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OZET

DULOKSETININ ANTIKANSER AKTIVITELERININ SKOV-3 VE HUVEC

HUCRELERINDE ARASTIRILMASI

Ecz.Fatma KALAS

Farmasotik Toksikoloji Anabilim Dali

Anadolu Universitesi, Lisansiistii Egitim Enstitlist, Temmuz 2024

Danigsman: Prof. Dr. Ayse Tansu KOPARAL

Ovaryum kanseri pek ¢ok tlilkede kadinlarda en 6liimciil kanserler arasinda kabul
edilmektedir. Giincel kemoterapi yontemleri yetersiz kaldig1 icin yeni tedavi yontemleri
arastirilmakta ve yeni ilaglarin kesfedilmesi hayati onem tasimaktadir. Anjiyojenez,
onceden var olan damarlardan yeni kan damarlar1 bitylimesini kapsayan fizyolojik bir
stirectir. Aniyojenezin tiimor olusumu ve metastazdaki roliiniin kesfi yeni antianjiyogenik

tedaviler icin yol gdsterici olmustur.

Antidepresan olarak kullanilan Duloksetin, bir serotonin-norepinefrin geri alim
inhibitoriidiir ve kanser hastalarindaki depresyonun tedavisinde siklikla recete edilen bir
ilagtir. Bu tez caligmasinda duloksetinin SKOV-3 (ovaryum kanserli hiicre hatti) ve
HUVEC (insan gobek kordonu toplar damarindan elde edilmis endotel hiicreleri)
hiicreleri iizerindeki hiicre ¢ogalmasini engelleyici etkisi mitokondriyal aktivite testi olan
MTT ve ROS testleri ile, sitotoksik etkisi laktat dehidrojenaz (LDH) testi ile anjiyojenez
tizerine etkisi ise HUVEC hiicreleri kullanilarak yapilan tiip olusum deneyi ile
arastirilmistir. MTT, LDH ve ROS test sonuglarina gore duloksetinin SKOV-3 ve
HUVEC hiicrelerinde doza ve zamana bagli olarak etki gosterdigi ve HUVEC

hiicrelerinde tiip olusumunu bozdugu gézlenmistir.

Anahtar kelimeler: Kanser, SKOV-3, HUVEC, Duloksetin, Sitotoksisite



ABSTRACT

INVESTIGATION OF THE ANTI-CANCER ACTIVITIES OF DULOXETINE IN
SKOV-3 AND HUVEC CELLS

Phc. Fatma KALAS

Department of Pharmaceutical Toxicology

Anadolu University, Graduate School, July 2024

Supervisor: Prof. Dr. Ayse Tansu KOPARAL

Ovarian cancer is considered among the deadliest cancers in women in many
countries. Since current chemotherapy methods are insufficient, new treatment methods
are being investigated and the discovery of new drugs is vital. Angiogenesis is a
physiological process that involves the growth of new blood vessels from pre-existing
vessels. The discovery of the role of aniogenesis in tumorigenesis and metastasis has
provided dance for new antiangiogenic therapies.

Duloxetine, used as an antidepressant, is a serotonin-norepinephrine reuptake
inhibitor and is a frequently prescribed drug for the treatment of depression in cancer
patients. In this thesis study, the cell proliferation inhibitory effect of duloxetine on
SKOV-3 (ovarian cancer cell line) and HUVEC (endothelial cells obtained from human
umbilical cord vein) cells was evaluated by MTT and ROS tests, which are
mitochondrial activity tests, and its cytotoxic effect was evaluated by lactate
dehydrogenase (LDH) tests. ) test and its effect on angiogenesis was investigated by
tube formation experiment using HUVEC cells. According to MTT, LDH and ROS test
results, it was observed that duloxetine had a dose- and time-dependent effect on
SKOV-3 and HU-VEC cells and disrupted tube formation in HUVEC cells.

Key words: Cancer, SKOV-3, HUVEC, Duloxetine, Cytotoxicity
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1. GIRIS VE AMAC

Kanser, 20. yiizyilin en endise veren hastaliklarindan biri olup, 21. yiizyilda da
stirekliligi ve goriilme sikligi giderek artmaktadir. Durum o kadar korkutucudur Ki, her
dort kisiden biri yasami boyunca kanser riskiyle karsi karsiyadir. Bu durumun muhtemel
sebepleri olan degisen yasam tarzi, aligkanliklar ve artan yasam 0mri nedeniyle goriilme
siklig1 giderek artmaktadir [1].

Kanser tedavisinde kanserin gesidi, doku veya organda yerlestigi yer ve hastaligin
bulundugu safha gibi faktorler tedavi seceneklerinin belirlenmesinde ve strdirilmesinde
rehberlik etmektedir. En ¢ok tercih edilen kanser tedavi yontemleri cerrahi, kemoterapi
ve radyoterapiyken bu tedavilerden yanit alinamadigi durumlarda bu yontemlere ek
olarak hormon tedavisi, gen tedavisi, hedeflendirilmis tedavi ve immiinoterapi dahil

olmak Uzere gesitli hedefe yonelik tedaviler kullanilmaktadir [2].

Kemoterapi, biyolojik, kimyasal ve sentetik sitotoksik ajanlarin oral veya
intravendz olarak genellikle kombinasyonlar halinde uygulanma tedavisidir. Kanser
kemoterapisinin amact, kanser hiicrelerinin ¢ogalmasini, viicudu istila etmesini, metastaz

yapmasini ve hastay1 6ldiirmesini 6nlemektir [3].

Cok asamali ve karisik bir siire¢ olan metastaz, ilk olusmus olan timdr bélgesinden
bir kisim kanser hiicresinin ayrilarak viicudun farkli bdlgelerinde yeni tlimorler
olusturmasidir. Bu siireg, 6zel bir gen dizisi ve sinyal yolaklari tarafindan dizenlenir [4].
Metastaz kansere bagli 6limlerin ve hastaligin yayilmasinin birincil sebeplerindendir ve

kansere bagli 6liimlerin yaklasik %90'idan sorumludur [5].

Kemoterapinin genel olarak kanser tedavisinde etkili bir yontem oldugu
diistiniilmektedir; ancak bu ilaglar temelde hiicre boliinmesi asamalarina etki gosterdigi
ve bu etkileri ¢ogunlukla hiicre ¢esidine ve tipine 6zgi olmadigi i¢in vilcutta ¢ok hizl
hiicre boliinme yetenegine sahip epitel hiicreler, tireme hiicreleri ve kemik iligi hiicrelerini
gibi hicrelere etki gostererek ciddi yan etkilere sebep olurlar [6]. Kemoterapi tedavisinin
neden oldugu yan etkiler, tedavi igin kullanilan ilaglarin tiiriine, kanserin tiiriine, kanser
hlcresinin bulundugu yere ve ayrica bireyin kemoterapi tedavisine verdigi cevaba
baghdir [4]. Kemoterapinin en sik goriilen yan etkileri yorgunluk, bulanti ve kusma,
nétropeni, anemi, periferik noropatik agri, uyku bozukluklaridir ve bu yan etkiler

hastalarin yasam kalitesini 6nemli dlglide diisiirmektedir [7].



Kemoterapinin neden oldugu noéropatileri aragtiran bircok caligmada
antidepresanlarin analjezik etki gosterdikleri ve norotransmisyonu kolaylagtirma
yeteneklerine sahip olduklar1 i¢in kansere bagli noropatide kullanilabilecegi sonucu
cikarilmistir [8].

Literatiirde baz1 antidepresanlarin gok ¢esitli kanser hiicre dizilerine kars1 biiyiimeyi
engelleyici etkilere sahip oldugu kayitlara gecmistir ve antipsikotik etkilerine ek olarak
cok c¢esitli malignitelere karsi giiclii anti-kanser oOzelliklerine sahip olduklari
kanitlanmistir [9-12].

Duloksetin, depresyon ve anksiyete tedavisinde yaygin kullanilan ve iyi bilinen bir
serotonin-norepinefrin geri alim inhibitérudur. Duloksetin ayrica kanser hastalarinda
depresyon tedavisi icin de siklikla recete edilmektedir ve kemoterapinin neden oldugu

periferik noropatinin standart tedavi protokoli i¢inde kullanilan bir ilagtir [8,9].
Kanser diinya capinda onde gelen 6liim nedenlerinden biri oldugu igin ilag

sirketleri kanser karsit1 yeni ilaglarin gelistirilmesine milyarlarca dolar yatirim
yapmaktadir. Kanser tedavisine yonelik yeni ila¢ kesfi ve gelistirme siireci ortalama 13
yil siirmekte ve yaklasik 1,8 milyar dolarlik maliyete mal olmaktadir [13,14]. Yapilan bu
klinik arastirmalarda deneylere katilan etken maddelerin sadece %5'i FDA’dan onay
almaktadir. Bu nedenle yeni ila¢ kesfi yerine piyasada mevcut ruhsatli ilacin yeniden
farkli endikasyonlarla kullanilmas1 goriisii bilimsel g¢evreler tarafinda benimsenmeye
baslanmigtir. Tlacin yeniden farkli endikasyonlarda kullanilmasinin temel avantaji, yeni
terapotik bilesiklere gore bu ilaglar uzun yillardan beri piyasada oldugundan
farmakokinetigi, farmakodinamigi ve yan etkileri bilindigi i¢in giivenliginin oldukga
yuksek olmasidir [13,14].

Ilaglarm yeniden farkli endikasyonlarda kullabilecegi goriisiine katilan
arastirmacilar tarafindan duloksetinin bazi kanser hiicreleri Uizerindeki anti-kanser etkileri
arastirilmis ve olumlu sonuglar elde edilmistir [9-12]. Bu tez ¢alismasinda duloksetinin
SKOV-3 (ovaryum kanserli hiicre hatt1) ve HUVEC (insan gobek kordonu toplar
damarindan elde edilmis endotel hiicreleri) hiicreleri lizerindeki hiicre ¢ogalmasim
engelleyici etkisinin mitokondriyal aktivite testi olan MTT testi ve ROS testi ile,
sitotoksik etkisinin ise laktat dehidrojenaz testi (LDH) ile anjiyojeneze etkisinin ise

HUVEC hiicrelerine uygulanan tiip olusum deneyi ile degerlendirilmesi amaglanmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Kanser

Kanser, hiicrelerin genetik ve ¢evresel kosullarin etkisiyle kontrolsiiz bolinmesi ve
cogalmasi ile ortaya ¢ikan karmasik bir hastaliktir. Hucrelerin bolinmesi ve ¢ogalmasinin
kontrolu genlerin kontrolinde oldugundan, kanser; genlerle iliskili bir hastalik olarak
adlandirilir. Yeni DNA olusturma siirecinde genin degismesine sebep olan metilasyon,
asetillenme, fosforilasyon, ribozillenme gibi epigenetik degisimler sonucu olusan bir
hasar, DNA onarim sistemlerinden onkogenler, timdr baskilayici genler ve DNA tamir
genleri tarafindan genin fonksiyonlarini yeniden kazandirmaya caligsa da her zaman
geriye doniis saglanamaz. Bu durum genlerin hatali tretilmesi, hiicresel islevlerde
bozulma ve hiicrenin apoptotik veya nekrotik yolak ile yok edilmesine yol acar [4].

Tumdrlerin; nokta mutasyonlari ve gen amplifikasyonu, delesyon ve translokasyon
gibi molekiiler genetik veya genomik degisikliklerin bir sonucu olarak gelistigi ve
ilerledigi gorlisii benimsenmektedir. Bu degisikliklerin arastirilmasi ile onkogenler,
timor baskilayict genler ve DNA hasar1 onariminda yer alan genler dahil olmak tizere
kanserle iligkili yeni genlerin tanimlanmasina 11k tutmustur [2].

Tanimlanmig 100’den fazla kanser ¢esidi olmasina ve ¢ok rastlanan kanser tipleri
igin standart bir tedavi protokolii gelistirilmis olmasina ragmen kanser ayn1 zamanda
bireysel bir hastaliktir. Diinya tizerindeki insanlarin DNA’s1 hicbiri birbirine benzemedigi
icin hastalardan benzer tedaviler igin farkli cevaplar alinabilinir. Geleneksel ydntem
olarak kabul edilen kemoterapi, radyoterapi ve cerrahi tedavilere ek olarak teknolojinin
ilerlemesi ile birlikte asilar, biyolojik, hormonal, hedeflenmis ve gen terapiler gibi yeni
tedavi yontemleri gelistirilmektedir [3].

Kanserin meydana gelmesine tiitiin ve tiitiin {irinlerinin kullanimi, alkol, koti
beslenme aliskanliklari, obezite, meslek hastaliklari, cevresel Kirleticiler ve UV 1sinlarina
maruziyet sebep olabilir. Hepatit B, Hepatit C ve HPV gibi virisler kanser olusumundan
sorumlu viruslerdir. Kanserin gorilme sikligi yas, irk, cografi faktorler ve genetik

gecmise gore degismektedir [4].



Kanser tdrlerinin ¢ogu spontan olusup gelistigi bilinmekle beraber bazilarinin
ailesel genetik mirastan temel aldigi bilinmektedir. Bozulmus DNA zincirine sahip
kisilerin alt soya otozomal dominant veya otozomal resesif gen aktarimina bagli olarak
kansere yatkinlig1 artabilir. Ailesel kanserler her iki cinsiyette esit ve ayni kosullarda
yasayan yasitlarina gore daha erken yasta ortaya ¢ikabilir [5].

Genel olarak kanserin tespit edilebilmesi icin hiicre toplulugunun 1 cm biiyiikliige
ulagmasi, yani 1 milyon hiicreden olusan bir yap1 haline gelmesi gerekmektedir. Bu
noktada bu hiicrelere “kitle”, “timor”, “nodil”, “yumru” veya “lezyon” denilebilir. Bu
genel kanilarin istisnalari arasinda kan ve kemik iligi kanserleri (16semi ve lenfomalar)
yer almaktadir. Bu kanser tlrleri siklikla "kitle” olusturmayan ancak laboratuvar

testlerinde agikca ortaya cikan kanser turleridir [1].

2.1.1. Kanser hicrelerinin 6zellikleri

Kanser hiicreleri, olustuklar1 hiicrelerin yapisal ve fonksiyonel o6zelliklerini
korusalar da tiimor olusumu siirecinde saglikli hiicrelerin 6zelliklerine ek su 6zellikleri
de kazanirlar; Kanser hicreleri ise normal hiicrelerin sahip olmadigi birgok 6zellige
sahiptir [15].

. Kanser hticreleri blyiime sinyalleri reseptorlerine daha ¢ok afinitedir. Kontrolsiiz
sekilde hiicre gogalmasini saglayan kendi iletisim Sistemleri mevcuttur.

. Kanser hcreleri bitisikteki hiicreye temas etse bile hiicre bolinmesini
durdurmazgogalmaya ve buylmeye devam eder

. Normal hicreler her ¢esit besin kaynagini enerjiye dondiirebilirken kanser
hlcreleri sadece glikozu kullanarak enerji olusturabilirler. Dolagim sisteminden glikozu
yaklasik 100 kat fazla olarak ¢eker ve laktat Ureterek enerji Gretimini saglarlar (Warburg
etkisi).

. Hiicre devamliligin1 saglamak igin gerekli besin ve oksijeni elde etmek Uzere
cevrelerindeki stromay1 etkileyerek kendine ait yeni damar sistemleri olusturabilirler
(neo-vaskularizasyon)

. Telomerlerini sabitleyerek veya telomeraz isleyisini koruyarak sonsuz kere

cogalabilirler



. Dolasim sistemine girerek uzaktaki doku ve organlara tasmabilir ve yeni bir
yerleserek bu alanda biiyliylip cogalarak kanserlesmeyi baslatabilirler (metastaz)
. Apoptoz siirecine giremeyerek 6liimsiiz hiicre haline doniisebilirler.

. Genetik ve epigenetik olarak duragan degildirlerdir [4,15,21].
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Sekil 2.1 Kanser Hiicresinin Fizyolojik Ozellikleri [16]

Kanser hucrelerinin koken aldiklart dokulardan farkli doku ve organlara gog
etmelerine metastaz denir. Metastaz pek ¢ok biyokimyasal ve molekiiler faktor tarafindan
yonetilen ¢ok asamali bir siiregtir. Bu siireg, soyle islemektedir; Hicreler koken aldigi
dokudan ayrilarak kan veya lenf dolagimma gecerler (intravazasyon) ve daha sonra
dolasim sisteminden ikincil baska bir dokuya gecerek (ekstravazasyon) bu dokuda
¢ogalarak yerlesmeye ¢aligirlar [5]

Metastaz donglsinin onlenmesi kanser tedavisi icin ¢ok 6nemlidir. Kanser
hlcrelerinde metastaz, karmasik bir siiregtir ve kanser tedavilerinde sinirlayici bir faktor
olup kanser nedeniyle Sliimlerin %90’ indan metastaz sorumludur. Bu nedenle kanser
metastazinda altta yatan mekanizmalarin aydinlatilmasi kanser metastazinin 6nlenmesine
yonelik tedavi yontemlerinin gelistirilmesi klinik agidan énemlidir [5,17,18].

