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OZET

Senyiirek M. (2011). Ishikawa Endometrium Epiteli Devamli Hiicre
Kiiltiirlerinde Lityum kloriir’iin Karboplatin Sitotoksitesi Uzerine FEtkisi. Istanbul
Universitesi Saghk Bilimleri Enstitiisii, Histoloji ve Embriyoloji AD. Yiiksek Lisans

Tezi, Istanbul.

Calismamizda, DNA hasar1 yapan Karboplatin ve duygu durum diizenleyici
Lityum kloriir’iin ayr1 ayr1 ve bir arada kullanildiklarinda Insan Ishikawa Endometrium
Epiteli hiicre soyu iizerine etkileri iki ve ti¢ boyutlu hiicre kiiltiirii modelleri kullanilarak
incelendi. Kiiltiirde iki ilacin etkileri 24, 48 ve 72. Saatlerde hiicre ¢ogalmasi, hiicre

sitotoksitesi, hiicre siklusu sentez fazi, programli hiicre 6liimii agisindan degerlendirildi.

Karboplatin, ikiboyutlu kiiltiirlerde hiicre cogalmasmda azalma, programl hiicre

Oliimiinii artig ve hiicre siklusu sentez fazi isaretlenmesinde azalma meydana getirdi.

Lityum kloriir, iki ve ii¢ boyutlu Kkiiltiirlerde hiicre cogalmasmda azalma,
programli hiicre Sliimiinii artig ve hiicre siklusu sentez fazi isaretlenmesinde azalma

meydana getirdi.

[laclarin kombinasyon seklinde uygulamalarinda ise tek tek uygulamalara gore

elde edilen bulgulardan daha etkin bulgular saptandi.

Sonug olarak; Karboplatin ve Lityum kloriir’iin tek tek ve kombinasyonlarmin
Ishikawa Endometrium Epiteli hiicreleri iizerine etkileri iki ve iic boyutlu Kkiiltiir
modellerinde incelendiginde, bu maddelerin hiicre siklusunda, sentez fazindaki
hiicrelerin sayisin1 azalttifl, programli hiicre Oliimiine yonlendirdigi ve hiicre

proliferasyonunu onledigi gdzlendi.

Anahtar Kelimeler : Karboplatin, Lityum kloriir, Hiicre kiiltiirii, Endometrium,

Ishikawa.

Bu calisma, Istanbul Universitesi Bilimsel Arastrma Projeleri Birimi tarafindan

desteklenmistir. Proje No: 10021
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ABSTRACT

Senyurek M. (2011). The effects of Lithium chloride on Carboplatin
cytotoxycity in Ishikawa Endometrial Ephitelium cell line. Istanbul University, Institute

of Health Science, Histology and Embryology Department. Master Thesis. Istanbul.

In this study, effects of Carboplatin as a DNA damaging agent, Lithium chloride
as a mood stabilizing agent investigated single and combinated applications in
monolayer and spheroid models with Ishikawa human endometrial cell line. Drugs were
evaluated in cell culture with respect to cell proliferation, cell cytotoxycity, synthesis

phase of cell cycle and programmed cell death in 24., 48., 72.h.

Carboplatin reduced both cell proliferation and cell cycle synthesis phase in
monolayer and spheroid cell cultures while it triggered programmed cell death in

monolayer and spheroid cell cultures.

Lithium chloride reduced both cell proliferation and cell cycle synthesis phase in
monolayer and spheroid cell cultures while it triggered programmed cell death in

monolayer and spheroid cell cultures.

It is determined that combination of drugs has significant evidences rather than

single usage of drugs.

As a result, the effects of Carboplatin and Lithium chloride were investigated in
monolayer and spheroid Ishikawa human endometrial ephitelium cell line as a decrease
in cell number in cell cycle synthesis phase, prevention of cell proliferation and drugs

trigger programmed cell death.

Key Words: : Carboplatin, Lithium chloride, Cell culture, Endometrium, Ishikawa

The present work was supported by the Research Fund of Istanbul University. Project
No. 10021



1. GIRIS VE AMAC

Endometriyum kanseri kadin genital kanserleri arasinda ilk sirada bulunmaktadir
(1, 2). Endometriyal adenokarsinom; uterusun serviks bolgesinden gelisen
endometriyozisden kaynaklanan bir tiimor c¢esididir(3). Ishikawa hiicreleri; dstrojen ve
progesteron i¢in steroid reseptorii iceren, tip I adenokarsinom hiicreleri olup, insan
endometriyum epitelinden koken alan ve giiniimiizde insan endometriyal kanserini en

1yi karakterize eden hiicrelerdir(4).

Karboplatin (cis-diamin-1,1-siklobiitan dikarboksilat platinyumll, CAR,);
akciger kanseri, ovaryum kanseri, endometrial karsinom gibi cesitli tiimorlerin
tedavisinde kullanilan platinyum iceren ikinci nesil antineoplastik alkilleyici bir

ajandir(5, 6, 7, 8).

Lityum kloriir (iCl) klinik olarak manik ve tekrarlayan depresyon tedavisinde
son 60 yildir kullanilan, duygudurum diizenleyici antipsikotik bir ilagtir. Son yillarda

kanser tedavisine yonelik yapilan arastirmalarinda kullanilmaktadir (9, 10, 11).

Karboplatin' in; cesitli hiicre soylarinda DNA hasarina yol acarak, hiicre
biiylimesini ve ¢ogalmasint durdurdugu cok sayida calismada gosterilmistir (8, 12).
Lityum kloriir, GSK 3-B(Glikojen Sentez Kinaz 3- B)’nin aktivitesini engelleyerek;
Fosfotidilinositol dongiisiiniin ,beta katenin degredasyonunun ve adenilat siklazin
inhibisyonuna neden oldugu ve Wnt sinyal yolagmin negatif diizenleyicisi oldugu

yapilan ¢alismlarda gosterilmistir (13, 14, 15, 16, 17).

Depresyon gibi psikiyatrik bozukluklar c¢esitli tipte kanser hastaligina
yakalanmis hastaliklarda yaygin goriilen bir durumdur. Bu durum, tedavinin etkisiz
olmasma yol acarken ayni zamanda hayat kalitesini degistiren ve diisiiren bir engel
olarak ortaya cikmaktadwr. Iyi huylu bir tiimoriin kontrol altinda tutulmasi ve
geriletilmesi ve/veya tamamiyle tedavi edilmesinde hastalik yaninda kullanilan
antikanser ajanlarda depresyon sebebi olarak goziikkmektedir. Tiimor tedavisinde
antineoplastik kemoterapik ajanlarin kullanilmasi yaninda depresyon tedaviside

amaclandigindan kombine kemoterapi uygulamalar1 gerekmektedir.

Bu nedenle calismamizda Ishikawa Endometrium epiteli hiicre kiiltiirlerinde;

depresyon tedavisinde kullanilan LiCl’nin tek basina antineoplastik sitotoksitesinin olup



olmadigin1 veya Karboplatinin tedavi amagh etkinligini artiryp artirmadigini bu
baglamda elde edecegimiz sonuglarm, Ozellikle uterus fonksiyon bozukluklarma
dolasiylada infertiliteye neden olan endometriyal tiimor tedavilerine yonelik
caligmalara yeni uygulama, tedavi secenegi kazandirabilecegini ve infertilite tedavisine

katkisinin olabilecegini arastirmay1 amacladik.



2. GENEL BIiLGIiLER

2.1. Ishikawa Hiicre Hatt1

Ishikawa hiicre hatti, 39 yasindaki endometrium kanseri Asyali bir kadindan
iiretilmistir. Ureme biyolojisi ve Molekiiler biyoloji gibi birgok arastirma alaninda ve
cok sayida enstitiide kullamlmaktadir (18). Ostrojen ve progesteron icin steroid
reseptorii iceren, tip I adenokarsinom hiicreleri olup, insan endometriyum epitelinden
koken almaktadir ve giinlimiizde insan endometrium kanserini en iyi karakterize eden

hiicrelerdir(4).

Ishikawa hiicre hatti, implantasyon biyolojisi ¢alismak amaciyla tercih edilen
bir hiicre soyudur ve normal endometriyumdaki ayni enzimler ve yapisal proteinler

icermektedir (19).

2.2. Endometrium

Uterus duvart histolojik olarak ii¢ tabakadan olusur: i¢ yiizeyi doseyen
endometriyum,kalin diiz kas tabakasindan olusan orta tabaka miyometriyum, en dis
tabaka ise perimetriyumdur. Endometriyum islevsel olarak iki tabakadan olusur bunlar;
Mensturasyon evresinde dokiilen iist 2/3’liik fonksiyonel (fonksiyonalis) tabaka ile
mensturasyon sirasinda dokiilmeyen ve endometriyal siklus sonunda prolifere olarak

fonksiyonel tabakanin yenilenmesini saglayan alt 1/3’liikk bazal (bazalis) tabakadir (20).

2.3. Endometrium Kanseri

Giiniimiizde Endometrium kanserleri kadin genital kanserleri arasinda ilk sirada
bulunmaktadir (1). Endometrium kanseri; uterusun serviks bolgesinden gelisen
endometriyozisden kaynaklanan bir timor ¢esididir ve en yaygin goriilen jinekolojik
tiimoOrlerden biridir (3). Endometriyal adenokarsinomun 2 histolojik tipi vardir.
Bunlardan tip I endometrioid karsinoma, tip II ise papillar serdz karsinoma olarak
adlandirilmaktadir. Tip I karsinoma, % 70-80 oraninda goriiliir, Ostrojen reseptorii ve
progesteron reseptoriine sahip olup Ostrojene duyarlidir ve iyi huylu bir tiimordiir.
Ayrica tip I adenokarsinom hiicrelerinde meydana gelen B-catenin genindeki mutasyon
sonucu uterustaki fonksiyon bozukluklarindan dolay: infertilite olusmaktadir. Tip II

karsinoma ise genellikle %20 oraninda goriiliir, hormonal, radyoterapik ve kemoterapik



tedavilere yanit vermemesiyle taninmaktadir. Ayrica Ostrojene pozitif olmadig1 yapilan

caligmalarda gosterilmistir (21, 22).

Klinik olarak Endometrium kanseri, invazyon ve metastaz yetenegine gore 4
smifa ayrilir. FIGO(International federation of gynecology and obstetrics) simiflandirma
sistemine gore; Gradel, tiimor uterin body ile sinirhdir Grade2, tiimor {iterin serviksine
genislemektedir.Her iki asamada da tiimor az invazyon yetenegindedir ve tedaviye
olumlu cevap vermektedir. Grade3’te bolgesel tiimor yayilmistir ve grade4’te tiimor
metastatik ozellik kazanmistir. 3. ve 4. Grade’de tiimor invaziftir. Yapilan caligmalarda
Endometriyal kanserli hastalarin  yaklasik %72’si gradel, %12’si grade2, %13’ii
grade3, %3’l grade4’te oldugu gosterilmistir Endometriyal kanserli hastalarin hayatta
kalim oranlari; gradel’de %80-90, grade2’de %70-80, grade3’te %40-60, graded’te
%20 olarak gosterilmektedir (21).

