hattı radyasyon veya kemoterapi görmemis endometroid 

ovaryum karsinomah bir hastamn asit sıvısından tiiretilmistir. Freedman ve ark. 

Tarafından 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 arasında en ölümcül olamdır (Askar ve 

ark. 2006). En fazla malignant tip ovaryum tümörii epitelyal karsinomadır. Epitelyal 

karsinoma ovaryum yüzey epitelinden veya endometriyozisi de içeren sekonder Müller 

sistemden olusmaktadır (Rong ve ark. 2001). 

Hastalann çoğu, tekrarlayan tümörlerin barsak epiteline yapısması sonucu 

gelisen tıkamkhk ve beslenme bozukluğu sonucu ölmektedir (Disaia ve Creasman 2003 

pp 259-35l).Uzun zamandan beri ovaryum kanserine ailevi yatkınhk bilinmektedir. 

Ailevi ovaryum kanserlerinin % 90'inın BRCA1 (meme kanseri geni 1) ve BRCA2 ( 

meme kanseri geni 2 ) gen mutasyonlanyla ilgili olduğu saptanmıstır. BRCA1/2 

genlerinde mutasyon tasiyan kadınlarda ovaryum kanseri daha erken yaslarda 

baslamaktadır (Hudelist ve ark. 2007). Doğum kontrol hapı kullammının ovaryum 

kanseri gelistirme riskini azalttigi gösterilmistir. BRCA1/2 genlerinde mutasyon tasiyan 

kadınlarda oral kontraseptif kullanımı ile ovaryum kanseri riskinin anlamh olarak 

azaldigi gösterilmistir (Partridge ve Barnes 1999). Oral kontraseptifler ile 

endometriyumdaki Cox-2 ekspresyonunun ve aromatazın inhibisyonu bu patolojilerin 

sebep olduğu acıyı ve asm uterin kanamayı kontrol etmede etkilerini aciklamaktadır 

(Maia ve Casoy 2007). Klinik ve moleküler bulgular ovaryum kanserinin 4 major 

histolojik alt tipini tanımlamıslardır: 

Seröz, Müsinöz, Endometrioid, Berrak hücreli 
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Ovaryum endometrioid adenokarsinomalar wnt sinyallesme yolunda rol 

oynayan P-katenini kodlayan CTNNB-1 geninde mutasyon tasirlar (Rong ve ark. 2001). 

Ovaryum kanserlerinin taranmasında tümör belirteçleri ve ultrasonagrafi yaygın 

olarak kullanılmaktadır. 

Ca (kanser antijeni) 12.5 ovaryum kanserinde kullanılan tümör belirteçlerinden 

biridir (Olt ve ark. 1990). Asıl kullanım alam tansı konulmus tümörün takibi ve tedaviye 

yanıtının değerlendirilmesi seklindedir (Montag 1990). Kemoterapiye en duyarh tümör 

tiplerinden biri olmasına rağmen, ovaryum kanserinde öliim oram halen yüksektir. 

Radyoterapi, immünoterapi ve hormon tedavisi, cerrahi ve kemoterapi sonrası 

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

2.3. HÜCRE VE DOKU KÜLTÜRÜ HAKKINDA GENEL BILGILER 

2.3.1. Hücre Kültürü 
Hücre kültürleri hücrelerin tek hücreyi kapsayacak sekilde, doku olarak 

düzenlenmede in vitro çoğalmasıdır. Organizmadan doğrudan doğruya alınan organ, 

doku veya hücrelerden üretilen kültürlere primer kültürler adı verilir. Primer kültürler, 

bulunduklan yerde çoğahp baska bir yere bölünerek aktanldıktan (hücre pasajı) sonra 

hücre soyu (cell line) adim ahrlar. 

Primer hücre kültürlerinden veya hücre soylanndan özel se9im veya klonlama 

yöntemi ile belirleyici bazı özellikleri olan hücreler elde edilir. Bu hücrelerin kültürde 

yasamlan süresince belirleyici özellikleri devam eder; hücrelerin pasaj yapılmıs olması, 

onlann belirleyici özelliklerini etkilemez. 

Hücre suslan veya hücre soylan diploid veya heteraploid olabilirler, hücrelerin 

heteraploid oluslan onlann habis hücreler olduklanm veya in vitro çoğalmalannın 

simrsız olduklan anlamına gelmez. Hücre kültüriinde simrsız 9oğalan hücre soy veya 

suslan, devamh hücre soylan (established cell line) seklinde tanımlanarak, yasam 

süreleri simrlı diploid veya heteraploid hücre soylanndan aynhrlar. Uc gün ara ile en az 

70 defa pasajı yapılan hücre soylan “devamh hücre soyu” olarak kabul edilmektedirler. 

Günümüzde, hücre kültürleri esas olarak iki yolla üretilmektedir: Tek tabaka 

hücre kültürleri ve süspansiyon halinde hücre kültürleri. Tek tabaka hücre kültürleri, 

cam veya plastik zemin üzerine tutunarak yasayan, islevlerini sürdüren ve üreyen 

hücrelerdir. Süspansiyon halindeki hücre kültürlerinde, hücreler hayatsal islev ve 
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üremelerini süspansiyon halinde bulunduklan ortamda sürdürebilir. Doku kültürii ve 

yöntemleri kullanarak, hücre yapısı, fizyolojisi, patojen hücre iliskileri, iyonlastmcı 

lsinlarm hücre düzeyinde incelenmesi ve ?e§itli radyobiyolojik problemlere bagh olarak 

tümör büyümesinin a9ikhga kavusturulmasına gah§ihr. Hücre kültürlerinde, in vivo 

sartlarda mümkün olmayan, kısa zaman arahginda ge^eklestirilmesi istenen fiziksel ve 

kimyasal etkenler incelenebilir. 

Hücre Kültürlerinin Kullanım Alanları 

Bugün için moleküler tanı ve tedavi amach ba§ta olmak üzere 90k sayıda 

özellikle ara§tırma ama9h olmak üzere doku ve hücre kültürlerinden yararlanılmaktadır. 

Doku ve hücre kültürlerinin sağladigi avantajlar §6yledir: 

■ A§i üretimi 

■ Antikor üretimi 

■ ila9lann sitotoksik ve sitotaktik etkilerinin 6l9ulmesi 

■ Hücre î i metabolizma olaylannın ara§tinlması 

■ Hormonlann hücresel düzeyde etkilerinin ara§tinlması 

■ Kahtım maddesi ve protein sentezi ile yapılan ara§tırmalar 

■ Hücre î i enerji metabolizması ile yapılan ara§tırmalar 

■ Hücre yüzey reseptörlerinin 9ah§ilması 

■ Hücre sinyal mekanizmalannın 9ah§ilması 

■ Hücrelerin beslenme özelliklerinin 9ah§ilması 

■ Enfeksiyonun hücresel düzeyde etkilerinin 9ahsilması 

■ Hücresel farkhlasma ve yaslanma ile ilgili arastırmalar 

■ Programh hücre ölüm mekanizmaln ve bunlara hormonlann, ila^ann 9esitli 

değiskenlerin etkilerinin arastmlması. 

■ Tümör hücrelerinin ila9 duyarlıligimn saptanması ile ilgili arastırmalar. 

■ Radyoterapinin hücresel düzeydeki etkileri. 

■ Embriyonik arastırmalari üreme tekniklerinin gelistirilmesi ve pratikte kullammı 
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■ Hücre populasyon kinetiği ile ilgili yapılan arastırmalar 

■ Sitolojik, sitogenetik analizler ve genetik uygulamalann yapılması 

■ Gen aktanmı ile yapılan arastırmalar 

■ Hücre tutunma moleküllerinin ?ah§ilması 

■ Hücresel düzeyde madde tasinmasimn moleküler mekanizmalan 

■ Kök hücre arastırmalan 

■ Hücre ve doku mühendisliği ile ilgili yapılan arastırmalar ve uygulamalar. 

Bugün i?in artık tek tabakah ve süspansiyon hücre kültürlerinin ele alarak klinik 

faydalanm en list düzeye 9ikarmak üzere orijinal doku mikro çevre özelliklerinin 

yansıtan 1A9 boyutlu kültür metotlan geli§tirilmi§tir. Bu metotlann i^nde yumusak 

agarda koloni olu§turma yöntemi ve mültiselüler tümör sferoid yöntemleri gibi metotlar 

gelmektedir. Bu metotlann en önemli avantajlan arasında orijinal doku özelliklerini 

yansıtmalan sayılabilir (Bilir ve ark. 2004). 