Ancak, dokudaki ilk konumunu terk eden hiicrelerin yalnizca ¢ok az bir kismi
hayatta kalir ve uzak bir bolgede bir tiimor olusturabilirler [5]. Metastaz yapma 6zelligine
sahip olan tumorlere malign yani kotu huylu tumorler demektedir. Metastaz
kabiliyetinden yoksun olan timdrlere ise benign ya da diger bir deyisle iyi huylu tumor

denmektedir. Kotii huylu hiicrelerin hayatta kalmalar1 igin 6zel bir mikro-ortama,



destekleyici bir damar sistemine ve ¢ok ¢esitli kemokinlere, sitokinlere ve blylme

faktorlerine ihtiyaglart vardir [5,17].
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Sekil 2.2: Kanser Hucresinin Metastaz Asamalar: [19]

Kanser hcrelerinin  ¢ogalip buyimesinin  6nine ge¢menin en Onemli
asamalarindan bir tanesi de hiicrelerin biylimesini ve ¢ogalmasini baskilamaktir. Biiyiime
faktorleri vicutta Gretilir ve hicresel metabolizmada 6nemli goérevlerde bulunurlar,
hlcredeki reseptorlere baglanarak hiicrenin biiyiimesini veya dlmesini saglarlar. Blyime
faktorlerinden en ¢ok bilimsel olarak bahsedilenler; Epidermal biyume faktori (EGF),
damar endoteli buyume faktoért (VEGF), fibroblast buyume faktori (FGF), trombosit
kokenli buyume faktori (PDGF) olarak siralanabilir. Bunlar haricinde birgok biyume
faktori mevcuttur onlarda farkli metabolizma yolaklarinda aktifler ve hicrenin
blylUmesinde 6nemli rollerde gorev alirlar [5,20,24].

Hiicre biiyiimesini baskilayici inhibitorler yaptiklar: engelleme tipine gore tirozin
kinaz inhibitérleri (TKI), mTOR inhibitorleri, proteazom inhibitdrleri, fosfoinositid-3 —
kinaz (PI3K), histon deasetilaz inhibitorleri olarak alt gruplara ayrilirlar [21].

Kanser hastalar: icinde 6zellikle ileri bir asamada teshis alanlar i¢in hayatta kalma
oranlar1 son derece diisiiktlir. Kanserin erken evresinde teshis alan hastalar, daha ileri
evredeki kanser hastalarina gore hizli iyi iyilesme ve yUksek sag kalim oranina sahiptirler
[4].

Tumorlerin birgcok degisik proteinin kana saliverilmesini indiikledigi bilinmektedir.
Bu proteinler, olusan ¢esitli degisiklikler sebebiyle yabanci molekiiller olarak goriiniirler
ve bagisiklik sisteminin aktiflesmesine neden olurlar [22]. Kanser riski yuksek bireylerin
serumlarinda otoantikorlarin varligi, kanser olusumunu énceden bildirebilir ve klinik tani
ve prognostik bilgiler icin 6nemli bilgiler verir [23].
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Sekil 2.3: Normal Hiicreler Ile Kanser Hiicelerinin Karsilastirilmas: [16]

2.1.2. Kanser tirleri

Tiimorler koken aldigi hiicre ve dokulara gore adlandirilir. Tamamen farklilagmis
olgun epitel dokusundan koken alan kanserler karsinom, eger tiimoriin kokeni salgi iireten
epitel hiicrelerinden kokenleniyorsa adenokarsinom olarak adlandirilir. Mezensimal
dokulardan koken alan kanser ise sarkoma olarak adlandirilir. Siniflandirma sistemi,
timoriin  biiyiikliglinti, bolgesel lenf diiglimlerinin tutulumunu ve uzak metastazi
degerlendirmesi temeline dayanmaktadir [1,2,5,20].

Tumorler ayni zamanda koken aldigi hiicreye benzerligine gore de
smiflandirilabilir. Kéken aldigi dokunun hiicrelerine morfolojik, fonksiyonel olarak
benzerlik veya farklilagsma derecesini belirler. Buna gore, iyi farklilasmaya sahip olma
koken aldigi hiicreye benzerligin fazla oldugunun gostergesidir. Kotii farklilasma ise
koken aldig1 dokuya benzerligin ¢ok az ya da hi¢ olmadiginin gostergesidir [1,2,5,20].

Viicutta kanserin ortaya ¢iktigi doku ve organ goéz oniine alinarak siiflandirilir.
100’e yakin kanser tlrt oldugu bilinmektedir. Bunlardan bazilari sunlardir: Akciger
kanseri, prostat kanseri, meme kanseri, over (yumurtalik) kanseri, bagirsak kanseri,
mesane kanseri, bobrek kanseri, mide kanseri, karaciger kanseri, rahim kanseri, pankreas
kanseri, nazofarenks (iist yutak) kanseri, beyin tiimorleri, cilt kanseri, rahim agzi1 kanseri,

g0z kanseri, testis kanseri ve 6zofagus kanseri bunlardan sadece birkagidir [23].



2.1.3. Kanser istatistikleri

Dinya da kanser tirlerinden 6lim oranlar1 1,8 milyon 6limle yani %18 oranla
akciger kanseridir. Bunu %9,4 oranla kolorektal, %8,3 oranla karaciger, %7,7 ile mide ve
%6,9 oranla meme kanserleri izlemektedir. Kansere bagli 6liim nedenleri yillar gegtikge
artmaktadir ve gerekli dnlemler alinmazsa her gecen yil ¢ogalarak daha da artacagi
tahmin edilmektedir [25,26].

Kanser, diinya genelinde milyonlarca insani1 etkileyen ve her yil milyonlarca yeni
vaka olugturan bir hastaliktir. Tiirkiye'de T.C. Halk Sagligi Midiirligiine bagl Kanser
Daire Bagkanlig1 tarafindan yayinlanan son kanser verileri gore, iilkenin niifusu artig
gostermekte ve bununla beraber yillik yeni tani alan kanser hasta sayisi da ayni oranda
artmaktadir. 2020 yilinda Tiirkiye'nin niifusu 84.339.067 olarak kaydedilmisken, yillik
yeni kanser vaka sayist 233.834 ve kansere bagli yasam kaybi sayis1 126.335 olarak
bildirilmigtir. Bu veriler, 2018 yilina kiyasla artis gostermektedir. Tiirkiye niifusu
81.916.866 iken, yeni vaka sayis1 210.537 ve kansere bagli yasam kaybi1 sayis1 116.710
olarak kaydedilmistir [27,28].

Diinya Saglik Orgiitii'ne ait bir kurulus olan Uluslararas1 Kanser Arastirma Ajansi
(IARC)’nin bir pargast olan ve cevrimigi olarak erisilebilen GLOBOCAN 2022 veri
tabanin kiiresel kanser yiikiine iliskin 2022 Tiirkiye verilerini su sekilde paylasmistir.
2022 yilinda Tiirkiye niifusu 85.561.976 iken, 2022 yill1 yeni kanser vaka sayist 240.013
ve kansere bagli yasam kayb1 sayis1 129.672 olarak bildirmistir [28].

Turkiye Kanser |statistikleri (2018-2022)

2 - 1\}

Sekil 2.4: 2018-2022 Yillari Arasinda Tiirkiye Kanser Istatistikleri [27]



2022 yilinda iilkemizde en ok teshisi konulan ilk 5 kanser tiirii, akciger kanseri,
meme kanseri, kolorektal (kalin bagirsak) kanser, prostat kanseri ve tiroid kanseridir. Bu
5 kanser tiirii, tiim kanserlerin %50'den fazlasini olusturur. Asagidaki sekil 2.5 2022 yili

yeni kanser vakalar1 oransal olarak ifade edilmistir [28].
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Sekil 2.5: Tiirkiye 2022 Kanser Istatistikleri [28]

Erkeklerde en ¢ok rastlanan ilk bes kanser ¢esidi akciger kanseri, prostat kanseri,
kolorektal kanser, mide kanseri ve mesane kanseridir. Kadinlarda ise en gok saptanan ilk
bes kanser tiirii meme kanseri, tiroid kanseri, kolorektal kanser, rahim kanseri ve akciger
kanseridir. Kanserden en ¢ok etkilenen organlar akcigerler, gogiisler, beyin, kolon,
rektum, karaciger, mide, deri ve prostattir. Erkeklerde ve kadinlarda en fazla 6liime neden
olan ise akciger ve kolon kanseridir [26,29,30].

Malignite (kotii huylu tiimor) histopatolojik tipine gore 50 ve 60 yas iistii yaslarda
daha yogun olmak iizere her yasta ortaya ¢ikabilir. Her hastada belirgin ve sadece kansere
0zgl olmayan bazi belirtiler mevcuttur. Bunlar, agri, yorgunluk, mide bulantisi, inatci
oksiiriik, nefes alma giigliikleri, kilo kayb1, kas agrisi, kanama, morarma vb. sekilde cogu

hastalikta gézlemlenecek belirtilerdir [30].



Kanseri tetikleyen cesitli risk faktorleri belirlenmistir. Bunlar sirasiyla yiiksek
vicut kitle indeksi, titlin ve tiitiin iiriinleri kullanimi, meyve ve sebzeden fakir beslenme,
alkol kullanimu, fiziksel aktivite eksikligi, HPV (Human Papilloma Virus) enfeksiyonu,
hepatit veya diger kanserojen enfeksiyonlara maruziyet, UV 1sinlarina maruziyeti, kentsel
hava kirliligi ve fosil yakit kullanimina bagl i¢ mekan dumani kansere neden olan risk

faktorleridir [29].

2.2. Yumurtalik (Over) Kanseri

Kadinlarda tireme organlarmi etkileyen bes farkli tip kanser tiirii vardir: bunlar
sirayla servikal, yumurtalik, uterin, vajinal ve vulvardir. Yumurtalik kanseri diinyada tiim
kanser ¢esitleri arasinda en sik goriilen on sekizinci kanser ¢esiti iken kadinlarda en sik
goriilen besinci kanser gesitidir. Jinekolojik kanserler icinde ise ikinci siradadir [26,].
Kadimlarda rastlanan kanserler tiirleri arasinda %4’liikk bir paya sahipken, jinekolojik
kanserler arasinda ise %27 paya sahiptir [26,31-33,46].

Turkiye de ise en sik goriilen yedinci kanser tiirii oldugu bilinmektedir. Diinya
genelinde ortalama her yil 239 000 kadina yumurtalik kanseri teshisi konulmaktadir
bununla birlikte 152 000 kisi ise bu sebepten hayatini kaybetmektedir [26,28].

Yumurtalik kanserinin, histolojik, biyolojik 6zellikler ve hiicresel koken agisindan
oldukc¢a heterojen ve karmasik bir neoplazm olarak erken evrede belirti vermeyen en
olimcil jinekolojik kanser tirlerinden biri oldugu raporlar edilmistir. Yumurtalik kanseri
hastalarimin biiyiik ¢cogunlugu ileri evrede hastalik tanisi alir [31,32].

Son 20-30 yilda onkoloji alaninda bir¢ok 6nemli gelismeye ragmen yumurtalik
kanserine bagli 6liimlerde ciddi bir azalma saglanamamistir Yumurtalik kanserinde erken
teshis zor oldugundan siklikla ileri evrede, tiimdr metastaz yaptiginda teshis edilir. Bu
kanser tarunun yiksek mortalitesi; ¢ogunlukla hastalarin %75’i kadarun periton
boslugunda yaygin metastatik hastalikla birlikte ileri evrede teshis almasi ile
aciklanmaktadir. %80 yanit oraniyla sonuglanabilen cerrahi ve adjuvan kemoterapi gibi
agresif On tedavi tedavilerine ragmen, cogu hastada ilerlemis yumurtalik kanseri
genellikle tedavi edilemez haldedir ve evre IlI-IV yumurtalik kanseri tanisi alan
kadinlarda, biiyiik 6l¢iide kemo-direng ve metastazla iliskili asit gelisimine bagl olarak
%25'in altinda 5 yillik genel sag kalim siiresi ile tiim jinekolojik kanserler arasinda

hastalik seyri en kotii olan kanser tiiriidiir [31-34].
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Bu nedenle yumurtalik kanseri tedavisinde daha etkili tedavi yaklagimlarinin
gelistirilmesini kolaylagtirmak i¢in kanser metastazi altinda yatan mekanizmalarin tam
olarak anlasilmas1 gerekmektedir. [31-34]

Yumurtalik kanseri risk faktorleri iizerine yapilan bir meta- analiz ¢alismasinda;
Beslenme, ila¢ kullanimi, gecirilmis veya sahip olunan hastaliklar ve genetik faktorler
olmak Uzere dort ayr1 sinifta ele almislardir. Bu meta-analizde, beslenme faktorii sinifinda
kahve, yumurta ve yag tiikketiminin yumurtalik kanseri riskini arttirdigi, ila¢ kullanimi
smifinda ise, Ostrojen ve Ostrojen- progesteron tedavileri gibi hormon tedavisi goéren
kisilerde yumurtalik kanseri riskinin arttig1 bildirmistir [32,35,37].

Cesitli hastalik oykiisiine sahip olan kisilere 6rnek olarak diyabet, endometriyoz,
PKOS gibi hastaliklar, ayrica genetik faktor olarak tiimor baskilayici olarak bilinen
BRCA1, BRCA2, CHEK2, MRE11A, RAD50, ATM ve TP53 genlerindeki kalici
mutasyonlara sahip kisilerin yumurtalik kanseri ile karsilasma oranlarinin daha yiiksek
olabilecegi gozlemlenmistir. Bu risklerin aksine ise ii¢ aylik emzirme siiresinin
yumurtalik kanseri riski igin koruyucu bir faktor olabilecegi bildirilmistir [31-36].

Yumurtalik timorlerinin biiyiik gogunlugu {i¢ yumurtalik hiicre alt tipinin birinden
geligir: bunlar epitelyal hicreler, seks kordonu-stromal hiicreler ve germ hicreleridir
Epitelyal hiicrelerden kaynaklanan tiimdrler, malign vakalarin yaklasik %90'in1 olusturur,
bunu %5-6's1 seks kord-stromal hiicrelerden ve %3'ten az1 da germ hiicrelerinden kaynak

alir [31-34].
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Sekil 2.6: Yumurtalik Kanseri Tiirleri ve Simiflandiriimast [38]
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Yumurtalik kanserinde evrelendirme ve metastaz tespiti igin bilgisayarli tomografi
(BT), cerrahi islem sonras1 elde edilen histolojik ve sitolojik bulgular ve serum timaor
biyo belirtecleri kullanilmaktadir [31-35].

Erken evre over kanseri olan kadinlar ¢ok az semptom yasarlar. Ileri evrelerde ise
karin agris1 karinda asit birikimi sonucu sigmesi, kusma, erken doyma ve sik veya acil
idrara ¢ikma gibi spesifik olmayan semptomlar gortlebilirken bu semptomlara ek sirt ve
karmn bolgesinde agri, plevral eflizyon, asir1 kilo kaybi ve bagirsak tikanikligi gibi
belirtiler eklenebilir [31,32].

flerlemis yumurtalik kanseri siklikla periton boslugu ve i¢ organlarin yiizeylerinde
bulunan coklu tumor nodulleri olarak kendini gosterir. Bu timdr nodulleri, hucre
biiylimesini ve hayatta kalmasin1 siirdiirmek i¢in hayati 6nem tasiyan besin ve oksijenin
dagitimim kolaylastiran iyi gelismis damar aglar sergiler. Ileri yumurtalik kanserinde
benzersiz periton mikro ortaminin énemi goz Oniine alindiginda, benzer bir klinik 6ncesi
in vivo modelin kullanilmasi yumurtalik kanseri arastirmalarinin ilerletilmesi igin ¢ok
onemlidir [32,41].

Yumurtalik kanseri i¢in baslangi¢ tedavisi, kitle kiiciiltme ameliyat1 veya hastaligin
evresine gore kemoterapotik ajanlar kullanilmasidir. Gegmiste yumurtalik kanserinde
kemoterapi tedavisi platin ¢esitlerinden sisplatin veya daha az toksik olan karboplatin ile
uygulanmaktaydi [31,32]. Gunumuizde ise paklitakselin yumurtalik kanserine kars1 etkili
oldugunun bulunmasinin ardindan karboplatin ile paklitaksel karigimim ¢ kir halinde

hastaya uygulanmasi1 yumurtalik kanserinin tedavisinde altin standart haline gelmistir

[39].

Yumurtalik kanserinin kemoterapiye yanit orani iyi olsa da biiyiik 6l¢iide birinci
basamak kemoterapétik ajanlara direng gelismektedir. Yiksek doz kemoterap6tik ajan
kullanimina bagli olarak komplikasyon olusabilir tedavi planinin kesilmesine neden
olabilir. Bu nedenle, yumurtalik kanserine kars1 yeni terapdtiklerin kesfine buytk ihtiyac
vardir. Son zamanlarda antianjiyojenik ajanlar ve poli (ADP riboz) polimeraz (PARP)
inhibitorleri gibi sitotoksik ajanlar yumurtalik kanseri tedavi semasina dahil edilmistir
[24,31,41].

Yumurtalik kanseri tedavisinde baska bir yaklasim ise mitokondriyal homeostaz,
ozellikle mitokondriyal fisyona odaklanir. Yogun bir sekilde gerceklesen mitokondriyal

fisyon, kanser hicresinin zarar gérmesinin ardindan da ATP tikenmesine neden olarak
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hicre proliferasyonunu daha da bozarak apoptoz yolaklarmi tetikler. Mitokondriyal
fisyon, ROS kaynakli oksidasyon yolagtyla hiicre 6luminii baslatir [43].

Mitokondriyal fisyon, kanser hiicrelerinin ¢ogalmasini, metastazinizi ve hayatta
kalmasini engellemek i¢in potansiyel bir hedef olarak kabul edilmistir. Bu bulgular
1s18inda, mitokondriyal fisyonu tetikleyen stratejilerin, kanser onleyici ilag tasariminda
6nemli olacagi sonucuna varilmistir [43-45].

Tumor biyobelirtecleri, yumurtalik kanseri teshisinin konulmasina ve hastalik
stirecinin yonetiminde énemli bir rol oynarlar. Karbonhidrat Antijeni 125 olarak da
bilinen CA-125, over kanseri hiicrelerinin yiizeyinde bulunan yiiksek molekiiler agirlikli
musinoz bir glikoproteindir [31,32].