Endometrium Kanserinin Risk Faktorleri

Endometrium kanserinin tanimlanan risk faktorlerin ¢ogu, karsilanmamis
ostrojenin fazlahgi ile olusmaktadir. Hastaliga ait arttiric1 ve azaltici risk faktorleri

asagidaki tabloda 6zetlenmistir (23).

Tablo 2-1: Endometrium Kanseri Risk Faktorleri.

Artiran faktorler Azaltan faktorler

Erken yasta menars Kombine oral kontraseptifler

Ge¢ menopoz yasi Yagdan fakir diyet

Nulliparite Egzersiz

Polikistik over sendromu Artmus parite

Hormon replasman tedavisi Diyette yiiksek protein, fiber ve sebze
alimi

Tamoksifen Vitamin C, folat, karoten alimi

Obezite Sigara kullanimi

Hipertansiyon

Diyabet

Yiiksek sosyoekonomik diizey

Artrit




Infertilite

(Purdie DM,ve Green AC. 2001)

Endometrium Kanserindeki Tedavi Edici Molekiiler Belirtecler

1-) Apoptotik (Hiicre Oliim) Sinyal Yolu
Apoptoz 2 ana yolak boyunca meydana gelir. Bunlardan birincisi dis kaynakli
(extrinsic) yada Olim reseptor yolagi, ikincisi ise i¢ kaynakli (instrinsic) yada

mitokondrial yolaktir.

D1s kaynakli (extrinsic) oliim reseptdr sinyal yolu; Timdr Nekrosis
Faktor(TNF) ailesi ve Reseptor Ligandlari(TNFR) protein ailesi tarafindan aktive
edilir. Bunlar; FasL. bagl Fas,TNFR bagli TNFRI, Apo3 ligand bagli DR3 ve TRAIL
bagli DR4ve DRS5dir (24).

Fas aracili apoptosis ile yapilan caligmalar sonucunda Endometrium kanserinin

gelisiminde bozukluga yol actig1 gosterilmistir (25, 26).

I¢ kaynakli (instrinsic) mitokondrial yolak; Genellikle intraselliiler stres
sinyalleri (DNA hasari, yiiksek oranda reaktif oksijen) ve ekstraselliiler apoptotik
uyaricilarin(gama-radrasyon, kemoterapik ilaclar,sitokinlerin ortadan kaldirilmasi, viral

enfeksiyonlar) aktivasyonu sonucu olusur (27) (Sekil 2-1).

Ic kaynakli apoptotik yolak Bcl-2 ailesi tarafindan kontrol edilir ve

mitokondriden sitokrom-c salinimai ile diizenlenir (28).
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Sekil 2-1: Programli Hiicre Oliimiiniin Molekiiler Mekanizmasi.

(Gupta S ve ark, 2006).

P53 Tiimor Siipressor Yolag

Timor baskilaycici protein p53; DNA hasari, onkogenler, anormal biiyiime
faktorii sinyalleri, u.v., radyasyon, hipoksi veya kemoterapik ilaclar tarafindan olusan
cesitli stres sinyallerine karst hiicresel diren¢ olusturur(30). Yapilan caligmalar
sonucunda P53’lin hiicre devri siirecinde rol aldig1 saptanmistir(31, 32). Ovaryum
kanserinin %30-80 ve endometrium kanserinin %10-20  oraninda P53 geni

stimiilasyonunun inaktivasyonu sonucunda olustugu saptanmistir (33, 34)

2-) Hiicre Hayatta Kalim Sinyal Yollar
Fosfatidilinositol 3 Kinaz /AKT Sinyal Yolu;

Fosfatidilinositol 3 Kinaz (PI3K)/AKT Hiicrede; hayatta kalimm kontrolii,
proliferasyon, ve bilyiime icin anahtar rol oynayan 6nemli bir yolaktir. PI3K/AKT
yolagi; cesitli dizi psikolojik etkenler, Biiylime Faktorii Reseptorii iceren sinyaller,

Interlokinler ve stress tarafindan aktive edilebilir(35).



PI3K’ in roli PI(4,5)P2’ nin 3-OH pozisyonundaki inozitol halkasini

fosforilleyerek, sag kalim sinyalleri ve insiilin etkisi i¢in gerekli ikincil mesajc1 olan

P1(3,4,5)P’ 1 olusturmaktir. Uyarilmamis kosullarda PIP3 seviyesi insanda cok zor
belirlenebilecek kadar azdir. (36, 37)

AKkt; hiicresel sag kalimi, p21,p27 gibi CDK inhibitorlerini fosforilleyerek hiicre
dongiisiinii, GSK-3p’y1 fosforilleyerek hiicre metabolizmasini, transkripsiyon
faktorlerini fosforilleyerek gen transkripsiyonunu etkiler. Aktive olmus Akt hiicre
proliferasyonuyla ilgili glikojen sentez kinaz (GSK-3), glukoz tastyicilar1 (GLUT4),
siklin bagiml kinaz inhibitorleri, P21/waf1/Cipl, P27/Kipl, rapamisin memeli hedefi
(mTOR) ve TSC2 gibi bir¢ok substrat1 modiile eder. (38)

Aktif PI3K’in 6nemli fonksiyonlarindan biride apoptozu inhibe etmesidir. PI3K
bagimli hiicre sag kalimini yonlendirmek i¢in Akt iyi bir adaydir. Akt farkli hiicre
Olimiine giden senaryolarda (oksidatif ve ozmotik stres, radyasyon, iskemik sok,

kemoterapotik ilaclar) anti apoptotik faktor olarak yer alir.

Akt, sitokrom c’nin mitokondriden saliniminit kontrol eden Bad gibi
onciil apoptotik proteinleri fosforilleyip aktivasyonlarini bozarak, apoptoz Kkarsiti

mekanizmayi yonlendirir (36, 39).

Endometrium kanserinin gelisimine bazi genlerin katkida bulundugu
gosterilmistir. Ozellikle mutasyona ugramis PTEN geni yapilan calismalarda 6n plana
cikmaktadir. Mutasyona ugramis PTEN geni endometrial tiimérogenezin erken faziyla
iligkilidir ve ekspresyonunun azaltilmasmin kanserin farklilagmasini azaltabilecegi

yoniinde ¢alismalar bulunmaktadir (40, 41).

PI3K-Akt yolaginda, PI3K’nin spesifik olarak inhibe edilmesi PTEN gen
aktivasyonunun diizenlenmesi bakimindan tedavi amachi yeni model olarak

onemsenmektedir.

2.4. Hiicre Ve Doku Kiiltiirii Hakkinda Genel Bilgiler

2.4.1. Hiicre Kiiltiiri
Giinlimiizde yapilan arastirma calismalarinin Onemli bir bolimii hiicre
kiiltiirlerinde gergeklestirilmektedir. Cesitli patolojik durumlarda belli bir maddenin

etkileri yaniswra, bir hiicre ya da dokuda iiretilen belirli bir maddenin islevlerini



belirlemek amaciyla belirli bir hiicre serisinden ¢ogaltilan hiicrelerde kullanilarak canli
ortamimda (in vivo) yapilmasi olanaksiz veya zor olan caligmalar1 gerceklestirmek

mimkiindiir.

Doku veya hiicre kiiltiirii genel bir tanimlama ile hayvan veya bitkilerden
hiicrelerin, dokularin veya organlarin ¢ikartilip yasamalar1 ve ¢ogalmalar1 i¢in suni bir
ortama konulmasi ve iiretilmesidir. Bu suni ortam kabaca uygun bir cam veya plastik
kiiltiir kabi ile hiicrelerin yasamu i¢in gerekli besinleri iceren bir sividan olusur. Tiim bir
organin veya organin bir parcasmin Kkiiltiiriinlin yapilmasma organ Kkiiltiirleri adi
verilirken, hiicrelerin organ veya dokulardan ayristirilarak ekilmesiyle yapilan kiiltiirlere

de hiicre kiilturleri ad1 verilir.

Hiicre kiiltiirii, hiicre biyolojisi ve molekiiler biyolojinin kullandig1 baslica
metodlardan biridir ve olduk¢ca genis alanlarda kullanilmaktadir. Temel hiicre
fizyolojisi, hastalik ve hiicreler arasindaki iligkiler, ilaclarin hiicreler iizerindeki etkileri
ve yaslanma gibi model sistemlerde kullanildiklar1 gibi; toksisite testlerinde, kanser
arastirmalarinda, asilarin gelistirilmesi ve iiretiminde, biyolojik temelli ilaglarin elde

edilmesinde (insiilin ve hormonlarin iiretilmesi) kullanilmaktadir (42).

2.4.2. Hiicre Kiiltiirii Cesitleri

Hiicre kiiltiirleri temel olarak iki gruba ayrilabilir bunlar; primer hiicre kiiltiirleri
ve siirekli(devamli) hiicre serileridir. Primer kiiltiirler, hiicreler veya dokularin mekanik
ve/veya enzimatik yollarla organ ve dokulardan ayrilarak kiiltiir ortamima konulmasiyla
yapilir. Boylece, elde edilen hiicreler asil kokenlerinin Ozelliklerini yansitmayi
stirdiirtirler. Primer kiiltiirler eksplant kiiltiirleri ve izole hiicre kiiltiirleri olarak iki gruba
ayrilabilir. Eksplant kiiltiirlerinde bir parca doku alinip kiiltiire konur ve sonrasinda bu
dokulardan hiicreler ¢ikarak cogalmaya baslar. izole hiicre kiiltiirlerinde ise hiicreler
kiiltire konulmadan 6nce bulundugu yapilardan mekanik ve/veya enzimatik yollarla
ayristirilir ve bu izole hiicreler sekilde kiiltiire ekilir. Primer hiicre kiiltiirlerinde ¢cogalan
hiicreler buradan alinip baska kiiltiirlere ekilebilir ve cogaltilabilir. Bu sekilde elde
edilen Kkiiltiirlere ‘sekonder hiicre kiiltiirleri’ denir ve bir seri kiiltiir islemlerinden sonra
‘stirekli hiicre serileri’ elde edilir. Siirekli hiicre serileri genellikle anormal kanser
hiicreleri (6rn. HelLa) ya da transformasyona ugratilmis hiicre serileri olup kdken

aldiklar1 hiicrelerle pek ¢ok acidan farkliliklar gosterirler. Bu kiiltiirler hiicre siklusunun



kontrolii gibi c¢aligmalardan biiyiilk miktarlarda asilarin ve rekombinat DNA’larin
tretilmesine kadar farkli alanlarda kullanilmaktadirlar. Bu Kkiiltiirlerin 6nemli bir
avantaj1 dimetilsiilfoksit veya gliserol gibi uygun kriyoprotektif ajanlarla dondurulabilir
ve uzun siire saklanabilir olmalaridir. Buna karsiik primer Kkiiltiirlerin 6nemli bir
istiinliigi in vivo ortamdan daha kisa siire Once uzaklastirilmis olmalar1 nedeniyle
hiicrelerin dogal yap1 ve fonksiyonlarint daha iyi koruyabilmeleridir. Ancak bu
kiiltiirlerin hazirlanmasindaki en biiyiik dezavantaj hiicrelerin ayristirilmalar: sirasinda
hasara ugramalari ve kiiltiirdeki ortamin in vivo ortamdan farkli olmasidir (42).
Giintimiizde kiiltiirlerin biiyiik kism1 dokudan ayristirilmis hiicre stispansiyonlari
seklinde yapilmaktadir. Kan hiicreleri ve transformasyona ugramis hiicreler (timor
hiicreleri gibi) ¢ogalabilmek i¢in bir yiizeye ihtiya¢ duymazlar ve siispansiyon seklinde
kiiltiirleri yapilir. Ancak cogu doku hiicreleri siispansiyon ortaminda yasamaya uyumlu
olmayip bolinmek ve cogalmak icin kati bir yiizeye gereksinim duyarlar. Hiicre
kiiltiirleri icin bu gereksinim plastik veya cam doku kiiltiir kaplarmin yiizeyi ile
karsilanir. Kandan tiiremis hiicre serileri (16semi ve lenfoma hiicre serileri gibi)
slispansiyon besiyerlerinde iiremeye egilimliyken; akciger, bobrek, beyin gibi kati
dokulardan elde edilmis hiicreler bir yiizeye tutunarak tabaka seklinde iireme
egilimindedirler. Hiicrelerin tiirlerine gore gereksinimleri farklhiliklar gostermekle
birlikte ¢cogu hiicre, kiiltiir kaplar1 kollajen ya da laminin gibi 6zel ekstraselliiler matriks

yapilariyla kaplanmazsa tutunamaz, ¢ogalamaz ve farklilasamazlar (42).