2.3.2. Sferoid 
Multiselüler tümör sferoid (MTS) modeli labaratuar kosullannda tümörlerin 119 

boyutlu yapısim yansıtır (Öktem ve ark. 2006). MTS modeli in vitro monolayer hücre 

kültürleri ve solid tümörler i?in model olusturarak in vivo tümörler ve monolayer 

kültürler arasında bağlantı kurulmasına yardımcı olurlar (Öktem ve ark. 2006; Santini 

ve Rainaldi 1999). Sferoid kültürleri hem 119 boyutlu organizasyonu hem de intakt 

dokulann fakhlasmıs fonksiyonlanm monolayer kültürlerden daha iyi yansıtırlar. 

3-D kültürlerin diğer bir avantajı da her bir aynntının kolayca gözlendiği 

morfolojik sekle sahip olmalandır. Bu morfolojik sekiller, difiize eden 

makromolekülleri gözlemlemede ve 9evresel sartlan analiz etmede bize bir sans verir 

(Öktem ve ark. 2006). 

2.3.3. Hücre Siklusu 
Iki yavru hücre ortaya 9ikarmak üzere birbirini izleyen iki mitoz bölünme 

arasındaki arahk hücre döngüsü (siklusu) olarak tanımlamr. Bu süre9 iki asamaya 

aynhr: 
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1. Interfaz 

2. Mitoz ( M Fazı) (Kierszenbaum 2002 pp 40-42). 

Interfaz da 3 evreye aynhr: 

1. Gl (Sentez öncesi) 

2. S (DNA sentezi) 

3. G2 (DNA eslenmesi sonrası) 

S evresi, DNA sentezi ve sentrozom eslenmesinin baslamasıyla özellik kazamr. 

Gl evresi RNA ve protein sentezinin olduğu evredir. Sentezlenen bu proteinlerden 

bazılannın görevi; hücre döngüsünü kontrol etmek, hücre hacmini mitozdan sonra 

yanya indirerek normal büyüklugune ulastırmaktır (Aytekin ve Solakoglu 2006 pp 62-

64). 

Gl evresindeki hücreler ya DNA çoğalması için S fazına girerler ya da 

girmezler. S fazına girmeyen hücre GO (G sıfır) fazı denen dinlenme dönemine girer. 

Hücreler bu evrede döngüye girmeden önce günlerce, aylarca, hatta yıllarca kalabilir 

(Kierszenbaum 2002 pp 40-42). 

Sürekli bölünmeyen hücrelerde, hücre döngüsü faaliyetleri geçici veya kahcı 

olarak durur. Kas ve sinir hücresini örnek olarak gösterebileceğimiz bu hücreler GO 

evresinde kabul edilirler. 

Hücre kültüriinde, kültür ortamı serumdan yoksun bırakihrsa, hücreler 

çoğalmayı durdurup GO evresine girerler. Serumun besi ortamına kattigi temel bilesen 

“büyüme faktörii" denilen özellesmis bir proteindir. Hücre S fazına girmeden önce Gl 

kontrol noktasında durdurulur. Eğer DNA hasan meydana gelmisse hasar tamir edilir. 

Memeli hücrelerinde Gl kontrol noktasında durdurma, “p53” denilen protein 

aracihgiyla gerçeklesir. P53 proteinini kodlayan gen insan kanserlerinde mutasyona 

uğramıstır. Bunun sonucunda hücrenin hasarh DNA’yı tamir etme yeteneği azahr. 

Hasarh DNA’nın kahtımla yavru hücrelere ge9mesi, değisimlerin hızla 90galmasına ve 

genomun kararsızhgina; bu da, kanser gelismesine neden olur (Aytekin ve Solakoglu 

2006 pp 62-64). 

Hücre çoğalmasında önemli rolii olan hücre siklusunun en önemli olayı DNA 

kopyalanmasıdır (replikasyon). interfazın bu en belirgin olayı S fazında gerçeklesir. 
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Burada ?ekirdekteki DNA iki katına 9ikar (Kierszenbaum 2002 pp 40-42; Aytekin ve 

Solakoglu 2006 pp 60-64). G2 fazında, mitozda kullamlacak enerji biriktirilir, mitotik 

mikrotübüllere katılacak tübülinler ve kromozomal histon olmayan proteinler 

sentezlenir. 

G2 fazında da kontrol noktası vardır. Hücre, bu noktada hatah sentezlenmis olan 

turn DNA’lan düzeltilene kadar bekler. G2 fazında “MPF” (olgunlasma baslatan faktör) 

adlı bir protein bilesiği birikmeye baslar. Bu bilesik, mitozun baslamasına, 

kromozomlann yoğunlasmasına, ?ekirdek kılıfimn yırtılmasına ve mitozla ilgili turn 

diğer olaylann ge^eklesmesine neden olur (Aytekin ve Solakoglu 2006 pp 60-64). 

2.3.4. Hücre Siklusunun Kantitatif Analizi 
Bir hücre populasyonundaki aynı cins hücrelerin hücre siklus süreleri tarn olarak 

aym değildir. Hücre sikluslan ile ilgili kantitatif verilerin elde edilmesi amacıyla, iki 

6l9um yapihr. 

Bu 6l9umlerden birincisi, populasyonda mitoz bölünme yapan hücre sayısimn 

turn hücre sayısına oramnın hesaplanmasıdır. Bu değere “Mitotik indeks” (Mi) adı 

verilir. Eğer populasyondaki turn hücrelerin bölündugii, hepsinin aym hücre siklusu 

süresine sahip olduğu ve bütün hücrelerin hücre siklusunun 9esitli fazlanna homojen 

olarak dagildıgi dusunülürse, mitotik indeks değerinden asagidaki esitlik gikabilir: 

Mitotik Indeks (Mi)=Tm/Tc 

Tm, mitoz fazimn süresini, Tc ise hücre siklusunun toplam süresini 

belirtmektedir. 

Ikinci basit 6l9um ise, isaretlenmis yani S fazındaki hücrelerin sayılarak bunlann 

turn hücrelere oramnın saptanmasıdır. Bu değere de “Labeling indeks” (LI) ya da 

"isaretlenme indeksi” denir. 

Labeling indeks (LI)=Tb/Tc 

Tb, S fazı süresini, Tc ise toplam hücre siklusu süresini göstermektedir. 

Uygulamada bu iki yöntemle ku9uk miktarda ve tek bir örnekte mitotik indeks 

ve isaretlenme indeksi saptanarak hücre siklusuna kantitatif yaklasimda bulunmak 

mümkündür. Bu olay özellikle insan dokulan ile yapılan 9ahsmalarda 90k önemlidir 

(Özalpan 2001 pp 91-97). 
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2.3.5. Immiinhistokimya 
isaretlenmis antikorlar kullanılarak hücre ve dokulardaki spesifik 

makromoleküllerin varhgim ve lokalizasyonunu saptamada kullamlan bir yöntemdir. 

Antijen-antikor reaksiyonu temeline dayanır. Organizmaya girdiğinde reaktif immün 

yamt olusturabilen maddelere immünojen; bu immünojenlerden kendilerine karsi 

spesifik antikor olusturabilenlere ise antijen denir. 

Antikor = Immunoglobulin 

Antijenik determinant/epitop 

Antijen içeren doku kesiti + isaretlenmis antikor 

(antijen) Aj + (antikor) Ak -> Isik ve elektron mikroskobunda göriinür. 

immunohistokimyada kullamlan antikorlar ikiye aynhr: 

1) Poliklonal antikor 

2) Monoklonal antikor 

Antikorlann isaretlenmesinde 4 yöntem: 

- Floresan bilesikle isaretleme 

Dondurulmus doku kesitleri, yaymalar ve hücre kültürlerinde tercih edilir. 

Sekonder antikor uygulaması ve sonraki islemler karanhkta yapihr. 

immunfloresan mikroskopla değerlendirilir. Diğerlerinden üstün tarafı sadece 

isaretlenen moleküller göriilür, diğer kısımlar karanhkta kahr. 

- Enzimle isaretleme 

• Peroksidaz 

• Alkalen fosfataz 

• Glukoz oksidaz 

- Elektron yoğun bilesikle isaretleme 

- Altın partikülü 

- Ferritin 

- Biyotinle isaretleme 
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Avidinin biyotine 90k yüksek affmitesinden yararlamhr. 