CA125 duzeyleri evre | yumurtalik kanserinin %50’sinde, evre II’lerin %90’1inda
artmis olarak bulunmustur. Over kanseri hastalarinin serum 6rneklerinde yiiksekligi fark
edilmeye baslanir ve son kirk yildir over kanserinin taranmasi, saptanmasi ve
yonetilmesinde Onemli rol oynar. Bir diger biyobelirteg ise mezotelindir. Mezotel
hlcrelerinde bulunan hiicre proliferasyonu, progresyonu ve adhezyonu ile ilgili bir
proteindir. Over kanserli kadinlarin %40-67 sinin kan 6rneklerinde artmis mezotelin
seviyeleri goriilmektedir. Tan1 ve hedefe yonelik tedavi i¢cin 6Gnemlidir [32,39].

Diger bir tizerinde ¢asilmis biyobeliteg olan karsino embriyonik antijenin; ileri evre
epitelyal timorli hastalarin %30-65’inde arttig1 gozlemlenmistir. ileri evre over kanseri
olan hastalarin yaklasik %60’1inda artmis serum lipid-iliskili sialik asit diizeyleri vardir.
Human Kallikrein 2 ise over karsinomu igin diger bir potansiyel serolojik belirte¢ olarak
kabul edilir [39].

2.3. Anjiojenez

Anjiyojenez, viicuttaki kimyasal sinyaller tarafindan kontrol edilen, kan
damarlarinin i¢ duvarini kaplayan endotel hiicrelerinin gogii, bilylimesi ve farklilagmasi
yoluyla yeni kan damarlarinin olusumu olarak adlandirilir. Anjiyogenezi tetikleyen dort
ana sinyal yolagi mevcuttur. Bunlar sirasiyla vaskiiler endotelyal biiylime faktori
(VEGF), trombosit kaynakli biiylime faktorii (PDGF), epidermal biiyiime faktorii (EGF)
ve fibroblast biiylime faktorii (FGF) olarak sayilir. Mevcut bulunan damarlarin
tomurcuklanmasi ile yeni damar aginin olusumu seklinde de tarif edilen anjiyojenez,

“noevaskiilarizasyon” olarak da isimlendirilmektedir [24,40,43,50].
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Fizyolojik anjiyogenez; embriyogenezde, yara iyilesmesinde ve kadin iireme
sisteminde rahmin gebelige hazirlanmasi siirecinde goriiliir. Ayrica anjiyogenez
inflamatuar hastaliklarda, birtakim kanserlerde ve goz ile ilgili bazi1 hastaliklarda
patolojik olarak meydana gelir [24,41,44].

Tumor anjiyojenezi; timor hicresinin 100-200 um'nin {lizerinde biiytiyiip gelismesi
i¢cin ihtiyaci olan oksijeni ve besini saglamak i¢in yeni damarlarin olusturarak timor
hiicrelerin koken aldig1 bolgeden baska bolgeye g etmesi ve yeni tasindigi bu bolgede
blylytip gelismesi igin gerekli bir olaydir. Ciinkii, kan destegi olmayan kanser
kolonilerinde, timér 1-2 mm ¢ap1 gegemez, yeni damarlanma olusmaz ve metastaz
yapamaz. Anjiyogenezin kontrol edilmesi, kanser hicrelerinin proliferasyon, gé¢ ve
metastaz agamalarinin ilerlemesinin durdurulmasi potansiyel tedavi i¢in kritik bir adimdir

[24,41,44],

Normal Hicreler Tdmér Hicreleri o Ao
taratindan gorcekiostiniion fagositor

Sekil 2.7: Kanser Hiicresinin Anjiyojenez Ile Yeni Damar Olusturmasi [16]

1971 yilinda Folkman, tiimdr dokusunun biiytimesi, canliligini devam ettirmesi i¢in
gereken besin ve oksijeni saglanmasi ve tiimorden metabolit artiklarin uzaklastiriimasi
icin kan dolasimina ihtiya¢ duyuldugunu rapor etmistir. Ayrica kan dolasiminin
tiimdrlerin istilasina, metastazina ve kanserin siddetlenmesine yardimei oldugunu
belirtmistir. Bu goriise dayanilarak mevcut timér damar sistemini bozmak ve yeni kan
damarlarinin olusumunu engellemek i¢in anti-anjiyojenik ilaglar gelistirilmistir. Teorik
olarak, anti-anjiyojenik tedavinin tiimor olusumunu engelleyici net bir etkisi vardir, ancak
yapilan bir¢cok klinik oncesi ve klinik ¢aligmada anti-anjiyojenik ilaglarin kisa siireli
uygulamasinin terapotik bir etkiye sahip olabilecegi, fakat uzun siireli kullanimlarinin

tiimdrlerin merkezi bolgesinde vaskiiler nekroza yol actigi, bunun da tiimor hiicrelerinin
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kemoterapiye duyarliligimmin azalmasma ve ila¢ direncinin gelismesine neden oldugu
sonucuna vartlmistir [15,17,18,24,44,50].

Bu durumun agiklanmasi hipoksiye dayandirilmaktadir. Hipoksi tlimor
hiicrelerinin kemoterapotik ilaglara karsi direng gelistirmesi i¢in birincil tetikleyicidir.
Hipoksi altinda, HIFla ve TME'de iiretilen diger genler uygun sekilde par¢alanmaz ve
bdylece transkripsiyonel genler gibi hareket ederek, hiicre biylimesi ve anjiyogenez ile
ilgili genlerin ekspresyonunu arttirarak tiimor hiicrelerinin kemoterapi karsi direng
olustururlar [15,17,18,24,44,50].

Timdr anjiyojenezini engellemek icin gelistirilen bagka bir goriis ise vaskiiler
normalizasyon stratejisidir. Anti-anjiyojenik ilaglarin miidahalesiyle, anormal kan
damarlar1 yavas yavas normal yapilarina ve islevlerine kavusabilir, tiimor kemoterapisi
icin bir zaman penceresi saglar ve ilag direncinin olugmasini onler [42,48].

Son ¢alismalar, VEGFR, FGFR ve PDGFR gibi anjiyojenik biiyiime faktorlerini
hedefleyen ilag veya antikor ile anjiyogenezin inhibe edilmesinin bir¢ok solid tlimor
lizerinde potansiyel bir terapdtik etkiye sahip oldugunu gostermistir. Timor
anjiyogenezinde rol oynayan diger molekiilleri hedef alan inhibitorler {izerinde ¢ok az
calisma vardir. Bu nedenle, ilag hedefi olarak potansiyellerini dogrulamak ve yeni
anjiyogenez inhibitorlerini kesfetmek icin ek hedefler {izerinde daha derinlemesine

gelistirmeye ihtiya¢ vardir [24,41].

2.3.1. Tup formasyon testi

Tiip olusum testi, anjiyojenezde rol alan genleri ve anjiyojenez asamalarin
belirlemek i¢in kullanilan hizli ve nicel bir yontemdir. Ilk olarak 1988 yilinda yapilan bu
test ile, damar olusturma yetenegine sahip endotel hiicrelerinin anjiyojenik sinyallere
cevap olarak hizla boliinerek baska yerlere transfer oldugu tespit edilmistir. Gelisen
bilimin 1s18inda endotel hiicrelerin, membran ekstrakt matriksini farklilastirarak tiip
yapilar1 olusturma yetenegine sahip oldugu saptanmistir. Bu tiipler, birlesmis
kompleksler vasitasiyla birbirine baglanmis endotel hiicreleri ile ¢evrelenmis bir limen
icerir [42,50].

Tiip olusumu, anjiyogenik sinyallerin siklig1 ve tiiriine bagl olarak 2-6 saat icinde

gerceklesir. Tiip formasyon testinde tiirlii endotel hiicreleri arasindan en ¢ok 3BI11,
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SVECA4-10 ve HUVEC hiicre hatlan tercih edilir. Kullanilan hiicre ¢esidi ve endotel
hiicrelerin transforme veya nontransforme 6zelliklerine gore, tiip olusum testi i¢in uygun

zaman ve kosullar olusturulur [42,50].

2.4. Antidepresanlar

Antidepresanlar, duygu-durum bozukluklarinin tedavisinde uygulanan ve tedavi
asamasinda uzun kullanimlar gerektiren ilaglardir. Antidepresan ilaclar beyindeki
serotonin, dopamin ve noradrenalin gibi nérotransmiterlerin gerialimini inhibe ederek ve
muskarinik, histaminik (H1), alfa-1 adrenerjik, dopaminerjik (D2) ve muhtemelen
serotonerjik (5-HT2A) reseptorleri bloke ederek etkilerini dogrudan veya dolayli olarak
depresyondaki hastalarin duygu durumunu degistirmeye ¢alismaktadirlar [51,52].

Klinikte kullanilan antidepresan ilaglar kimyasal yapisi ve olusturdugu duygu
durumuna gore sekiz grup altinda toplanir. Bunlar trisiklik antidepresanlar (TCA'lar),
monoamin oksidaz inhibitorleri (MAOI'ler), secici serotonin geri alim inhibitorleri
(SSRI'lar), noradrenerjik ve spesifik serotonerjik antidepresanlar (NaSSA'lar), serotonin
ve noradrenalin geri alim inhibitorleri (SNRI'ler) ve digerleri olarak siniflandirilirlar.
Tablo 2.1’de antidepresanlarin siniflandirilmasi, bu siniflarmada yer alan ilag etken

maddelerine drnekler ve bu ilaglarin etki mekanizmalar1 verilmistir [51,52].

Tablo 2.1: Antideprasanlarm Kimyasal Yapilarina Gore Simiflandiriimast [51]

Antidepresanlarin Ornekler Etki Mekanizmasi
siniflandinlmasi
TCA Amitriptilin Monocamin tagiyict pompalarnimi bloke ederek sinaptik
Amoksapin aralikta monoamin noérotransmiterlerini arttirma volu ile
Desipramin depresyonun iyilesmesini saglarlar
MAO lzokarboksazid Monoamin norotransmiterleri pargalayan MAO
Fenelzin {monoaminoksidaz) enzimini inhibe ederek hastalifin
Tranilsipromin dilzelmesini saglarlar
SSRI Fluoksetin Serotoninin  (5-hidroksitriptamin;5-HT) geri  alimim
Paroksetin engelleyerek etki gosterirler
Sertralin
SNRI WVenlafaksin Serotonin ve norepinefrinin geri alimim iki vonli ve selekuf
Milnacipran olarak inhibe ederler
Duloksetin
Dopamin-norepinefrin Bupropion Dopamin ve norepinefrinin sinaptik bogluktan geri alimim
geri alim inhibitorleri engelleyerek islev goriirler
Serotonerjik Nefazodone Hem serotonin reseptorlerini hem de serotonin geri alimim
antidepresanlar Tianeptine inhibe ederler
Trazodone
NaSSA Mianserin Monocaminleri veya monoamin geri alim pompalarim inhibe
Mirtazapin etmeden serotonin ve noradrenalin ditzeylerini arttinirlar
NRI Reboksetine Sinaptik bogluktaki noradrenalin geri emilimini ¢ok giigli
Maprotilin olarak inhibe ederken serotonin geri alimi tzerine ¢ok az

etkiye sahiptir
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Trisiklik Antidepresanlar (TSA): Ilk olarak 1959 yilinda majér depresyonun
tedavisinde kullanilan birinci kusak antidepresanlardir. Serotonin ve noradrenalin geri
alim pompalarini ¢ok az da dopamin geri alim pompalarini inhibe ederek etki gosterirler.
Depresyonun yani sira obsesif kompulsif bozukluklar, panik bozuluklar, uykusuzluk,
migren ve noropatik agri rahatsizliklarda da recete edilir [51,53].

Opipramol, klomipramin, imipramin, amitriptilin, maprotilin etken maddeleri
trisiklik antidepresan grubunda yer alir. Yan etkileri sedasyon, konstipasyon, bas
donmesi, bulanik goérme ve kan basinct diisiikliigii ve intihar girisimini tetikledigi igin
olim riskini arttirdigindan kullanimi azalmstir [51,53].

Monoamin Oksidaz inhibitorleri (MAOI): ilk olarak iizerinde c¢alisilarak
gelistirilen antidepresanlardandir, monoamin oksidaz A ve B enzimlerini geri
dontisimsiiz olarak inhibe ederler. Monoamin oksidaz A ¢ogunlukla adrenalin,
noradrenalin ve seratonini metabolize ederken Monoamin oksidaz B secici olarak
dopamini metabolize eder. Noropsikiyatrik ve ndrodejeneratif bozukluklarin tedavisi i¢in
ilag gelistirilmesinde 6nemli hedefler olmuslardir. Diyetle alinan aminler ile etkilesime
girerek kan basincinda ani yikselmeler tespit edildigi i¢in kullanimi Sinirli olmustur. Bu
tarlt yan etkileri 6nlemek icin geri doniisiimlic MAO inhibitorleri (RIMA) gelistirilmistir
[51,54].

Noradrenalin ve Dopamin Gerialim Inhibitorleri (NDGI): Bupropion; noradrenalin
ve dopamin geri alim inhibitérlerinin tek O6rnegidir. Serotonerjik veya post sinaptik
reseptorlere etkisinin olmamasina ragmen diger antidepresan etken maddeler kadar
etkilidir. En sik rastlanan antidepresan kullanimi kaynakli yan etkilerden olan sekstel
disfonksiyona, kilo alimina ve sedasyona neden olmaz. Tiirkiye’de daha ¢ok antidepresan
olarak degilde sigara birakma tedavisinde daha diisiik dozda ve farkli bir preparat seklinde
kullanilmak iizere endikasyon almistir. Yeni Kkusak antidepresanlarin etkinligi ve
giivenilirliginin daha ylksek oludugu icin bu grup ilaglarin tedavide tercih edilmesi
onemli 6lctde azaltmistir [51].

Secici Serotonin Gerialim Inhibitorleri (SSRI): Depresyon tedavisinde yaygin bir
kullanima sahiptir. Presinaptik boslukta hiicre igine 5 HT nin geri alimin1 segici olarak
inhibe ederek, postsinaptik araliktaki reseptorlere baglanmasi igin mevcut 5-HT miktarini

artirarak etki goOsterirler. SSRI'lar arasinda sitalopram, essitalopram, fluoksetin,
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paroksetin, sertralin ve fluvoksamin bu grupta bulunan antidepresanlardir. SSRI’larin
karsilagtirma calismalarinda birbirlerine gore bir {istlinliikleri bulunmadig1 saptanmaistir.
Ancak birine yanit vermeyen bir olgu digerine yanit verebilmektedir [51,52,55-58].

Ayrica panik bozuklugu ve OKB’de kullamimlar1 mevcuttur. SSRI'lar,
MAOI'lerden daha guvenli ve daha iyi tolere edilebilirlik profiline sahiptir. Bu avantajlari
ile hastalarin tedaviye uyum saglamalar1 daha kolay olmaktadir [51,52,55-58].

SSRI'lar sadece 5-HT’yi etkiler ve diger norotransmiterlere etkisi ¢cok azdir veya
hig etkisi yoktur. Bu nedenle TCA'lara ve diger atipik antidepresanlara gore daha az yan
etkiye sahiptirler. Huzursuzluk, motor becerilerinde degisim, cinsel fonksiyonda
bozukluklar ve diyare gibi yan etkileri olusturabilirler. Ozellikle ilave bir hastalig
bulunanlarda ve yaslilarda ¢oklu ilag kullanimina bagli olarak sitokrom enzim diizeyinde
etkilesmelere sebep olabilirler [51,52,55-58].

Serotonin Norepinefrin Geri Alim Inhibitorleri (SNGI): Bu grup antidepresanlarimn
ortak noktasi serotonin tastyicist ve noradrenalin tasiyicisi reseptorlerin inhibisyonu ile
hem serotonin hem de noradrenalin geri alimini inhibe etmektedir. TSA’lar kadar etkili
ve yan etkileri daha kolay tolere edilebilen, yiiksek doz alimlarda glvenli, sinaptik
boslukta serotonin ve noradrenalin geri alimini inhibe ederek ve B-noradrenerjik sistem
tizerinde hizl bir sekilde iletimi baskilayarak etki gosterirler. Venlafaksin, duloksetin ve
milnasipran bu gruba ait antidepresanlardir [51,52].

Antidepresanlarin tiimor olusturma potansiyeli, antidepresan kullanlar arasinda
kanser riski arastirmalarina yonlendirmistir. Harlow ve arkadaglari antidepresan
kullaniminin yumurtalik kanseri riskinin artmasiyla iligkili oldugunu ve bunun da
oncelikle 50 yasindan 6nce kullanima baslayan kadinlarla sinirli oldugunu bildirmistir.
Sonuglar, Harlow ve arkadaslar1 tarafindan yapilan baska bir calismada dogrulanmistir;
burada iliski biiytik 6l¢iide serotoninerjik yollardan ziyade dopaminerjik mekanizmalar
veya GABAerjik yollarla ¢alisan ilaglarin kullanimiyla smirhdir. Ancak, sonraki
caligmalar bu sonuglar1 tekrarlayamamistir. Tersine, daha once Danimarka capinda
niifusa dayal1 bir ¢aligmada antidepresan kullanimi ile yumurtalik kanseri riski arasinda
ters bir iligski oldugunu bildirilmistir. Benzer sekilde, en son meta-analiz, antidepresan
kullaniminin yumurtalik kanseri riskinin %9 oraninda azalmasiyla iligkili oldugunu

gostermistir [57,89].
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2.4.1.Serotonin norepinefrin geri alim inhibitorleri

Serotonin-norepinefrin geri alim inhibitorleri, yaygin anksiyete bozuklugu, sosyal
anksiyete bozuklugu ve panik bozukluk tedavi protokoliinde birinci sirada yer almaktadir.
Farmakolojik aktivitesini serotonin ve noradrenalin gerialim reseptdrlerini inhibe ederek
gosterirler.  SNGI’lar SSRI’larin giiglii serotonin inhibisyonu ile norepinefrin
tastyicisinin inhibisyonunun birlestirilmesiyle meydana gelmistir. Bu yiizden ikili
serotonerjik ve noradrenerjik geri alim inhibitorleri olarak da adlandirilirlar. SNGIlar ¢ift
etkili olarak bilinseler de serotonine goére dopamin geri alimimi daha az
engellemektedirler. SNRI’lar alfa-1, muskarinik/kolinerjik ve H1 reseptor inhibisyonuna
sebep olmazlar. Bu nedenle trisiklik antidepresanlarin yan etkilerine de sahip degillerdir
[51,52,58].