2.4.3. Hiicre Kiiltiirii Yapiminin Temel Asamalari
Hiicre kiiltiirii caligmalar1 i¢in gerekli temel arag-gerecler sunlardir: laminar

akimli kabin, karbon dioksit (COZ) ayarli inkiibator, invert mikroskop, hiicrelerin

tutunma ve hareketlerine olanak saglayacak toksik olmayan ve optik olarak saydam, tek
kullanimlik steril plastik veya cam kaplardir. Laminar akimli kabinler partikiil filtresine
sahiptirler. Bu kabinler dikey ya da yatay olabilirler, dikey olanlarinda siiziilen hava
kabinin iistiinden ¢ikarken yatay olanlarinda kullanici bolgesinden yatay olarak disari
tiflenmektedir. Kabinlerin kullanim ©6ncesi UV (ultraviyole, morétesi) 1sikla
sterilizasyonu saglanmalidir. Kullanilan kiiltiir vasatinin pH’simin nétral tutulabilmesi

icin hiicreler yaklagik olarak % 5 COz’li ortamda tutulurlar. Hiicreleri gdozlemek i¢in de

invert mikroskoplar kullanilir.
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Hiicre kiiltiirii yonteminin temel asamalar1 sunlardir; 1. Dokunun viicut disina
cikartilmasi, 2. Dokunun parcalanarak hiicrelerin elde edilmesi, 3. Hiicrelerin kiiltiir
kaplarma ekilmesi, 4. Uygun besi ortaminda ve gevre sartlarinda inkiibasyonudur (42).

Yapilan kiiltiiriin amacina bagli olarak hiicreleri ekmek i¢in farkl tipte ve
biiyiikliikte kiiltiir kaplar1 kullanilabilir. Kiiltiir yapiminin amaci ¢ok sayida hiicre elde
etmek ise 75 cm?2’lik kaplar veya siseler kullanilabilir. Hiicrelerin ¢ogalmasi arzu
edilmeyip kiiltiirde gelisimleri takip etmek i¢cin 25cm2’lik kiiltiir kaplar1 kullamilabilir.
Immunohistokimya, fotograflama veya elektron mikroskopi amaciyla kullanilacaklarsa
cam tabanli kaplar veya lameller kullanilabilir. Kullanilacak kiiltiir kaplar1 hiicrelerin
yapismalarini kolaylastirmak icin genellikle protein yapisinda bazi maddelerle kaplanir.
Bunlardan en yaygin olarak kullanilanlar1 fibronektin, laminin ve kollajendir. Bazi
kiiltiirlerde bu is i¢in kiiltiir kaplar1 bir tabaka halinde hiicre ile kaplanir, sonra bunun
tizerine esas kiiltiirli yapilacak olan hiicreler ekilir (6rnegin glia hiicre tabakas: iizerine
noronlarin ekilmesi) (42).

Ekilen hiicrelerin kiiltiir ortaminda yasamlarin1 devam ettirmelerinde en énemli ve en
karmasik faktorlerden biri kiiltiir vasatidir. Kiiltiir vasatindaki besin maddelerinin
yaninda sicaklik, nem, pH, osmolarite, oksijen ve karbondioksit konsantrasyonlari,
biiytime faktorleri gibi kosullar da Onemlidir. Sicaklik genellikle hiicrenin alindig:
ortamdaki sicakliga yakin bir degerdir. Sogukkanli hayvanlardan alinan hiicreler 18-25

o o

C’de inkiibe edilirken memeli hayvanlardan alinan hiicreler genellikle 36-37 C’de
inkiibe edilirler. Kiiltiirdeki besin maddelerini temel olarak; aminoasitler, vitaminler,
mineraller ve karbonhidratlar olusturur. Bunlar hiicrelerin biiyiime ve fonksiyonlari i¢in
gerekli protein ve diger yapisal elemanlarin yapiminda ve metabolizmanin devam
ettirilebilmesi icin gerekli enerjinin saglanmasinda kullanilirlar. Biiylime faktorleri ve
hormonlar hiicrelerin biiyiime hizlarimi ve islevsel 6zelliklerini belirlerler ve genellikle
kiiltiir vasatina farkli hayvanlardan veya insanlardan elde edilmis olan %5-20’lik serum
olarak katilirlar. Kiiltiir vasatlar1 hazir sivilar seklinde satin alinabilecegi gibi kuru toz
maddeler halinde alinip laboratuvarlarda hazirlanabilir. Hazir vasatlarin 6mrii genellikle
kisa olmaktadir. Bu yiizden genellikle vasat igerikleri ayr1 ayr1 hazir satm alinip,
kullanilacaklar1 zaman kiiltiir vasat1 laboratuvarda hazirlanabilir. Kiiltiir vasatlarinin
kiiltiirdeki hiicreleri pH degisikliklerine karsi koruyan tampon o6zellikleri de vardir.
Hiicre i¢ci ve disi pH, hiicrelerde iyon dengesinin saglanmasinin yaninda hiicre

enzimlerinin optimal fonksiyon yapmalar1 ve hormon ve biiyiime faktorlerinin
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reseptorlerine baglanmasini icin de dnemlidir. pH’da olusacak kisa siireli degisiklikler
bile hiicrelerin apoptoz ile 6liimlerine yol agabilir. Ortam pH’sini1 hiicre tipine gore 7.0-
7.4 arasinda tutmak icin genellikle korbondioksit-bikarbonat tabanli tamponlar veya
HEPES gibi organik tamponlar kullanilir. Korbondioksit-bikarbonat tabanli tamponlarin
kullanildig1 durumlarda vasat igerisinde ¢Oziinen karbondioksiti ayarlamak icin

karbondioksit kontrollii inkibatorlere ihtiya¢ vardir. Bu etiivlerde genellikle %5 CO2 -

%95 hava gaz karisgimli hava kullanilarak istenilen pH ve oksijen basinci elde
edilebilmektedir (42).

Kiiltiirlerde ekim yapilmadan once genellikle hiicre sayisi, yogunlugu, 6lii-canl
oranlar1 belirlenir. Toplam ve canli hiicre sayisini belirlemek i¢cin hemositometre
kullanilmaktadir. Bu islemde 6rnek almip sulandirildiktan sonra hemositometre laminda
hiicreler sayilarak milimetrekiipteki hiicre sayis1 hesaplanir. Canli hiicreleri belirleme
yontemleri bazi boyalarla ©6lii hiicrelerin boyanirken canli hiicrelerin boyanmamasi
temeline dayanir. Boylece 0lii ve canli hiicrelerin orani bulunur. Tripan mavisi canli
hiicreleri belirlemek i¢in yararlanilan bu boyalardan biridir. Membran biitiinligi
korunmus canli hiicreler boyayr almazlar. Olii-canli hiicrelerin belirlenmesinde
kullanilan yontemlerden biri de 6lii hiicre membranlarindan gecerek cekirdegi boyayan

ve florasan bir madde olan propidium iyodiirdiir (42).

2.4.4. Sferoid

Multiseliiler tiimor sferoid (MTS) modeli laboratuvar kosullarinda tiimérlerin ii¢
boyutlu yapisini yansitir. Tek tabakali kiiltiirde biiyiitiilen hiicrelerin kemoterapiye karsi
olusturduklar1 yanit ile klinik gozlemler arasinda bircok farklilik oldugu, tek tabakali
kiiltiirde ¢ok etkili bulunan ve belirgin antitiimoral etkinligi saptanan bir ilacin ya da
ila¢c kombinasyonlarmin klinikte bu derece etkili olmadig1 saptanmustir (43). Uc boyutlu
hiicre kiiltiirlerinin (sferoid) in vivo kati tiimorlerin 6zelliklerini tam olarak yansittigi

diistiniilmektedir (44).

Ovaryum tiimor Ug boyutlu sferoid modeliyle yapilan bir ¢alismada, ii¢ boyutlu
timor  sferoid modelin olusmasinda ve ekstraselliller matriks proteinleriyle
etkilesiminde hiicre adhezyon molekiillerinden olan B1-Integrin’in diizenleyici rol

oynadig1 gosterilmistir.(45)
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2.4.5. immiinohistokimya

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

tiretilmesi ile immunohistokimyasal yontemler gelistirilmistir.

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

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

Antikorlar poliklonal ve monoklonal olmak iizere iki tiptir. Poliklonal antikorlar
bir hayvanm ilgili protein molekiilii ile immunize edilmesi sonucu olusan antikorlardir.
Antijenik uyarimmla beraber farklilagan plazma hiicre klonlarmin olusturdugu farkli
ozellikteki antikorlarm tiimiidiir. Monoklonal antikorlarda ise gelistirilen hibridoma

teknigi ile saf antikor tiretilmesi amag¢lanmig ve saglanmistir.
Antikorlarin isaretlenmesinde 4 yontem;
a) Floresan bilesikle isaretleme:

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

goriinmesi diger kisimlarin karanlikta kalmasidir.
b) Enzimle isaretleme:
e Peroksidaz
e Alkalen fosfataz
¢ Glukoz oksidaz

c¢) Elektron yogun bilesikle isaretleme:
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o Altin Partikiili
e Ferritin
d) Biyotinle igaretleme:

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

peroksidaz en sik kullanilir.

Immunofloresan isaretleme gerek 151k gerekse elektron mikroskopide dogrudan

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

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

glukoz oksidaz ve floresan isaretleyiciler kullanilabilir.

2.4.6. BrdU

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

Olciilebilir.

2.5. Projede Kullamilan Ilaclar

2.5.1. Karboplatin (Carboplatin)
Karboplatin(cis-diamin-1,1-siklobiitan ~ dikarboksilat  platinyumll); ¢esitli
timorlerin (akciger kanseri, ovaryum kanseri, endometrial karsinom) tedavisinde

kullanilan platinyum igeren ikinci nesil antineoplastik alkilleyici bir ajandir (5, 6, 7, 8).