Streptavidin peroksidaz en sık kullamhr. 

immunhistokimya yöntemi gerek lsik gerekse elektron mikroskobide; tek asamah 

(direkt) veya iki asamah (indirekt) yöntem olmak üzere iki sekilde uygulanabilir. 

• Direkt yöntem 

- Gösterilmek istenen antijene özgii antikor yöntemlerden herhangi biri ile 

isaretlenir. isaretli antikorun dokudaki antijenle reaksiyona girmesi 

sağlamr. 

- Tek basamaklı olduğundan hızh yapihr. Ancak primer antikor 

isaretlendiği i?in antikorun reaksiyon gücünde azalma olabilmektedir. 

- Özgül olmayan reaksiyonlar azdır. 

- Hassasiyeti dusuktiir. Bu nedenle nadiren kullamhr. Yerini iki asamah 

yönteme bırakmıstır (Demir 2001). 

• Indirekt yöntem 

- Primer antikorlann yam sıra sekonder antikorlar da kullamhr. 

- Primer antikor değil sekonder antikor isaretlenir. 

- Birinci asamada isaretsiz primer antikor antijene bağlamr. 

- Ikinci asamada isaretli sekonder antikor primer antikorun tutucu bölgesi 

ile reaksiyona girer, böylece antijen iki asamada isaretlenmis olur. 

- Önemli olan, antikorlar farkh hayvanlarda gelistirilmis olmahdır. 

- Daha hassas ve güvenilirdir. Primer antikor ile birden fazla sekonder 

antikor bulunabilir ve daha guclii bir isaretlenme elde edilebilir (Demir 

2001) 

2.3.6. BrdU 

5-bromo-2'-deoxyuridine (BrdU); timindeki metil grubu yerine bromin atomu 

içerir. DNA sentezini tayin etmek için timidin protokolüne esdeğer bir protokoldür. 

BrdU DNA i?ine girer ve anti- BrdU monoklonal antikoru ile boyanarak sayım 

yapılabilir veya ELISA ile ölciilebilir (Babich ve ark 2000). 
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2.4. PROJEDE KULLANILAN ILAÇLAR 

2.4.1. Vinoralbin (Navelbine) 
Navelbine; 50 mg. Vinoralbine esdeğer Vinoralbin Ditartarat i9erir. 

Vinoralbin vinka alkoloid olan vinblastin’in semi sentetik bir türevidir. 

Mikrotübüller hücre iskeletinin dinamik elemamdırlar. Hücre seklinin 

korunması, hücre sinyallesmesi, kromozom gociiyle meydana gelen mitoz, veskül ve 

organel tasinma mekanizması gibi birçok hücresel fonksiyonda önemli rol oynarlar. Bu 

nedenle mikrotübüller anti kanser ilaç ailesinden anti tübülin ajanlannın hedefidirler. 

(Carré ve ark. 2002). 

Vinka alkoloidler özellikle tübülinlere bağlanarak onlan depolimerize ederler. 

Böylece hücre devrinin G2/M fazında tutulu kalmasına sebep olurlar (Hanley ve ark. 

1998; Türkölmez ve ark. 2003; Okouneva ve ark. 2003). Tübülinler mikrotübül yapısim 

olusturan polimerlerdir. Mikrotübüller, hücre seklinin, hareketinin, adhezyonunun, ve 

interselüler integritenin sürdüriilmesinde proliferasyon sırasında mitotik iplik 

olusumunda rol alarak katkıda bulunurlar. 

Vinka alkoloidler tübülinde lokalize olan mitokondriyal membranlara bağlanan 

ila9lardır (Carré ve ark. 2002). Yani mitotik iplik olusumunu inhibe ederek hücre 

devrinin tutulu kalmasına ve apoptoza neden olurlar. Mitokondriyal membranlann 

yıkılması ve sitokrom c’nin salmimı apoptoza neden olur (Gidding ve ark. 1999; El 

Hafny ve ark. 1997). 

Mitotik mikrotübüllerin tübülinlerine bağlanarak hücre büyümesini durdurur. 

Kanser hücrelerinde apoptozu ilerletir. 

Diğer vinka alkaloidlere göre daha az nörotoksisiteye sahiptir. Vinoralbinin ilk 

dozundan sonra yaklasik 30 dakika i^nde tümör bölgesinde akut ago sendromu 

meydana gelebilir. Vinoralbin nöraljik agnya sebep olur. Ago non-steroid anti-

inflamatuar ila^ar veya kortikosteroidlerle ge9ebilir . 

Vinoralbin meme kanserini, lösemileri, lenfomalan, akciğer kanserlerini i?eren 

9esitli kanserlerin tedavisinde yaygın olarak kullamlmaktadır (Cragg ve Newman 2005). 
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2.4.2. Asetaminofen 
Para-aminofenol türevi non-steroid antiinflamatuar (NSAI) veya narkotik 

olmayan analjeziklerdendir.Agn kesici (analjezik) ve ates dusuriicü (antipiretik) etkisi 

yüksek olan ancak antiinflamatuar etkinliği yok denecek kadar dusuk olan bir ilaçtır 

(Oulet ve Percival 2001). Asetaminofen antiinflamatuar ilaçlarm analjezik etkisini 

arttırmak için onlarla birlikte kullamlabilir. Antitombositik etkinliği zayıftır; kanama 

süresini değistirmez. Asetaminofen, diğer analjeziklerden farkh olarak, hipotalamus ve 

omurilik gibi peroksitlerden az ortamda prostaglandin sentezini inhibe edebilir; 

antipiretik ve analjezik etkilerini hipotalamus ve omuriliğin arka boynuzunda 

prostaglandin sentezini inhibe ederek gösterir (Kayaalp 2000). 

Çabuk absorbe edilir ve etkisini erken gösterir. Plazma düzeyi V2-l saatte en 

yüksek seviyeye ulasir. 

Hayvan çahsmalarında asetaminofenin antigonadotropik etkilerinin varolduğuna 

dair ilginç bir kamt vardır. Asetaminofen östradiole benzer sekilde bir fenol halkası 

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

Hızh bir sekilde mide ve ince barsaktan absorbe edilir ve karaciğerde toksik 

olmayan bilesiklere konjugasyonla metabolize olur. 

Özellikle asetaminofen glutatyon reaksiyonu için gerekli olan sülfat veya 

glukoronide bağlanarak karaciğerde metabolize edilir (Pasha ve Vijayan 1989). Cunkii 

glutatyon hem FSH salimmında hem de onun reseptöre bağlanmasında gereklidir, 

asetaminofen metabolizmasından glutatyon yokluğunda FSH'in etkili konsantrasyonunu 

azaltmıstır. FSH değerlerinde yükselmeyle birlikte olusan ovaryum fonksiyonunun 

kaybı tümör anjiogenesisini ilerletir (Schiffenbauer ve ark. 1997). 

Epidemiyolojik ?ahsmalar NSAII kullanan insanlarda kolorektal kanserinden 

mortalitede % 40-50 dusus olduğunu göstermistir. 

Epitel hücrelerindeki COX enzimlerinin fazla eksprese edilmesi apoptozu inhibe 

edebilir ve tumor hücrelerinin invazyonunu arttırabillir (Rodríguez-Burford ve ark. 

2002). 

NSAII’ler COX inhibitöriidürler. Siklooksijenazlar arasidonik asidin 9esitli 

prostoglandinlere ve tromboksanlara dönusumünü katalizleyen enzimlerdir (Tseng ve 

ark. 2002). Siklooksijenazın iki izoformu vardır: 

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) agirhginda bir proteindir ve 

normal dokularda eksprese edilir. 

Siklooksijenaz-2 (COX-2): 70 kD agirhginda bir proteindir. Normal dokularda 

çok diisiik düzeyde eksprese edilir veya hi? eksprese edilmez (Castilla ve ark. 2003). 

Immun hücrelerde ve bazı malign tümörlerde asm eksprese edilir (Vona-Davis ve ark. 

2004). 

Son yıllarda NSAIFler tarafından module edilen farkh yollar aydınlatıldı, ki 

bunlar onlann anti-inflamatuar ve ve anti-tümör etkilerini a9ikhyor. Major 

transkripsiyon faktörii NF-kB’nin süpresyonu, NSAII’lerin hem anti-tümör hem de anti-

inflamatuar etkilerini göstermede dominant hedefleri olduğunu a9iga cikardı . 