Serotonin ve norepinefrin artis1 beynin her yerinde gerceklesirken dopamin artisi
yalnizca prefrontal kortekste gergeklesmektedir. Venlafaksin, Duloksetin, Milnasipran bu
sinifta yer alan antidepresan etken maddelere 6rnektir. Venlafaksinin serotonin iizerine
etkisi norepineftin iizerine olan etkisinden 3 kat daha fazladir [51,52,55,58].

Venlafaksin diisiik dozlarda kullanildiginda serotonin geri alimini inhibe ederken,
norepinefrin iizerine olan etkisi ise ancak yiiksek dozlarda kullanildiginda ortaya cikar.
Duloksetinin ise serotonin inhibisyonu ndrepinefrin inhibisyonundan biraz daha
yuksektir. Venlafaksin dzellikle uzun siireli ve yiiksek doz kullaniminda aniden tedavinin
sonlandirilmast sonucu rahatsiz edici olan kesilme belirtileri ortaya ¢ikmaktadir.

Duloksetinde ise, bu kesilme belirtileri daha hafif olarak gdzlemlenmekdir [51,52,55,58].

2.4.1.1. Duloksetin

Kimyasal olarak (+)-N-metil-3-(1-naftaleniloksi)-3-(2-tiofen) propanamin olarak
adlandirilir. Serotonin ve noradrenalin geri alim inhibitorleri arasinda yer alan
antidepresan bir etken maddedir. Duloksetin aktivitesi yiiksek bir serotonin geri alim

inhibitOriidiir, serotonine oranla néradrenalin geri alim1 ve dopamin tastyici inhibitorlere
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diisiik afiniteye sahiptir [57]. Serotonin ve noradrenalin nérotransmitterlerinin beyin sap1
ve spinal korddan asag1 inen sinirlerde norotransmisyon aktivitesi yiiksektir. Ayrica bu
norotransmitterlerin sinerjik mekanizmayla periferden alinan agri uyaranlarini merkezi
sinir sistemine iletimini azalttif1 gézlemlenmistir, bu nedenle duloksetinin serotonerjik
ve noradrenerjik aktivite ile santral agri kesici bir etkiye sahip oldugu sonucuna
varilmistir [51,52,60].

Bu bilgiler 1s181nda depresyon, anksiyete bozuklugu, kronik kas iskelet sistemi
agrisi, noropatik agri, fibromiyalji endikasyonlarinda kullanilmaktadir. Duloksetin iiriner
inkontinansta da serotonerjik ve adrenerjik agonist aktiviteye sahip olmasiyla {iriner
sfinkter kasinin daha gii¢lii kasilmasina yardimcr oldugu icin kullaniimaktadir.
Duloksetin ayrica kanser hastalarinda depresyon tedavisi i¢in de siklikla regete
edilmektedir [60-64].

Duloksetinin farmakolojik ve farmakokinetik agisindan incelendiginde; Viicutta
emilimi sonrasinda %90 oranin iistiinde plazma proteinlerinden albiimin ve alfa-1 asit
glikoproteinine baglanir. Oral biyoyararlanimi %30-80civarindadir. Yarilanma omrii 13
saattir.  Viicuttan eliminasyonu karacigerde yer alan sitokrom p-450 (CYP 450)
izoenzimlerinden CYP2D6 ve CYP1A2 izoenzimleri ile gergeklesir. Viicuda alinan
duloksetin %72’si idrarla, %19’u fegesle %1°1 ise degismeden viicuttan atilmaktadir.
Tedavide protokoliinde 6nerilen doz aralig1 20-120 mg/glindiir (ortalama 40-60 mg/gun).
Genellikle giinde tek doz uygulanmasi tavsiye edilmektedir [60-65].

Duloksetin kullaniminda hastalarda ciddi bir tolerans sorunu gozlenmemektedir. En
sik rastlanan yan etkiler bulanti, agiz kurulugu, yorgunluk, uykusuzluk, bas dénmesi,
kabizlik, uyku hali, istah azalmasi ve terlemedir. Bunlara ek olarak karaciger
enzimlerinden aspartat transaminaz (AST), alanin transaminaz (ALT), kreatin fosfokinaz
(CPK) yiikseltebilir, erkeklerde erektil disfonksiyon, ejekiilatuvar disfonksiyon, bas
agrisi, titreme, uygunsuz antidiiretik hormon sendromu, pollakiiri, anaflaktik reaksiyon,
Stevens-Johnson sendromu gibi yan etkiler gozlemlenmistir [60-65].

Duloksetin tedavisi aniden kesildiginde yoksunluk belirtileri ortaya ¢ikabilir. En
cok gozlemlenen yoksunluk belirtiler; bas agrisi, bas donmesi, kusma-bulanti, ciltte
yanma, batma, kasinti, uykusuzluk, kolay 6fkelenme, kabuslar, ishal, asir1 terleme ve
anksiyetedir. Bu nedenle kesilme siireci iki haftalik bir periota yayilarak yavas yavas

kesilmesi onerilmektedir. Tedavinin kesilme surecinde tolere edilemeyen kesilme
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belirtileri olugsmasi1 durumunda baslangi¢ dozuna geri doniilerek ve kesme islemi daha da

yavaglatilip genis bir zamana yayilmalidir [60,63].

Kemoterapiyle iliskili periferik noropati (KiPN), kanser tedavisinin siklikla giicten
diisiiren yaygin bir fiziksel yan etkisidir. KiPN, taksanlar (6rnegin paklitaksel ve
docetaksel), platin ajanlar1 (6rnegin karboplatin ve oksaliplatin), vinka alkaloidleri
(6rnegin vinkristin), proteozom inhibitorleri (6rnegin bortezomib) ve hedefe yonelik
monoklonal antikor (brentuksimab, trastuzumab) ile tedavi edilen hastalarin %90
kadarinda goriiliir [8,61,64,66].

Bu kemoterap6tik ajanlar genellikle meme kanseri, jinekolojik maligniteler, prostat
kanseri, kolorektal kanser, testis kanseri ve multipl miyelom gibi kan kanserlerinin
tedavisinde kullanilir. KIPN, yanma/atesleme agris1, uyusma, karincalanma, dokunma
duyusunda azalma, azalmis propriosepsiyon, giigsiizliik, zayif denge ve ince motor
becerilerinde eksiklikler dahil olmak {izere c¢esitli duyusal ve motor semptomlarla
karakterizedir. KIPN tipik olarak kemoterapi dozunun azaltilmasi, tedavinin kesilmesi
veya tedavinin kesilmesi yoluyla yonetilir. Dahas1, KIPN, nedensel kemoterapi ajaninin
kesilmesinden sonra hastalarin yagam kalitesi lizerinde derin ve kalic1 bir etkiye sahip
olabilir; hastalarin %42'sine kadar KIPN kronik ve siirekli hale gelir. Tedavideki hedef
parestezi degil, agrmin tedavi edilmesidir. Giiniimiizde KIPN tedavisinde kanita dayal:
olarak etkinligi gosterilen tek tedavi olan duloksetinde ndrorejenerasyon goriilmez.
Oksaliplatin kullanan hastalarin, néropatinin mekanizmasina baglh olarak duloksetin
tedavisine daha iyi yanit verdikleri bildirilmis, ayn1 zamanda duloksetinle daha az yan

etki gortlmistiir [8,61,64,66]

2.5.Hiicre Cogalmasi ve Sitotoksisite Testleri

In vitro hiicre kiiltiiri; sicaklik ve CO, oram kontrol altinda bir ortamda hayvan
kaynakli hiicrelerinin davranisini incelemek i¢in kullanilan bir yontemdir. GUnimizde
arastirmalar sonucunda farkli hiicre kiiltiirii tipleri kesfedilmis ve gelistirilmistir. Hayvan
kaynakl1 hiicre kiiltiirleri, temel hiicre biyolojisi, ilaglar ve diger kimyasallarin hiicrelerle

etkilesimleri, as1 ve protein iiretimi vb. incelemek i¢in uyarlanmistir [67].
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Sitotoksisite, aktivitesi belirlenmek istenen maddenin dozuna ve muamele edilen
siireye bagli olarak hiicrelerde degisik derecelerde hasar olugsmasi, protein sentezinin
bozulmasina ve hiicre zarinin yapisinin bozularak hiicre 6liimiine yol agma yetenegi
olarak tanimlanan bir olgudur [68,69].

Hiicreler, sitotoksik maddeye muamele edildiginde apoptoz (programlanmis hiicre
6lumu), otofaji (huicrenin kendi kendine 6ldirmesi) ve nekroz gibi olaylar sonucu olebilir
ya da proliferasyon (hiicre ¢ogalmasi) yeteneklerini kaybedebilirler [68,69].

Hiicre hatt1 kullanilarak yapilan sitotoksisite deneyleri; tedavi edici potansiyeli
yiiksek maddelerin sitotoksik ve sitostatik etkileri hakkinda bilgi edinmek i¢in yapilir. Bu
testler; kimyasal, biyolojik ya da fiziksel etmenlerle muamele edilen hiicrelerin belirli bir
siire zarfi sonrasinda canliliklarinin belirlenmesinde kullanilirlar. Hiicre canliliginin
belirlenmesi icin kullanilan c¢ok fazla sayida test mevcuttur. Yapilan sitotoksisite
calismasinin tiirii ve yontemi ne olursa olsun, dnemli olan ¢alisma sonundaki canli/6lii
hiicre miktarinin belirlenmesidir [68,69].

Sitotoksisite belirleme deney yontemleri genel olarak kolorimetrik, liminesans ve
enzimatik yontemler olarak siniflandirilir. Hiicre sayisi tespitinde kullanilan yontemler
igerisinde, mikroskobik (tripan mavisi ile boyama thoma lami) ya da elektronik sayici ile
otomatik sayim gibi kullanilan yontemlerde mevcuttur. Ancak bu yontemler ¢cok zaman
almasi1 ve ¢ok sayida numune kullanilan deneyler i¢in uygun degildir [68].

Sitotoksisite testleri, ila¢g olma olasilig1 yiiksek ya da toksiksitesi bilinmeyen bir
kimyasal maddenin hiicre canlilig1 ile ilgili davranis1 hakkinda bilgi edinmek i¢in ve daha
sonra yapilacak hayvan deneyleri i¢in 6n bir bilgi kaynagi olusturur. Yillar boyunca
sitotoksik ajana maruziyet sonrasi hiicrelerin canliligini belirlemek i¢in ¢ok sayida
yontem gelistirilmis ve her yontemin kendine 6zgii avantajlar1 ve dezavantajlari
kesfedilmistir. Bu yontemler genel olarak boyama yontemleri, kolorimetrik, liminesans,
apoptozun ve otafajinin belirlenmesi yontemleri olarak alt siniflara ayrilir [68-70].

Kolorimetrik yontemler; Sitotoksisite belirleme yontemleri arasinda en sik
kullanilan ve hiicre metabolizmasinin aktifliginin Ol¢limiine dayali olarak hiicre
oliimii/proliferasyonu tespit edilmesini saglayan yontemlerdir. MTT, MTS, XTT, WST
gibi tetrazolyum tuzlarinin renk degistirmesi ya da kristal viyolet, notral kirmizisi gibi
boyar maddeler kullanarak sadece canli hiicrelerin boyanmasi esasina dayanan ve bu renk
degisimlerinin yogunlugunun 6l¢iilmesi ile hiicre canliligin miktarinin tespit edilebildigi

yontemlerdir [68].
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Luminometrik yontemler ise; floresans ve biyoliiminesans olmak ikiye ayrilir.
Floresans yoOntemlerde, floresans oOzellikteki maddeler kullanilirak yapilirken,
biyoliiminesans yontemlerde ise lusiferaz enzimleri ve bunlarin substratlar1 kullanilarak
canl/6li  hiicre sayist belirlenir. Daha sonradan gelisen yeni biyoliiminesans
yontemlerinde (gercek zamanli biyoliiminesans) ise sitotoksisite tespiti sadece testin
yapildig1 anda degil, deney siiresi boyuncada incelenebilir hale gelmistir [68].

Bu deneylerin esasi hiicre hasarinda ya da Oliimiinde hiicre vasatina sizan
enzimlerin miktar1 dlii/canli hiicre sayisinin belirleme temeline daynir. Bu enzimler
icerisinde stabilitesi enyiikseklerden biri olan laktat dehidrojenaz (LDH) enzimi, hiicre

6limuandn miktarmin tespitinde sitotoksisite testleri arasindaki yerini almistir [68].

2.5.1. Mitokondriyal aktive belirleme mtt tesi

MTT (3-(4,5-dimetiltiyazol-2-il)-2,5-difenil-2H-tetrazolyum bromur), iki fenil
parcasi ve bir tiyazolil halkasi i¢eren ii¢ aromatik halka ile ¢evrili dort azot atomu i¢eren
pozitif yikli bir kuaterner tetrazol halkadan olusan bir sar1 renkli mono-tetrazolyum
tuzudur. Hiicre ¢ekirdeginde MTT'nin indirgenmesi reaksiyonunda, tetrazol halkas1 agilir
ve formazan denilen menekse mavisi suda ¢éziinmeyen bir molekiil olusur. MTT testinin

1983 yilinda Mosmann ve arkadaslari tarafindan gelistirilmistir [68-71].

. NADH NAD*
Br 3
N-N N—NH
A =N _S A N_ S
N T —CHs N —CHs
N— N—
CH, CHj
MTT Formazan

Sekil 2.8. Mtt’den Farmazon Olusumu Mekanizmasi [68]
MTT tuzu pozitif yiiklii olmasi ve lipofilik yapiya sahip olmasi nedeniyle hiicre
zarma ek olarak canli hiicrelerin mitokondriyal i¢ zarindan da gecerek metabolik

yolaklarla formazana indirgenir. MTT'nin hicre ic¢i indirgenme reaksiyonuna
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mitokondriyal elektron tasima zincirine kadar olan kisima kadar glikolitik yollaklardaki
oksidorediiktaz ve dehidrojenaz enzimleri ve NADPH aracilik eder [68,69].

Mitokondrinin MTT indirgenmesindeki rolii, mitokondriyal aktiviteyi 6lcmek igin
testin yaygin olarak uygulanmasinin bir gerekcesi olsa da biyokimyasal ve mikroskobik
calismalar formazani gesitli hiicre i¢i organellerde konumlandirmistir. Hiicre i¢i formazan
graniilleri endoplazmik retikulumda, sitozolik lipid damlaciklarinda, plazma
membranlarinda, ¢ekirdekte ve mikrozomlarda gézlenmistir. Bu gozlemler, MTT testinin
mitokondriyal aktivitenin sadece bir temsilinden daha fazlasi oldugunu gostermektedir
[69-71].

MTT deneyinde normal sartlar altinda hiicreler MTT ile birkag saat inkiibe edilir.
Reaksiyon sonucu olusan suda ¢6ziinmeyen formazan dimetil silfoksit (DMSO) ile
¢oziindiiriiliir. Olusan MTT-formazan ¢6zeltisi daha sonra en fazla absorbe ettigi dalga
boyunda (570 nm civarinda) bir mikro plaka okuyucu olan ELISA cihazi ile 6l¢iim yapilir
[69].

Olgiilen degerler, formazan konsantrasyonunun ve dolayistyla MTT'nin hiicre
icindeki miktarin azalmasini gostermektedir. Bu, hiicre proliferasyonunu/canliligini, ilag
sitotoksisitesini ve hiicrelerin mitokondriyal/metabolik aktivitesini 6l¢gmek i¢in kullanilan
yontemdir. Bununla birlikte, hiicre canlilig1 gibi ikincil siirecler veya hiicre boliinmesi

gibi durumlari hakkinda ¢ikarim yapmak igin kullanimi giderek artmaktadir [68-70]

Hucreler ekilir (5000, 10000
veya 20000 hiicre/plak)

24 saat

Medyum aspire edilir. MTT
¢Ozeltisi eklenir.

Mitokonariye!
recOstaz 3 saat
MTT Formazan

Olusan formazan kristalleri
DMSO’da ¢dzUndlr.

\ Absorbans 570 nm’de okunur.

Hicre canhih@: kontrole gére
yuzde olarak hesaplanir.

Sekil 2.9: Mtt Test Protokolii [68]
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2.5.2 Laktat dehidrojenaz testi

Laktat dehidrojenaz, tiim hiicrelerin sitoplazmasinda bulunan bir enzimdir.
Hiicreler, sitotoksik ajanlara maruz birakildiginda plazma membranmi biitiinliigiini
koruyamaz ve parcalanir. LDH enzimi bu hiicrelerden sizarak medyuma gecer. Bu
asamalarin sonrasinda medyumda LDH enzim miktart Olglilerek hiicre hasari
degerlendirilebilir [68].