Karboplatinin in vitro etkileri akciger kanseri, endometrial karsinom,
ovaryum kanseri gibi cesitli hiicre soylariyla yapilan caligmalarla tartigilmaktadir.
Karboplatinin, icerigindeki platinyum tiimor hiicrelerinde kromatin igersindeki DNA ya

baglanarak DNA’ nin niikleozom yapismin yeniden diizenlenmesine neden olur.
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Baslangicta platinyum niikleozom yapisma uyum saglamis gibi davransada bu
durumum DNA hasarina yol acarak tiimor hiicrelerinin boliinmesini, biiyiimesini ve
cogalmasmi engelledigi gosterilmistir. Ve bdylece tiimor hiicrelerinin viicuttaki

gelisimlerini ve yayilmasini yavaslatmaktadir (8, 12).

2.5.2. Lityum Kloriir

Lityum kloriir, Lityum,(1iCl) klinik olarak manik ve tekrarlayan depresyon
tedavisinde duygudurum diizenleyici olarak son 60 yildir kullanilan, Antipsikotik bir
ilactir (9).

Lityum duygudurum bozukluklari tizerine terapotik etkisini magnezyum bagimli
enzimler inositol monofosfat fosfatazin ve adenilat siklazin aktivitelerini engellemek
yolu ile kismen gosterir. Inositol monofosfat fosfataz, fosfoinositid sinyal yolunda geri
doniisiimlii olarak kullanilan 6nemli bir enzimdir. Bu ikinci haberci sisteminin ¢esitli
reseptorler tarafindan aktive edilmesi sonucunda inositol 1,4,5-trifosfat (IP3) ve
diacilgliserol (DAG) olmak iizere iki tane ikinci haberci olusur. IP;  geri doniistimlii,
ardisik olarak fosfat grubunu kaybederek fosfoinositid sinyal yolunun baslangig

maddesini olusturan inositol diger adiyla miyo-inositol olusturur.

IPs’den miyo-inositol olusturmak amaciyla son fosfat grubunu ayiran enzim
lityumun tarafindan aktivitesi engellenen inositol monofosfat fosfataz enzimidir.
Lityumun bu enzimin aktivitesini engellemesi inositolun fosfoinositid siklusundaki
doniisiimlii kullanimini bozarak inositoliin/miyositoliin eksikligine ve ona bagl olarak
da fosfoinositid sinyal yolunun baslangic materyali olan fosfotidilinositol-4,5-bifosfat
(PIP;) olusamamasina ve ikinci habercilerin eksikligine (DAG, IP3) yol acar. Ayrica
lityum inositol monofosfat fosfataz enziminden ©Once inositol fosfatlarin serbest
inositola doniistiiriilmesinde rol oynayan inositol polifosfat 1-fosfataz (IPP) enziminin
aktivitesini de engeller. Bu durum inositol monofosfat diizeylerini artirirken, serbest
inositol diizeylerinde bir azalma meydana getirir. Bu yiizden, lityumun beyinde yarattigi
biyokimyasal etki, beyinde serbestmiyo-inositol diizeylerinin azalmasina ve
fosfoinositid dongiisiiniin etkinligini kaybetmesine, bunun sonucunda da reseptor
uyarisina yanit olarak salgilanan norotransmiter diizeylerinin diismesine baglanmistir

(46) (Sekil 2-2).

Yapilan calismalar sonucunda lityumun terapotik etkisinin tek basina inositol

azalmasina baglanamayacagi sonucu cikarilmistir (46), Lityumun inositol azalmasi
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tizerinden fosfoinositid dongiisiiniin 6nemli alt sinyal mekanizmasi ana enzimini
protein kinaz C (PKC)’nin aktivitesini engelledigi saptanmistir (46). Ayrica lityumun
duygudurum bozuklugunun tedavisinde fosfoinositid dongiisiinden bagimsiz olarak
ATP’den siklik adenozin monofosfat (CAMP) olusumunu kataliz eden adenilat siklaz

enziminin aktivitesini engelleme yeteneginin katkisi oldugu gosterilmistir (16).

Lityumun duygudurum bozukluklarinin tedavisi lizerine temel etkisinin glikojen
sentaz kinaz-3 (GSK-3) aktivitesini engelleme yoluyla gerceklestigi saptanmustir.
Lityumun hali hazirda arastirilmakta olan ¢esitli kanser tiplerinin tedavisindeki yerini
de yine biiyiik Olgiide =~ GSK-3 enziminin etkinligini engelleyerek kazandigi

gosterilmistir (13).

Glikojen sentaz kinaz-3 fosforilasyonda gorevli yiiksek derecede korunmus bir
serin/treonin kinazdir. Bu enzim, cok sayida transkripsiyon faktorlerinin [beta-katenin,
c-Jun, c-myc, p53, hipoksi olusturan faktor 1 (HIF1), niikleer faktor-«B (NF-«xB),
notch], yapisal proteinlerin yapilanmasini ve dengelenmesinde gorev alan tau, APC,
mikrotiibiil baglantili protein 1B ve mikrotiibiil baglantili protein 2 proteinleri],
metabolizma ve sinyal iletiminde gorev alan protein ve enzimlerin [piruvat
dehidrojenaz, p21, siklin E, elF-2B translasyon faktorii, niikleoporin, amiloid oncii

proteini, ATP-sitrat liyaz] gorevlerinin diizenlenmesinde onemli rol alir (Sekil 2-2).

GSK-3, uyarilmamis hiicrelerde Wnt (Kanatsiz; Wingless) sinyal yolunu
beta-kateninin serin ve tirozin aminoasidlerinin fosforilasyonunu gerceklestirerek
olumsuz yonde diizenler. Bu hiicrelerde B-katenin GSK-3, aksin ve APC’den olusan
biiyiik protein topluluguna baglanir. Bunun sonucunda GSK-3 B-katenini fosforile eder,
ve fosfatlanan B-katenin ubikitin ligaz toplulugu tarafindan taninir. Ayrica GSK-3
APC’yi de fosforile ederek, APC’nin B-katenini baglanmasini artirir. Bundan sonra f3-
katenin poliubikitin bilesikleri ile baglanir ve bu B-katenin bilesikleri hizli sekilde 26S
proteazomu tarafindan yikilirlar. Yikilmig olan p-katenin ani gen hedeflerinin
yazilmasint (transkripsiyonunu) uyaran protein toplulugunun iiyesi T hiicre faktorii-
lenfoid ¢ogaltict faktorii (Tcf3-Lef) adli DNA baglayici proteinle etkilesemez. Bu da
DNA’da hiicre gociinde, tutunmasi, cogalmasinda ve hiicre 6liimiiniin engellenmesinde
gorevli MYC, aksin-2, metalloproteinaz-7, Siklin D1 gibi bircok genin yaziliminin
durmasina yol agar (13, 46) (Sekil 2-2).
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Wnt'nin Lipoprotein reseptor iligkili protein (LRP) ve Frizzled (Fz) adhi
reseptorlerine baglanmasi ile olusan sinyal ile hiicre uyarildiginda B-katenin GSK-3,
aksin ve APC’den olusan biiyiik protein toplulugu bozularakn B-katenin serbest kalir. 3-
katenin seviyeleri sitoplazmada artar ve orada cekirdege gecerek Tcf3-Lef’e baglnir ve
DNA’da hiicre gociinde, tutunmasi, cogalmasinda ve hiicre 6liimiiniin engellenmesinde
gorevli genlere baglanarak bunlarin yazilimini artirir.  Lityumun, Wnt gibi etki ederek
Wnt sinyal yolunda GSK-3’iin islevini engelledigi ve mediator gorevi gordiigi

saptanmustir (46, 47) (Sekil 2-2).
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Sekil 2-2: Lityum Kloriir’iin Etki Mekanizmasi.

(Quiroz J A ve ark, 2004)
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3. GEREC VE YONTEM

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

3.1.1. Kimyasal Maddeler
NaCl, Na2HPO4 , NaH2PO4, Absolii etanol, HCI, Metanol, Phenol Red, Poly-1-
Lysine solution, KH2PO4, KCI, NaHCO3

3.1.2. Enzimler
Tripsin (Gibco)

3.1.3. flaclar
Karboplatin

Lityum kloriir

3.1.4. Kitler
BrdU

Ultra V block
NCL-BrdU Mouse Monoclonal
Ultra Vision Detection System Anti- Mouse HRP
Large Volume AEC Substrate System
Ultramount

3.1.5. Diger Maddeler
Fotal Sigir Serumu

RPMI-1640



3.2. Kullamlan Gerecler

1.

2.

3.

8.

9.

Laminar Akim Hiicre Kiltiir Kabini
Inkiibator

Ters (invert) mikroskop

. Su banyosu
. Santrifij
. Derin dondurucu

. Buzdolab1

Manyetik karistiric

Pipetleme araci

10. Derin dondurucu

11. Buzdolab1

12. Hassas terazi

3.3. Kullanilan Cozeltiler

3.3.1. Hiicre Kiiltiiriinde Kullanilan Cozeltiler

CMF-PBS
8 gr NaCl
0.25 gr KC1

0.25 gr KH2PO4

18

(Tezsan)
(Sanyo)

(Leitz Wetzlar)
(Niive)
(Sigma 2-16K)

(Arcelik)
(Bosch)

(Rithromag)

(Drummond)
(Arcelik)
(Bosch)

(Acculab)

1.44 gr Na2HPO4 tartilarak 1 It bidistile su i¢ine konarak karistir1ldi. Otoklavda

121 °C, 3

Atm basingta 15 dk steril edildi.

NaHCO3

8.8 gr NaHCO3 tartilarak 200 ml bidistile su igerisine kondu ve karistirildi.

Otoklavda 121°C, 3Atm basincta 15 dk steril edildi.
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TRIPSIN
3 gr tripsin 100 ml CMEF-PBS icerisine kondu. Manyetik karistiricida
karistirildiktan sonra milipor filtreden siiziilerek steril edildi ve pH: 7,4’e ayarland1.
AGAR
3 gr agar 100 ml bidistile su igerisine kondu ve karistirildi. Otoklavda 121
°C’de, 3Atm basingta steril edildi.
3.3.2. Immiinohistokimyada Kullamlan Cézeltiler
PBS
Hazir PBS tablet kullanildi.
H202
1,5 ml H202; 98,5 ml metonole kondu. Soliisyon taze hazirlandi.
HCI
12,08 ml HCI; 87,92 ml distile suya kondu. Soliisyon taze hazirland1.
NaOH
1 gr NaOH 100 ml distile suda ¢oziindiiriildii.
TRIPSIN
100 mg tripsin 100 ml distile suda c¢oziindiiriildii. Igerisine 4 ml %5 CaCl2
kondu.NaOH ile pH: 7,8’e ayarlandi.Soliisyon taze hazirlandi.
3.4. Kullanilan Yontemler

3.4.1. Hiicre Kiiltiiri

Calismamiz in vitro kosullarda yapilmis deneysel bir calisma olup, deneyler 1.U.
Istanbul T1p Fakiiltesi Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dali’nda hiicre ve doku
kiiltiirti laboratuvar imkanlari, Isik ve Gecirimli Elektron Mikroskobu (TEM)
kullanilarak geceklestirildi.