Epitelyal ovaryum kanserleri boyunca COX-1 asm expresyonu meydana gelir ve 

COX-1 bu tümörlerin anjiogenesisine aracihk eder. Asetaminofen zayıf COX 

inhibitöriidür. 

Ovaryum kanserleri tümör ilerlemesine katkıda bulunan inflamatuar 

mekanizmalannın hatah kullammının söz konusu olduğu tümör tiplerindendir. 

Ovaryum kanserinin ilerlemesi COX-2 ekspresyonunun artması, inflamatuar 

prostoglandinlerin sentezinin artması ve prostometastatik tromboksan A2 varhgi ile 

birlikte olur. 

Asetaminofen’in ovaryum karsinogenesisini inhibe etme aktivitesi COX-2 

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

NF-KB (Nükleer Faktör kappa B) hücre stresinde apoptozise karsi koyan, hücre 

90galmasını hızlandıran ve hormona duyarsız tümörlerde örneğin prostat kanserlerinde 

yapısal olarak yüksek düzeylerde aktif olan bir transkripsiyon faktöriidür (Sharma ve 

Narayanan 1996). 

Bu aktivasyonun sebebi de onu kontrol eden proteinin (IkappaB: Nükleer faktör 

kappa b inhibitörii) pa^alanmasına yol a9an IkappaB kinaz (IKK)’lardır NSAIFlerin de 

bir baska önemli hedefi de IKK’lardır (Struewing ve ark. 2007). 

2.4.3. Lityum Kloriir 
Lityum kloriir bipolar hastahklann tedavisinde yaygın olarak kullamlan 

terapötik bir ajandır (Struewing ve ark. 2007). Temel hedefi “glikojen sentetaz kinaz-3p 
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(GSK-3P)’dır”. GSK-3P, protein sentezi, hücre proliferasyonu, farkhlasması, hareketi 

ve apoptozu kontrol eden çesitli sinyallesme yollannda önemli rolii olan bir 

serin/treonin kinazdır. (Lin ve ark. 2007; Zaragosi ve ark. 2008). GSK-3P wnt sinyal 

yolunda rol ahr. p katenini defosforile ederek nüklear birikimine neden olur (Zaragosi 

ve ark. 2008). 

Lityum, inositol monofosfataz enzimini inhibe ederek inositolun fosfoinositid 

siklusundaki dönusumlü kullammını bozar, inositolün ve ona bagh olarak da 

fosfoinositidlerin ve ikincil habercilerin eksikliğine yol açar (Berridge ve Irvine 1989). 

Asetilkolin, norepinefrin, serotonin ve glutamat gibi agonistler G proteinleri ile 

bağlantısı olan özel hücre yüzeyi reseptörlerine bağlamrlar. Bu proteinler de fosfolipaz 

C (PLC) enziminin belli izoformlannı uyanrlar. Aktive edilmis PLC ise fosfatidil 

inositol 4,5-bifosfat'in (PIP2), inositol 1,4,5 trifosfat (IP3) ve diaçilgliserol (DAG) 

olmak üzere iki ikincil haberciye çevrilmesini katalize eder. IP3, hücre î i 

kalsiyumunun mobilizasyonunu sağlarken, DAG, protein kinaz C’yi aktive eder. IP3, 

fosfatlanabilir veya defosfatlanabilir; böylelikle diğer inositol fosfat moleküllerini veya 

inositolu olusturabilir. Olusan serbest inositol ise basamakh bir biçimde fosfatlanarak 

fosfatidilinositol (PI), fosfatidilinositolfosfat (PIP), PIP2'i olusturup dönusumlü bir 

biçimde yeniden kullamhr (Manji ve ark. 1999). 

Beyinde myo-inositol primer olarak inositol fosfatlann dönusumlü 

kullamlmalanndan elde edildiği i?in, bir hücrenin yeterli myo-inositol depolanm 

koruyabilmesi, fosfoinositidlerin yeniden sentezlenebilmesi ve etkin sinyal iletimi için 

zorunludur (Manji ve ark. 1999). 

Lityum tedavi edici yoğunluklannda inositol monofosfataz enzimini inhibe eder 

ve böylece inositol monofosfat düzeylerini arttinrken, serbest inositol düzeylerinde bir 

azalma meydana getirir. Aynca lityum inositol fosfatlann serbest inositola 

dönustüriilmesinde rol oynayan inositol polifosfat 1-fosfataz (IPP) enzimini de inhibe 

eder (Manji ve ark. 1999; Renshaw ve ark. 1986). Bu yüzden, lityumun beyinde 

yarattigi fizyolojik etki, beyinde serbest myo-inositol düzeylerinin azalmasına ve 

fosfoinositid döngüsünün etkinliğini kaybetmesine, sonu9 olarak reseptör uyansına 

yamt olarak salgılanan nörotransmiter düzeylerinin dusmesine bağlanmıstır. Aynca bu 

etkinin en aktif nöronlarda daha belirgin olmasimn bekleneceği ve bunun da lityumun 

hem manik, hem de depresif episodtaki etkinliğini aciklayabileceği öne süriilmustür 
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(Nahorski ve ark. 1991). Fosfoinositid sistemi dısinda lityum tarafından etkilenen bir 

baska ikincil haberci sistemi siklik adenozin monofosfat (cAMP) olusumunu katalize 

eden adenil siklaz enzim sistemidir. Her iki sistem de hücre yüzeyi reseptörleriyle 

doğrudan bağlantihdır. Lityum bu sistemler üzerindeki etkilerini hücre yüzeyi reseptör 

yoğunluklannda herhangi bir değisiklik yapmadan olusturduğundan, lityumun 

fizyolojik etkilerinin reseptörlerle doğrudan iliskileri bulunan G proteinleri üzerinden 

olabileceği dusunülmustür. 

G proteinleri hücre zan içinde yer alan, reseptör ile sinyal ileti sistemleri 

arasında bağlantı kuran ve kuciik protein ünitelerinden olusan protein kompleksleridir. 

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

Protein kinaz C ailesi insan beyninde farkh oranlarda dagihm gösteren ve 

fosforilasyon yapan en az 12 adet izoenzimden olusur. Herbir izoenzimin, ikincil 

haberci uyaranlan, substrat afiniteleri (enzim tarafından katalize edilen tepkimelerdeki 

öncül madde duyarhlıklan) farkh olup, farkh hücresel islevlerde rol oynarlar (Huang 

1989; Nishizuka 1992; Tanaka ve Nishizuka 1994). Kronik lityum uygulamasimn sıçan 

beyni hipokampusunda ve insan hücre kültürlerinde, membranla iliskili protein kinaz 

C-a ve -e izoformlannda anlamh bir azalmaya neden olduğu gösterilmistir (Manji ve 

ark. 1996; Manji ve ark. 1993). Lityum kloriir protein kinaz C-a'nın miktannı dusuriir. 

PKC’nin nöral sinyal iletiminin düzenlenmesinde önemli bir rolü olduğu dusunülürse, 

bu etkiler LiCl'un ruh halini stabilize etme etkisinde önemli bir rolü olduğunu 

gösterebilir (Bitran ve ark. 1995). Li östradiol ile uyanlmıs 90galmayı ve uterustaki 

morfogenik değisikleri arttinr. Bu etki, uterustaki GSK-3P’nm, östrojen reseptörü a'nın, 

P kateninin ekspresyonunun azalmasıyla ilgilidir (Gunin ve ark. 2004; Yıldız ve Tunca 

2001). 

P53 stabilizasyonunu uyanr. P53'un stabilizasyonu ve p21’in uyanlması hücre 

devrinin Gl/S veya G2/M noktalannda tutulu kalmasim sağlar (Mao ve ark. 2001). 

Lenox ve arkadaslan (1992), kronik lityum tedavisinin sıçan hippokampusunda 

miristollenmis (myristoylated) alenin-zengin C kinaz substratı (MARCKS) proteininde 

azalmaya yol açtıginı bulmuslardır. MARCKS beyinde protein kinaz C substratıdır ve 

fosforilasyon yolu ile protein kinaz C’nin hücresel yerini ve etkinliğini düzenler. 