Laktat dehidrojenaz (LDH) sitotoksisite testi, apoptoz veya nekrozla olusan hiicre
hasar1 sonucu agiga c¢ikan laktat dehidrogenaz enziminin kantitatif olarak 6lciilmesine
dayanan kolorimetrik bir yontemdir. LDH, her hiicrede bulunan bir enzimdir ama
karaciger, bobrek, miyokard, iskelet kasi ve kirmizi kan hiicrelerinde daha yiiksek
konsantrasyonlarda bulunmaktadir [68].

Laktat dehidrojenaz tiim viicut hiicrelerinde mevcut iken normal sartrlarda bu
enzimin kii¢iik bir miktar1 kan dolasiminda mevcuttur. Enfeksiyoz veya kimyasal ajanlara
maruz birakilan hiicreler, hasar gordiigiinde veya canlilig1 sonra erdiginde hiicrelerden
kan dolagimina salinmaktadir, bu enzim miktarindaki artis sitotoksisitenin dogrudan
6l¢timii olarak kullanilabilir. Bundan dolay1 bu test, hiicrelere verilen hasarin genel bir
belirteci olarak kullanilir. Serumda LDH diizeyindeki artis hematolojik hastaliklar,
melanom, akciger kanseri, meme ve diger birgok kanser tiirii i¢in hastalik teshisi koymada
oncii belirteg olarak uzun yillar boyunca kliniklerde kullanilmistir. Son bilimsel
makalelerde LDH'nin tiimor hareketlerinde 6nemli bir rolii oldugunu gostermektedir [72].

LDH miktarinin belirlenmesi i¢in uygulanan iki farkli yontem mevcuttur. Bu
yontemlerden ilkinde kullanilan test belirtecinin, hiicrelerde toksik etki olusturmasi
nedeniyle LDH salinimini tetikleyerek test sonuclarini degistirebilmektedir. Bu nedenle
hlcrelerin toksik madde ile muamelesi sonrasinda, kuyucuklardan alinan bir miktar
medyum bagka bir mikropleyte aktarilir ve test belirteci eklenerek birkag saat inkiibasyon
ortaminda inkiibe edilir []. Inkiibasyon sirasinda medyum bulunan LDH, piriivatin laktata
donlsimiinii katalize eder. Bu enzimatik aktivite esnasinda, NADH okside olarak
NAD+’a déniisiir. Incelenen medyumdaki NADH miktar1 340 nm absorbansta
mikropleyt okuyucu ile belirlenir [68,72,73].
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Ikinci yontemde ise resazurin boyas1 ve diaforaz enzimi kullanilir. Bu ydntemde
test belirteci, direkt hiicrelerin tizerine eklenir. Hiicreler on dakika inkiibasyona birakilir.
Bu yontem, diaforaz enzimini medyumda bulunan NADH’in, resazurin boyasini
floresans bir madde olan resorufin’e indirgemesini katalize eder ve sonrasinda floresans
sinyalinin florometre ile 6l¢iimii esasina dayanmaktadir [68,72,73].

Laktat dehidrojenaz (LDH) testi ile enzimatik aktivitenin zamana bagli olarak
azalmasi, pH ve medyum igeriginden etkilenmesi, testin giivenirligini ve hassasiyetini
azaltan dezavantajlarindan bazilaridir. Hiicreler hasarlandiktan ya da o6ldiikten sonra
medyuma gecen laktat dehidrojenaz enziminin yarilanma 6mrii 9-10 saat kadardir. Toksik
madde ile uzun siire mumamele gerektiren ¢aligmalarda, LDH’ nin yar1 6mrii ve ¢ogalan
hiicrelerin LDH oranini degistirdigi icin 6l¢liim hassasiyeti diistirmektedir. Farkli hiicre
hatlarinda medyuma salinan LDH’nin stabilitesi farklilik gdstermektedir. Ozellikle
fibroblastlarin endojen LDH seviyeleri diisiik oldugu i¢in bu hiicre hattiyla LDH testinde
kullanimi uygun degildir [68,72,73].

Hiucreler ekilir (5000, 10000
veya 20000 hiicre/plak)

24 saat

Hasarh hiicrelerden LDH

Formazan salimi gercgeklesir.

30 dakika

Ortama suda ¢ézunen
formazan eklenir.

lyodo

= ‘Absorbans kullanilan suda

Piruvat ¢oziinen formazanin turine
gore 450-490 nm’de okunur.
Hiicre canhihg: kontrole gore

yuzde olarak hesaplanir.

Sekil 2.10: Ldh Deney Protoloki [68]

Deneyler sonucu ulasilan verilerin dogrulugu ve giivenilirligi bilimsel agidan ¢ok
onemlidir. Ancak arastirmacilar tarafindan halen eski ve ¢ok sayida dezavantaja sahip
yontemlerin gerek uygulama kolaylig1 gerekse maliyetinin az olmasi nedeniyle tercih
edildigi gorilmektedir. Yapilan testler sonucu varilan verilerin dogrulugu ve giivenirligi
yalnizca metoda bagh degildir. Ayni1 zamanda arastirmacinin gerekli bilgi ve donanima
sahip olmasi, kullanilan hiicre tipi, ortam sicakligi, test belirtecinin igerigi ve vasat
kompozisyonu gibi ¢cok sayida degisik faktore baglidir. Deney sonuglarindaki basari, tiim

bu degiskenlerin bir arada goz oniinde bulundurulmasini gerektirmektedir [68,72,73].
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2.6. Reaktif Oksijen Turleri (ROS)

Reaktif oksijen tirleri (ROS), oksidatif fosforilasyon sirasinda olusan oksijen
tiiketimi ve hiicresel metabolizmanin yan iriinleri olarak kabul edilen ve tim vilcut
dokular1 tarafindan siirekli olarak iiretilen serbest radikallerdir. Reaktif oksijen tirleri
(ROS), serbest radikaller, siiperoksit anyonlar1 (O27), hidrojen peroksitler (H20.), tekli
oksijenler (O2) ve hidroksil radikalleri (OH), reaktif nitrojen tirleri (RNS), nitrik oksit
(NO) ve peroksinitrit anyonlar1 (ONOQO") gibi ¢esitlendirilir [74].

Fizyolojik kosullar altinda bu ROS hiicresel antioksidan mekanizmalar tarafindan,
hiicresel yapiya ve fonksiyona zarar vermeden hizli bir sekilde elimine edilirken patolojik
durumlarda reaktif oksijen radikallerindeki artis, antioksidan mekanizmalardaki
azalmaya veya her ikisine bagl olarak oksidatif streste artma durumu séz konusudur [74-
76].

Normal sartlarda ROS un goérevi mitokondriye elektron taginmasini, kan basincini,
biligsel islevleri, biiyiimeyi, sinyal yolaklarini, enzimatik reaksiyonlart ve bagisiklik
fonksiyonlarii diizenlemektir ama yiiksek konsantrasyonlarda ROS, hiicrelerde yikima
sebep olmakta ve apoptozu indiiklemektedir [74-76].

Hiicre dis1 ROS ve RONS kaynaklar1 arasinda su ve hava kirliligi, ilaglar, alkol,
tiitlin, agir veya gecis metalleri, radyasyon ve pisirme tirlinleri yer alirken hiicre icinde
ROS'un iiretildigi ¢ok sayida enzim ve birden ¢ok kisim vardir. Bunlar sitoplazmada
bulunan oksidaz ve siklooksijenazlar, plazma zarindaki nikotinamid adenin dintikleotid
fosfat (NADPH) oksidaz, mitokondri ve peroksizomlar icindeki lipoksijenaz,
miyeloperoksidaz (MPO) ve anjiyotensin Il sayilabilir [75,76].

Dokularin ve hiicrelerin yakininda serbest radikallerin varliginda, ROS'u ortadan
kaldirmak i¢in savunma sistemi bir dizi reaksiyon mekanizmlarini etkinlestirir [].
Hicreler ve organizma, kendilerini savunmak igin spesifik bir anti-oksidatif koruma
sistemine sahiptir [74-76].

Insanlarda, var olusta (¢ farkli savunma mekanizmas1 hatt1 gelismistir. Bu
mekanizmalar; engelleme, yakalama, geri yiklemedir. ROS/RNS'yi temizleyen ilk
savunma mekanizmasi hatti, enzimatik ve enzimatik olmayan antioksidanlardan olusur.

Oksidatif stresin baglamasini dogrudan geciktirebilir veya onleyebilirler [74].

27



Bu savunma hattinda yer alanlar arasinda glutatyon (GSH), iirik asit, E vitamini ve
C vitamini bulunur. Kan plazmasindaki enzimatik olmayan transferrin, ferritin,
seruloplazmin ve albiimin gibi maddeler koruyucu antioksidanlar ve gecis metal
iyonlarini (6rn demir ve bakir) baglayarak yeni reaktif tiirlerin olusumunu engellerler [74-
76].

Diger bir savunma mekanizmasi hatti, oksidanlar1 ve radikalleri etkisiz hale
getirmek i¢in bir ara savunma gorevi goren enzimatik olmayan antioksidanlardan olusan
sistemdir. Ugiincii ve son savunma hatti, oksidatif hasardan zarar gormiis biyo-
molekdllerin rejenerasyonuna saglayarak onarimi ve hasari gidermeyi ¢alisirlar [75,76].

Oksidatif stres (OS), oksidan-antioksidan dengesinin viicut lehine bozulmasi olarak
tanimlanir. Bu durum proteinler, lipitler ve niikleik asitlerde geri doniisii olmayan
oksidatif hasara yol acar. Bu tiir hasarlar da temel hiicresel islevlere miidahale eder ve
kanser, diyabet, kardiyovaskiiler ve sinir sistemi hastaliklarinin ortaya g¢ikmasi ve
gelismesine yol agarlar [74-76].

Artan ROS, tiimor gelisimine ¢esitli sekillerde katkida bulunur. Bu katkilar sdyle
siralanabilir; hucrenin canliligina zarar verebilir, hicrede DNA hasar1 olusturarak
genomik istikrarsizlik kazandirabilir ve kanser gelisimini tetikleyen onkogenik
degisikliklerin birikmesini tetikleyebilir [75,76].

Oksidatif stres (OS), kanser hucrelerinin canliligini devam ettirebilmesi igin
aerobik kosullar altinda bile oksidatif fosforilasyon yerine glikoliz yoluyla laktik asit
uretmesi icin tetikler bu olaya aerobik glikoliz veya Warburg etkisi olarak adlandirilir.
Warburg etkisi, 2-floro-2-deoksi-D-glikozun 6lculmesiyle vicuttaki yiksek miktarda
glikolitik bolgeleri tespit etmek amaciyla pozitron emisyon tomografisi kullanilarak

timor ilerlemesini izlemek ve tespit etmek icin klinikte kullanilir [15,74-76].
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1 Materyal

3.1.1. Kullamilan kimyasal maddeler

Calismada kullanilan kimyasallar ve satin alindiklar1 firmalar asagida listelenmistir.

e CytoTox-ONE™Homogeneous Membrane Integrity Assay
¢ DMSO (Dimetilstilfoksit):

e Duloksetin:

e EBM-2 (Endothelial Basal Cell Medium-2)

¢ EDTA (Etilen Diamin Tetra Asetik asit):

e Endothelial cell growth supplemet from bovine pituitary:

o Fetal sigir serumu (FBS):

o Nutrient Mixture Ham’s F12

e Matrigel basement membrane matrix

e McCoy’s 5A:

e MTT(3-(4,5-dimetiltiyazol2-yl)-2,5-difeniltetrazolyumbromiir)
¢ PBS (Phosphate-Buffered Saline) tablet:

e Penicilin-Streptomycin:

¢ Reactive Oxygen Species (ROS) Detection Assay Kit

e Sodyum piruvat:

¢ Tripsin-EDTA solution:
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3.1.2. Kullanilan sarf malzemeler

25 cm2, 75 cm2 ve 175 cm2’lik flasklar:

6 ve 96 kuyucuklu plakalar (TPP):

2, 5,10 ve 25 ml hacimlerinde cam pipetler:
2 ml hacminde aspirayon pipeti

500 ve 1000 ml’lik Durham siseleri

10 uL mikropipetor ucu

200 puL mikropipetdr ucu

1000 puLL mikropipetor ucu

Thoma lami1

Steril polipropilen santriftj tupleri (15/50 ml)

0,4 polikarbonat membran iceren insert plakalar

UV transparent plakalar
Kilitli kapakli mini santrifiij tiipleri (2 ml)

3.1.3. Kullanilan aletler ve cihazlar

Yuksek Devirli ve Sogutmali Santrifj:
Sogutuculu Masa Ustl Santrifiij:
Otoklav

Derin Dondurucu (-20° C, -86° C)
Buzdolab1

Vorteks

Manyetik Karistirict

Karbondioksit Inkiibatorii

Biyolojik Givenlik Kabini (Simf'II, Tip 2)
S1v1 Azot Kaplari

S1v1 Azot Tanki

Plaka Calkalayicilar

Su Saflastirma Sistemi

Otomatik Pipetler

Su Banyosu
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SARSTEDT S044771
NEST 0802B

SARSTEDT (serological pipette)
SARSTEDT (aspiration pipette)

Eppendorf (0030000811)

Eppendorf (0030000870)
Eppendorf

Eppendorf

ISOLAB, 075.05.02
ISOLAB S.078.02.007.050
Corning costar

Corning costar

ISOLAB

CRYSTE varispin 12R multi centrifuge
Eppendorf
Hiclave hv-50I

Infrico ULF400

Infrico

Varholp

Ikamag

Panasonic

BIOAIR

Biocane

Worthington industries
Benchmark Orbi Shaker
Sartorius arium bagtank 100

Eppendorf
Clifton



Eliza Cihaz Bio-Tek, ELx808-1U

. Hassas Terazi: Axis

o Inverted Mikroskop: Olympus CKX53
3 Dagitict Pipet Eppendorf

o Vakum Sistemi Nalgene

o Kar-Buz Makinesi Scotsman

3.1.4. Calismada kullanilan hiicre hatlari

In vitro hiicre kiiltiirii; sicaklik ve CO2 oram kontrol altinda bir ortamda hayvan
kaynakli hiicrelerinin davranisini incelemek i¢in kullanilan bir yontemdir. Gunimizde
arastirmalar sonucunda farkli hiicre kiiltiirii tipleri kesfedilmis ve gelistirilmistir. Hayvan
kaynakl1 hiicre kiiltiirleri, temel hiicre biyolojisi, ilaglar ve diger kimyasallarin hiicrelerle
etkilesimleri, as1 ve protein iiretimi vb. incelemek i¢in uyarlanmistir [67].

Bu tez caligmasinda duloksetinin antikanser aktivitesini tespit etmek i¢in SKOV-3
hiicreleri (Ege Universitesi Prof. Dr. Hiilya Ayar Kayali’dan temin edilmistir) %20 Fetal
Bovine Serum, %1 Penisilin-Streptomisin, %0,1 sodyum pirtivat iceren McCoy 5A
medyumunda 25 cm?’lik flasklarda %95 hava ve %5 CO; ortaminda, 37°C’deki CO
inkiibatoriinde kiiltiire edilmistir.

HUVEC hiicreleri (ATCC hiicre bankasindan temin edilmistir) ise %20 Fetal
Bovine Serum, %1 Penisilin-Streptomisin, sodyum bikarbonat, heparin, ECGS iceren
Nutrient Mixture Ham’s F12 medyumunda 25 cm?’lik flasklarda %95 hava ve %5 CO:
ortaminda, 37°C’deki COz inkiibatoriinde kiiltiire edilmistir. Hiicre hatlarina ait bilgiler

asagida verilmistir:

3.1.4.1. SKOV-3 hiicresi

SKOV-3, ovaryum adenokarsinomu olan 64 yasindaki beyaz bir kadinin
ovaryumundan 1973 yilinda izole edilmis, yiizey epiteli stromal tiimdrler grubuna dahil
olan ovarian serdz kist adeno karsinoma hiicre hattidir. Over malignitelerinin en sik
gorulen tipidir. Tim malign epitelyal timarlerin %50-80° ini, serdz tiimorlerin ise %25’

ini olustururlar. 60-70 yaslar1 arasinda en sik goriiliirler.
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Yiiksek dereceli ve diisiik dereceli serdoz karsinom olarak siniflandirilirlar.
Vakalarin %70-80” i yiiksek dereceli ser6z karsinom iken %5’ i1 de diisiik dereceli
kistadenomdur. Distal fallop tiipii epitelinden kaynaklandig1 diisiiniilmektedir. SKOV-3
hicreleri, tumor nekroz faktoriine ve difteri toksini, sisplatin ve adriyamisin gibi gesitli

sitotoksik ilaglara direnglidir [31].

Sekil 3.1: Skov-3 Hiicre Hattimin Mikroskop Altindaki Gortintiisii [77]

3.1.4.2. HUVEC (insan gobek kordonu damar: endotel hiicresi)

HUVEC hiicresi gobek kordonunun damarindan izole edilmis bir endotel hiicre
hattidir. Endotel hiicreleri (EC), tiim organ ve dokularda damarlarin i¢ kismin1 kaplayan
tek sirali hiicrelerdir. Diger bir adi da tek katli yassi epitel hiicreleridir ve basit epitel
hiicre sinifina girmektedirler. Endotel hiicreler, kan ile dokular arasinda kimyasal madde
aligverisinde bariyer gorevi yapmaktadir. Endotel hiicreler; biyiime faktorleri,
antitrombotik faktorler, inflamatuar mediatorler vb. salgilayarak viicutta ¢ok gesitli
hiicresel fonksiyonlar1 kontrol etmektedirler [78].