Arastirmada Amerikan Hiicre Kiiltiir Koleksiyonu (ATCC) hiicre bankasindan

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

Hiicreler bu besi ortami iceren 25 cm® ve 75 cm’’lik flasklarda, i¢ ortamu %35
CO», %95 hava karisimi ve nem iceren ve 37 °C olan inkiibator (Sanyo) i¢inde tutularak

ve haftada 3 kez rutin pasaj yapilarak iiretildi.

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

depolanmasi i¢in derin dondurucu (Argelik) kullanildi.

3.4.2. Doz Belirleme Deneyi

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

tiretilmekte ve Deney dis1 zamanlarda dondurulup saklanmaktadir.

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

(single cell suspantion) haline getirildi

Hiicreler hemositometrik sayma kamarasinda sayilarak deney icin yeterli hiicre

sayismnin bulunup bulunmadig: saptandi.

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

sallanarak hiicrelerin kuyucuk yiizeyine homojen yayilmalar1 saglandi.

Karboplatin ve LiCl’in herbiri i¢in final konsantrasyonu 1; 10; 100; 200 uM
konsantrasyonlarin1 saglayacak sekilde yogun olarak hazirlanmis ¢ozeltileri 100ul esit
hacimlerde igerisinde hiicrelerin bulundugu kuyucuklara verildi. Hiicreler biitiin deney
maddeleriyle 24, 48 ve 72 saat siirelerle 37°C ve %5 CO2 ortaminda kiiltiir
inkiibatoriinde kiiltiire edildiler. Bu inkiibasyon siirelerinin sonunda kuyucuklarin {ist

medyumlar1 alinarak 3 dakika 1500 rpm’de santrifiij edildi ve ila¢ etkilesimi sonucu
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inkiibasyon medyumuna ¢ikmasi miimkiin olan hiicreler iist medyumdan ayrildi. Diger
taraftan kuyucuklardaki hiicreler iizerine %0,3’liik tripsin soliisyonu eklenerek hiicreler
zeminden ve birbirlerinden ayristirilarak santrifiij edilip tripsin uzaklastirild: ve diger
hiicrelerle ayni tiipte toplanan hiicreler 2ml medyum ile tek hiicre siispansiyonu haline
getirildi.

Hiicreler sayma kamarasinda sayilarak toplam hiicre sayilar1 kaydedildi. Her ilac

icin etkin olan inhibisyon dozu50 (ID50) degeri belirlendi.

3.4.3. Proliferasyon (Tutunma) Deneyi

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

hiicrelere uygulandi. Deney gruplar: su sekilde belirlendi:
1. Kontrol
2. Karboplatin
3. Lityum Kloriir
4. Karboplatin + Lityum Kloriir

Hiicreler ilaclarin verilmesinden sonraki 24, 48 ve 72. Saatlerde tripsinizasyon
ve santrifiij teknigiyle toplantip ve sayilarak toplam hiicre sayilar1 saptandi ve

kaydedildi.

Doz ve zaman grafikleri ¢izildi ve degerlendirildi.

34.4.Iki Boyutlu Hiicre Kiiltiirlerinde BrdU Isaretlenme  indeksi
Immiinohistokimya Teknigi

24 kuyucuklu kiiltiir kaplar: icerisine yerlestirilen 15 mm capli steril yuvarlak
lamellerin iizerine 100ml taze hazirlanmis medium icerisinde %100 canli 3x10*
ishikawa hiicresi ekildi. Hiicrelerin lamel iizerine homojen steril bir Pasteur pipeti ile
saglandiktan sonar hiicrelerin lamellere tutunmasi mikroskop ile gozlemlendikten sonra
kuyucuklara 1’er ml RPMI-1640 medyumu verilerek kiiltiir kaplar1 inkiibatorde kiiltiire
edildiler.
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Hiicre ekiminden 24 saat sonra iki boyutlu hiicre kiiltiirlerinde kullanildig: gibi
Karboplatin’in 200 pM, Lityum Kloriir’iin 150 uM dozu her kuyucuga 100 pl olacak
sekilde uyguland1 ve 24 saat siireyle 37 °C de %5’lik CO; hava karisiminda, %95 nemli
ortamda inkiibe edildi.

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

1zlendi;
- Kuyucuklar PBS ile 30 dakika hidrate edildi,
- % 0.5' lik H,0, ile karanlikta20 dakika siire ile bekletildi,
- PBS ile kisa siire yikands,
- 5 dakika distile suda bekletildi,
-4 N HClile 37 °C de 30 dakika bekletildi,
- Distile suda kisa siire yikandi,
- PBS ile 5' er dakika 2 kez bekletildi,
- Non spesifik blok soliisyonu ile 20 dakika bekletildi,
- Primer antikor ile 1 gece +4 °C de bekletildsi,
- Distile suda kisa siire yikandi,
- PBS ile 5'er dakika 2 kez yikand,
- Sekonder anikor ile 30 dakika oda sicakliginda bekletildi,
- Distile suda kisa siireli yikand,
- PBS ile 5'er dakika 2 kez yikand,
- Streptavidin Peroksidaz ile oda sicakliginda 30 dakika bekletildi,
- Distile suda kisa siireli yikand,

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

- Mayer hematoksilen ile 7 dakika bekletildsi,

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

- Kapatici (Ultramount) kullanilarak lamlar, lamel ile kapatild:.

Isik mikroskobunda sayim yapilarak isaretlenme oranlar: belirlendi.

3.4.5. Uc Boyulu (Sferoid) Hiicre Kiiltiirii

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

canli 1x10° insan ishikawa endometriyum epiteli hiicreleri ekildi.

Iki boyutlu hiicre kiiltiirii deneylerinde kullanilan gruplar esas alinarak her
deney grubu icin 3 kuyucuga ekim yapildi. Hiicreler, 37 °C de %5’lik CO2 hava

karisiminda, %95 nemli ortamda sferoid olusturmalar1 icin 5-7 giin kiiltiire edildi.

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

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

3.4.6. llaclarm  Gegirimli  Elektron Mikroskobu 1Ile Hiicre Ince Yapisi
(Ultrastriiktiirel) Uzerine Etkilerinin Saptanmasi

Sferoidler medyumlar1 ile birlikte 15 ml’lik santrifiij tiibiine aktarildi, 3-5
dakika 1000 rpm’de santrifiij edilip, medyum uzaklastirildiktan sonra PBS’de 5 dakika
bekletildi ve % 2.5’luk gluteraldehidde 1 saat 4°C’de bekletilerek tespit edildi. PBS
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ile 2 defa yikandiktan sonra, 1000 rpm’de 3-5 dakika santrifiij edilip, PBS uzaklastirildi,
ve % 1’lik osmium tetroksit ile 1 saat 4 °C’de bekletilerek ikinci tespit islemi yapildi.
0Os04 uzaklastirildiktan sonra, sferoidler PBS’de 10 dakika bekletildi ve % 1 uranil
asetatta 4°C’de 30 dakika bekletilerek iiciincii tespit islemi yapild.

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

giin bekletildi.

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

Steril bidistile suda hazirlanmis 60 °C' ye kadar sogutulmus % 3' lik Agar
soliisyonu ve 40°C' ye kadar 1sitilmis medyum 1/1 oraninda karistirilarak hazirlandi ve
6 kuyucuklu kiiltiir kaplarindaki kuyucuklarin herbirine 1 ml konarak tiim yiizeyinin
kaplanmas1 saglandi. Hiicrelerin ekilecegi agar yiizeyinin piiriizsiiz olmasima 6zellikle
dikkat edildi. Erken donma sebebi ile piiriizli kuyucuklara hiicre ekilmedi.
Kuyucuklardaki agar-medyum karigimi yeteri kadar sertlesmesi icin +4°C ' de 10 dakika
bekletildi. Kuyucuklardaki agar-medyum karistminin donmasi takiben iizerlerine 5
ml  RPMI-1640 medyumu eklendi ve inkiibatére kaldirildi iki boyutlu hiicre
kiiltiirlerinde flasklarda iiretilen hiicreler tripsinize edilerek toplandi, sayildi ve 6
kuyucuklu kiiltiir kaplarindaki her bir agar-medyum karigimi bulunan kuyucuga %100

canli 1x10° insan ishikawa endometriyum epiteli hiicreleri ekildi.
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Iki boyutlu hiicre kiiltiirii deneylerinde kullanilan gruplar esas alinarak her
deney grubu icin 3 kuyucuga ekim yapildi. Hiicreler, 37 °C de %5’lik CO2 hava

karisiminda, %95 nemli ortamda sferoid olusturmalar1 icin 5-7 giin kiiltiire edildi.

Bu siirenin sonunda 100-150 civarinda olusan ve boyutlar1 150-300 mikron

arasinda degisen sferoidlere taze hazirlanmis ilaglar 100 pl'lik hacimlerde verildi.

Sferoidlerin ilaclarla 24 saat siireli etkilesiminin son saatinde, sferoidlere 20 uM
olacak sekilde 100 pl BrdU verildi ve 60 dakika 37°C de inkiibe edildi. Bu asamadan

sonra sirayla su protokol incelendi;

- Bu siirenin sonunda sferoidler 1000 devirde 3 dakika santrifiij edilerek

toplandi,
- % 10 luk formaldehit ile tespit edildi,

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

giin bekletildi.
- Sferoid toplulugu ependorflardan ¢ikarildi ve igne ile tutturuldu,

- Tiim sferoid gruplar: yiikselen alkol serilerinden gecirilerek (%70, %90,%96,
%100, %100, toluol) dehidrate edilip, parafine gomiildii,

- 10 um kalinliginda kesitler alind1 ve 1 gece 65 °C de etiivde bekletildi,

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

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

- 3 kez distile suda yikandiktan sonra, %1'lik tripsinde 37°C'de bekletildi,

- Distile suda 5dk 37°C'de bekletildikten sonra, 4 N HCl ile 37 °C de 30 dakika
bekletildi,

- PBS ile 5' er dakika 2 kez bekletildikten sonra, Non spesifik blok soliisyonu ile
20 dakika bekletildi,
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- Primer antikor ile 1 gece +4 °C de bekletildsi,

- PBS ile S'er dakika 2 kez yikand,

- Sekonder antikor ile 30 dakika oda sicakliginda bekletildi,

- PBS ile S'er dakika 2 kez yikand,

- Streptavidin Peroksidaz ile oda sicakliginda 30 dakika bekletildi,

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

- Mayer hematoksilen ile 7 dakika bekletildsi,

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

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

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

saptandi.

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

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

1995, Martin ve ark. 1995).