MARCKS kalsiyuma bagimh olarak kalmodulin ile bağlamr ve filamentöz aktinin 

9apraz bağlantılannın olusmasında rol oynar. Böylece hücre iskeletinin yeniden 
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yapılanmasına ve nöroplastisitenin (sinyal iletimi ve nörotransmiter salmimı gibi 

islevlerde) sağlanmasına katkıda bulunur (Lenox ve ark. 1996; Yıldız ve Tunca 2001). 

GSK-3P ovaryum kanser hücre çoğalmasında önemli bir rol oynamaktadır (NF-kB 

aracih). Bu nedenle, geleneksel kemoterapinin ve GSK-3P inhibitöriinün kombinasyonu 

ovaryum kanser hastalannın sağ kahmı için faydah olabilir (Qui ve ark. 2006). 
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3. GEREÇ VE YÖNTEM 

3.1. KULLANILAN MADDELER 

3.1.1. Kimyasal Maddeler 

NaOH (Merck 106495), NaCl (Merck 106406), Na2HP04 (Merck 106586), 

NaH2P04 (Merck 106346), Absolü etanol (Merck 100983), HCl (Merck 113386), 

Metanol (Merck 106008), H202 (Merck 108597), Toluol (Riedel-de Haen), Phenol red 

(Merck 107241), Trypan blue (Fluka GA 11761), KC1 (Merck 104934), Poly-1-lysine 

solusyonu (Sigma P8920), KH2P04 (Merck 105108), KCl (Merck 104934), Formaldehit 

(Riedel-de Haen), NaHC03 (Merck 3011729), Agar (Gibco 00391M), Parafin wax 

(Kimetsan KFM-PNB/O1CP/040220), CaCl2 (Merck 2380). 

3.1.2. Enzimler 
Tripsin (Sigma T4799) 

3.1.3. ilaçlar 

Navelbine (Pierre Fabre Medicament) 

LiCl (Sigma-Aldrich L4408) 

Acetaminophen (Bristol Myers Squibb 500 mg.) 

3.1.4. Kitler 

BrdU (Sigma T4799) 

Ultra V block (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. Diğer Maddeler 
Fötal Sigir Serumu (Sigma SF-7524) 

RPMI-1640 (Biological Industries) 
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3.2. KULLANILAN GEREÇLER 
l.Inkübatör (Sanyo) 

2. Laminar Akım Kabini (Tezsan) 

3. Su Banyosu 

4. Etiiv 

5. Otoklav 

6. Invert Mikroskop 

7. Manyetik Karıstmcı 

8. Mikrotom 

9. Santrifüj 

10. Pipet Aid 

11. Derin Dondurucu 

12. Buzdolabı 

(Niive) 

(Hereaus) 

(Victor Recker) 

(Leitz) 

(RÜHROMAG) 

(Leica) 

(Sigma 2-16K) 

(Drummond) 

(Arçelik) 

(Bosch) 

3.3. KULLANILAN COZELTILER 

3.3.1. Hiicre Kültüründe Kullanılan Çözeltiler 

CMF-PBS 

8 gr NaCl 

0.25 gr KCL 

0.25 gr KH2P04 

1.44 gr Na2HP04 

0.01 gr Phenol red tartılarak 1 It bidistile su içine konarak kanstınldı. 

Otoklavda 121°C, 3 Atm basın?ta 15 dk steril edildi. 

NaHCQ3 

8,8 gr NaHC03 ve 0,01 gr Phenol red tartılarak 200 ml bidistile su içerisine 

kondu ve kanstınldı. Otoklavda 12FC, 3 Atm basınçta 15 dk steril edildi. 
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TRIPSIN 

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

kanstınldıktan sonra milipor filtreden siiziilerek steril edildi. 

AGAR 

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

C’de, 3 Atm basınçta steril edildi. 

TRIP AN MAVISI 

100 ml PBS içerisine 100 mg tripan mavisi katıldı ve filtre kagidından siiziildii. 

3.3.2. Ġmmünhistokimyada Kullanılan Çözeltiler 
PBS 

11,5 gr Na2HP04; 2,96 gr NaH2P04H20 ve 5,84 gr NaCl 1 it distile suya kondu 

ve karıstmldı. pH 7,6’ya ayarlandı. 

H202 

1,5 ml H202; 98,5 ml metanole kondu. 

Solüsyon taze hazırlandı. 

HC1 

12,08 ml HC1; 87,92 ml Distile suya kondu. 

Solüsyon taze hazırlandı. 

%5 CaCb 

5 gr CaCl2 100 ml distile suda coziindiiriildii. 

NaOH 

1 gr NaOH 100 ml distile suda cozündüriildü. 

TRIPSIN 

100 mg tripsin 100 ml distile suda cozündüriildü. icerisine 4 ml %5 CaCl2 

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

3.4.1. Hücre Kiiltiirii 
gahsmamız in vitro kosullarda yapılmıs deneysel bir çahsma olup, deneyler i.Ü. 

Istanbul Tıp Fakültesi Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dahnda lsik mikroskobu ve 

hücre kültürii laboratuvar imkanlan kullanılarak gerçeklestirildi. 

Arastırmada Amerikan Hücre Kültür Koleksiyonu (ATCC) hücre bankasından 

sağlanan MDAH 2774 (CRL no: 10303) hücre soyu kullamldı. 

MDAH 2774 ovaryum tümör hücreleri için besi ortamı, inaktive edilmis %10 

FCS, 100 IU/ml penisilin, 100 ug/ml streptomisin içeren RPMI-1640 (Biological 

Industries) medyumu kullamldı. 

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

C02, %95 hava kansimı ve nem içeren ve 37°C olan inkübatör (Sanyo) içinde tutularak 

ve haftada 3 kez rutin pasaj yapılarak üretildi. 

Hücre pasajlan laminar akım kabini (Tezsan), hücre kültürleri incelemeleri 

invert mikroskop (Leitz), cam malzeme sterilizasyonu otoklav (Victor Recker), 

stoklann -20°C’de depolanması i?in derin dondurucu (Arçelik) kullamldı. 

3.4.2. Doz Belirleme Deneyi 
Hücrelerin toplanması asamasında flasklardaki list medyum döküldü ve üzerine 

%0,5 tripsin eklendi. inkübatörde 5 dakika bekletilerek hücrelerin flaskın yüzeyinden 

aynlması sağlandı. 

Hücreler flasklardan 15 ml’lik santrifüj tüplerine aktanldı ve üzerlerine tripsinin 

etkisini ortadan kaldırmak için tripsinle esit miktarda medyum eklendi. Hücreler 5 

dakika 1500 rpm’de santrifüj edildi ve medyum-tripsin kansimı uzaklastinldı. 

Hücrelerin üzerine medyum konarak süspansiyon haline getirildi ve hemasitometride 

sayıldı. 

Deneylerde 6 kuyucuklu kültür kaplan (six-well plate) kullamldı. Pleytlerin her 

kuyucuğuna %100 canh 500.000 MDAH-2774 hücresi 5 ml RPMI-1640 medyumu 

içinde ekildi. 
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Vinoralbin, Lityum Kloriir, Asetaminofen ilaçlannın herbiri için 1; 10; 100; 200 

uM konsantrasyonlarda olacak sekilde steril bidistile suda hazırlanmıs taze cozeltileri 

100’er ul’lik esit hacimlerde hücrelere verildi. 

Her bir ilacın her bir dozu için 3’er kuyucuğa ekim yapıldı. Turn gruplar için 24, 

48 ve 72. saatler için ekildi ve 37°C’de %5 C02 hava kansimında rutubetli ortamda 

inkiibe edildi. 

24, 48, 72. saatlerin sonunda kuyucuklarda bulunan hücreler %5 tripsin ile ayn 

ayn toplanıp santrifüj edildi. Süpernatant kısımlan atıldıktan sonra 1 ml medyum ile 

süspansiyon haline getirilip sayma kamarasıyla (hemasitometri) sayıldı. Toplam hiicre 

sayılan kaydedildi. 

ID50 (inhibition dose %50) Vinoralbin için 10 uM, Lityum Kloriir ve 

Asetaminofen i?in 100 uM olarak saptandı (Bilir ve ark. 2002). 

3.4.3. Tutunma (Proliferasyon) Deneyi ve Canhhk Tayini 

6'h kültür kaplanmn her bir kuyucuğuna 500.000 hücre 5 ml medyum içerisinde 

ekildi. 