Insan gdbek kordonu, ¢ok az bir malzeme ile izole edilebildileri ve
kiiltiirlenebildikleri i¢in laboratuvar kosullarina ¢ok hizli uyum sagladiklarindan dolay1
hiicre kiiltiirii arastirmalari igin ¢ok iyi bir kaynaktir. Insan gébek kordonu damari endotel
hiicreleri (HUVEC) 1973‘ten glinlimiize, kolay elde edilmesi ve kolay bulunurlugu
bakimindan en ¢ok kullanilan in vitro hiicre hatlarindan biridir. Ayrica hastalik olusum
asamalarini arastirmak igin elverisli bir hiicre tipidir ve en ¢ok vaskiiler patoloji, kanser,

metabolik patoloji arastirmalarinda yaygin olarak kullanilmaktadir [24,50,78,79].
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HUVEC hiicrelerinin 6zellikleri genel hatlar1 ile soyledir; damarin gegirgenligi
daimi olarak kontrol ederler ve kan damarlarinin patolojik ve fizyolojik uyaranlara
tepkisi, trombojenisite, vazodilatasyon, anjiyogenez, homeostaz, monosit alimi ve

hormon tasinmasinin diizenlenmesinde 6nemli rol oynamaktadir [78].

ATCC Numarasi: CRL-1730
Tanim: HUV-EC-C

Oigek Cubugu 100um

Sekil 3.2: HUVEC Hiicre Hattimin Mikroskop Altindaki Gériintiisii [77]

3.1.5. Kullanilan arag ve gereclerin hazirlanmasi

Bu calismada kullanilan bazi cam ve plastik malzemeler ile sivi soliisyonlar
aliminyum folyolara sarili olarak 121 °C, 1,5 atm/Hg basincta otoklavda 20 dakika siire
zarfinda, bazi cam ve metal malzemeler de aliiminyum folyolara sarili olarak

sterilizatérde 180 °C’de 2 saat siire zarfinda steril edilerek kullanilmistir.

3.1.6. Kullanilan c¢ozeltiler ve reaktifler

3.1.6.1. Hucre kiiltiirii calismalart icin kullanilan genel ¢ozeltiler

PBS (Fosfat tamponu ¢ozeltisi): Hazir olarak satin alinan PBS tabletleri 1 tablet
100 ml ultra saf suda ¢oziinecek sekilde 30 dakika 1sitilarak karistiricida ¢ozdiriliir. 121
°C de 20 dakika 1,5 atm basing altinda otoklavda steril hale getirildikten sonra karanlik

ortamda oda sicakliginda saklanmustir.
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Tripsin-EDTA c¢ozeltisi: tripsin ve edta kullanima hazir olarak satin alinmistir.
Birebir oranda karistirilarak kullanilmistir. Deney yapilana kadar -20°C de sogutucuda
saklanmustir.

PBS- EDTA cozeltisi: 1 litre PBS-EDTA c¢ozeltisi icin 0,372 gr EDTA elektronik
tartida tartilir, tizerine 1 tablet 100 ml saf suda ¢oziinecek sekilde hazir PBS tabletleri
eklenir ultra saf su ile ¢ozelti 1 litreye tamamlanir. Olusan karisim 30 dakika 1sitmali
karistiricida ¢ozdiriiliir. 121 °C de 20 dakika 1,5 atm basing altinda otoklavda steril hale

getirildikten sonra karanlik ortamda oda sicakliginda saklanmaistir.

3.1.6.2. Medyumlarin (besi yerlerinin) hazirlanmasi

Bu caligmada SKOV-3 hiicresi igin McCoy’s SA medyumu kullanilmistir. +4°C
muhafaza edilen 500 ml McCoy’s SA medyumu iizerine 100 ml Fetal Bovine Serumu
eklenir. Bu karigimin iizerine %1 lik oranda penisilin-streptomisin ve sodyum piruvat
etken maddeleri eklenir. Karisim deneyde kullanilmak tizere +4 °C buzdolabinda

saklanir.

HUVEC hiicresi i¢inde bu ¢alismada Hams F12 medyumu kullanilmustir. + 4 °C
muhafaza edilen 500 ml Nutrient Mixture Ham’s F12 medyumuna %0,3 oraninda ECGS
eklenir. Bu ¢ozeltinin iistiine 100 ml FBS, %1°lik oranda penisilin-streptomisin ve %1’
lik oranda L-Glutamin eklenir. Olusan karistim deneyde kullanilmak tizere +4°C

buzdolabinda saklanir.

3.1.7. Oksidatif stresin belirlenmesi i¢in yapilan deneylerde kullanilan ¢ozeltiler

3.1.7.1. ROS deneyi

Bu tez calismasinda ROS deneyini gergeklestirebilmek icin  ABCAM firmasina ait
hazir test kiti satin alinmistir. Test kitinde soliisyon olarak ROS Buffer Assay, ROS Label

ve ROS Inducer icermektedir.
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3.1.8. Sitotoksitenin belirlenmesinde kullamlan ¢ozeltiler

3.1.8.1 MTT c¢ozeltisi

3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil tetrazolyum bromiir tartilip konsantrasyonu 5
mg/ml olacak sekilde fosfat tamponu ¢ozeltisi igerisinde ¢6ziillr. Por ¢ap1 0,22 um olan
filtre ile steril hale getirildikten sonra 1ml’lik porsiyonlara ayirip 1siktan korunakli bir
ortamda -20°C’de saklanmustir.

3.1.8.2. LDH deneyi

Bu tez calismasinda LDH deneyini gergeklestirebilmek icin  kullanilmak {izere

PROMEGA firmasina ait CytoTox- ONE ™ hazir test kiti satin alinmistir.

3.1.9. Test maddelerinin konsantrasyonlarinin hazirlanmasi

Bu ¢alismada Cayman Chemical Company’den temin edilen 10 mg (%98 saflikta)
duloksetin %1 DMSO ile ¢bzerek 1000um’Lik stok ¢ozeltileri hazirlanmistir. Deneylerde
kullanilmak iizere hazirlanan ¢ozelti -20 °C sogutucuda muhafaza edilmistir. Her deneyde
bu hazirlanan 1000um ¢ézelti -20 °C den ¢ikarilip oda sicakigina getirelerek hiicre hattina

2,5um, 5pum, 10um, 20um ve 30um’lik konsantrasyonlarda uygulanmstir.

3.2. Yontemler

3.2.1. Hicre hatlarimin laboratuvar ortaminda cogaltilmasi

Hcre kaltrd; doku ya da organdan alinan canli kiigiik bir parganin kontrollii sartlar
altinda biiytitiilmesi ve ¢ogaltilmasi islemidir. Belirli hiicre hattindan ¢ogaltilan hiicreler

tizerinde ¢esitli caligmalar yapilarak, 6zellikle de in vivo yapilamayan deneyler hakkinda
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ongord  sahibi  olunabilir. Hiicre kiiltiirleri doku eksplantlart veya hiicre

stispansiyonlarindan olusmaktadir. GlnlimUzde sitogenetik, biyokimyasal ve molekiler

biyolojik ¢alismalarda tani ve arastirma amaciyla yogun olarak kullanilmaktadir [67-69].
Bu ¢alismada sitotoksisite testlerinde ovarian seroz kistadenokarsinoma hiicre hatti

olan SKOV-3 kullanilmastir.

1. Hiicre hatt1 -80 °C’ de kryotiipler icinde dondurularak saklanmis olan hiicreler

¢ikarilarak 37C’ de hazirlanan su banyosunun igerisine konulur.

2. 37°C’deki su banyosunda donmus haldeki hiicrelerin ¢oziinmesi saglanir.

3. Coziinen hiicre siispansiyonu 9 ml besiyeri i¢eren santrifiij tiiptine aktarilir.

4. +4°C 1200 rpm’de 5 dk santriftj edilip hticreler ¢oktralur.

5. Santrifiij sonrasi siipernatant alinarak tiip dibindeki hiicre pelleti tizerine serumlu

besiyeri eklenir ve pipetaj yapilarak hiicrelerin homojen olarak birbirinden ayrilmasi

saglanir.

6. 25 cm?2’lik flaska alinarak Gzerine medyum konulan hiicreler 37°C’de %5 CO?2

iceren inkiibatore ¢cogalmalmaya birakilir.

7. Cogalan hiicrelerin 75 cm?2’lik flasklara alinip, haftada 1-2 kez pasajlanarak hiicre

hattinin hiicre canliliginin devamlilig1 saglanmstir.

8. Deneylerde 35-41 numarali hiicre pasajlari ile ¢aligilmistir.

9. Hiicrelerin 37°C’de %5 CO?2 igeren inkiibatorde inkiibasyon sonrasinda %70’in

Uzerinde Ureme ve biyime gdsteren hicre kilturleri invert mikroskop ile incelenerek

pasajlama islemi i¢in biyogiivenlik kabinine alinmistir. T75 flask igerisindeki olii

hicrelerin ve metabolik atiklarin bulundugu medyum ¢ekilerek uzaklastirilir.

10.  Pasajlama islemi icin, %70-80 hiicre doluluguna ulagmis flasklar alkollenerek

steril kabine alinir.

11.  Flask igindeki besiyeri pipet yardimiyla gekilerek atilir. 6-8 ml PBS ile flasktaki

hiicreler yikanir.

12.  Yikama isleminden sonra hiicreler hem birbirinden hem de tutunduklar1 ylizeyden

ayrilmasi i¢in 0.6 ml tripsin-EDTA ile muamele edilir.

13. Hicreler tripsin-EDTA eklendikten sonra 37° C’de etiiv i¢inde 1-2 dakika kadar

bekletilir. Hiicrelerin tutunduklari yiizeyden kalktigi mikroskop ile teyit edildikten sonra

flask tekrar steril kabine alinir.

14. Hucreleri tripsin-EDTA”’ dan hicreyi lizis etkisinde arindirmak i¢in tekrar 6-8 ml

medyum flaska eklenir.
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15.  Karisim 15 lik falkon tiipe alinir.

16. Deney kurulumu i¢in hiicre sayimi agamasina gegilir.

Bu ¢aligmada sitotoksisite testleri ve anjiyogenez deneyleri i¢in HUVEC hiicre hatti
kullanildi.
1. Hiicre hatt1 -800 C’ de kryotiipler i¢inde dondurularak saklanmis olan hiicreler
c¢ikarilarak 37C’ de hazirlanan su banyosunun igerisine alinir.
2. 37°C’deki su banyosunda ¢oziinmesi saglanir.
3. Coziinen hiicre siispansiyonu 9 ml besiyeri igeren santrifiij tiipiine aktarilir.
4. +4°C 1200 rpm’de 5 dk santriftj edilip hucreler ¢coktarullr.
5. Santrifiij sonrasi siipernatant alinarak tiip dibindeki hiicre pelleti {izerine serumlu
besiyeri eklenir ve pipetaj yapilarak hiicrelerin homojen olarak birbirinden ayrilmasi
saglanir.
6. 25 cm?2’lik flaska alinan hiicreler 37°C’de %5 CO: iceren inklbatore
cogalmalmaya birakilir.
7. Cogalan hiicrelerin 75 c¢cm?2’lik flasklara alinip, haftada 1-2 kez pasajlanarak
deneyin ve deneyde kullanilan hiicre hattinin devamlilig1 saglanmistir.
8. Deneylerde 20-24 numarali hiicre pasajlari ile ¢aligilmistir.
9. Hiicrelererin 37°C’de %5 COz igeren inkiibatdrde inkiibasyon sonrasinda %70’in
Uzerinde Greme ve biyime gdsteren hicre kialturleri invert mikroskop ile incelenerek
pasajlama islemi icin biyogiivenlik kabinine alinmistir. T75 flask igerisindeki 6li
hiicrelerin ve metabolik atiklarin bulundugu medyum c¢ekilerek uzaklastirilir.
10.  Pasajlama islemi icin, %70-80 hiicre doluluguna ulagmis flasklar alkollenerek
steril kabine alinir.
11.  Flask i¢indeki besiyeri pipet yardimiyla gekilerek atildi. 6-8 ml PBS ile flasktaki
hiicreler yikanir.
12.  Yikama isleminden sonra hiicreler hem birbirinden hem de tutunduklari ylizeyden
ayrilmasi i¢in 0.6 ml tripsin-EDTA ile muamele edilir.
13. Hicreler tripsin-EDTA eklendikten sonra 37° C’de etiiv i¢inde 1-2 dakika kadar
bekletilir. Hiicrelerin tutunduklarn yiizeyden kalktig1 mikroskop ile teyit edildikten sonra
flask tekrar steril kabine alinir.
14.  Hucreleri tripsin-EDTA” dan hiicreyi lizis etkisinde arindirmak igin tekrar 6-8 ml

medyum flaska eklenir.
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15.  Karisim 15 lik falkon tiipe alinir.

16.  Deney kurulumu i¢in hiicre sayimi agamasina gegilir.

3.2.2. Hemositometre (thoma lami) yontemi ile hiicre sayimi

Hemositometre ile hiicre sayimi en genel, eski ve maliyeti diisiik bir hiicre sayimi1
yontemidir. Kalin, diz ve sayim igin odaciklara sahip lamin {izerine lamel konarak
sayilacak hiicreli medyumlarin lam ile lamel rasina sizdirilarak mikroskopta sayilmasi
temeline dayanmaktadir. Bu yontemin temeli, 0,1 mm?® hacimde sayim yapilmasina
dayanmaktadir. Lamin ¢ukur bir kism1 mevcuttur ve hicreli medyum bu kisim iizerine
aktarilir, lamel kapatildiginda bu ¢ukurda 0,1 mm?® hacminde bir sivi bulunmaktadar.
Sayim yapilacak alan cam yiizeyindeki mevcut cizgilerle belirlenmistir [80].

Thoma lami ayn1 zamanda alt ve iist olmak tizere 2 bélmeden olusmaktadir ve bir
bolumiinde Thoma laminda 1 biiyiik kare 16 orta boy kare, her orta boy karede 25 kiiguk
kare olmak Uzere toplam 400 kicik kare mevcuttur. Sayim bu kareler referens alinarak
yapilir. Lamin her iki tarafindaki alan sayildiktan sonra sayimlarin ortalamasi alinir ve;

Bir orta boy karede sayilan hiicre sayis1 x Diliisyon Faktorii x 16 (orta boy kare sayisi) x

10.0 Degismez) formiliine gore drnekteki hiicre sayisi hesaplanir [80].
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Sekil 3.3: A: Thoma Lami, B: Hiicre sayilan alanlar [80]
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3.2.3. Hlcre canlili@inin belirlenmesi testleri

3.2.3.1. Mtt deneyi

MTT deneyi su agamalar takip edilerek gergeklestirilir:

1. Pasajlama islemi sonrasinda, hiicre sayimi yapilirak drnekteki mevcut hiicre sayisi
belirlendikten sonra 96 kuyucuklu 2 flaska herbir kuyucukta ayni hiicre sayisi olacak
sekilde hiicreler ekilerek deney kurulumu yapilir.

2. 96 kuyucuklu flaskta bulunan hicrelerin izerine sitotoksitesi belirlenecek maddeler
cesitli konstrasyonlarda 24 ve 48 saat muamele olacak sekilde hazirlanirak besi yerlerine
eklenerek hucreler inkiibasyona birakilir.

3. Sitotoksitesi tespit edilecek maddeler ile 24 ve 48 saat muamele edilen huicrelerden
inkibasyon suresi sonunda 96 kuyucuklu flasktaki besiyerlerinden uzaklastirilir.

4. 96 kuyucuklu flasktaki hiicrelerin hiicre canliliginin tespiti igin MTT testi soliisyonu
her kuyucuga 100uL olacak sekilde karanlik bir ortamda kuyucuklara eklenir.

5. Canli hiicrelerin mitokondrial metabolik aktiviteleri sonucu MTT boyasinin suda
¢oziinmeyen formazan tuzuna doniisebilmesi i¢in 2 saat inkiibasyona birakilir.

6. Bu siire sonunda hiicrelerden MTT boyas: iceren besiyerleri kuyucuklardan
uzaklagstirilir.

7. Canl hiicreler tarafindan olusturulan formazan tuzlarinin ¢oziinmesi i¢in her bir
kuyucuga 200 pL. DMSO ilave edilir.

8. Plakalardaki hiicrelerin optik dansiteleri (OD) ¢alkalayicili ELISA cihazinda 570 nm
dalga boyunda okutulur.

9. Test maddesi ile muamele edilmeyen kontrol grubundaki hucreler hiicre canlilik
orani %100 olarak kabul edilerek, deney hiicrelerinin canlilik oranlar yiizde olarak ifade
edilir.

10. Bu test, 8 paralel 3 kez tekrar edilir.
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3.2.3.2. LDH deneyi

LDH testi igin yeterli sayiya ulasan SKOV-3 ve HUVEC hicrelerinin
duloksetinin bu hiicreler {izerindeki sitotoksik etkilerin saptanmasi ve hiicre 6liminin
gostergesi olan hiicre digina salinan LDH enzimi incelendigi LDH testi “PROMEGA
CytoTox-ONE™ Homogeneous Membrane Integrity Assay “kiti kullanilarak yapilmustir.
Sitotoksisite testi, kullanilan ticari kitin deney prosedlrl talimatlar1 dogrultusunda
gerceklestirilmistir. SKOV 3 ve HUVEC hiicreleri ¢ogaltilip sayildiktan sonra sitotoksite
belirlemek i¢in deney agamasina gegilmistir [72,73,79].