Deneylerde % 100 canli tek hiicre siispansiyonundan 5x10° ishikawa insan
endometrium hiicresi biitiin zaman araliklar1 (24, 48 ve 72 saatler) i¢in 5’er ml RPMI-
1640 medyumu iceren 3’er kuyucuga ekildi ve inkiibatdr ortaminda tutuldu.
Proliferasyon deneylerindeki her bir grup, ila¢ konsantrasyonu ve zaman aralig: (24, 48
ve 72 saat) ayni kalarak deneyler gerceklestirildi. Bu inkiibasyon siirelerinin sonunda
hiicreler toplanip, PBS ile iki defa yikandi ve apoptoz kitinde bulunan baglama tamponu
(0.01 M HEPES, 0.14 mM NaCl, 2.5 mM CaCl,) eklenerek siispansiyon haline
getirildi. Baglama soliisyonu i¢indeki hiicre siispansiyonuna (100 pl baglama soliisyonu
icinde 1x10° hiicre) 5 pl FITC-etiketli Anneksin V ve vital boya olan propidyum iodid
(PI) eklenerek oda 1sisinda karanlikta 15 dakika bekletildi. Sonra Anneksin-V-FITC ve
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PI ile verdigi floresans akim sitometre cihazi ile Olgiildii. Sonuglar CellQuest ve
WinMDI analiz programlar: ile degerlendirildi ve kontrol grubuna gore ilaglarm 06li,

canli ve apoptotik hiicre oranlar1 iizerine etkileri saptandi.

3.5. Istatiksel Yontem

[laclarin Ishikawa Endometrium epiteli hiicreleri iizerine etkilerinin istatistiksel
olarak degerlendirilmesinde SPSS 17 adli istatistik yazilim programu kullanildi. Tiim
deneyler icin bagimsiz Student-z-test uygulamasi yapildi. Yapilan Student-t-test
sonucunda p degeri 0.05’ten kiiciik olan degerler i¢in fark istatistiksel olarak anlaml1

kabul edildi.



4. BULGULAR

4.1. Tutunma (Plating) Verileri
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Tablo 4-1: ishikawa Endometrium Epiteli Hiicre Kiiltiirlerinde Ilaclarin Hiicre Sayisi
Uzerine Etkileri.

24 SAAT 48 SAAT 72 SAAT
Kontrol 88x10* £ 0 97 x10* + 1 x10* 122x10%*+ 1 x10*
CAR 39 x10* £ 1 x10* 46 x10* £ 0 17 x10* £ 1 x10*
LiCl 32 x10* £ 1 x10* 30 x10* £ 1 x10* 14 x10* £ 0
CAR+LiCl 27 x10* + 1 x10* 18 x10* £ 0 7+0
140 -
120
Iy
2 100
(=]
™
= 80 - B Kontrol
:a; 60 ® CAR
2 40 < Licl
z b
- )
20 - " CA.R—I-LI':'
0 |

24

48

Zaman (Saat)

Sekil 4-1: Zamana Bagh Hiicre Cogalma Verileri.
2Kontrol Grubuna Gire, ” CAR Grubuna Gére, °LiCl Grubuna Gére
% p<0.01, ¥* p<0.05, %% p>0.05

72

1-) Endometrium epiteli Ishikawa tiimor hiicreleri 24, 48 ve 72. saatlerde inkiibe

edildi. Bu zaman dilimi boyunca kontrol grubunu olusturan hiicre sayisi, beklenildigi

izere saglikli ve katlanarak cogalma gosterdigi Sekil 4-1’de gosterilmistir.

2-) Karboplatin (CAR) grubu incelendiginde; hiicrelerin sayisinda 24. ve 72.

saatler arasindaki zaman dilimleri boyunca kontrol grubuna oranla anlamh diizeyde
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azalmanin oldugu saptandi.Bu azalmanin; 24. saatte (p<0.01), 48. saatte (p<0.01), 72.

saatte (p<0.01) istatiksel anlamli oldugu saptand:.

3-) Lityum kloriir (LiCl) grubu incelendiginde; hiicrelerin sayisinda 24. ve 72.
saatler arasindaki zaman dilimleri boyunca kontrol grubuna oranla anlaml diizeyde
azalmanin oldugu saptandi. Bu azalmanin; 24. saatte (p<0.01), 48. saatte (p<0.01), 72.
saatte (p<0.01) istatiksel anlamli oldugu saptand:.

4-)Kombinasyon grubu (CAR+LIiCl) incelendiginde; hiicre sayisinda, 24, 48 ve
72. Saatlerde kontrol grubuna, CAR grubuna ve LiCl grubuna oranla anlamli bir

azalmanin oldugu saptandi.

Kontrol grubuna gore; 24. saatte (p<0.01), 48. saatte (p<0.01), 72. saatte
(p<0.01) istatiksel anlaml1 oldugu saptandi.

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

istatiksel anlamli oldugu saptandi.

LiCl grubuna gore; 24. saatte (p<0.01), 48. saatte (p<0.01), 72. saatte (p<0.01)

istatiksel anlamli oldugu saptandi.

4.2. Tek Tabakah Hiicre Kiiltiirlerinde BrdU isaretlenme Indeksi Degerleri
(BrdU-LI)

Tablo 4-2: Ishikawa Endometrial Epiteli Hiicre Kiiltiirlerinde Ilaclarin Sentez
Fazindaki Hiicreler Uzerine Etkileri

24 SAAT 72 SAAT
Kontrol 65+1 51+1
CAR 311 13+1
LiCl 36 +1 17+1
CAR + LiCl 27+1 3£0

Tabloda rakamlar BrdU pozitif olarak diizenlenmistir.
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LU

u Kontrad
u AR
m LiCl

BrOLk Li Poz it Hdc ne @ rani (%)

B CAR+LICI

Zaman [Sast)

Sekil 4-2: Ishikawa Endometrium Epiteli Tek Tabakal Hiicre Kiiltiirlerinde BrdU Poritif isaretlenme
Degerleri

2Kontrol Grubuna Gére, " CAR Grubuna Gére, °LiCl Grubuna Gore
# p<0.01, #* p<0.05, % p>0.05

1-) Tek tabakali Ishikawa Endometrium Epiteli hiicre kiiltiirlerindeki Kontrol
grubundaki hiicreler incelendiginde; 24. saatte % 65, 72. saatte % 53 oraninda BrdU

pozitif isaretlenme goriildii.

2-) CAR grubundaki BrdU pozitif isaretlenme orani 24. saatte % 31, 72. saatte
ise %13 oraninda izlendi. Her iki zaman dilimide kontrol grubu ile karsilastirildiginda
karboplatinin istatiksel olarak anlamli (24. saat p<0,01; 72. saat p< 0,01) sentez fazi

inhibisyonu yarattig1 saptandi.

3-) LiCl grubundaki BrdU pozitif isaretlenme orani 24. saatte %36, 72. saatte %
17 oraninda goriildii. Her iki zaman dilimide kontrol grubuna oranla incelendiginde
Lityum kloriir’iin hiicreler iizerinde anlamlh (24. saat p<0,01; 72. saat p< 0,01) bir

sentez fazi inhibisyonu yarattig1 goriildii.

4-) Kombinasyon (CAR + LiCl) grubu incelendiginde 24. saatte % 27, 72. saatte

% 3 oraninda isaretlenme saptandi. Her iki zaman dilimide incelendiginde;
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Kontrol grubuna oranla kombinasyon grubunun hiicreler iizerinde anlaml (24.

saat p<0,01; 72. saat p< 0,01) bir sentez faz1 inhibisyonu yarattig1 gézlemlendi.

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

saptandi.

LiCl grubuna oranla kombinasyon grubunun hiicrelerin sentez fazindaki
inhibisyon oranini anlamh (24. saat p<0,01; 72. saat p< 0,01) bir sekilde arttirdigi
saptand1 (Sekil 4-2).

4.3. Uc Boyutlu (Sferoid) Hiicre Kiiltiirlerinde BrdU isaretlenme indeksi Degerleri
(BrdU-LI)

Tablo 4-3: ishilgawa Endometrial Epiteli 3 Boyutlu (Sferoid Model) Hiicre
Kiiltiirlerinde Ilaclarin Sentez Fazindaki Hiicreler Uzerine Etkileri.

24. SAAT
Kontrol 59,66 £ 1
CAR 351
LiCl 351
CAR + LiCl 29 +0,58

Tabloda Rakamlar BrdU Pozitif Olarak Diizenlenmistir.
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o*

b*

BrDU-LI Pozitil Thicre Orani(%)

Kantral CAR LiCl CAR+LiC1
Gruplar

Sekil 4-3: Ishikawa Endometrium Epiteli 3 Boyutlu (Sferoid Model) Hiicre Kiiltiirlerinde BrdU Pozitif
isaretlenme Degerleri.

2Kontrol Grubuna Gire, ” CAR Grubuna Gére, °LiCl Grubuna Gére

* p<0.01, ** p<0.05, *** p>0.05

I-) 3 boyutlu (sferoid model) Ishikawa Endometrium Epiteli hiicre
kiiltiirlerindeki Kontrol grubundaki hiicreler incelendiginde; 24. saatte % 59,66 oraninda

BrdU pozitif isaretlenme goriildii.

2-) CAR grubundaki BrdU pozitif isaretlenme orami 24. saatte % 35 olarak
saptandi. Kontrol grubu ile Kkarsilastirildiginda sentez fazindaki hiicrelerin

inhibisyonunun anlamli (p< 0,01) bir sekilde arttig1 gozlemlendi.

3-) LiCl grubundaki BrdU pozitif isaretlenme orami 24. saatte %35 olarak
saptandi. Kontrol grubu ile Kkarsilastirildiginda sentez fazindaki hiicrelerin

inhibisyonunun anlamli (p< 0,01) bir sekilde arttig1 gozlemlendi.

4-) Kombinasyon grubu (CAR + LiCl) incelendiginde ise hiicrelerdeki
isaretlenme oraninin % 29 oldugu saptandi.Kontrol grubuna oranla kombinasyon
grubunun hiicreler iizerinde anlamli (24. saat p<0,01) bir sentez fazi inhibisyonu

yarattig1 gézlemlendi.

CAR grubuna oranla kombinasyon grubunun hiicrelerin sentez fazindaki

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

inhibisyon oranini anlamli (24. saat p<0,01) bir sekilde arttirdig1 saptandi (Sekil 4-3).

4.4. Akim Sitometrik Anneksin-V-FITC/PI Boyamas: ile Ilaclarm Programh
Hiicre Oliimii Uzerine Etkileri

Tablo 4-4: ilaclarin programh hiicre 6liimii iizerine etkileri.

24 SAAT 72 SAAT
Kontrol 1+£0 3x1
CAR 7+0 32+1
LiCl 11+1 260
CAR + LiCl 5+0 251

(Tablodaki rakamlar % olarak verilmistir.)

Apoptet |k hiere indeks| (%)

Zaman [5aat)

N Kontrol
HCAR

m LiCl

m CAR+LICI

T2

Sekil 4-4: ilaclarin Programh Hiicre Oliimii Uzerine Etkileri.
2Kontrol Grubuna Gére, " CAR Grubuna Gére, °LiCl Grubuna Gore
* p<0.01, ** p<0.05, *** p>0.05




Kontrol 24 saat

i

o

1

1
= kT 10
CAR 24 saat
4 7
B}
5
Bn (T3 10
LiCl 24 saat
oo - 5
B
E [
5
ird o w
Car+LiCl 24 saat
T3 2
B
3
E1: I-d w

i

Kontrol 72 saat

34

L

CAR 72 saat

10 20

LiCl 72 saat

Car+LiCl 72 saat

1"

Sekil 4-5: ila(;larln Programl Hiicre Oliimii Uzerine Etkileri (Panel)
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1-) Kontrol grubunda 24. saatte apoptoza giden hiicre oran1 % 1 iken bu oran 72.

saatte % 3 olarak gozlemlendi.