Gruplar söyleydi: 

Kontrol 

Vinoralbin 

Lityum Kloriir 

Asetaminofen 

Vinoralbin + Lityum Kloriir 

Vinoralbin + Asetaminofen 

Her bir grup için 3’er kuyucuğa ekim yapıldı. Bu gruplar 24, 48, 72. saatler için 

ayn ayn ekildi. Her bir sürenin bitiminde hücreler santrifüj tekniğiyle toplanarak sayma 

kamarasında sayıldı ve hücre sayılan kaydedildi. 

%0,1’lik tripan mavisi boyasıyla, hücre solüsyonu 1/1 oramnda hazırlandı ve 

lam lamel arasına konarak mikroskopta sayıldı. Böylece canh hücre oranlan saptandı 

(Bilir ve ark. 2002). 
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3.4.4. Iki Boyutlu Kültürlerde Bromodeoksiiiridin ile Immiinhistokimyasal 
I§aretleme 

24 kuyucuklu kültür kaplanna yuvarlak lameller konularak kuyucuk basina 

100.000 hücre lamel üzerine ekildi ve hücrelerin yapısması i?in 2 saat beklendi. 

Hücreler yapıstıktan sonra her bir kuyucuğa 1 ml medyum konuldu. Vinoralbin’in 10 

uM dozu, Lityum Klorür'un 100 uM dozu, Asetaminofen’in 100 uM dozu kullanıldı. 

24, 48 ve 72. saatlerin sonunda hücreler 1 saat BrdU ile 37°C’de inkübe edildi. Üst 

medyum çekilip atıldıktan sonra PBS’TE 37°C etüvde 15 dakika bekletildi. PBS çekilip 

atıldıktan sonra %70 etanolde 30 dakika bekletilerek hücreler tespit edildi. 

immunhistokimya için lameller PBS’te 10 dk bekletildikten sonra metanolde 

hazırlanmıs %0.5 H202’de 20 dk karanhkta tutuldu. 30 dk 4 N HCl’de bekletilip PBS 

ile 3 kez 5 dk yıkandı. 20 dk Ultra-V-block’un ardından 1 saat primer antikorda, 

(NCL-BrdU Mouse monoclonal) nemli ortamda oda lsısında tutuldu. 3 kez PBS ile 5’er 

dakika yıkandıktan sonra sekonder antikorda (Biotinylated Goat Anti-Mouse) 20 dk, 

tekrar yıkamadan sonra streptavidin peroksidazda yine 20 dk tutuldu. PBS ile 

yıkamanın ardından substrat-kromojende (AEC Substrate System) 15 dk karanhkta 

bekletildi ve distile su ile yıkandı. Mayer Hematoksilen ile zemin boyası yapıldıktan 

sonra kesitler çesme suyunda 20 dk morarmaya bırakıldı. Kapatıcı (Ultramount) ile 

kapatıldı. Isik mikroskobunda sayım yapılarak isaretlenme oranlan belirlendi. 

3.4.5. Sferoid Ekimi 
6'h kültür kaplan kullanıldı. Sıcak su içerisinde eritilmis %3 Agar solusyonu 

(60°C) ve medyum (40°C) kansimı VA oramnda hazırlandı ve kuyucuklara bu 

kansimdan 1 ml konarak turn yüzeyinin kaplanması sağlandı. Agann donması i^n 

kültür kaplan 10 dakika buzdolabında +4°C’de bekletildi. 

Hücreler doz inaktivasyon deneyinde bahsedilen hücre toplama tekniğiyle 

toplandı ve her bir kuyucuğa 1.000.000 hücre donmus agar üzerine konan 3 ml medyum 

içerisinde ekildi. Her bir grup için 1 kuyucuğa ekim yapıldı. 

Gruplarsöyleydi: 

Kontrol 

Vinoralbin 

Lityum Kloriir 
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Asetaminofen 

Vinoralbin + Lityum Kloriir 

Vinoralbin + Asetaminofen 

37°C’de %5 C02 hava kansimında rutubetli ortamda tutulan hücrelerin sferoid 

olusturulması için 7 gün beklendi. 7 gün sonunda ilaçlar doz belirleme deneyinde 

belirlenen dozlara göre verildi. ilaçlar verildikten 24 saat sonra 1 saat BrdU ile 37°C’de 

inkübe edildi. Sferoidler santrifüj tüplerine dikkatlice alındı. list medyumu pastör pipeti 

ile yavasca gekilip atıldı. 

5 dk PBS’te bekletildikten sonra tespit solusyonu %10’luk formaldehitte 30 dk 

oda lsısında bekletildi. 5 dk PBS konulduktan sonra list sıvı çekilerek filtre kagidından 

süzülmus taze yumurta akı konuldu. 3000 rpm’de 15 dk santrifüj edildi ve yumurta 

akimn fazlası gekildi ancak bir miktannın kalması sağlandı. Üzerine %70 etanol 

konarak 7 gün oda lsısında yumurta akimn sertlesmesi i?in bekletildi. Tüplerin 

kesilmesiyle dikkatlice cikanlan sferoidler lsik mikroskobi takibine alındı. 

3.4.6. Sferoidlerin I§ık Mikroskobu Takibi 

%70 etanolde 30 dk (Oda lsısında) 

%90 etanolde 30 dk (Oda lsısında) 

%96 etanolde 30 dk (Oda lsısında) 

%100 etanolde 30 dk (Oda lsısında) 

%100 etanolde 30 dk (Oda lsısında) 

Toluolde 30 dk (Etüvde (56°C)) 

Parafmde 45 dk (Etüvde (56°C)) 

Bekletildikten sonra gömülerek parafin bloklar hazırlandı. 4 urn kalınhgindaki 

kesitler Poly-1-Lysine ile kaplanmıs lamlara alındı. 

3.4.7. U? Boyutlu Kültürlerde Bromodeoksiüridin ile Immünhistokimyasal 
I§aretleme 

Kesitler deparafmize 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 hazırlanmıs %0.5 H202’de 20 dk karanhkta bekletildi. PBS ile 3 
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kez yıkandı. Tripsinde 30 dk 37°C etüvde bekletildikten sonra 5 dk PBS’te ve 30 dk 

HCl’de yine 37°C etüvde bekletildi. 20 dk Ultra-V-Block’un ardından 1 saat primer 

antikorda nemli ortamda oda lsısında tutuldu. PBS ile 3 kez yıkandıktan sonra sekonder 

antikorda 20 dk, PBS ile yıkamadan sonra streptavidin peroksidazda 20 dk, tekrar 

yıkamanın ardından substrat-kromojende (AEC Substrate System) 15 dk karanhkta 

bekletildi ve distile su ile yıkandıktan sonra Mayer Hematoksilen ile zemin boyası 

yapıldı ve çesme suyuna alındı. gesme suyunda morartılan kesitler kapatıcı ile kapatıldı. 

Isik mikroskobunda sayılarak BrdU-isaretlenme indeksi (BrdU-LI) değerleri 

saptandı. 

3.5. ĠSTATĠKSEL YÖNTEM 
Yapılan deneylerden elde edilen verileri değerlendimede SPSS 10.0 istatistik 

programı kullamldı. Öleum değerleri homojen dagihm göstermediği i?in 

non-parametrik testlerle gah§ildı. Gruplar arası farkın anlamlıhginı değerlendirmede 

Kruskal-Wallis Varyans analiz testi kullamldı. Anlamh bulunan varyans analiz 

sonuçlan Mann-Whitney U ile sorgulandı. Anlamlihk sınin p<0.005 olarak kabul edildi. 
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4. BULGULAR 

4.1. Hiicre Proliferasyonunun Kinetik Deneylerinin Bulgulan 
Kontrol grubunda 24 ve 72. saatler arasındaki zaman dilimi boyunca hiicre 

sayısında saghkh bir yiikselis gözlendi (§ekil 4-1). 

Vinoralbin grubu turn saatler için hiicre sayısını azaltmak iizerinde anlamh bir 

etki gösterdi (p <0.05). Vinoralbin’in hücre sayısını azaltmada doz-bagimh etki 

gösterdiğini gördük ( sekil 4-1, 4-2). 

Lityum grubu 24. ve 48. saatler için kontrol grubuna göre anlamh derecede 

(p <0.05) hücre sayısında azalma gösterdi. 72. saatte de hücre sayısında azalma göriildü 

fakat bu azalma istatiksel olarak anlamh değildi (p > 0.05), (sekil 4-1). 