Test prosediirii su siralama ile ilerlemektedir;
1. Her birinde SKOV 3 i¢in 96 kuyucuklu plakaya her kuyucukta 10000 hiicre olacak
sekilde HUVEC hiicreleri i¢inde her kuyucuga 8000 hiicre olacak sekilde 96 kuyucuklu
plakalara ekilmistir ve 24 saat boyunca %5 CO2’li ortamda 37°C’de kuyucuklara
tutunmalar1 i¢in inkiibasyona birakilmistir.
2. Inkiibasyon siiresi sonunda besiyerleri dokiilerek 50 ppm HOCI, 200 ppm HOCI
ve %0,2 KH soliisyonlar1 eklenmistir.
3. Maksimum LDH aktivitesi grubu degerleri soliisyon ile muamele edilmemis
kontrol grubu htcreleri Gizerine %0,1 Triton X-100 eklenmesiyle elde edilirken, 10 puL
steril, ultra-saf su i¢inde, islem gormemis hiicreler spontan LDH aktivitesi kontrolii olarak
kullanilmastir.
4. Hasarli hiicrelerden saliman LDH, laktatin oksidasyonunu ve bununla birlikte
NAD+'nin NADH'ye indirgenmesini katalize eder. Rediiktaz, Ultra-Glo™ rLuciferase
tarafindan biyoliiminesans sinyaline doniistiiriilen lusiferin iiretmek icin NADH ve
rediiktaz substratim kullanmustir. Uretilen 1sildayan sinyal, mevcut LDH miktarryla

orantilidir.
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Sekil 3.4: LDH deneyi test prosediirii [81]
3.2.4. Oksidatif stresin belirlenmesi

ABCAM ROS Test Kiti, bir hiicre i¢indeki hidroksil, peroksil ve diger reaktif
oksijen tiirlerinin aktivitesini 6l¢gmek i¢in hiicre bazli bir testtir. Test prensibi, hiicrelere
giren DCFH-DA'y1 kullanir, DCFH-DA hiicrelere girer ve hiicresel esterazlar tarafindan
fllioresan olmayan DCFH'ye deasetillenir. ROS varliginda DCFH hizla yiiksek oranda
floresan DCF'ye oksitlenir. Floresans, standart bir florometrik plaka okuyucuda
okunabilir hale gelir.

Istatistiksel analizler icin IBM SPSS Version 23 programi kullamlmistir. Verilerin
analizinde bagimsiz grup t-testi ve tek yonli ANOVA (Varyans Analizi), anlamlilik
diizeylerinin belirlenmesinde ise post-hoc olarak Tukey testi kullanilmigtir. Sonuglar
ortama + standart sapma olarak sunulmustur. Yari maksimum inhibitér konsantrasyon
(ICs0) degerlerinin belirlenmesi GraphPad Prism 9.5 programi ve grafiklerin ¢iziminde
Microsoft excel kullanilmistir. Tiim istatistiksel analizlerde aksi belirtilmedikge p<0,05
degeri istatistiksel olarak anlamli kabul edilmis ve anlamli farklhiliklar (*) ile

gosterilmistir.

3.2.5. Angiyogenez belirlenmesi

Endotel hicrelerinin biraraya gelerek kilcal damar benzeri yapilar olusturdugu tiip
formasyon deneyi anjiyojenezin belirlenmesinde kullanilir. Bu yontem; ilag etken
maddelerinin anjiyojenez olusturma yeneteginin arastirildigi bilimsel ¢aligmalarda kolay
uygulanabilen, tekrarlanabilirligi ve maliyetinin diisiik oldugu i¢in tercih edilen bir
yontemdir. Bu ylksek lisans tez ¢alismasi kapsaminda da gobek bagi damar endotel
hucreleri (HUVEC) tercih edilmistir. 96 kuyucuklu plakalarin kuyucuklar: 70 pl matriijel
ile kaplanmistir. %1 FBS iceren EBM-2 medyumu i¢inde 4 saat serum agligina maruz
birakilan HUVEC hiicreleri sonrasinda (4x105 hiicre/ml) olacak sekilde matrijel {izerine
ekilerek tlizerlerine %0,1 DMSO, 4 uM, 8 uM, 10 uM ve 20 uM konsantrasyonlarinda
duloksetin ilave edilmis ve 12 saat beklenmistir. Matrijel (izerine eklenen HUVEC
hlcreleri 12 saatlik bir zaman diliminde farklilasarak kendi aralarinda bir ag olusturarak
ve tlp benzeri yapilar meydana getirirler. Bu hiicrelerin tiip ag1 olusumlarini tespit etmek

ve goriintilemek icin inverted mikroskop yardimiylal0X’lik biiyiitmede incelenmis ve
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Olympus DP70 kamera ile fotograflanmistir. Deneyler, birbirinden bagimsiz olarak 3 kez
ve 2 tekrar seklinde gergeklestirilmistir.
4. BULGULAR

4.1. MTT Testi Sonuglar:

Calismada duloksetinin farkli konsantrasyonlar1 (4-30 uM) HUVEC ve SKOV-3
hiicre hatt1 lizerinde 24 ve 48 saat uygulanmistir. Duloksetinin hiicre hatlar {izerindeki
sitotoksik etkileri ve IC50 degerleri MTT testi ile belirlenmistir. Elde edilen hiicre
canlilig1 verileri % olarak ifade edilmistir. Duloksetin ile maruz birakilmayan kontrol
grubunun hicre canliligi %100 kabul edilerek ve diger gruplarin % degerleriyle

karsilastirilmistir. Sonuglar sekil 4.1°de gosterilmistir.

HUVEC W24 saat W48 saat

Kontrol 10 uM 20uM 30 uM

= e
© O N
o O O

NS
o O

Hiicre Canlihigi (% Kontrol)
= 3

Duloksetin Konsantrasyonlar: (uM)

Sekil 4.1: Duloksetinin HUVEC hicreleri tizerindeki sitotoksik etkisinin MTT testi ile
degerlendirilmesi. (*) isareti kontrol grubuna gére anlamli farkliliklar: géstermektedir. Anlamlilik degeri

p < 0,05.

HUVEC hiicre hatt1 iizerinde MTT sonuglar1 degerlendirildiginde, 24 saat boyunca
duloksetinin 4, 8, 10, 20, 30 uM konsantrasyonlarina maruz birakilan hiicrelerde 4 uM’lik
konsantrasyonda kontrol grubuna gore hiicre canlilifinda istatistiksel olarak anlamli bir
fark gozlenmemistir. 8, 10, 20, 30 uM konsantrasyonlarinda ise, hiicre canlilig sirastyla
%9, %11, %25, ve %41 oraninda azalmistir. 4 pM disindaki uygulanan tim
konsantrasyonlarda hiicre canliligindaki azalma istatistiksel olarak anlamli bulunmustur

(Sekil 4.1).
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48 saat boyunca duloksetinin 8, 10, 20 ve 30 uM konsantrasyonlarina maruz
birakilan hiicrelerde hiicre canlilig1 sirasiyla %8, %29, %69 ve %79 oraninda azalmis ve
istatistiksel olarak anlamli farklar bulunmustur 4 uM’lik duloksetin konsantrasyonu
uygulanan hiicrelerde ise kontrol grubuna gore hiicre canliliginda istatistiksel olarak

anlamli bir fark gozlenmemistir (Sekil 4.1).

SKOV-3
24 Saat W48 Saat

Kontrol 10 uM 20uM 30 uM

120
100

o
o O

N
o O

Hiicre Canlihig1 (% Kontrol)
N
o

Duloksetin Konsantrasyonlar: (nM)

Sekil 4. 2: Duloksetinin SKOV-3 hiicreleri izerindeki sitotoksik etkisinin MTT testi ile

degerlendirilmesi. (*) isareti kontrol grubuna gore anlamli farkliliklart gostermektedir. Anlamlilik degeri p

< 0,05.

SKOV-3 hiicrelerine duloksetinin 4-8-10-20-30 uM konsantrasyonlari 24 ve 48 saat
boyunca uygulanmistir. 24 saatlik uygulama sonucunda kontrol grubuna gore, hiicre
canlilig1 sirast ile %6, %35, %10, ve %22 oraninda azaldig1 gézlemlenmistir (Sekil 4.2).
Duloksetinin 10 ve 30 konsantrasyonlarinda hiicre canliliginda istatistiksel olarak anlaml
farliliklar gézlemlenirken; duloksetinin 4, 8 ve 20 uM konsantrasyonlarinda kontrol

grubuna gore hiicre canliliginda anlamli farklar saptanmamustir (Sekil 4.2).

Duloksetinin 48 saatlik uygulama sonucunda ise; kontrol grubuna goére, hiicre
canliliginin sirast ile %9, %35, %38, %42 ve %69 oraninda azaldigi gozlemlenmistir
(Sekil 4.2). Duloksetinin uygulanan tiim konsantrasyonlarinda hiicre canliliginda

istatistiksel olarak anlamli farliliklar saptanmistir (Sekil 4.2).
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Yart maksimum inhibitér konsantrasyonunun (IC50) belirlenmesi i¢in GraphPad
Prism 9,5 programi kullanilmistir. Duloksetinin 4-8-10-20-30 pM konsantrasyonlari
uygulanan HUVEC ve SKOV-3 hiicrelerinde 24 saatin sonunda IC50 degeri R? degerinin
kiiciik olmasi sebebi ile istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir. Ancak 48 saat
sonundaki IC50 degeri HUVEC hiicrelerinde 17,91 UM olarak saptanirken, SKOV-3
hiicrelerinde IC50 degeri 19,12 uM olarak belirlenmistir.

4.2. Laktat Dehidrogenaz Deneyi Sonuclari

HUVEC
200
S
=
= 150
=]
.
§ 100
£
E 50
=
£ 0
e
a Kontrol  Cozicu 10 uM 20puM 30 uM
- Kontrol

Duloksetin Konsantrasyonlari (uM)

m 24 Saat ™48 Saat

Sekil 4.3. Duloksetinin  HUVEC hiicreleri (izerine sitotoksik etkisinin LDH testi ile
degerlendirilmesi. (*) isareti kontrol grubuna gore anlamli farkliliklar1 gostermektedir. Anlamlilik degeri p

<0,05.

HUVEC hucrelerine duloksetinin 4-8-10-20-30 uM konsantrasyonlar1 24 ve 48 saat
boyunca uygulanmistir. 24 saatlik uygulama sonucunda kontrol grubuna gore, 20 uM
konsantrasyonda %14 ve 30 uM konsantrasyonda ise %39 oraninda hiicre digina LDH
salmimi gozlemlenmistir. 4-8-10 uM konsantrasyonlarda hiicre dist LDH salinimi

kontrole grubuna yakin olup istatiksel olarak anlamli bir fark saptanmamistir (Sekil 4.3).
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48 saatlik duloksetin uygulamasi ardindan elde edilen sonuglar degerlendirildiginde
ise; 4 ve 8 uM duloksetin uygulanan HUVEC hiicrelerinde hiicre dist LDH salinimi
kontrol grubuna yakin oldugu saptanmis ve istatistiksel olarak anlamli bir fark
gbzlenmemistir. Ancak uygulanan 10-20 ve 30 uM konsantrasyonlar da ise hiicre dis1
LDH salinim sirasiyla kontrole gore %28, %57 ve %69 oraninda arttig1 belirlenmistir

(Sekil 4.3).

SKOV—3 m24 Saat m48 Saat

200

E

£ 150

v

< 100

E

£ 50

G

N

= 0

. Kontrol 8 UM 10 pM 20uM 30 uM

Duloksetin Konsantrasyonlart (uM)

Sekil 4.4: Duloksetinin SKOV-3 hiicreleri izerine sitotoksik etkisinin LDH testi ile

degerlendirilmesi. (*) isareti kontrol grubuna gore anlamli farkliliklart géstermektedir. Anlamlilik degeri

p <0,05.

SKOV-3 hiicrelerine duloksetinin 4-8-10-20-30 uM konsantrasyonlari 24 ve 48 saat
boyunca uygulanmistir. 24 saatlik uygulama sonucunda kontrol grubuna gore, 20 uM
konsantrasyonda %14 ve 30 uM konsantrasyonda ise %39 oraninda hiicre digina LDH
salimimi gozlemlenmistir. 4-8-10 uM konsantrasyonlarda hiicre dist LDH salinimi

kontrole grubuna yakin olup istatiksel olarak anlamli bir fark saptanmamustir (Sekil 4.4).

48 saatlik duloksetin uygulamasi ardindan elde edilen sonuclar degerlendirildiginde
ise; 4 ve 8 uM duloksetin uygulanan HUVEC hiicrelerinde hiicre disi1 LDH salinimi
kontrol grubuna yakin oldugu saptanmis ve istatistiksel olarak anlamli bir fark
gbzlenmemistir. Ancak uygulanan 10-20 ve 30 uM konsantrasyonlar da ise hiicre dist
LDH salinimu sirasiyla kontrole gore %28, %57 ve %69 oraninda arttig1 belirlenmistir
(Sekil 4.4).
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4.3. ROS Sonuclar:

Duloksetinin farkli konsantrasyonlar1 24 saat boyunca HUVEC ve Skov-3
hiicrelerine uygulanmis ve hiicrelerdeki ROS olusumu iizerindeki etkisi, ROS testi ile
degerlendirilmistir. Deneysel kontrol olarak kit igerigindeki indiikleyici ajan

kullanilmistir.

HUVEC

600
500
400
300 *
200

“ o m m m m m B

Kontrol Kontrol 4 uM 8 UM 10uM  20puM 30 uM Deneysel
Cozicl Kontrol

ROS Seviyesi (% Kontrol)
o

Duloksetin Konsantrasyonlart (uM)

Sekil 4.5: Duloksetinin HUVEC hiicreleri (lzerine oksitadif stresi artirdigi ROS testi ile

degerlendirilmesi. (*) isareti kontrol grubuna gore anlamli farkliliklart gostermektedir. Anlamlilik degeri p

<0,05.

HUVEC hiicre hatt1 iizerinde ROS sonuglar1 degerlendirildiginde, 24 saat boyunca
duloksetinin 4, 8, 10, 20, 30 uM degisen konstrasyonlarina maruz birakilan hiicrelerde
4,8,10,20 uM’lik konsantrasyonda kontrol grubuna gore reaktif oksijen tiirlerinde artis
goriilmediginden istatistiksel olarak anlamli bir fark goézlenmemistir. 30 pM lik
konsantrasyonda kontrol grubuna gére %39 luk, deneysel kontrol grubununda kontrol

grubuna gore %450 reaktif oksijen tiirlerinde artis saptanmistir.
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SKOV-3

*

400
300
200

1°°llllll.|

Kontrol Kontrol 4 uM 8uM  10uM  20uM 30 uM Deneysel
Cozicu Kontrol

Duloksetin Konsantrasyonlart (uM)

ROS Seviyesi (% Kontrol)
o

Sekil 4.6: Duloksetinin SKOV-3 hicreleri Uzerine oksitadif stresi artirdigi ROS testi ile
degerlendirilmesi. (*) isareti kontrol grubuna gore anlamli farkliliklart gostermektedir. Anlamlilik degeri p

<0,05.

SKOV-3 hiicre hatti izerinde ROS sonuglari1 degerlendirildiginde, 24 saat boyunca
duloksetinin 4, 8, 10, 20, 30 uM degisen konstrasyonlarina maruz birakilan hiicrelerde
4,8,10 uM’lik konsantrasyonda kontrol grubuna gore reaktif oksijen tlrlerinde artig
goriilmedigi icin istatistiksel olarak anlamli bir fark goézlenmemistir. 20 pM’lik
konsantrasyonda kontrol grubuna gore %15’ lik, 30 uM’lik konsantrasyonda kontrol
grubuna gore %35 lik, deneysel kontrol grubununda kontrol grubuna goére %214 reaktif

oksijen tlrlerinde artis saptanmustir.

4.4. Tup Formasyon Testi Sonuclar

106 pm
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Sekil 4.7: Duloksetinin HUVEC hiicrelerinin tiip olusturmasi tizerine olan etkisinin gortintiileri

A: kontrol B: %0,1 DMSO C:4 puM Duloksetin D:8 pM Duloksetin E: 10 puM Duloksetin F:20 puM

Duloksetin

Anjiyogenez, kanser hucrelerinin  buylmesi ve gelismesinde onemli
mekanizmalardan birisidir. Anjiyogenezin olusumunun 6nlenmesine yonelik tedavilerin
gelistirilmesi, yeni ilag ve bilesiklerin kesfi i¢in nemlidir. Tez ¢alismasinda, duloksetinin

antianjiyojenik etkilerini gormek amaciyla HUVEC tilip formasyon testi yapilmistir.

HUVEC hiicrelerinde kontrol ve ¢oziici gruplarinda tiip olusumu tam olarak
gerceklesmistir (Sekil 4.7 a-b). Tiip olusumu 4uM’lik dozda ger¢eklesmektedir. 8 uM’lik
dozda parcalara ayrilmis tiip izlenimi verecek sekilde hiicrelerin yan yana geldigi, 10
UM’lik dozda hiicrelerin 8uM’lik doza gore daha az sayida hiicrenin yan yana gelerek
kiime olusturdugu ve tiip olusturamadigi goriilmiistiir. 20 uM’lik dozda ise doz artisina
bagli olarak canli hiicre sayisinda azalma oldugu ve hiicrelerin yanyana gelip kiime

olusturmadiklart goriilmiistiir.

5. SONUC, TARTISMA VE ONERILER

5.1. Sonuclar

HUVEC hiicre hatt1 tizerinde MTT sonuglart degerlendirildiginde, 24 saat boyunca
duloksetinin 4, 8, 10, 20, 30 uM konsantrasyonlarina maruz birakilan hiicrelerde 4 pM’lik
disindaki uygulanan tiim konsantrasyonlarda hiicre canliligindaki azalma istatistiksel

olarak anlamli bulunmustur.48 saat boyunca duloksetinin 8, 10, 20 ve 30 puM
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konsantrasyonlarina maruz birakilan hiicrelerde istatistiksel olarak anlamli farklar
bulunmustur 4 pM’lik duloksetin konsantrasyonu uygulanan hiicrelerde ise kontrol

grubuna gore hiicre canliliginda istatistiksel olarak anlamli bir fark gézlenmemistir.