2-) CAR grubu incelendiginde; 24. saatte % 7 olan apoptoz orani 72. saatte % 32
olarak izlendi. Kontrol grubu ile karsilastirildiginda her iki zaman dilimindede anlaml
bir sekilde (24. saatte p<0,01; 72. saatte p<0,01) apoptoza giden hiicre sayisini arttig1

saptandi.

3-) LiCl grubunda 24. saatte % 11 olan apoptoz oranit 72. saatte % 26 ye
cikmistir. Kontrol grubu ile karsilastirildiginda her iki zaman dilimindede apoptoz

oraninda anlamli (24. saatte p<0,01; 72. saatte p<0,01) bir artis saptandi.

4-) Kombinasyon (CAR + LiCl) grubunda ise 24. Saatte % 5 olan apoptoz orani
72. Saatte % 25’ ya ¢iktig1 goriildii. Kombinasyon grubu;

Kontrol grubu ile karsilastirildiginda her iki zaman dilimindede apoptoz

oraninda anlamli (24. saatte p<0,01; 72. saatte p<0,01) bir artis oldugu izlendi.

CAR grubu ile karsilastirildiginda her iki zaman diliminde de apoptoz oraninda

anlamli (24. saatte p<0,05; 72. saatte p<0,01) bir artig oldugu izlendi.

LiCl grubu ile karsilastirildiginda ise 24 saat sonunda apoptoz oraninda anlamli
bir artisin oldugu(24. saatte p<0,01), 72. Saatte ise kombinasyon grubuna gore
istatistiksel olarak anlamsiz oldugu goriildii(72. saatte p>0,05; p=0,13) (Sekil 4-4, Sekil
4-5).
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4.5. flaclarm Gecirimli  Elektron Mikroskobu ile Hiicre Ince Yapisi
(Ultrastriiktiirii) Uzerine EtKkileri

Sekil 4-6: Kontrol Grubu Elektron Mikroskobu Fotografi.

(X 12000)

%100 canli 1x10° ishikawa hiicrelerinden olusturulan sferoidlerden ¢ekilen
Kontrol grubu fotografinda; hiicre membran ve niikleus membran( — ) yapisinin intakt
oldugu, dezmozomlarin (d) diizgiin yapida bulundugu ve Okromatik niikleusun (n)

bulundugu, mikrovillus (m) yapilarmin diizgiin oldugu gézlemlendi.
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Sekil 4-7: Kontol Grubu Elektron Mikroskobu Fotografi.

(X12000)

%100 canli 1x10® ishikawa hiicrelerinden olusturulan sferoidlerden gekilen
Kontrol grubu fotografinda; hiicreler arasi baglantilarin diizgiin, hiicre membran1 ve
niikkleus membran yapisinin intakt oldugu( — ), mikrovillus (m) yapismin diizgiin

oldugu ve dezmozomlarin (d) diizgiin yapida bulundugu gézlemlendi.
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Sekil 4-8: Karboplatin Grubu Elektron Mikroskobu Fotografi.

(X6000)

%100 canli 1x10° ishikawa hiicrelerinden olusturulan sferoidlerden ¢ekilen
CAR grubu fotografinda; sferoid biitiinliigiiniin bozuldugu, mikrovillus kaybinin
oldugu( — ) ve otofajik vakuol (ov) yapisinin olustugu, hiicreler arasi bosluklar ( < )

ve vakollerin( v ) olustugu gozlemlendi.(X6000)
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Sekil 4-9: Lityum Kloriir Grubu Elektron Mikroskobu Fotografi.

(X5000)

%100 canli 1x10° ishikawa hiicrelerinden olusturulan sferoidlerden ¢ekilen
LiCl grubu fotografinda; hiicre ve nukleus (n) membranmin intakt(—) oldugu ancak
mikrovillus kaybinin oldugu (<) ve otofajik vokuol (ov) benzeri yapilarin olustugu

gozlemlendi. (X5000)
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Sekil 4-10: Lityum Kloriir Grubu Elektron Mikroskobu Fotografi.

(x7500)

%100 canli 1x10° ishikawa hiicrelerinden olusturulan sferoidlerden ¢ekilen
LiCl grubu fotografinda; apoptotik cisimlerin(A c¢) olustugu, stoplazmik yikimin
gerceklestigi ve otofajik vokuol (ov) benzeri yapilarin olustugu izlendi. (X7500)
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Sekil 4-11: Kombinasyon (Car+ LiCl) Grubu Elektron Mikroskobu Fotografi.
(X5000)

%100 canli 1x10° ishikawa hiicrelerinden olusturulan sferoidlerden cekilen
kombinasyon (CAR + LiCl) grubu fotografinda; sferoid biitiinliigiiniin bozuldugu, hiicre
icinde litik degisikliklerin oldugu(L 1), hiicreler aras1 alanda apoptotik cisimlerin (A c)

olustugu, otofajik vokuol(ov) benzeri yapilarin ve vakuol yapilarinin olustugu izlendi.
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Sekil 4-12: Kombinasyon (Car+ LiCl) Grubu Elektron Mikroskobu Fotografi.

(X5000)
%100 canli 1x10° ishikawa hiicrelerinden olusturulan sferoidlerden ¢ekilen
kombinasyon (CAR + LiCl) grubu fotografinda; apoptotik cisimlerin(A c) olustugu ve

otofajik vokuol (ov) benzeri yapilarin olustugu gozlemlendi.
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Sekil 4-13: 2 Boyutlu Ishikawa Endometrium Epiteli Hiicre Kiiltiirlerinde 24 Saat Kontrol Grubu

BrdU immiinohistokimyasi.

(X160)

Sekil 4-14: 2 Boyutlu Ishikawa Endometrium Epiteli Hiicre Kiiltiirlerinde 24 Saat Karboplatin
Grubu BrdU immiinohistokimyasi.

(X160)
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Sekil 4-15: 2 Boyutlu Ishikawa Endometrium Epiteli Hiicre Kiiltiirlerinde 24 Saat Lityum Kloriir
Grubu BrdU immiinohistokimyasi.

(X320)

Sekil 4-16: 2 Boyutlu Ishikawa Endometrium Epiteli Hiicre Kiiltiirlerinde 24 Saat Kombinasyon
Grubu BrdU immiinohistokimyasl.

(X160)
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Sekil 4-17: 2 Boyutlu Ishikawa Endometrium Epiteli Hiicre Kiiltiirlerinde 72 Saat Kontrol Grubu

BrdU immiinohistokimyasi.

(X180)

£

Sekil 4-18: 2 Boyutlu Ishikawa Endometrium Epiteli Hiicre Kiiltiirlerinde 72 Saat Karboplatin
Grubu BrdU immiinohistokimyasl.

(X220)
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b
e
Sekil 4-19: 2 Boyutlu Ishikawa Endometrium Epiteli Hiicre Kiiltiirlerinde 72 Saat Lityum Kloriir

Grubu BrdU immiinohistokimyasi.

(x180)

d

Sekil 4-20: 2 Boyutlu Ishikawa Endometrium Epiteli Hiicre Kiiltiirlerinde 72 Saat Kombinasyon
Grubu BrdU immiinohistokimyasi.

(X440)
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S. TARTISMA

Endometrium kanserleri kadin genital kanserleri arasinda goriilme sikligi
bakimindan ilk sirada yer alan 6ldiiriicti kanser tiirlerinden biridir(1, 2). Endometrium
kanseri hiicrelerinde meydana gelen B-catenin genindeki mutasyon sonucu infertiliteye
yol acabilen bir kanser cesididir ve Endometrioid adenokarsinoma uterus serviks

endometriozisinden kdken alan bir kanser tiiriidiir(3, 21).

Ishikawa hiicreleri insan uterus endometrium epitelinden koken alan
adenokarsinoma hiicre soyu olup Ostrojene duyarhdirlar(4). Endometrium epitelinin
Ostrojen ve diger kemoterapotik ajanlara karsi yanitlarinin calisilabilecegi ideal bir

hiicre soyudur(4, 19).

Endometrium epitelinin Ostrojen ve diger kemoterapotik ajanlara karsi

yanitlarmin calisilabilecegi ideal bir hiicre soyudur(4, 19).

Karboplatin, endometrial karsinomlarini da icine alan c¢esitli tiimorlerin
tedavisinde kullanilan ikinci nesil alkilleyici bir antineoplastik ajandir(5, 6, 7). Hiicre
diizeyinde sitotoksik etkileri baslica DNA hasar1 meydana getirmesidir(8). Karboplatin
niikleotidlerin onarimini i¢ine alan direng mekanizmasina yakalanmadan DNA ve RNA
polimeraz1 engelleyerek antineoplatik aktivasyonunu gosterir(12). Karboplatin DNA
nilkkleozom yapisinin yeniden diizenlenmesine yol acarak hiicre bdliinmesini,

biiylimesini ve ¢ogalmasini engelledigi gosterilmistir(8,56).

Platinyum tiirevlerinin endometrial tiimor hiicrelerine karsi gdstermis olduklari
sitotoksik etkilerin tayininde hiicre canlilik oranlarinin da icinde bulundugi cesitli

metodlar kullanilmaktadir(8,56).

Lityum kloriir, bipolar efektif bozuklugu olan hastalarin tedavisinde
duygudurum diizenleyici olarak kullanilan ilagtir. Tedavi amaghh son 50 yildir
kullanilmasma  karsin  hiicre  diizeyindeki  terapotik  etkileri tam  olarak
aydmnlatilamamistir(51). Lityum kloriir’iin tedavi edici diizeylerinde, glikojen sentez
kinaz-3p (GSK-3p) etkinligini baskiladig1 gosterilmistir(48, 49, 50). GSK-3p hiicrede
cateinin adli proteinin fosfatlanmasi1 ve degredasyonu sonucu transkripsiyonel olarak
gorev yapamaz hale gelir ve sonu¢ olarak hiicrenin boliinememesine ve apoptoza

gitmesine neden olur(9, 46).
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Lityum kloriir’iin glioma hiicre sferodilerinde hiicre gociini GSK-3f
inhibisyonu iizerinden gerceklestirdigi, Lityum kloriir’iin etki yolaginda bulunan bir
molekiil olan inositol monofosfataz enziminin engellenmesi ise sferoid hiicre biiylimesi

ve hiicre hareketlerinde etkili olmadig: bildirilmistir(11)

Hiicre Kkiiltiirii caligmalar1 hiicrelerin antineoplastik ajanlara karsi etkinlik
oranlarmin saptanmasinda etkin ve yaygmn olarak kullamlmaktadir(53). iki ve iic
boyutlu hiicre kiiltiiri modellerinden elde edilen sonuglar in-vivo korelasyon

bakimindan ¢esitlilik gostermektedir(52, 54)

Antineoplastik ajanlarin in-vitro etkinlk diizeyinin saptanmasinda cok farkli
hiicre kiiltiirli parametre ve yontemleri kullanilmaktadir. Bu parametrelerin basinda
hiicrelerin farkli doz ve zaman araliginda ilaglarla etkilendirilerek doz ve zaman
etkilesim grafiklerinin saptanmasi ve bunun sonucu olarak varsa bir engellemenin doza

mi, zamana mi yoksa hiicreye mi 6zgiin oldugu belirlenebilmektedir.