Asetaminofen grubu ilk 24 saat için hücre proliferasyonu üzerine etki etmedi 

(p >0.05). Ancak 48. saat için anlamh ölciide hücre tutunmasim azalttı (p <0.05). 72. 

saatte ise Asetaminofen grubu kontrol düzeyindedir (p > 0.05), (sekil 4-1). 

Vinoralbin + Lityum, Vinoralbin + Asetaminofen kombinasyon gruplannda bu 

ilaçlann birlikte kullamlması kontrole göre 24. ve 48. saatler için hücre sayısını önemli 

ölciide azalttı (p <0.05). 72. saatte de bu gruplarda hücre sayısında azalma gözlendi 

fakat bu istatiksel olarak anlamh bulunmadı (p > 0.05), (sekil 4-1). 

Vinoralbin ile Asetaminofen kombinasyon grubuna baktıgimızda ekstra editif 

veya sinerjistik etki göstermediğini gördük. 
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§ekil 4-1: Zamana Bagh Hücre Çoğalma Verileri 
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§ekil 4-2: Vinoralbin’in Doz Inaktivasyon Grafiği 
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4.2. Iki boyutlu Kültürlerde BrdU I§aretlenme Değerleri 

Kontrol grubunda 90k sayıda sentez fazında hücre BrdU ile isaretlendi. iki 

boyutlu hücre kültürlerinde BrdU-LI sonu9lanmıza göre hücre yaslanmasına ve kontakt 

inhibisyona bagh olarak 72. saatte kontrol grubunda bir azalma gözlendi 

(§ekil 4-6, 4-7). 

Vinoralbin grubundaki hücrelerde BrdU indeksi 24. ve 48. saatlerde azalmıstır, 

72. saatte artmasına rağmen kontrole göre bu saatte de azalma göstermistir 

(§ekil 4-8, 4-9). 

Lityum grubundaki hücrelerde BrdU indeksi turn saatlerde kontrol grubuna göre 

bir azalma göstermistir (§ekil 4-10, 4-11). 

Asetaminofen grubunda turn saatlerde kontrol grubuna göre bir azalma 

göstermistir (§ekil 4-12, 4-13). 

Izlenen turn saatlerde Lityum ve Asetaminofen’in ayn ayn Vinoralbin ile 

kombinasyonlannda vinoralbin sitotoksisitesi üzerine tek tek meydana getirdikleri BrdU 

indeksindeki azalmaya ek olarak editif veya sinerjistik etki göstermemislerdir 

(§ekil 4-3). 
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24 48 72 
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§ekil 4-3: Iki Boyutlu Kültürlerde BrdU Ile I§aretlenme Grafiği 
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4.3. U? Boyutlu Kültürlerde BrdU Isaretlenme Değerleri 
U9 boyutlu hücre kültürlerinde BrdU-LI sonu^anmıza göre kontrol grubunda 

90k sayıda hücre BrdU ile isaretlendi. Kontrol grubunda isaretlenme değeri %18,7 

olarak belirlendi (§ekil 4-22). 

Vinoralbin grubunda isaretlenme azdı. isaretlenme değeri %7,8 olarak 

belirlendi. Kontrol grubu ile kıyaslandıginda Vinoralbin istatiksel olarak anlamh 

derecede (p < 0.05) sentez fazı inhibisyonu yarattı (§ekil 4-23). 

Lityum grubunda isaretlenme değeri %7 olarak belirlendi. Lityum etkisi 

kontrole kıyasla istatiksel olarak anlamhydı (p< 0.05). 

Asetaminofen grubunda ortalama isaretlenme değeri %8,6 bulundu ve kontrole 

kıyasla istatiksel olarak anlamhydı (p < 0.05), (§ekil 4-24). 

Vinoralbin ve lityum grubu sferoidlerinde ise ortalama isaretlenme değeri %7 

olarak bulundu. Kontrol ile kıyaslandiginda istatiksel olarak anlamhydı (p< 0.05). Tek 

basina vinoralbin ve lityum ile kıyaslandiginda sinerjistik bir etki olmadigi bulundu 

(§ekil 4-26). 

Vinoralbin + Asetaminofen grubu sferoidlerinde ortalama isaretlenme değeri %8 

olarak belirlendi. Kontrol grubu ile kıyaslandiginda istatiksel olarak anlamhydı 

(p< 0.05), (§ekil 4-25). Tek basina asetaminofen ile kıyaslandiginda vinoralbin 

inhibisyonunu Asetaminofen’in etkilemediği saptandı. 

Vinoralbin, lityum, asetaminofen ve lityum ve asetaminofen’in ayn ayn 

vinoralbin ile kombinasyon gruplannda kontrole göre istatiksel olarak anlamh derecede 

azalma gözlenmistir (p<0.05). 

Ancak lityum ve asetaminofen’in ayn ayn vinoralbin ile olan kombinasyon 

gruplannda vinoralbin sitotoksisitesi üzerine tek tek meydana getirdikleri BrdU 

indeksindeki azalmaya ek olarak editif veya sinerjistik etki göstermemislerdir 

(§ekil 4-4). 
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§ekil 4-4: Uf Boyutlu Kültürlerde BrdU He I§aretlenme Grafiği 
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4.4. Sitotoksisite Verileri 
Ilk 24 saat i?in ilaçlann tek tek ve birlikte kullanılmalan ilaçlara bagh hücre 

öliimü üzerinde anlamh bir deği§iklik meydana getirmemi§tir. Diğer yandan 48 ve 72. 

saatlerde vinoralbin’in tek ba§ina ve diğer ilaçlarla kombinasyon gruplannda anlamh 

hücre ölümleri g6zlenmi§tir (§ekil 4-5). 
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§ekil 4-5: Zamana Bagh Hücre Sitotoksisite Verileri 
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§ekil 4-6: 24. saat Kontrol grubu; iki boyutlu kültürlerde 24. saatte 90k sayıda MDAH-
2774 ovaryum tümör hücresi Brdu ile isaretlenmis (kırmızı renkli) olarak gözlendi. 
(isaretlenmeyen hiicreler mavi renkli) X 500 

§ekil 4-7: 72. saat Kontrol grubu; çok sayıda MDAH-2774 ovaryum tümör hücresi Brdu ile 
isaretlenmis (kırmızı renkli) olarak gözlendi. X 500. 
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§ekil 4-8: 24. saat Vinoralbin grubu; kontrol grubuna gore daha az sayıda Brdu ile i§aretlenmi§ tümör 
hiicresi. X 2000. 

§ekil 4-9: 72. saat Vinoralbin grubu; az i§aretli hikreler X 500. 
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§ekil 4-10: 24. saat Lityum grubu; az i§aretli hiicreler X 500. 

§ekil 4-11: 72. saat Lityum grubu; ?ok az i§aretli Mere X 2000. 
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§ekil 4-12: 24. saat Asetaminofen grubu; az i§aretli hiicreler X 500. 

§ekil 4-13: 72. saat Asetaminofen grubu; kontrol grubuna benzer olarak çok sayıda i§aretli Mere 

X 2000. 
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§ekil 4-14: 24. saat V+L grubu; az sayıda isaretli Mere X 2000. 

§ekil 4-15: 72 saat V+L grubu; az sayıda isaretli hücre X 2000. 



35 

§ekil 4-17: 72. saat V+A; 24. saate göre daha az i§aretli Mere X 500. 
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§ekil 4-18: Kontrol sferoid X 2000. 

§ekil 4-19: Vinoralbin X 2000. 
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§ekil 4-20: Lityum grubu X 2000 

§ekil 4-21: Asetaminofen grubu X 2000. 
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§ekil 4-22: Kontrol grubu; çok sayıda isaretli hiicreler X 2000. 

§ekil 4-23: Vinoralbin grubu; kontrole göre az sayıda isaretli Mere X 500. 
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§ekil 4-24: Asetaminofen grubu; kontrole göre az sayıda isaretli Mere X 500. 