SKOV-3 hiicrelerine duloksetinin 4-8-10-20-30 uM konsantrasyonlar1 24 ve 48 saat
boyunca uygulanmistir. 24 saatlik uygulama sonucunda kontrol grubuna gore, 10 ve 30
uM’lik konsantrasyonlarinda hiicre canliliginda istatistiksel olarak anlamli farliliklar
gozlemlenirken; duloksetinin 4, 8 ve 20 uM konsantrasyonlarinda kontrol grubuna gore
hiicre canliliginda anlamli farklar saptanmamistir. Duloksetinin 48 saatlik uygulama
sonucunda ise; kontrol grubuna gore uygulanan tiim konsantrasyonlarinda hiicre

canliliginda istatistiksel olarak anlamli farkliliklar saptanmistir.

Yar1 maksimum inhibitér konsantrasyonunun (IC50) belirlenmesi i¢in GraphPad
Prism 9,5 programi kullanilmistir. Duloksetinin 4-8-10-20-30 UM konsantrasyonlari
uygulanan HUVEC ve SKOV-3 hiicrelerinde 24 saatin sonunda IC50 degeri R? degerinin
kiiciik olmasi sebebi ile istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir. Ancak 48 saat
sonundaki IC50 degeri HUVEC hiicrelerinde 17,91 UM olarak saptanirken, Skov-3
hiicrelerinde IC50 degeri 19,12 UM olarak belirlenmistir.

HUVEC htcrelerine duloksetinin 4-8-10-20-30 uM konsantrasyonlari 24 ve 48 saat
boyunca uygulanmistir. 24 saatlik uygulama sonucunda kontrol grubuna gore, 20 uM
konsantrasyonda %14 ve 30 uM konsantrasyonda ise %39 oraninda hiicre digina LDH
salmimi gozlemlenmistir. 4-8-10 uM konsantrasyonlarda hiicre dist LDH salinimi

kontrole grubuna yakin olup istatiksel olarak anlaml1 bir fark saptanmamustir.

48 saatlik duloksetin uygulamasi ardindan elde edilen sonuclar degerlendirildiginde
ise; 4 ve 8 uM duloksetin uygulanan HUVEC hiicrelerinde hiicre disi1 LDH salinimi
kontrol grubuna yakin oldugu saptanmig ve istatistiksel olarak anlamli bir fark
gbzlenmemistir. Ancak uygulanan 10-20 ve 30 uM konsantrasyonlar da ise hiicre dist

LDH salinimu sirasiyla kontrole gore %28, %57 ve %69 oraninda arttig1 belirlenmistir.
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SKOV-3 hiicrelerine duloksetinin 4-8-10-20-30 uM konsantrasyonlar1 24 ve 48 saat
boyunca uygulanmistir. 24 saatlik uygulama sonucunda kontrol grubuna gore, 20 uM
konsantrasyonda %14 ve 30 uM konsantrasyonda ise %39 oraninda hiicre digina LDH
salinimi goézlemlenmistir. 4-8-10 uM konsantrasyonlarda hiicre dist LDH salinimi
kontrole grubuna yakin olup istatiksel olarak anlamli bir fark saptanmamustir .48 saatlik
duloksetin uygulamasi ardindan elde edilen sonuglar degerlendirildiginde ise; 4 ve 8 uM
duloksetin uygulanan HUVEC hiicrelerinde hiicre dist LDH salinimi kontrol grubuna
yakin oldugu saptanmis ve istatistiksel olarak anlamli bir fark gozlenmemistir. Ancak
uygulanan 10-20 ve 30 uM konsantrasyonlar da ise hiicre dist LDH salinimi sirasiyla
kontrole gore %28, %57 ve %69 oraninda arttig1 belirlenmistir

HUVEC hiicre hatt1 tizerinde ROS sonuglar1 degerlendirildiginde, 24 saat boyunca
duloksetinin 4, 8, 10, 20, 30 uM degisen konstrasyonlarda maruz birakilan hiicrelerde
4,8,10,20 uM’lik konsantrasyonda kontrol grubuna gore reaktif oksijen tlrlerinde artis

istatistiksel olarak anlamli bir fark gézlenmemistir.

30 uM lik konsantrasyonda kontrol grubuna gore %39 luk, deneysel kontrol

grubununda kontrol grubuna gore %450 reaktif oksijen tlirlerinde artis saptanmistir

SKOV-3 hiicre hatti tizerinde ROS sonuglar1 degerlendirildiginde, 24 saat boyunca
duloksetinin 4, 8, 10, 20, 30 uM degisen konstrasyonlarda maruz birakilan hiicrelerde
4,8,10 uM’lik konsantrasyonda kontrol grubuna gore reaktif oksijen tirlerinde artis
istatistiksel olarak anlamli bir fark gdzlenmemistir.20 pM’lik konsantrasyonda kontrol
grubuna gore %15’ lik, 30 uM’lik konsantrasyonda kontrol grubuna gore %35 lik,
deneysel kontrol grubununda kontrol grubuna gore %214 reaktif oksijen tiirlerinde artis

saptanmistir.

Duloksetin uygulanmis HUVEC hiicrelerinin tiip olusumu kontrol ve ¢ozlcu
gruplarinda kontrol gruplarinda tiip olusumu tam olarak ger¢eklesmistir. Tiip olusumu
4uM’lik dozda gergeklesmektedir. 8 uM’lik pargalanmis bir gorlintide tip izlenimi
verecek sekilde hiicrelerin yan yana geldigi, 10 uM’lik dozda hiicrelerin 8uM’lik doza
gore daha az sayida hiicrenin yan yana gelerek kiimelestigi ve tiip olusturamadigi
goriilmiistiir. 20 uM’lik dozda hiicrelerin sayisinda doz artisina bagli olarak azalma

oldugu ve hiicrelerin yanyana gelip kiime olusturmadiklar1 goriilmistiir.

50



5.2.Tartisma

Kanser, kiiresel ¢apta dnemli bir halk saglig1 sorunudur ve diinya ¢apinda ikinci 6nde
gelen O0liim nedenidir. Uluslararas1 Kanser Arastirma Ajansi'nin (IARC) son tahminine
gore, 2020 yilinda diinya ¢apinda 10,0 milyon kanser 6limi ve 19,3 milyon yeni vaka
rapor edilmistir.2040 yilina gelindiginde yeni kanser hastasi sayisinin 30,2 milyona
cikacagi tahmin edilmektedir. Bu da mevcut seviyenin neredeyse iki katina ¢ikmasina
neden olacaktir [3.82-84].

Ilaglarm yeniden kullanimi veya yeniden konumlandirilmasi, eski ilaglara yeni
kullanim alanlar1 bulmak adina cazip bir yaklagimdir. Bu tiir bir ilacin yeniden kullanima,
Faz I klinik aragtirmalari ortadan kaldirarak daha kisa iiretim siiresi ve de yeni ilag kesfine

kiyasla daha diisiik maliyet gibi bir dizi avantaji beraberinde getirmektedir [13,14,28,90].

Mevcut ilaglar direngle karsilasmakta ve bazen tahammiil edilemez istenmeyen
etkilere sahip olabilmektedir. Bilim camiasi genellikle mevcut ilaglarin sorunlarint ve
direncini ele almak i¢in alternatif kanser kemoterapotik ajanlarini arastirmaya tesvik
edilmektedir. Onkoloji dis1 ilaglarin hem temel hem de klinik diizeyde kanser tedavisine
yonelik olarak yeniden tasarlandigini gosteren siirekli caligmalar vardir [13,14,28,90].

Son 30 yilda, bir dizi ¢calisma, altta yatan mekanizmalar1 apoptozu tetikleme, hiicresel
enerji metabolizmasint kisitlama, antioksidan aktivite gosterme, anjiyogenezi inhibe
etme, bagisiklik sistemini diizenleme vb. olan antidepresanlarin kanser karsiti
Ozelliklerini in vitro ve in vivo olarak gostermistir. Kanser kargiti antidepresanlar, trisiklik
antidepresanlar1 (TCA'lar), tetrasiklik antidepresanlar1 (TeCA'lar), segici serotonin geri
alim inhibitorlerini (SSRI'ler) ve serotonin-norepinefrin geri alim inhibitOrlerini
(SNRI'ler) kapsamaktadir [85-92,94-97].

Antidepresan ilaglar, depresyon bozukluklarina yatkin kanser hastalarinin tedavisinde
onemli bir role sahiptir. ilk gézlemler, antidepresanlarin kanserin gelismesi ve biiyiimesi
tizerindeki etkisine iliskin ¢eliskili bulgular gostermistir. Daha sonraki calismalar,
trisiklik antidepresanlar (TCA'lar) ve secici serotonin geri alim inhibitorleri (SSRI'ler)
dahil olmak iizere antidepresan ilaglarin, gesitli etki mekanizmalar1 araciligiyla kanser
tedavisine eklenmesi konusunda biyuk potansiyelini ortaya koymustur [85-90].

Depresyon kanser hastalarinda ¢ok yaygin goriilen bir psikolojik bozukluktur.

Kronik stres, antitimor bagisiklik tepkisini azaltir ve tiimor biliylimesini destekler.
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Hayvan modellerini kullanan ¢esitli calismalar, davranigsal stresin yumurtalik, pankreas,
prostat ve meme karsinomlar1 ve malign melanomlarin hizli ilerlemesini uyardigini
bulmustur. Duloksetin yaygin olarak depresyonu tedavi etmek i¢in kullanilir ve kanser
agris1 tedavisinde adjuvan tedavi olarak onerilmektedir [92].

Sisplatin, doksorubisin, dosetaksel ve benzeri yaygin antikanser ilaglariin birgok
yan etkiye sahip olmasi nedeniyle, normal hiicrelere daha az toksisiteye sahip ve
kotiihuylu hiicrelere kars1 yliksek toksisiteye sahip yeni ilaglarin gelistirilmesi ve
kullanilmas1 y6niinde egilimler bulunmaktadir [49].

Rehem ve arkadaslar1 (2024) duloksetinin, planktonik hiicrelere kars1 antifungal
aktivite sahip oldugu rapor etmistirlerdir [93].

Yamamaoto ve ekibi (2024) duloksetinin néron koruyucu etkiye sahip oldugunu
SHSY-5Y hiicreleri kullanarak saptamislardir [94].

Matsushima ve ekibi (2023) Duloksetinin insan hepatoselliiler karsinom (HCC)
kaynakli HuH7 hiicrelerinde serotonin geri alim inhibisyonu yoluyla c-Jun N-terminal
kinazinin doniistiiriicii bliylime faktorii-a ile uyarilan aktivasyonunu onemli Olciide
artirdigini ancak norepinefrini artirmadigini ilk kez saptanmis ve bunun sonucunda hiicre
goctinii artirdid tespit edilmistir [95].

Zinnah ve Park (2018), A549, HCC-15 ve Calu-3 hiicreleri tizerinde duloksetinin
5-10-20 mikromolarlik konsantrasyonlarinin hiicre ¢cogalmasi iizerindeki etkilerini 18
saatlik maruziyet sonrasi degerlendirmigler ve 20 mikromolarlik konsantrasyonun {i¢
hiicre hattinda da hiicre sayisinda diisiise neden oldugunu rapor etmislerdir [9].

Hassani ve ekibi (2019) Duloksetinin MKN45 kanser htcre dizisi ve NIH3T3
normal hiicre dizisi Uzerindeki sitotoksisitesini arastirmiglardir. Duloksetin, NIH3T3
hiicreleriyle karsilagtirildiginda MKN45 hiicrelerinde daha yliksek 1Cso sergilemistir.
Ayrica bu c¢alismasa duloksetinin genotoksik etkisi mikroniikleus analizi ile
degerlendirilmistir. Sonuglar, duloksetinin 100 ve 200 uM'de daha fazla DNA hasari
olusturdugunu ve 200 pM'de sisplatine gore anlamli bir fark yaratmadigini, ancak 100 ve
50 uM konsantrasyonlarda daha az genotoksik etkiye sahip oldugunu ortaya ¢ikarmistir
[10].

Sagara ve ekibi (2021) duloksetinin pankreas kanserli hiicrelerin etrafini1 ¢eviren

stromay1 lireten pankreas yildiz hiicrelerinin aktivasyonunu baskiladigini ve bdylece
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timor-stroma ilskisini bozdugunu saptayarak, duloksetinin pankreas kanserinin
tedavisinde kullanilabilecegini rapor etmislerdir. [11].

Duloksetinin epidermal biyime faktori reseptor-tirozin kinaz inhibitorleri (EGFR-
TKT'ler) ile 48 saatlik kombine kullaniminin kiigiik hiicreli olmayan akciger kanser hiicre
dizileri olan H1299, H460 ve AS549 hiicrelerinin ¢ogalmasini doza bagli olarak
diistirdiigiinii ve bdylece kiigiik hiicreli olmayan akciger kanserlerinin tedavisinde
kullanilabilecegi Jang ve ekibi (2024) tarafindan saptanmustir [12].

Yapilan bu tez ¢alismasinda da JANG ve ekibinin etkili oldugunu tespit ettigi
duloksetin dozlar1 temel alinarak SKOV-3 ve HUVEC hiicreleriyle muamele edilmistir.
Duloksetinin SKOV-3 hiicreleri iizerinde konsantrasyona ve zamana bagli olarak hiicre
sayisinda diisiis meydana getirdigini gdzlemlenmistir.

Duloksetinin, agresif bir kanser tirt olan pankreas duktal adenokarsinoma
hiicrelerinin ve kanserle iliskili fibroblast hiicrelerinin ¢ogalmasini engelledigi ayrica
pankreas duktal adenokarsinoma hiicrelerinin migrasyon ve invazyon yeteneklerini
inhibe ettigi Kajiwara ve ekibi (2020) tarafindan bildirilmistir [96].

Tez calismamizda HUVEC hiicreleri ni kullanarak yaptigimiz tiip olusturma
deneyinde 8 puM’lik konsantrasyondan baslayarak artan konsantrasyonlarda HUVEC
hiicrelerinin kilcal damar benzeri yapilar1t meydana getiremedigini gézlemledik. Elde
ettigimiz sonuglar duloksetinin HUVEC hiicrelerinin migrasyon yetenegini engelledigini
gostermektedir.

Insan plasental BeWo hiicreleri, sinsitiyotrofoblastlarin bir modeli olarak kullanilan
insan kokenli plasental koryokarsinom epitel hiicreleridir. BeWo hiicreleri siklikla
ilaglarin plasentadan transferinde tasiyicilarin roliini ve ilaglarin plasenta hiicreleri
tizerindeki toksisitesini incelemek i¢in kullanilmaktadir. Nabekura ve arkadaslar1 (2023)
yaptiklar calismada duloksetin ve bazi antidepresanlarin BeWo hiicreleri iizerindeki
toksisitelerini WST-8, LDH ve ROS deneylerini uygulayarak arastirmiglardir.
Duloksetinin BeWo hiicre canliligint 6nemli olgiide azalttigini, ekstraselliiler laktat

dehidrogenaz aktivitesini ve ROS iiretimini arttirdigini bildirmislerdir. [97].

5.3. Oneriler
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Bu tez ¢calismasinin sonucunda elde edilen verilerle, bir seratonin ve noradrelin geri
alim inhibitorii olan duloksetin’in SKOV-3 ve HUVEC hiicre hatt1 iizerindeki hiicre
cogalmasini engelleyici etkileri MTT testi ile sitotoksik etkileri ise LDH testi ile tespit
edilmistir. Duloksetinin 19,1 uM’lik konsantrasyonunun SKOV-3 hicrelerinde 48
saatlik uygulama sonrasinda hiicre sayisinda kontrole gore yaklasik %50 oraninda
azalmaya neden oldugu MTT testi ile saptanmistir. Duloksetinin konsantrasyon artistyla
birlikte LDH artis1 olmustur. Duloksetinin artan konsantrasyonlarinin SKOV-3 ve
HUVEC hiicrelerinde ROS iiretimini indiikledigi gézlemlenmistir. HUVEC hiicrelerinde
anti- anjiyojenez aktivitesini belirlemek i¢in yapilan tiip olusumu deneyinde, duloksetinin
4 uM’lik konsantrasyonun tiip olusumu iizerinde olumsuz bir etkiye sahip olmadigi; 8,
10 ve 20 uM’lik konsantrasyonlarin ise tiip olusumunu engelleyici etkiye sahip oldugu
belirlenmigtir. Literatiirde duloksetinin anjiyojenez iizerine etkisinin arastirildigi bir

calisma bulunmamaktadir.

Elde ettigimiz verilerle duloksetinin anti-anjiyojenik bir etkiye sahip oldugunu
gozlemlenmistir. Duloksetinin farkli hiicre hatlart kullanilarak sitotoksisite ve
genotoksisite testleri uygulanarak in vitro deneylerle arastirilmasiyla elde edilecek
verilerin bu seratonin noérepinefrin geri alim inhibitorii maddenin antikanser ve anti-
anjiyojenik etkilerinin belirlenmesi konusunda daha aydinlatici olacag: diigiiniilmektedir.
Elde edilen bu bulgularin, anjiyojenez Tlizerine etkili olan yolaklar arastirilarak
gelistirilmesinin ileride duloksetinin anti-anjiyojenik bir ila¢ olarak kullanimina olanak
saglayabilecegi diisiiniilmektedir

Bu tez calismasi ile bilinen sitotoksik, genotoksik, mutajenik, kanserojenik ve
teratojen etkileriyle birlikte duloksetinin SKOV-3 ve HUVEC hiicre hatt1 iizerindeki
etkileri hakkinda ongoriiye sahip olarak yapilacak konuyla ilgili sonraki ¢alismalar igin

baslangig olacak veriler literatiire kazandirilmistir.
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