Bizim c¢alismamizda ishikawa Endometrium hiicre kiiltiirlerinde, hiicrelere
degisen doz ve zaman araliklarinda Karboplatin, Lityum kloriir ayr1 ayr1 ve birlikte
uygulandiginda hiicrelerin doza ve zamana bagl olarak hiicre sayilarinda azalma
olmustur (Tablo 4-1). Bu azalma literatiir bilgisiyle uyumlu (11, 14, 15, 55)
gozitkmektedir ve istatiksel olarak anlamlidir(p<0,01).

Kontrol grubu ishikawa hiicreleri zamana baglh olarak diizgiin ivmeli bir artis
gostermesine karsm, hem Karboplatin hemde Lityum kloriir grubu hiicreleri anlamlh
diistisler gostermistir( Tablo 4-1, Sekil 4-1). Buna karsin kombinasyon grubu hiicreleri
sadece Karboplatin ve Lityum kloriir grubu ile karsilastirildiginda hiicre sayisinda
goriilen disiislerin istatiksel olarak anlamli oldugu saptandi (p<0,01). Bu anlamliligin

analizler sonucu sinerjistik bir sitotoksitesi oldugu gosterildi.

BrdU isaretleme indeksleri agisindan degerlendirildiginde 24 ve 72. Saatlerde
kontrol grubunda isaretlenme indeksi degerleri %53 ve %65 arasinda seyrederken, bu
degerler Karboplatin grubunda zamana bagh olarak azalmis ve 72. Saatte %13
seviyesine gerilemistir. Benzer sekilde Lityum kloriir grubu hiicreleri de zamana bagl
olarak isaretlenme indeksinde azalma meydana gelmistir(p<0,01) bu bulgu literatiirle
uyumludur(61). Bu bulgu genellikle literatiirlerle uyumlu olmakla birlikte(58, 59, 60) az
sayidaki farkl sdylemde bulunan ¢alismalar da bulunmaktadir(57). Kombinasyon grubu

hiicrelerinde ilerleyen saatlerde %3 gibi ¢ok diisiik bir BrdU isaretlenme indeksi
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saptanmustir. Biitiin gruplar ve kombinasyon grubu hiicrelerinin BrdU isaretlenme
indeks degerleri kontrol gruplarindan istatiksel olarak az bulunmustur ve bu diisiis

anlamli(p<0,01) ve literatiirle uyumludur(56).

Ilging olan kombinasyon grubu BrdU isaretlenme indeksi degeri 72. Saatte
belirgin bir sekilde hem Karboplatin hemde Lityum kloriir grubuna gore azalmistir. Bu
diisiis ile maddelerin, beraber kullamldiginda sentez fazi inhibisyonu agismndan

sinerjistik bir etki gosterdikleri soylenebilir ve bu sonug literatiirle uyumludur(14, 15).

[lag hiicre etkilesimi icin iki boyutlu hiicre kiiltiir sonuglarmin tam olarak in-
vivo korelasyon saglayamamasi sonucu yeni etkin ve giivenilir kiiltiir metodlar1
gelistirilmeye ¢alisilmistir. Multiseliiler sferoid hiicre kiiltiirleri tiimor mikro ¢evresini
ve dogasint en iyi sekilde yansitan bir method olarak ortaya ¢ikmis ve sonuclari

itibariyle yiiksek in-vivo korelasyon gostermektedir.

Calismamizda likit-overlay teknik kullanilarak olusturulan sferoidler kullanilmig
ve bu ilaglarin tek tek ve kombinasyon uygulamalar: sonucu sferoid BrdU isaretlenme
indeksleri iizerine etkileri tartisilmistir. Sonuglar degerlendirildiginde kontrol grubu
sferoidlerinde %60 seviyelerinde saptanan BrdU indeksi hem Karboplatin hemde

Lityum kloriir ve Kombinasyon grubunda azalmistir(Tablo 4-2, Sekil 4-3).

Sferoid dogas1 geregi sferod capi biiyiidiikce dis ve i¢ hiicresel farklilasma
slirecinin artt1g1 ve disaridan igeriye dogru proliferasyon, semi apoptotik veya apoptotik
ve en icte ise nekrotik bir zon gelistigi goriilmiistiir. Ilaglarm proliferasyon indeksini
azaltmis olmasi1 bu bilinen zonlarin daha belirgin hale geldigini gosterebilir. Ayrica
sferoid cap1 lizerinde inhibisyon meydana getirebilir. Bizim ¢aligmamizda saptanan
isaretlenme indekslerindeki diisiis beklenen bir inhibisyon mekanizmasinin yiiriidiigiinii

gostermektedir.

Hiicre proliferasyon ve canlilik oranlarmin ve ilaglarin etki diizeylerinin
saptanmasinda kullanilan giivenli metodlardan biri de Akim Sitometrik (Flow
Cytometry, FCM,) analizlerinin degerlendirilmesidir. Caligmamizda programli hiicre
Olim oranlar1 kontrol grubu hiicrelerinde 24 saatte %1, 72 saatte %3 iken (Tablo 4-4,
Sekil 4-5) Karboplatin grubunda 6zellikle 72. Saatte %32, Lityum kloriir grubunda %26
ve kombinasyon grubunda %25 (Tablo 4-4, Sekil 4-5) olarak saptanmistir. Bu sonuclara
bakildiginda hem Karboplatin hemde Lityum kloriir ayr1 ayr:1 hiicreleri zamana bagh

olarak programli hiicre 6liimiine yonlendirdikleri ancak kombinasyon grubunda ise ilave
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(additive) veya sinerjistik bir yonlendirme olmadigir goziikmektedir. Buradan her iki
ilacin etki yolaklarinin kismen farkli olmasi inkiibasyon sirasinda birbirleriyle yarismali
olarak tetiklemediklerini gostermektedir. Yapilan istatistiksel degerlendirmede Lityum
kloriir grubu hiicrelerinde kombinasyon grubuna oranla 24 saatte anlaml bir artig
(p<0,01) olurken 72 saate fark anlamli bulunmamistir (p>0,05). Karboplatin ve Lityum
kloriir grubu hiicreleri kontrol grubu hiicrelerine oranla programli hiicre 6liim oranlarini
anlamh (p<0,01) artmislardir. Bu sonuglar literatiirle uyumluluk gostermektedir (56,
60). Kombinasyon grubu ile karsilastirildiginda 24 ve 72 saatlerde saptanan fark anlamli
bulunmustur. Karboplatin grubu tek basina kombinasyon grubuna oranla daha fazla
programli hiicre dliimiine yonlendirmis olmas1 hangi molekiiler temelde yaptigina dair
yeterli bilgi bulunmamaktadir. Belkide Lityum kloriir’iin néro-protektif etkisi (62, 63)
dikkate alindiginda kombinasyon grubu hiicrelerinde goriilen azalmanin temeli anlasilir

hale gelmektedir.

Programli hiicre Oliimiiniin hiicresel diizeyde saptanmasinda en giivenilir
metodlardan biri elektron mikroskobik degerlendirmelerdir. Bizim ¢alismamizda
Kontrol grubu sferoidlerin elektron mikroskobik incelenmesinde; nukleus ve hiicre
membranlarmin intakt oldugu sferoid biitiinliigiinii saglayan ve ozellikle sferoidlerin
proliferasyon bolgesi hiicreleri arasinda bol miktarda bulunan dezmozomlarin
bulundugu goriilmektedir (Sekil 4-6). Ek olarak hiicrelerin sferoid disma dogru ve
hiicreler aras1 bos alanlara dogrudiizgiin miikrovillus yapilarinin uzandig: goriilmektedir
(Sekil 4-7). Karboplatin uygulanmis sferoidlerde; sferoid morfolojisi bozulmus,
hiicreler aras1 agikliklar belirginlesmis, hiicrelerde belirgin otofajik vakuol olusumu
gozlemlenmigtir (Sekil 4-8). Lityum kloriir uygulanmis sferoidlerde; sferoid periferinde
yer alan hiicrelerde belirgin mikrovillus kayb1 yaninda belirgin ve sayica artmis otofajik
vakuol olusumu gozlemlendi (Sekil 4-9). Ayrica bu grup sferoidlerde hiicreler arasi
alanlarda yerlesmis cok sayida apoptotik cisim olusumu goézlemlendi(Sekil 4-10).
Kombinasyon grubu sferoidlerde hiicrelerde otofajik vakuol olusumu yaninda
hiicreleraras1 alanlarda Lityum kloriir grubuna benzer sekilde apoptotik cisimlerin yer
aldig1 ayrica sferoid biitiinliigliniin bozulmasi yaninda hiicresel diizeyde litik

sitoplazmik degisikliklerin oldugu gozlemlendi(Sekil 4-11, Sekil 4-12).

Calismamizin bulgular1 biitiinliikk icerisinde degerlendirildiginde deneyin

kurgulanis1 bakiminda Karboplatin ve Lityum kloriir’iin terapotik amacli hem iki
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boyutlu kiiltiir modellerinde hem de sferoid modelde anlamli bir sitotiksisite gosterdigi,
iki ve {ii¢ boyutlu kiiltiirlerden elde edilen sonuclarin ¢aliygmamizda birbirlerini
destekledigi goriilmektedir. U¢ boyutlu sferoidlerde yapisal ve molekiiler isleyisin iki
boyutlu kiiltiirlere oranla fakli olmasina ragmen ve bu iki maddenin hiicresel etki
yolaklarmi farkl sinyal mekanizmalariyla gerceklestirdigi dikkate alindiginda sonuglar
itibart ile sinerjistik artmis inhibitor etkinin goriilmesi tiimoriin geriletilmesnde,
biiylimesinin azaltilmasinda veya tamamen durdurulmasinda etkin ve giivenilir yeni bir

model olusturabilecegi goriilmektedir.

Endometrial kanser tedavisinin planlanmasinda in-vitro kiiltiir modellerinde ve
ozellikle 3 boyutlu sferoid kiiltiirlerinden yararlanilabilir. Etki diizeylerinin ayrintili
olarak saptanmasi i¢cin molekiiler ve genetik diizeyde yeni arastirma yapilmasina ihtiyac

bulunmaktadir.
Sonuglar;

1) Karboplatin Ishikawa Endometrium hiicrelerinde zamana bagh olarak etkin bir

sitotoksik etkiye sahiptir.

2) Lityum kloriir Ishikawa hiicrelerinde antineoplastik olan Karboplatin kadar etkin
bir sitotoksisite gostermistir.

3) Her iki ilacin birlikte kullanimi hiicreler iizerinde ¢ok daha etkin sitotoksik etki

gostermektedir.

4) Her iki ilacin birlikte kullanimi ile degerlendirme yapilirken iki ve ii¢ boyutlu

kiiltiir verileri dikkate alinarak degerlendirilmelidir.

5) Endometrial kanserlerin iizerine ilave sitotoksisitenin degerlendirilmesinde
popiilasyon kinetik verilerinin énemli bir yer tutmasi yaninda kabul goriilen

morfolojik ve FCM verilerinden de yararlanilmalidir.
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