§ekil 4-25: V+A grubu; az sayıda isaretli Mere X 2000. 
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§ekil 4-26: V+L grubu; az sayıda i§aretli Mere X 2000. 
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5. TARTI§MA 

Ovaryum kanseri jinekolojik kanserler arasında en ölümcül olamdır (Askar ve 

ark. 2006). Kadın genital kanserleri arasında her zaman ilk bes hastahk içinde yer 

almaktadır (Oulet ve Percival 2001). Kemoterapiye en duyarh tümör tiplerinden biri 

olmasına rağmen ovaryum kanserlerinde Slüm oranı halen yüksektir. Hastahk uzun bir 

dönem belirti vermeden seyrettiği i?in hastahgin ileri evrelerinde hekime 

basvurulmaktadır (Cramer ve ark. 1998). Bu nedenle geleneksel kemoterapi ajanlanyla 

yapılan tedavi ile her zaman basan sağlanamamaktadır. Bu durumda da, yeni 

kemoterapi ajanlannın uygun dozlarda ve farkh ilaçlarla kombine bir sekilde 

kullamlmasının tedavide basan sansim arttıracagi dusuncesindeyiz. 

Vinoralbin kuciik hücreli olmayan akciğer kanseri, servikal kanser ve meme 

kanseri tedavisinde klinik olarak kullamlan kemoterapatik bir vinka alkaloiddir (Glaxo). 

Mitokondriyal sitokrom-c miktannı azaltarak insan lenfoma hücrelerinde apoptozu 

indüklediği belirtilmektedir. Aynca vinoralbin tübülin olusumuna engel olmakta ve 

mitotik iğ olusumunu inhibe ederek hücreyi metafazda durdurmaktadır. Böylece hücre 

siklusunu G2/M noktasında durdurarak antimitotik ajan olarak da rol oynar (Hanley ve 

ark. 1998). 

Arastırmamızda, Vinoralbin izlenen turn saatlerde kontrol grubuna oranla hücre 

sayısim azalttı (p<0.05). BrdU verilerine ve hücre proliferasyon sonuçlanna 

baktıgimızda vinoralbin’in hücre sayısim anti-proliferatif etkisinden dolayı azalttigi 

göriilmektedir. gahsmamızda, vinoralbinin, MDAH-2774 hücrelerinde ölüme neden 

olduğunu, iki ve tie boyutlu kültürlerde sayısal olarak belirledik ve bu dozun (10 uM) 

hücre siklusunun sentez fazında azalmaya yol açtıgi belirgin olarak saptandı. Vinoralbin 

uygulamasından sonra BrdU-LI ve hücre proliferasyon değerlerindeki azalma veya artıs 

birbirleriyle uyumluluk gösterir. 

Klinikte duygudurum düzenleyici olarak kullamlan LiCl'un 9esitli kanser 

hücrelerinde proliferasyonu engellediği belirtilmektedir (Sun ve ark. 2007; 

Kunnimalaiyaan ve ark. 2007). LiCl'un wnt sinyal yolunu aktive ederek miyeloma 

gelisimini engellediği gösterilmistir (Sun ve ark. 2007). 
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LiCl S fazında hücre siklusunu durdurarak hücre proliferasyonunu 

azaltmaktadır, aynca prostat kanseri hücrelerinde 90galmayı azalttigi, tiroid kanser 

hücrelerinde ise tümör hacmini azalttigi belirtilmektedir (Sun ve ark. 2007; 

Kunnimalaiyaan ve ark. 2007). 

GSK-3P (Glikojen Sentetaz Kinaz-3p ), NF-kappaB aktivasyonunu sağlayarak 

kanser hücrelerinde hücre proliferasyonu arttinr (Cao ve ark. 2006). Cao ve 

arkadaslannın çahsmasına göre , GSK-3P'mn ovaryum kanser hücrelerinde 90galmaya 

neden olduğu belirtilmektedir (Cao ve Feng 2006). Biz de bu noktadan yola cikarak 

MDAH-2774 insan ovaryum tümör hücrelerinde GSK-3P inhibitörii kullanarak 

90galmayı inhibe etmeyi ama^adık. 

GSK-3P'mn aktive olması siklin Dl ekspresyonunu arttırarak S fazına girmeyi 

indükler ve ovaryum kanser hücrelerinde proliferasyonu arttinr (Cao ve ark. 2006). 

GSK-3P 90k fonksiyonlu bir serin/treonin kinazdır. LiCl serin 9’u fosforile 

ederek GSK-3P’yı inhibe eder (Cai ve ark. 2007). Çahsmamızda LiCl hücre 

proliferasyonunu inhibe ederek hücre sayısim azalttı. BrdU-LI sonu^anna baktigimızda 

bu etkisini hücre siklusunu S fazında durdurarak yaptiginı gördük. Cunkii S fazı hücre 

oranı izlenen turn saatlerde geriledi. U9 boyutlu kültürlerde de BrdU-LI değerleri 

anlamh olarak dusus gösterdi ( p < 0.05 ). 

Vinoralbin ve Lityum MDAH-2774 insan ovaryum tümör hücreleri üzerine 

etkili ila9lar olduklannı gösterdiler. Vinoralbin 72 saat boyunca direkt hücre sayısim 

azaltarak 90k belirgin düzeyde hücre tutunma inhibisyonu ge^eklestirdi (p<0.05). 

Vinoralbin’in; kontrol ile karsilastinldiginda BrdU-LI düzeyini olduk9a dusurdugu 

gözlendi. 

Siklooksijenaz inhibitörlerinin ?esitli tümörlerin tedavisinde potansiyel hedef 

olduklan dusunülmektedir. Asetaminofen’in nöroblastoma hücre ölümüne sebep olduğu 

belirtilmistir (Posadas ve ark. 2007). Aynca epitel kökenli kolon ve gastrointestinal 

kanal tümörlerinde ve meme ve ovaryum kanserinde düzenli kullanımimn önleyici 

etkisi olduğu gösterilmistir (Crew ve Neugut 2006). 
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Asetaminofen’in, anjiogenesisi, invazyonu, apoptozise direnci indükleyen 

COX-2, VEGF (Vasküler Endotelyal Büyüme Faktörii) ve plazminojen aktivatörleri 

gibi çesitli proteazlann, büyüme faktörlerinin gen transkripsiyonunu inhibe eden 

NF-kappaB aktivitesini inhibe ederek ovaryum kanserini önlediği bulunmustur (Altinoz 

ve Korkmaz 2004). 

Asetaminofen’in ovaryum kanser riskini tie ayn yolak üzerinden etkileyerek 

azalttigina dair çahsmalar vardır. Bu tie yol: I ) Sex steroidlerine benzer fenolik halkaya 

sahip olmasından dolayı spesifik reprodüktif atrofiyi indüklemesi. II) Premalignant 

ovaryum lezyonlannda önemli rol oynayan NAPQI’e bagh olarak glutatyon seviyesini 

azaltması. I l l ) Ovulasyona hazırhk için gerekli olan ve ovaryum kanserinde de salınan 

MIF (Makrofaj Migrasyonunu inhibe Edici Faktör)’in inhibe edilmesi (Bonovas ve ark. 

2006). Östrojen biyosentezini stimule eden aromatazlann gen ekspresyonunu uyaran 

prostaglandinleri, siklooksijenazlan baskılayarak inhibe etmektedir. 24. ve 48 saatlerde 

asetaminofen uygulanan gruplarda hücre sayısında meydana gelen anlamh dusus 

(p < 0.005) bu inhibisyona bağlanabilir. Aynca 72. saatte meydana gelen kontrole göre 

hücre sayısındaki artıs literatürle uyumludur (Bilir 2002). Uc boyutlu kültürlerde de 

asetaminofen hücre sayısında anlamh dusus meydana getirdi (p < 0.05). 

Vinoralbin, Asetaminofen ile kombine edildiğinde 72 saat boyunca hücre 

tutunma inhibisyonu gözlendi. Ancak tek basina Asetaminofen ile karsilastinldiginda 

asıl etkilesimin vinoralbin’e bagh olduğu gözlendi. Bu kombinasyon Vinoralbin 

etkisine paralel sonuçlar doğurdu. 

Kombinasyon gruplannda hem hücre proliferasyonunda hem de BrdU-LI 

sonuçlannda bir azalma göriilürken, hücre sitotoksisitesinde de artıs izlendi. 

Sonu9 olarak, vinoralbin ve lityumun ovaryum tümörlerinde tek basina hem iki 

boyutlu hem de tic boyutlu kültürlerde hücre çoğalmasim azalttigi, asetaminofenin de 

24 ve 48. saatlerde azaltma meydana getirdiği ama vinoralbin ile birlikte 

kullamlmasında ekstra bir etki göstermediği göriilmustür. 
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